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Summary

Implementation of optical biosensor platforms based on new selective

recognition elements for immunosuppressant monitoring in blood samples

The demand for organ transplantation increases worldwide every year and,
according to the Global Observatory on Donation and Transplantation and the World
Health Organization, more than 153,800 transplants were performed in 84 countries in
2019. The success of transplantation and correct recovery of the patient depends, to a
large extent, on the control of adequate levels of immunosuppressive drugs (ISDs) in
blood, as they present narrow therapeutic windows and large inter- and intra-individual
absorption variations (that may result in unpredictable levels). Therefore, one of the
main objectives of Public Health authorities is to ensure the adequate
pharmacotherapeutic monitoring of immunosuppressants in organ recipients to ensure a
maximum therapeutic response with the minimum adverse effects.

Currently, liquid chromatography coupled to different detectors (e.g. diode array,
fluorescence or mass spectrometry) is widely applied for the control of ISDs in clinical
laboratories. Although all these techniques allow the development of sensitive and
reproducible analytical methods, they require properly trained personnel and, in most
cases, complex sample pretreatment steps that increase irreproducibility, the analysis
time and the cost per assay. Furthermore, these methods are not suitable for semi-
continuous monitoring in point-of-care (POC) devices or for high-throughput screening.

The development of antibody-based screening methods has received much
attention from clinical laboratories and diagnostic companies for the analysis of ISDs. In
contrast to chromatographic techniques, immunoassays can be easily integrated into a
specialized laboratory (automation, traceability and ease of method validation), or even
be part of a POC device. However, their main disadvantage is their potential cross-
reactivity towards active or inactive metabolites in the sample, leading to a possible
overestimation of the analyte concentration. However, these problems can be overcome
by using recombinant anti-ISD antibodies or selective immunosuppressant binding
bioreceptors.

The main objective of this Doctoral Thesis is the development of new biosensors for

the analysis of immunosuppressants in blood samples from organ transplanted patients.
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For this purpose, different assay formats and measurement strategies have been
implemented, evaluating their impact on the analytical characteristics of the developed
methods. New recognition elements, or fluorescent derivatives of the analytes, have been
designed to achieve a more sensitive, rapid and selective detection of the selected targets,
mycophenolate acid (MPA) and tacrolimus (FK506).

The first part of the Thesis describes the development of a homogeneous assay
based on fluorescence polarization, where fluorescent analogues of the
immunosuppressants FK506, MPA and cyclosporin A (CsA) are evaluated. Only the MPA
analog provided the required selectivity for the analysis in blood samples, allowing the
determination of free MPA with a limit of detection (LOD) of 0.8 ng/mL and a dynamic
range of 1.7-39 ng/mL. The sensitivity obtained is excellent and fits the therapeutic
requirements improving the LODs of the immunoassays described in the literature for
this type of analysis. No cross-reactivity was observed in the presence of other ISDs
generally administered with MPA (CsA and FK506), or against the metabolite MPA
glucuronide. The optimized assay was applied to the analysis of MPA in serum from a
transplant patient treated with MPA and FK506, and the results were validated by HPLC-
DAD.

In the second part of the Thesis, bioassays based on luminescence measurements
have been developed for the analysis of FK506. Specifically, recombinant fluorescent
receptors have been designed and produced as an alternative to selective antibodies,
obtained from animal models used in immunoassays. The fusion proteins contained the
FKBP1A receptor, an immunophilin that forms a complex with FK506 confering
immunosuppressive capacity, and the Emerald green fluorescent protein (EmGFP) or the
orange fluorescent protein (mOrange2). This approach offers the possibility of unlimited
production of the recognition element, avoiding batch-to-batch variations, with a low
cost. The interaction between the fluorescent recombinant receptors and the drug was
evaluated using a quartz crystal microbalance (QCM).

The recombinant proteins have been applied to the development of two types of
competitive heterogeneous assays. The first one employs magnetic particles

functionalized with FK506. After the evaluation of the different protein constructs better
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results were provided by the FKBP1A-EmGFP that was used for further experiments. The
optimized bioassay fits the therapeutic requirements, showing a LOD of 3 ng/mL and a
dynamic range between 5 and 70 ng/mL. No cross-reactivity was observed against MPA,
although sirolimus (Sir), which has a very similar structure to FK506 and is recognized in
the organism by the same receptor, is recognized as well by the recombinant protein. The
new bioassay was applied to the analysis of FK506 in whole blood samples from
transplant recipients, and the results compared favorably with those provided by an
external laboratory.

The second method was based on the production of FK506-functionalized
polycaprolactone Janus magnetic micromotors. These microparticles move autonomously
in a solution, inducing an efficient fluid mixing, which accelerates the interactions of the
recognition element with the functionalized micromotor and the analyte, resulting in
improved analytical characteristics of the method. This assay is performed in a single
step, reducing the analysis time and is based on the competition between the analyte and
FK506 immobilized on the motor surface for the recognition site of the recombinant
fluorescent receptor added to the sample. Compared to the magnetic particle-based
assay, this assay shows a lower LOD and a larger dynamic range, although the
reproducibility is slightly lower (mean RSD: 16% vs 10%). The selectivity of the assay
was evaluated by measuring the competitive inhibition curve with MPA and no cross-
reactivity was observed over the range of concentrations evaluated. The simplicity and
analytical characteristics of this method are promising for the future determination of

FK506 in biological samples.
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Resumen

Implementacién de plataformas biosensoras Opticas basadas en nuevos
elementos de reconocimiento selectivo para la monitorizacion de

inmunosupresores en muestras sanguineas

Cada afio aumenta la demanda de trasplantes de 6rganos en todo el mundo, y
segun los datos del Observatorio Mundial de Donacién y Trasplante y de la Organizaciéon
Mundial de la Salud, en 2019 se realizaron mas de 153,800 intervenciones en 84 paises.
El éxito del trasplante y la correcta recuperacién del paciente dependen, en gran parte, de
que se controlen en el paciente los niveles adecuados de medicamentos
inmunosupresores (ISDs) tras el trasplante, los cuales presentan ventanas terapéuticas
estrechas y grandes variaciones de absorcion inter e intraindividuo (dando origen a
niveles impredecibles en la sangre). Por ello, uno de los objetivos fundamentales de las
autoridades de la Salud Publica es la monitorizacién farmacoterapéutica de estos
medicamentos, para asegurar la maxima respuesta terapéutica con los minimos efectos

adversos.

Actualmente, en los laboratorios clinicos se emplea mayoritariamente la
cromatografia liquida acoplada a diferentes detectores (ej. matriz de diodos, fluorescencia
o espectrometria de masas) para la determinacién de ISDs. Si bien todas estas técnicas
proporcionan métodos sensibles y reproducibles, requieren personal debidamente
entrenado, en algunos casos su coste es elevado y, en ocasiones, se requieren etapas
adicionales de extraccién y derivatizacién, aumentando los tiempos de andlisis y la
irreproducibilidad del método. Ademaés, estos métodos no son adecuados para la
monitorizacién semicontinua en dispositivos de analisis in situ (POC, del inglés point-of-

care) o para el cribado de alto rendimiento.

El desarrollo de métodos de cribado basados en anticuerpos ha recibido mucha
atencién, tanto por parte de los laboratorios clinicos como de las empresas de
diagnostico. A diferencia de las técnicas cromatograficas, los inmunoensayos pueden
integrarse facilmente en un laboratorio especializado (automatizaciéon, trazabilidad y
facilidad de validacién del método), o incluso formar parte de un POC. Sin embargo, su

principal desventaja es su potencial reactividad cruzada hacia los metabolitos activos o
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inactivos de la muestra, dando lugar a una posible sobreestimacién de la concentracién
del analito. No obstante, estos problemas pueden solventarse empleando anticuerpos

recombinantes anti-ISD o bioreceptores de union selectiva al inmunosupresor.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de nuevos biosensores
para el analisis de inmunosupresores en muestras de pacientes trasplantados. Con este
fin, se han explorado diferentes formatos de ensayo y estrategias de medida, evaluando
su impacto en las caracteristicas analiticas. Se han disefiado nuevos elementos de
reconocimiento, o derivados fluorescentes de los analitos, para conseguir una deteccién
mas sensible, rapida y selectiva de los inmunosupresores acido micofenélico (MPA) y
tacrolimus (FK506).

En la primera parte de la Tesis se describe el desarrollo de un ensayo homogéneo,
basado en medidas de polarizacion de fluorescencia, donde se evalian analogos
fluorescentes de los inmunosupresores FK506, MPA y ciclosporina A (CsA). Tan solo el
analogo del MPA proporcion6 la selectividad requerida para los andlisis de las muestras
de sangre, permitiendo la determinacién de MPA libre con un limite de deteccién (LOD)
de 0.8 ng/mL y un intervalo de respuesta lineal entre 1.7-39 ng/mL. La sensibilidad
obtenida es excelente, ajustandose a los requerimientos terapéuticos, y mejora los LODs
de los inmunoensayos descritos en la bibliografia hasta la fecha de la publicacién para
este tipo de analisis. No se observo6 reactividad cruzada frente a otros ISDs administrados
generalmente con el MPA (CsA y FK506), ni frente al metabolito MPA glucurénido. El
ensayo desarrollado se aplico al anéalisis de MPA en suero de una paciente trasplantada,
tratada con MPA y FK506, y los resultados fueron validados mediante HPLC-DAD.

En la segunda parte de la Tesis se han desarrollado bioensayos basados en medidas
de luminiscencia para el analisis del inmunosupresor FK506. Concretamente, se han
disefiado y producido receptores recombinantes fluorescentes como alternativa a los
anticuerpos, obtenidos de modelos animales, usados en los inmunoensayos. Las proteinas
de fusién sintetizadas estan formadas por el receptor FKBP1A, una inmunofilina que
forma un complejo con el FK506 confiriéndole asi capacidad inmunosupresora, y la
proteina verde fluorescente Emerald (EmGFP) o la proteina naranja fluorescente

(mOrange2). Esta aproximacién ofrece la posibilidad de una producciéon ilimitada del
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elemento de reconocimiento, evitando variaciones entre lotes, a un bajo coste. La
interacciéon entre los receptores recombinantes fluorescentes y el farmaco se evalud
empleando una microbalanza de cristal de cuarzo.

Las proteinas recombinantes se han aplicado al desarrollo de dos tipos de ensayos
heterogéneos competitivos. El primero emplea particulas magnéticas funcionalizadas con
FK506. Se evaluaron las diferentes construcciones proteicas sintetizadas, obteniéndose
mejores resultados con la FKBP1A-EmGFP. El bioensayo desarrollado se ajusta a los
requerimientos terapéuticos, mostrando un LOD de 3 ng/mL y un intervalo dinamico
entre 5y 70 ng/mL. No se observé reactividad cruzada frente al MPA, pero si frente al
ISD sirolimus (Sir), que presenta una estructura similar al FK506 y es reconocido en el
organismo por el mismo receptor. El ensayo desarrollado se aplico al anélisis de FK506
en muestras de sangre entera de pacientes trasplantados, y los resultados se compararon
favorablemente con los evaluados por un laboratorio externo.

En el segundo ensayo optimizado se emplearon micromotores magnéticos Janus de
policaprolactona funcionalizados con FK506. Estas microparticulas se desplazan de forma
auténoma en disolucién, induciendo una eficaz mezcla de los fluidos que permite acelerar
las interacciones del elemento de reconocimiento con el micromotor funcionalizado y el
analito, mejorando las caracteristicas analiticas del método. El ensayo se realiza en una
Unica etapa, reduciendo el tiempo de andlisis, y se basa en la competicién entre el analito
y el FK506 inmovilizado en la superficie del motor por el sitio de reconocimiento del
receptor fluorescente recombinante adicionado en la muestra. En comparacién con el
ensayo basado en particulas magnéticas, este ensayo muestra un LOD inferior y un
mayor intervalo dindmico, aunque la reproducibilidad es ligeramente inferior (RSDmedia:
16% vs 10%). La selectividad del ensayo se evalu6 midiendo la curva de inhibiciéon
competitiva con el MPA y no se observé reactividad cruzada en el intervalo de
concentraciones evaluadas. La simplicidad y las caracteristicas analiticas de este método
hacen que tenga un potencial muy prometedor para la futura determinacién de FK506 en

muestras bioldgicas.
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Abreviaturas y simbolos

Abreviaturas
Ab

ACMIA
AcMPAG
AcNaT

AFM

Ag

AO

APBA
APCI
API

ATR
AUC
avGFP
BODIPYs
BRET
BSA
BSTFA

G,
C2-NTA

CB
CBT
Cdots
CE
CEDIA

Cu
C
CR
CsA

Anticuerpo

Inmunoensayo magnético con anticuerpos conjugados
Acil glucurénido del acido micofenoélico

Tampén acetato sodico con Tween®20

Microscopia de fuerza atémica

Antigeno

N-(5-((3-aminopropil)amino)-10-metil-gH-benzo[a]fenoxazin-9-

iliden)etanaminio

Acido 3-aminofenilboronico

Ionizacién quimica a presion atmosférica

Ionizacién a presiéon atmosférica

Reflectancia total atenuada

Area bajo la curva

Proteina verde fluorescente de Aequorea victoria
4-4-Diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-S-indacenos
Transferencia de energia de resonancia bioluminiscente
Albimina de suero bovino

N,O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida

Nivel valle

Analisis tras 2 h de la administraciéon del farmaco
3,3'-Ditiobis[ N-(5-amino-5-carboxipentil ) propionamida-N',N'-
diacido acético

Carbono mesoporoso

Tampén carbonato con Tween®20

Puntos cuanticos de carbono

Electroforesis capilar

Inmunoensayo basado en el empleo de un donador enzimatico
clonado

Region constante de la cadena pesada
Region constante de la cadena ligera
Reactividad cruzada

Ciclosporina A

23



Capitulo 3

CsA-AO Ciclosporina A funcionalizada con el colorante AO

Ccv Coeficiente de variacion

DAD Detector de array de diodos

DBS Manchas de sangre seca

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina

DMF N,N-Dimetilformamida

DMSO Dimetil sulféxido anhidro

DR Intervalo dinamico

ECD Deteccion electroquimica

ECLIA Inmunoensayo electroquimioluminiscente

EC-MPS Micofenolato sédico de cubierta entérica

EDA Etilendiamina

EDC 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELISA Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima

EmGFP Proteina verde fluorescente Emerald

EMIT Inmunoensayo multiplicado enzimaticamente

ESI Ionizacién por electrospray

EtOH Etanol

Eve Everolimus

Fc Fragmento cristalizable del anticuerpo

FDA Administraciéon de medicamentos y alimentos de los Estados
Unidos

FIA Inmunoensayo de fluorescencia

FK506 Tacrolimus

FK506-A0 Tacrolimus funcionalizado con el colorante AO

FK506-COOH Derivado carboxilado del tacrolimus

FKBP12 Proteina de unién al FK506

FLD Fluorescencia

FP Polarizacién de fluorescencia (Capitulo 6)

FP Proteina fluorescente (Capitulo 7)

F.P. Cebadores directos
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FPIA
FRET
GC
GCC
GFP
GLAD
GO
GS
HATU

HEPES
HisTag
HLA
HPLC
HRP
HSA

ICSO

Igs
IL-2R
IMPDH
IPTG
ISD
KLH
LB
LLE
LOD
LOQ
LSAW
LTIA
LY
LYen

Inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia
Transferencia de energia de resonancia de Forster
Cromatografia de gases

Glucocorticoides

Proteina verde fluorescente

Deposiciéon de vapor con configuracion de angulo rasante
Grafeno oxidado

Cadena espaciadora formada por glicinas y serinas

Hexafluorofosfato de N-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-
triazolo[ 4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanaminio

Tampoén acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico
Cola de Histidinas

Antigenos leucocitarios humanos

Cromatografia liquida de alta resoluciéon

Peroxidasa de rabano

Albimina de suero humano

Inmunoensayos

Concentracion de analito que produce un 50% de inhibicion en la
union del marcador

Inmunoglobulinas

Interleucina IL-2

Enzima inosina-5'-monofosfato deshidrogenasa
Isopropil-f-D-tio-falactésido

Medicamento inmunosupresor

Hemocianina de lapa de ojo de cerradura
Medio de cultivo Luria-Bertani

Extraccion liquido-liquido

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Ondas acusticas superficiales con fugas
Inmunoensayo turbidimétrico potenciado con latex
Amarillo lucifer

Etilendiamina del amarillo lucifer
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mAbs Anticuerpos monoclonales

MB Particulas magnéticas

MeCN Acetonitrilo

MEIA Inmunoensayo enzimatico sobre microparticulas

MeOH Metanol

MEPS Microextraccion con sorbentes empaquetados

MES Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico

MEST Tampén MES con Tween®20

MIPs Polimeros de impronta molecular

MMF Micofenolato de mofetilo

MPA Acido micofenoélico

MPA-AO MPA funcionalizado con el colorante AO

MPAG Glucurénido del acido micofendlico

MPA-LY MPA funcionalizado con el colorante LY

MPS Micofenolato de sodio

MS Espectrometria de masas

mTor Proteina diana de rapamicina en mamiferos

MW Peso molécular

NB Azul Nilo

NIR Infrarrojo cercano

NPs Nanoparticulas magnéticas

OVA Ovoalbiimina

PAPBA APBA polimérico

PBS Tampo6n fosfato salino

PBST PBS con Tween®20

PCL Policaprolactona

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PETINIA Inmunoensayo de inhibicién turbidimétrica potenciado con
particulas

PFBB Tampon de bloqueo libre de proteinas Pierce™

pl Punto isoeléctrico

POC Sensores de diagnostico inmediato
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PP
PPlase
PS-DVB
Pyr
QCM
Qdots
QMS
QuEChERS
QY

RIA
ROS
R.P.
RRLC
RSD
SAM
scFv
SDS
SELEX

Sir
sNHS
SPE
SPR
SPRi
T20
TDM
TFA
TFC
TIR
TIRF

TMCS
TRFIA

Precipitacion de proteinas

Peptidil-prolil cis-trans isomerasa
Poli(estireno-co-divinilbenceno)

Pir6lisis

Microbalanza de cristal de cuarzo

Puntos cuanticos

Sistema de microesferas para analisis cuantitativo
Quick, cheap, effective, rugged and safe
Rendimiento cuantico

Radioinmunoensayo

Especies reactivas del oxigeno

Cebadores reversos

Cromatografia liquida de resolucion rapida
Desviacion estandar relativa

Monocapa autoensamblada

Fragmentos variables de anticuerpo de cadena sencilla
Dodecil sulfato de sodio

Evolucién sistemaética de ligandos por enriquecimiento
exponencial

Sirolimus o rapamicina
N-Hidroxisulfosuccinimida

Extraccion en fase sélida

Resonancia de plasmén superficial
Resonancia de plasmoén superficial de imagen
Tween®20

Monitorizacion terapéutica de firmacos
Acido trifluoroacético

Cromatografia de flujo turbulento
Reflexion total interna

Fluorescencia de reflexion total interna
Temperaturas de hibridaciéon
Trimetilclorosilano

Inmunoensayo de fluorescencia de tiempo resuelto
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Tris
UF
UPLC

VAMS

Vu

Vis

Simbolos

B

=
B

BN

min

™ ™ ™ T
S

8

F

F)

Jo

Kp
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Tampo6n tris(hidroximetil)aminometano
Ultrafiltracién

Cromatografia liquida de ultra resoluciéon
Ultravioleta

Micromuestreo volumétrico de absorcion

Region variable de la cadena pesada del anticuerpo
Region visible

Region variable de la cadena ligera del anticuerpo
Sangre entera

B-galactosidasa

Absorbancia a una longitud de onda determinada
Area molecular relativa ocupada en la superficie
Amplitud

Méximo valor asint6tico de la sefial analitica en un modelo de
regresion logistica de cuatro parametros

Minimo valor asintético de la sefial analitica en un modelo de
regresion logistica de cuatro parametros

Pendiente de la curva en el punto de inflexién
Senal analita obtenida a una concentraciéon dada
Seial analitica en ausencia de analito

Senial analitica correspondiente a una muestra con alto exceso de
analito

Concentracion
Distancia efectiva de penetracién de una onda evanescente

Intensidad de fluorescencia perpendicular al plano de la luz de
excitacion

Intensidad de fluorescencia paralela al plano de la luz de
excitacion

Frecuencia de resonancia
Coeficiente de Hill

Constante de disociacion



Abreviaturas y simbolos

TNy

Ny

Pq

Tx

Pseudo constante de unién

Paso 6ptico

Masa

Indice de refraccién de un medio x

Numero del sobretono

Numero de avogadro

Polarizacién de fluorescencia

Polarizacion limite experimental
Anisotropia de fluorescencia

Constante de Boltzmann de los gases ideales
Temperatura

Volumen molecular

Variacion de la energia de disipaciéon
Variacién de la frecuencia de resonancia
Densidad de masa superficial de saturacién
Coeficiente de absorcién molar
Rendimiento cuantico de emisién de fluorescencia
Viscosidad

Longitud de onda

Mobdulo de cizalladura del cristal de cuarzo
Angulo critico

Angulo de un haz incidente

Tiempo que tarda la molécula en rotar un angulo de 68.5°
Densidad del cristal de cuarzo

Constantes de tiempo expresadas en segundos
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Notas de estilo
1. Con objeto de homogenizar el criterio de nomenclatura a lo largo de la presente

Tesis Doctoral, los decimales no seran indicados con comas, sino con puntos.

2. Las referencias bibliograficas, gestionadas con el programa Zotero (v. 6.0.4), se
muestran en formato de la revista Analytical Chemistry, de la American Chemical

Society.
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Introduccién

1. Terapia inmunosupresora

La inmunosupresion se basa en la reduccién de la eficacia de la respuesta del
sistema inmunoldgico frente a sustancias extrafias. Esto puede ser resultado de la
aplicacion de terapias que incluyen medicamentos inmunosupresores (ISDs, del inglés
immunosuppressant drugs) o de radiacién, de una esplenectomia o por causa de

diversas enfermedades."”

La presente Tesis Doctoral se centra en el desarrollo de sistemas de deteccion
rapidos para la monitorizaciéon terapéutica de medicamentos inmunosupresores
administrados para el tratamiento del rechazo de o¢rganos trasplantados.
Concretamente se han incluido en el estudio el acido micofendlico y el tacrolimus que
se utilizan, principalmente, en pacientes trasplantados de higado, rifién, corazon y

pulmoén.

1.1. Mecanismos generales de accién

Los inmunosupresores actian sobre los linfocitos T (responsables de la
regulacion de la inmunidad celular). De acuerdo con el mecanismo de accién pueden
clasificarse en tres grupos, dependiendo de si interfieren en la transmisiéon del
estimulo al nudcleo celular (glucocorticoides o moduladores de inmunofilinas), en la

division celular (citostaticos) o en la accién antigeno-receptor (anticuerpos).®

1.1.1. Glucocorticoides

Los glucocorticoides (GCC) o corticosteroides estan formados por una estructura
central esteroidal con diferentes grupos funcionales que confieren al compuesto su
capacidad antiinflamatoria. La estructura esteroidal contiene tres anillos de seis
miembros fusionados entre si junto con un anillo de cinco miembros (Figura 1).*
Como consecuencia, presentan naturaleza lipofilica y muestran baja solubilidad en
agua, precisando modificaciones quimicas para mejorar su solubilidad y eficacia

médica.

Los GCC atraviesan la membrana celular mediante una difusién pasiva y, tras

unirse a receptores citoplasmaticos, se translocan al ntcleo. Alli inactivan los genes
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que codifican la produccién de citoquinas y ciertas interleucinas, reduciendo la tasa de

proliferacion de los linfocitos T y con ello la respuesta inmunoldgica.

Estos medicamentos fueron los primeros en los que se observé un potente efecto
inmunosupresor, ya que actian reduciendo la respuesta inflamatoria y modulando la
respuesta inmunolégica. Por ello, sus primeras aplicaciones se dirigieron a evitar el
rechazo del nuevo 6rgano en pacientes trasplantados. Actualmente, se siguen usando
con el mismo propdsito en combinacién con otros medicamentos, pero también estan
prescritos para el tratamiento de trastornos inmunes y reacciones alérgicas gracias a
su amplio espectro de actividad inmunomoduladora. Como parte del régimen
inmunosupresor la prednisona y la metilprednisolona son los dos glucocorticoides

administrados de forma més habitual.®”

1.1.2. Moduladores de inmunofilinas

Los moduladores de inmunofilinas son compuestos con un alto caracter lipofilico
y, aunque su estructura puede variar de manera muy amplia, tienen en comdn la
presencia de un anillo macrdlido de lactona compartiendo propiedades fisicoquimicas.
También se someten a un metabolismo similar en el cuerpo a través de la familia de
isoenzimas CYP3A4, las cuales los transforman en sustancias mas polares y

excretables.

Los medicamentos pertenecientes a este grupo se unen a las proteinas citosolicas
inmunofilinas, originando complejos que presentan efecto inmunosupresor. Estos
complejos proteina-farmaco pueden presentar dos mecanismos de actuacion
diferentes. En el primero, los inhibidores de calcineurina provocan que la primera fase
de activacion de los linfocitos T se detenga, ya que el complejo inmunofilina-ISD inhibe
la produccién de calcineurina y con ello se reduce la desfosforilaciéon de los factores de
transcripcién, evitando su translocacién al nacleo.*® Los inhibidores de calcineurina

mas relevantes son el tacrolimus y la ciclosporina A.

Por lo que respecta al segundo mecanismo, el complejo proteina-farmaco puede
inhibir a la proteina diana de rapamicina en mamiferos (mTOR, del inglés mammalian

Target of Rapamycin), bloqueando la activacion de la sintesis proteica y deteniendo la
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mitosis en la fase G1.”'° Como consecuencia se suprime la activacion y la proliferacién
de los linfocitos T, disminuyendo la produccién de anticuerpos.” Algunos de los
inhibidores mTOR actualmente aprobados por la Agencia Europea del Medicamento

son el sirolimus,' el everolimus"™ o el temsirolimus.'*
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Figura 1. Estructura quimica de algunos ISDs clasificados segin su mecanismo de accion.

1.1.3. Citostaticos

Los compuestos citostaticos son farmacos que inhiben la division celular y
reducen la proliferacién de los linfocitos T y B, por lo que se suelen emplear en
quimioterapia y como agentes inmunosupresores a concentraciones bajas.'”" Los
compuestos citostaticos mas empleados en terapia inmunosupresora son los

denominados antimetabolitos. Se tratan de analogos de compuestos naturales que
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interfieren en la mitosis, inhibiendo la sintesis de ADN o la enzima inosina
monofosfato deshidrogenasa. Ejemplos de estos farmacos son la azatioprina y el
mofetil micofenolato como inhibidores de la sintesis de novo de purinas, y la

leflunomida como inhibidor de la sintesis de novo de la pirimidina.

1.1.4. Inmunosupresores bioldgicos

Hoy en dia, gracias a su elevada especificidad, se emplean de forma rutinaria una
amplia variedad de anticuerpos policlonales, monoclonales y recombinantes para
prevenir y tratar el rechazo de érganos. Su uso comenz6 en la década de 1960 con el
empleo de anticuerpos policlonales capaces de neutralizar la accién natural de los
linfocitos.'® Mas tarde, se desarrollaron anticuerpos monoclonales dirigidos a ciertos
subgrupos de células especificas, como el OKT3,"” aunque en los tltimos afios se han
producido anticuerpos de mayor especificidad dirigidos a moléculas funcionales

. . . . 6
secretadas por el sistema inmune o a ciertos receptores del mismo."
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Figura 2. Vias de activacién de las células T y objetivos de la inmunosupresién.’
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En la actualidad, los anticuerpos mas utilizados en terapias inmunosupresoras
son los monoclonales basiliximab y daclizumab, desarrollados contra el receptor de la
interleucina IL-2 (IL-2R). Ambos han sido genéticamente modificados para que
contengan secuencias humanizadas y evitar asi que el organismo rechace el

. 8
tratamiento.'

1.1.5. Otros inmunosupresores

Existen otros tipos de inmunosupresores que no siguen ninguno de los
mecanismos descritos anteriormente, en los que el farmaco producia una disminucién
de la activaciéon o producciéon de los linfocitos. Un ejemplo es el fingolimod que, al
unirse a ciertos receptores de los linfocitos, produce una retencién selectiva y

reversible de estos dentro de los ganglios linfaticos."

1.2. Usos y aplicaciones

Los inmunosupresores son medicamentos utilizados habitualmente para
controlar las manifestaciones mas graves de enfermedades alérgicas, autoinmunes y
asociadas a los trasplantes. Algunos farmacos tienen un efecto difuso en el sistema
inmunolégico, mientras que otros tienen objetivos especificos. Los medicamentos de
efecto difuso tienen mas probabilidades de causar reacciones adversas, aunque la
eficacia de los medicamentos més especificos puede reducirse si su acciéon se anula al

discurrir por vias metabdlicas alternativas.*

1.2.1. Trasplantes

Se denomina trasplante a la accién de transferir un érgano, células, o tejido sano
de un donante a un receptor para sustituir otro que esta dafiado y es incapaz de
realizar correctamente sus funciones fisiolégicas, evitando asi la muerte del receptor y

mejorando su calidad de vida."®

El concepto de trasplante de 6rgano tiene miles de afios de antigiiedad, ya que en
las antiguas culturas griegas, romanas y chinas existian leyendas de trasplantes

realizados por dioses y curanderos. Los primeros registros médicos de autoinjertos
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datan del siglo VI a.C, en el texto sénscrito Sushruta Samhita.*" A finales del siglo
XVI d.C. el cirujano Gasparo Tagliacozzi realiz6 rinoplastias a partir de autoinjertos y
fue el primero en reportar eventos de rechazo al usar piel de donantes fallecidos.**
Pero no fue hasta tres siglos mas tarde, en 1905, cuando se realizé el primer trasplante
de cornea con resultados satisfactorios.”® Gracias al avance de las técnicas quirtrgicas,
le siguieron trasplantes de rifiones, corazén, pulmones y otros 6rganos. Sin embargo,
la tasa de supervivencia a largo plazo era baja, bien por rechazo o porque el sistema

inmune se encontraba comprometido a causa de los inmunosupresores empleados.’

Los trasplantes se pueden clasificar de diversas formas, ya sea por el tipo de
donante (vivo, fallecido por muerte cerebral o por parada cardiorrespiratoria) o
dependiendo del material trasplantado (6rgano, tejido o células). La forma mas comdn

de clasificarlos es considerando la identidad genética entre el donante y el receptor:'®

a) Autotrasplante o autoinjerto: consisten en la colocacién de un tejido u 6érgano
de un mismo individuo desde un lugar a otro de su propio organismo. Por lo general se
trata de piel, hueso, vasos sanguineos, células madre o médula 6sea. Estos tejidos
autbélogos trasplantados son muy bien tolerados biolégicamente y no provocan

reacciéon de rechazo de ningun tipo.

b) Isotrasplantes o isoplastias: se denominan asi los trasplantes en los que el
donante y el receptor son genéticamente idénticos, como es el caso de los gemelos

univitelinos.

c) Alotrasplantes u homotrasplante: aquellos trasplantes efectuados con un
donante y un receptor que pertenecen a la misma especie, pero son genéticamente

diferentes.

d) Xenotrasplantes o heterotrasplantes: este caso es el menos viable de todos, ya
que ni el donante ni el receptor pertenecen a la misma especie. Esta estrategia presenta
un gran interés, dado que la disponibilidad de érganos humanos es muy escasa. Los
organos de cerdo se consideran los mas favorables debido a que su tamafo y
funcionalidad son similares a los de los 6rganos humanos. Sin embargo, esta practica

no sélo entrafa problemas éticos sino también patoldgicos, ya que el riesgo de inducir
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una enfermedad (zoonosis) en el receptor es muy elevado y potencialmente

infectivo.”#*

Hoy en dia, la demanda de trasplantes de organos ha aumentado
significativamente en todo el mundo, llegandose a realizar en el afio 2019 mas de
153,800 intervenciones en 84 paises, segin los datos del Observatorio Mundial de
Donacién y Trasplante y de la Organizacién Mundial de la Salud.* Por desgracia, estos
datos no reflejan la necesidad real, ya que la demanda de trasplantes sigue superando
la oferta de érganos. El éxito del trasplante y la correcta recuperacion del paciente
dependen, en gran parte, de mantener en el paciente los niveles adecuados de
medicamentos inmunosupresores, gracias a los cuales se ha conseguido reducir la tasa
de rechazo agudo al 15.4%, la de pérdida del injerto al 3.6% y la de muerte a tan solo

el 2.8% en el primer afio posterior al trasplante.*”

El éxito de estas intervenciones se debe, en gran medida, al control del proceso
de rechazo, gracias a una comprension cada vez mas profunda del proceso
inmunolégico desencadenado por un trasplante y procurando que los sistemas de

histocompatibilidad del donante y el receptor sean lo mas compatibles posible.

El rechazo de un injerto es un proceso complejo en el que intervienen varios
componentes, como los linfocitos T, los linfocitos B, los macréfagos y las citoquinas,

16,28

con la consiguiente lesién inflamatoria local y el dafio del injerto. En funcién del

tiempo y la patogénesis, el rechazo puede clasificarse en los grupos que se indican a

continuaciéon:>®?

e Hiperagudo: este tipo de rechazo puede producirse desde minutos a varios dias
después del trasplante debido a problemas de histocompatibilidad. Se debe a que el
receptor posee anticuerpos especificos frente al donante, los cuales se unen al endotelio
vascular del injerto y provocan la activaciéon de las plaquetas junto a la coagulacion
intravascular. Como consecuencia, se produce la pérdida de la funcionalidad del injerto
por necrosis. Para minimizar la posibilidad del rechazo hiperagudo es necesario llevar

a cabo cuidadosos estudios de compatibilidad antigénica entre el donante y el receptor.
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e Agudo: suele observarse a los pocos dias o meses del trasplante. Aunque es la
forma mas comun de rechazo, cada vez se producen menos casos debido al uso de la
inmunosupresién moderna. Se cree que el rechazo agudo es un proceso mediado
predominantemente por los linfocitos T al invadir el 6rgano donado, reaccionando con
los antigenos leucocitarios humanos (HLA, del inglés human leukocyte antigen) del
donante e induciendo la expansién clonal y la destruccién celular. No obstante,
también estan involucrados los linfocitos B que generan anticuerpos anti-HLA donante,
que pueden dafar el injerto. Los actuales ISDs provocan que la mayoria de estos
episodios sean asintomaticos y s6lo se manifiesten con valores clinicos anormales (ej.

niveles elevados de transaminasas en los receptores de trasplantes de higado).

e Croénico: ocurre en menor medida con todos los tipos de trasplantes y se
caracteriza clinicamente por el lento deterioro del 6rgano, durante meses o afios, hasta
la pérdida de la funcién. No se conoce totalmente la razén de este rechazo, ya que es
probable que estén involucrados tanto mecanismos inmunes como no inmunes, por

ejemplo el estrés oxidativo continuo.

Para evitar los eventos de rechazo y segun el tipo de trasplante, se usan
diferentes concentraciones de ISDs. Actualmente las terapias inmunosupresoras
consisten en la combinacién de al menos dos compuestos con diferentes mecanismos
de accion,* pudiendo asi reducir las dosis de cada uno de ellos, minimizando los

efectos secundarios, las tasas de rechazo y la resistencia al tratamiento.

Existen trasplantes que gozan de una mejor viabilidad, como son los de cérnea y
otros tejidos, denominados privilegiados, ya que no van acompafiados de reacciones de
rechazo; esto es debido a que estos tejidos carecen de circulacién linfatica, lo que

impide el intercambio de antigenos y defensas organicas propias.>"*

Dado que uno de los mayores problemas de los trasplantes es la disponibilidad
de 6rganos de donantes, una de las metas actuales es conseguir 6rganos artificiales
completamente funcionales con los que se pueda minimizar el riesgo de rechazo
partiendo de células del propio paciente. El mayor reto en este caso es conseguir imitar

todas las funciones de los tejidos que forman el 6rgano, por lo que se estan estudiando
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diferentes materiales y técnicas de fabricaciéon como puede ser el uso de impresoras

3D.33_36

1.2.2. Enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes estan causadas por una respuesta inmunoldgica
inapropiada que origina una sobreactivacion del sistema inmunoldgico atacando y
destruyendo los tejidos sanos en lugar de dirigirse a antigenos exdgenos.?” Se tratan de
patologias crénicas, y poco conocidas, que pueden propagarse a todo el cuerpo
(sistémicos) o limitarse a ciertos Organos (especificos).38 Existen alrededor de 100
enfermedades autoinmunes, y forman parte de las enfermedades méis comunes
afectando, aproximadamente, al 8% de la poblacion.* Los ejemplos més conocidos de
estas enfermedades incluyen la psoriasis, la artritis reumatoide, el lupus eritematoso

sistémico, la esclerosis multiple y la diabetes mellitus tipo 1.

El tratamiento de los trastornos autoinmunes se basa Unicamente en la
inmunosupresion sistémica o en la inmunosupresion dirigida a las células. Aunque
hasta hace pocos afios se usaban solo medicamentos sintéticos, se han empezado a
introducir en el uso clinico las terapias bioldgicas empleando anticuerpos,***
interferones* o proteinas de fusién.**™* Estos compuestos estan disefiados para
regular la respuesta inmunolégica utilizando una serie de estrategias diferentes, tales
como la terapia con anticuerpos anti-citoquinas dirigida a las células T y a las células

B.*® De esta forma se consiguen tratamientos mas focalizados y con menos efectos

adversos.

1.3. Inmunosupresores usados en trasplantes

Actualmente se emplean diferentes ISDs para el tratamiento del rechazo en
trasplantes, asi como en terapias combinadas segun el tipo de érgano trasplantado y la
etapa en la que se encuentre. Entre ellos cabe destacar el acido micofendlico, el

tacrolimus, la ciclosporina A o el sirolimus, que se describen a continuacion.
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1.3.1. Acido micofenélico

El 4cido micofenodlico (MPA, del inglés mycophenolic acid), es una micotoxina
producida por hongos de la familia de los Penicillium y, de hecho, es un contaminante
alimentario que puede encontrarse en derivados lacteos y piensos*® al ser producido

por Penicillium Roqueforti.*’

Aunque fue descubierto en 1896 y su estructura (Figura 3B) se determiné en
1952, no fue hasta 1996 cuando se aprobd su uso como terapia inmunosupresora.48 A
parte de la actividad inmunosupresora, el MPA muestra también actividad
antibacteriana,®® antiviral, antifingica y antitumoral.’ El principal mecanismo de
accion del MPA consiste en el bloqueo de la proliferacion de linfocitos (tanto T como B),
al inhibir de forma no competitiva la enzima inosina-5'-monofosfato deshidrogenasa

(IMPDH), esencial para la sintesis de novo de la purina.*’

El uso mas extendido de este farmaco es en la profilaxis del rechazo agudo de
trasplantes renales, cardiacos o hepaticos, en combinacién con ciclosporina, tacrolimus
o corticoesteroides. Debido a su menor toxicidad y efectos secundarios respecto a otros
inmunosupresores, también se emplea en el tratamiento de enfermedades

autoinmunes como la psoriasis,* uveitis®® y dermatitis atdpica, entre otras.

Fl MPA se une de forma eficiente a la albimina (97-99%).%" Sin embargo,
muchos estudios demuestran que unicamente la fracciéon libre del farmaco es
farmacolégicamente activa, ya que puede atravesar las membranas celulares y unirse a
los receptores correspondientes, promoviendo los efectos inmunosupresivos.’” De

hecho, estd descrito®>>*

que la monitorizaciéon de MPA libre en muestras bioldgicas
(plasma, suero o sangre entera) proporciona una mejor correlaciéon con la eficacia

clinica del medicamento que la concentracion total.>
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Figura 3. Estructura quimica de: (A) MMF, (B) MPA, (C) MPAG y (D) AcMPAG.

Para aumentar la biodisponibilidad, el MPA se administra en dos formas
galénicas diferentes: formando un éster, micofenolato de mofetilo (MMF) (Figura 3A),
o como sal de sodio, micofenolato de sodio (MPS). Recientemente se ha desarrollado
una nueva formulacién, el micofenolato sbédico de cubierta entérica (EC-MPS, del
inglés enteric-coated mycophenolate sodium), que ha sido disefiado para reducir los
efectos adversos del tracto gastrointestinal superior, retardando la liberaciéon de MPA y
proporcionando, al mismo tiempo, una inmunoproteccién eficaz.>

Se han identificado dos metabolitos diferentes del MPA, formados
principalmente por la accién de la enzima uridina difosfato glucuroniltransferasa.’”®
El metabolito mayoritario es el glucurénido del acido micofendélico (MPAG, del inglés 7-
O-MPA-[3-glucuronide) (Figura 3C), inactivo biol6gicamente aunque forma parte de la
circulacion enterohepatica donde vuelve a transformarse en MPA y es reabsorbido por
la flora intestinal. Este recirculado contribuye a la alta biodisponibilidad del MPA y
explica la aparicién de picos secundarios en el perfil de concentracién-tiempo del
MPA.> Por otro lado, el acil glucurénido del MPA (AcMPAG, del inglés mycophenolic
acid acyl-glucuronide) (Figura 3D) es el metabolito minoritario del MPA pero, a
diferencia del MPAG, ha demostrado tener una accion farmacologica dependiente de la
1.47

concentracién similar a la del farmaco parenta
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La ventana terapéutica del MPA se encuentra en el intervalo de concentracion
predosis de 1 a 3.5 pg/mL (concentracién bajo la curva de 30 — 60 pg-h/mL). Para
concentraciones predosis inferiores a 1 pug/mL existe una mayor incidencia de
rechazo.®®® A concentraciones mayores de 3.5pg/mL se han observado
complicaciones en cuanto a toxicidad gastrointestinal, hematol6gica y aumento de la

frecuencia de cuadros infecciosos.

1.3.2. Tacrolimus

El tacrolimus (FK506, derivado de Tsukuba macrolide immunosuppressant) es
un macroélido hidrofébico, con un anillo de lactona de 23 miembros (Figura 1), aislado
de la bacteria Streptomyces tsukubaensis. Actia uniéndose a la calcineurina e
inhibiéndola a través de un complejo de inmunofilinas (FKBP-FK506), que inhibe la

. . . . . . . 62-6
produccién de interleucina-2 necesaria para el crecimiento de los linfocitos T.”* >

Este farmaco inmunosupresor aparece como un polvo cristalino blanco, insoluble
en agua, ligeramente soluble en hidrocarburos saturados y altamente soluble en
disolventes organicos. Se metaboliza por el citocromo P450 3A4, por lo que sus
concentraciones se ven afectadas por farmacos que inhiben (bloqueadores de los

. o rs . . . . . 65
canales de calcio, antifingicos, etc.) o inducen (anticonvulsivos) a esta enzima. > Tras
varias reacciones de desmetilacién e hidroxilacién el fairmaco se metaboliza en 8
derivados. Numerosos autores han reportado que estos metabolitos originan cierta

reactividad cruzada en los inmunoensayos.*>®’

El FK506 fue aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de
los Estados Unidos (FDA, del inglés Food and Drug Administration) en 1994 para la
profilaxis del rechazo de 6rganos en pacientes que habian recibido un alotrasplante de
higado. Hoy en dia, su aprobacion se ha ampliado para incluir el tratamiento de otros
trasplantes de 6rganos como rifién, corazén, intestino delgado, pulmoén, traquea y piel,
y también se utiliza para tratar casos de eczemas atOpicos de caracter moderado a
grave.®®® La terapia inmunosupresora actual consiste en una combinacién entre el

FK506 e inhibidores de la sefial mTOR (sirolimus o everolimus) y glucocorticoides, lo
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que mejora significativamente las tasas de supervivencia de los receptores de

trasplantes.”

La Conferencia Europea para el Consenso en la Optimizaciéon del Tacrolimus,
recomendd en 2007 que el limite inferior de cuantificaciéon para los métodos de

(e . . P 66
monitorizacién de tacrolimus debia ser inferior a 1 ng/mL.”>”"

Las dosis terapéuticas
recomendadas para pacientes con un riesgo normal de rechazo suelen oscilar entre 5y

20 ng/mL.

La fraccion libre de FK506 (no unido a proteinas) se encuentra entre el 1y el 5%
de la cantidad total en sangre,”’* y es la responsable de la actividad farmacoldgica y
de los efectos secundarios del compuesto. Por lo tanto, el control de este medicamento
en los pacientes trasplantados requiere la aplicacién de métodos analiticos fiables y
eficaces que permitan determinar dicha fracciéon. No obstante, incluso realizando una
monitorizacion terapéutica exhaustiva del FK506 puede producirse el rechazo del

injerto, reportandose tasas de rechazo agudo entre el 8% y el 15%.”

La actividad inmunosupresora in vitro del FK506 es entre 10 y 100 veces
. . . 62 3
superior a la de la ciclosporina A,”” presentando unos efectos secundarios menos
pronunciados. No obstante, su caracter nefrotéxico contribuye a la aparicién de
insuficiencias renales en los pacientes a largo plazo. Ademés, puede agravar la
hipertensién y la hiperlipidemia, aumentando el riesgo de diabetes e infecciones

virales.

1.3.3. Ciclosporina A

La ciclosporina A (CsA) es un endecapéptido ciclico lipofilico compuesto por
aminoacidos N-metilados (Figura 4A), que le confieren resistencia a la digestiéon
intestinal;*>° también contiene aminoacidos inusuales como la D-alanina.” Fue aislado
en 1971 del hongo Tolypocladium inflatum’ e introducido en 1983 para uso médico

como inmunosupresor por su potente inhibicién del rechazo celular en trasplantes.””
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Figura 4. Estructura quimica de: (A) ciclosporina A y, (B) sirolimus.

La CsA tiene un mecanismo de acciéon semejante al FK506 como inhibidor de la
calcineurina. Acta como un profarmaco, activindose al unirse a la proteina
intracelular de unién ciclofilina (inmunofilina), por lo que el compuesto activo desde el

punto de vista biol6gico es el complejo CsA-ciclofilina.

El metabolismo de la CsA se lleva a cabo principalmente a través del sistema del
citocromo P450 3A (CYP3A), observandose una amplia variabilidad en la absorcién y
dando lugar a més de 25 metabolitos diferentes. Ocho de esos metabolitos han sido

aislados y analizados, presentando una actividad inmunosupresora inferior al 10%.”®

Por su naturaleza, la CsA se distribuye ampliamente en sangre, plasma y entre
los tejidos, acumulandose en érganos ricos en grasa (tejido adiposo e higado). En la
sangre tiende a unirse a los eritrocitos en concentraciones variables, dependiendo de la
temperatura’ y los diferentes niveles de componentes sanguineos. En el plasma se une
a las lipoproteinas y, en menor medida, a la HSA quedando aproximadamente un 2%

libre.®°

Ademas, se caracteriza por su baja solubilidad en agua y tiene un bajo potencial
de bioacumulacién. Se administra oralmente en forma de microemulsiones para
aumentar su biodisponibilidad.®" Las dosis terapéuticas recomendadas suelen oscilar

entre 100 y 300 ng/mL en sangre entera.

La CsA se ha empleado para prevenir el rechazo en trasplantes de médula 6sea,

rifién, higado, corazdn, pancreas, pulmoén y corazén-pulmoén. Aunque su uso se ha ido
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sustituyendo gradualmente por el FK506, actualmente se sigue recetando
aproximadamente al 10% de los trasplantados.** Se suele utilizar en combinacién con
MPA, azatioprina y glucocorticoides, lo que disminuye las tasas de rechazo del primer
afio a menos del 50% y mejora las tasas de supervivencia del injerto a més del 85%.°
Asimismo, también se emplea en el tratamiento de la artritis reumatoide, la psoriasis,
la dermatitis at6pica o la colitis ulcerosa. Presenta unos efectos secundarios similares a

los del FK506, aunque la incidencia en algunos casos es mayor cuando se emplea CsA.

1.3.4. Sirolimus

El sirolimus o rapamicina (Sir) es una lactona macrociclica de 31 miembros
(Figura 4B), aislada en la década de 1970 a partir de la bacteria Streptomyces
hygroscopicus presente en muestras de suelo de la isla de Pascua.®*®? Se aisl6 en el
marco de un programa dirigido al descubrimiento de agentes antimicrobianos a partir
de fuentes naturales y, tras su purificaciéon, se comprobé que mostraba también una
potente actividad antifungica y propiedades antitumorales.*® Sin embargo, su actividad
inmunosupresora no se empez6 a investigar hasta que se confirm¢ el potencial de un

agente estructuralmente similar, el FK506.

El Sir se une de igual manera que el FK506 a las inmunofilinas FKBP. Sin
embargo, el complejo Sir-FKBP no inhibe la calcineurina, sino que presenta un
mecanismo de accion diferente. En su lugar, este complejo actiia como un inhibidor del
mTOR, bloqueando varias rutas especificas de transduccion de sefiales, lo que produce

la inhibicion de los linfocitos y en consecuencia la inmunosupresion.

Este farmaco se metaboliza principalmente en el intestino y en el higado por el
sistema del citocromo P450 (CYP3A), aunque la bomba de eflujo P-glicoproteina
también controla el metabolismo, regulando su biodisponibilidad.® En estos procesos,
el Sir se hidroxila y desmetila dando lugar a mas de siete metabolitos diferentes que
representan, aproximadamente, el 55% de los niveles de Sir en sangre.’ La
distribucion del Sir en la sangre entera no depende de la temperatura, encontrandose
aproximadamente un 94.5% en eritrocitos, tan solo un 3% en el plasma sanguineo y

. . 86
menos del 0.1% circulando de manera libre.
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Al igual que el FK506, este farmaco es soluble en la mayoria de los disolventes
organicos, pero practicamente insoluble en agua. Se administra oralmente en
disolucién con etanol o como capsulas sélidas, y puede administrarse solo o en
concomitancia con otros inmunosupresores como FK506 o CsA.¥ Las dosis

- 88
terapéuticas recomendadas en sangre entera se encuentran entre 5y 20 ng/mL.

El Sir posee una actividad inmunosupresora equivalente a la del FK506 y hasta
100 veces superior a la de la CsA.*® Se emplea principalmente para prevenir el rechazo
en trasplantes de rifidén, pero también se ha usado en el tratamiento de trasplantes de

pancreas, corazén y pulmon.’

1.4. Monitorizacién terapéutica para el control de la inmunosupresion

farmacolégica

Existen numerosos problemas asociados a la inmunosupresién, como son sus
efectos secundarios, por lo que es necesario llegar a un equilibrio entre los efectos

terapéuticos y sus contraindicaciones (Figura 5).

Infecciones

> Dosis altas Re-trasplante

Toxicidad del
farmaco
Administracién de | | Pérdida del
inmunosupresores érgano
Rechazo agudo

Rechazo crénico

Figura 5. Esquema de los problemas asociados con la inmunosupresion.

Este tipo de terapias inmunosupresoras, pueden suprimir el sistema inmune
hasta el punto de que la inmunidad residual que queda es insuficiente para combatir

posibles infecciones o prevenir la aparicién de neoplasias.”’ No obstante, el uso de
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concentraciones bajas puede provocar diferentes eventos de rechazo y con ello la

pérdida del injerto trasplantado.

La monitorizacién terapéutica de farmacos (TDM, del inglés therapeutic drug
monitoring) ha sido definida por la Asociacién Internacional para la Vigilancia de los
Farmacos Terapéuticos y la Toxicologia Clinica como “aquellas mediciones llevadas a
cabo en el laboratorio de un parametro que, con la adecuada interpretacion, influiran
directamente en los procedimientos de prescripciéon”. De forma habitual, estas son
mediciones que se realizan en matrices bioldgicas de un xenobidtico prescrito, pero
también pueden ser de un compuesto endogeno recetado como terapia de reemplazo
en un individuo que es fisioldgica o patolégicamente deficiente en ese compuesto,

como por ejemplo la insulina.”

Desde principios de la década de 1970 viene realizandose la TDM como una
practica clinica para individualizar la terapia con farmacos. El principal objetivo es
optimizar la respuesta farmacologica y evitar la toxicidad iatrogénica, bien basandose
en informaciéon farmacogenética y clinica (TDM a priori), o complementandose con
medidas de la concentracién del medicamento, sus metabolitos o0 marcadores (TDM a
posteriori). Ante la imposibilidad de medir la concentraciéon de los farmacos en los
sitios de accion, se asume que las variaciones de su concentraciéon en sangre son una
evidencia indirecta de lo que ocurre en los tejidos y, en consecuencia, estaran
relacionadas con el efecto farmacoldgico. Bajo esta premisa, el TDM a posteriori sera
atil Gnicamente si se conoce la relacién entre la contracciéon en sangre y su efecto
clinico. En consecuencia, el farmaco monitorizado debe cumplir los siguientes

criterios:?>*

e Presentar un intervalo estrecho entre las concentraciones terapéuticas y las

toxicas, o no efectivas.

e Existir una baja correlaciéon entre la dosis administrada y su efecto clinico,
debido a variaciones en los procesos de absorcién, distribucion, metabolismo y

excrecion del fAarmaco.
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e Mostrar una buena correlacidon entre la concentracién del medicamento en la

sangre o en el suero y su efecto clinico.

¢ Que sea dificil interpretar su baja toxicidad o efecto terapéutico basandose en

evidencias clinicas.

En consecuencia, tan solo una pequeiia fraccion de los medicamentos prescritos
actualmente, aproximadamente treinta, precisan de esta monitorizacion,” y se realiza
de forma rutinaria en los laboratorios de los hospitales. Entre ellos, se incluyen el

FK506, el MPA y la CsA que han sido objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral.

1.4.1. Farmacocinética y farmacodinamica

Dos conceptos basicos a la hora de monitorizar medicamentos son la
farmacocinética y la farmacodindmica. El primero hace referencia a como se asimilan
en el organismo, como son por ejemplo los procesos de absorcién, distribucion,
metabolismo y excrecion del compuesto; mientras que el segundo esta relacionado con
la forma en la que el firmaco afecta al organismo, en términos de interacciones con los
receptores celulares y sus efectos fisiologicos y bioquimicos.”® En la Figura 6, se
muestra la relacion entre la farmacocinética y la farmacodinamica, junto con todos los

procesos que intervienen tras la administraciéon del medicamento.

Farmaco en
otros tejidos

Distribucion
Dosis Absorcién Farmaco en - .
. . <———> Sitioactivo —————— Efecto
administrada sangre

Metabolismo/
eliminacion

Farmaco
inactivado
o excretado

Farmacocinética Farmacodinamica

Figura 6. Esquema de los procesos involucrados en la farmacocinética y la farmacodinémica.

En el caso de los ISDs, factores como la edad del paciente, el tipo de trasplante y

el tiempo transcurrido desde que se llevd a cabo, entre otros, pueden influir en la
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interpretacion de la relacién farmacocinética y farmacodinamica.®’ Esto se traduce
en la observacién de grandes variabilidades en la concentracion del farmaco entre
diferentes pacientes, e incluso para un mismo paciente con el tiempo.?® Es por ello que
se requiere disponer de métodos de analisis que permitan individualizar la terapia,
para poder cuantificar y predecir las concentraciones y respuestas de la medicacién y

disenar regimenes seguros y efectivos.”

Con el paso de los afios se han implementado numerosos métodos analiticos y
protocolos de control para la realizacion de los estudios de TDM que permitan
farmacoterapias mas eficaces. Por ejemplo, la vigilancia farmacodindmica estudia el
efecto biol6gico de un medicamento en su lugar de accién. Este tipo de vigilancia se
puede realizar con los inhibidores de la calcineurina FK506 y CsA, evaluandose el
efecto bioldgico al medir directamente la actividad fosfatasa de la calcineurina,'®® o la
reduccion de la expresion génica del factor nuclear de los genes reguladores de las

células T activadas.'*"'**

El principal inconveniente de este tipo de monitorizacién es
que se trata de ensayos mas complejos que requieren tiempos de medida mayores que
los necesarios para la medicién directa del medicamento, empleando métodos

cromatograficos o inmunoensayos.

Otra forma de llevar a cabo los estudios TDM es monitorizando los denominados
biomarcadores terapéuticos. En este caso, se realizan mediciones bioquimicas para
determinar el grado de toxicidad, eficacia o la farmacodindmica individual de un
agente terapéutico. La vigilancia de estos biomarcadores permite definir con mayor
precision los intervalos terapéuticos, ya que se obtienen medidas integradas de las
especies biolégicamente activas, no solo del farmaco original sino también de sus
posibles metabolitos. Un ejemplo de biomarcador terapéutico seria la medida de la

actividad de la IMPDH para el control del MPA (apartado 1.3.1).'"

Otra area de investigacion que estd emergiendo es la farmacogenética, que
estudia la influencia de los factores genéticos en la eficacia de los medicamentos.'**
Basandose en los polimorfismos de las enzimas metabolizadoras, los transportadores
y/o los receptores, se puede llegar a predecir el efecto de la terapia sobre el paciente.'*

Un ejemplo significativo es el caso de los tratamientos con inmunosupresores
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metabolizados por la familia de los citocromos P-450, como el FK506, donde los
polimorfismos del CYP3A5 se producen por variaciones significativas entre los alelos.
Segtn el genotipo que presente, el paciente va a metabolizar mas rapidamente o mas
lentamente el farmaco, y por ello necesitaran dosis mayores o menores,

: . ) 6,
respectivamente, para tener la misma concentracién de FK506.'>"7

1.4.2. Tiempo de monitorizaciéon en el TDM

El rechazo del 6rgano puede producirse en cualquier momento después del
trasplante, por lo que el paciente precisara tomar de por vida los ISDs. Estos
tratamientos requieren una monitorizacién y regulacion periddica a fin de prevenir los
efectos supra- y subterapéuticos. Debido a que no es comin hacer mediciones en
continuo, la toma de muestra puede realizarse en diferentes momentos una vez el
paciente tiene un nivel estable de medicaciéon en el organismo. Con esos datos y
empleando modelos estadisticos, basados en la farmacocinética y farmacodinamica del
ISD, se pueden predecir cuales son las dosis necesarias para la individualizacion de la

107,108

terapia (Figura 7).

e Nivel valle o C,: este método mide la concentraciéon del medicamento justo
antes de la administracién de la siguiente dosis; en este punto es cuando se obtienen
los niveles de concentraciébn mas bajos del ciclo y se considera el momento mas
reproducible. Tan solo se usa una muestra, por lo que proporciona sélo una estimacion
de los niveles del farmaco durante el tiempo de administracién. Sin embargo, evita la
necesidad de que los pacientes esperen en el hospital para que se tomen multiples

muestras.

o Area bajo la curva (AUC, del inglés Area under the curve): se toman entre 8 y
12 muestras seriadas durante un periodo de 12h, pudiendo predecir asi la
concentracion del farmaco después de cada dosis. Con todos estos datos se pueden
obtener los perfiles farmacocinéticos y gestionar de forma efectiva la administracion
del farmaco e individualizar el tratamiento. Aunque se mejoran las limitaciones del C,,
esta monitorizacion requiere mucho tiempo para la toma de muestras y los costes son

elevados.
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e Area bajo la curva abreviada: el nimero de muestras que se toman, entre 2 y 4,
y el intervalo de tiempo (4 h) son menores que en el método anterior (AUC),'* lo que
se traduce en una reduccion notable de los costes, aparte de ser mas cdmodo para el

paciente.

e C,: en este caso el andlisis se reduce a una Unica muestra, recogida 2 h después
de la administraciéon del farmaco. La vigilancia C, se utiliza principalmente para
monitorizar los niveles de CsA.*®""*"" Al tratarse de un muestreo tnico, el tiempo de
administracion y muestreo tienen que estar bien controlados para conseguir una

medicién exacta de la concentracién del medicamento.

Concentracién
maxima tolerada
R R R P
[=]
:8 Cmax _______ .
g Rango terapéutico
i)
=]
(9]
]
[=]
S
B A N, 2
Concentracién
minima efectiva
de acci6n
C.}- .
Cnax Tiempo
Absorcién Eliminacién

Figura 7. Curva de concentraciones respecto al tiempo tras la administracién del farmaco.
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2. Biosensores y bioensayos

2.1. Biosensores

En los afios 60, los biosensores iniciaron su desarrollo y comercializaciéon
orientados principalmente a aplicaciones clinicas y de impacto bioquimico. Desde
entonces se ha producido un crecimiento vertiginoso en su desarrollo, convirtiéndose
en una de las areas de mayor interés dentro de la Quimica Analitica. Gracias a su
comodo manejo, facilidad de automatizacién, corto tiempo de andlisis, bajo coste y
capacidad de integracién en sistemas de control clinico o industrial, los biosensores
son muy versatiles para su aplicaciéon en diversos campos, destacando el entorno

clinico, alimentario, medioambiental e industrial.

Por otro lado, la irrupciéon de la nanotecnologia ha hecho posible el desarrollo de
dispositivos méas sofisticados y con mejores prestaciones, abriendo un abanico de
nuevas posibilidades. Esta miniaturizacién ha demostrado ser beneficiosa, entre otros
aspectos, porque se reduce el consumo de reactivos, incluido el volumen de la muestra,

y se suele mejorar la relacion sefial/ruido."

2.1.1. Consideraciones generales: definicion y clasificacion

La IUPAC, en su “Libro de Oro”,"® define un biosensor como “un dispositivo que
utiliza reacciones bioquimicas especificas mediadas por enzimas aisladas,
inmunosistemas, tejidos, organulos o células completas para detectar analitos,

generalmente mediante sefiales eléctricas, térmicas u 6pticas.”

Un biosensor consta de dos partes bien diferenciadas (Figura 8): 1) el elemento
biolégico de reconocimiento, encargado de transformar la informacién quimica en una
forma de energia; y 2) el transductor, encargado de transformar dicha energia en una
sefial analitica medible. En algunos casos, se puede encontrar entre ambas partes un

separador fisico.

Las caracteristicas fisicoquimicas del analito van a determinar el material

bioldgico de reconocimiento mas adecuado para su deteccidon. De hecho, si se dispone
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del receptor adecuado, esta tecnologia permite detectar practicamente cualquier

sustancia y aplicarse en cualquier ambito.

. Elemento de .
Matriz .. Transductor Amplificador Procesador
reconocimiento

Figura 8. Componentes y mecanismo de funcionamiento de un biosensor.

Como se ha indicado anteriormente, los biosensores se aplican en multiples y
muy diversas areas. En todas ellas es recomendable que se cumplan las siguientes
caracteristicas:''*

e Elevada selectividad: es deseable que un biosensor sea capaz de discriminar
entre especies quimicamente semejantes. Esto se consigue gracias al empleo de

elementos de reconocimiento especificos.

e Elevada sensibilidad: se requieren limites de deteccién lo mas bajos posibles,
habitualmente concentraciones muy por debajo del intervalo milimolar, ya que por lo
general, las sustancias analizadas tienen efectos nocivos en la salud a muy bajas

concentraciones.

e Reutilizable: que permita determinaciones consecutivas y que el tiempo

empleado en regenerarlos sea minimo, inferior a unos minutos.

e Tiempo de andlisis corto: es conveniente que sea lo menor posible, o incluso

que puedan trabajar en tiempo real sin necesidad de tratamiento de muestra previo.
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e Elevado tiempo de vida: determinado por la estabilidad del elemento de
reconocimiento. Debe ser lo mayor posible teniendo en cuenta la aplicacién y el
periodo de almacenamiento. En el caso de los elementos bioldégicos, estos suelen tener

una vida ttil corta.

e Sencillez de manejo: de modo que pueda ser empleado por cualquier persona,

incluso sin estar cualificada.

e Capacidad de automatizacion y miniaturizacion: permitiendo su incorporacion

en sistemas en linea.

e Pequerios y portatiles: que puedan transportarse facilmente para llevar a cabo

medidas de campo.

e Bajo coste: minimizado al fabricarse a gran escala; si adicionalmente presenta

pocos requerimientos operativos se reducen también los costes de mantenimiento.

e Multianalito/multimuestra: esta capacidad permite el analisis simultaneo de
diferentes sustancias en una misma muestra, o medir diferentes muestras al mismo

tiempo.

Los biosensores se pueden clasificar atendiendo a numerosos criterios, ya sea
por el elemento de reconocimiento empleado, el mecanismo de interaccion, el tipo
transductor o el método de deteccidn, entre otros."*

Teniendo en cuenta el método de deteccidn, los biosensores se pueden clasificar
en directos, cuando la interaccién entre el analito y el elemento de reconocimiento no
requiere de materiales adicionales que permitan su monitorizaciéon; o indirectos,
cuando es necesario emplear un marcador cuya sefal esté relacionada con la

concentracion de analito.

Segln el mecanismo de interaccién que se produce entre el analito y el elemento
de reconocimiento biolégico se puede distinguir entre los biosensores de afinidad y los
biosensores cataliticos. Mientras que los primeros se basan en la interaccion especifica
entre el analito de interés y el elemento de reconocimiento (ej. anticuerpo), los tltimos

se basan en el empleo de biomoléculas que catalizan reacciones quimicas, como las
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enzimas o las ribozimas, en las que intervienen uno o varios sustratos para generar
uno o varios productos. Los biosensores cataliticos pueden emplearse para detectar la
presencia del sustrato(s) o, de forma indirecta, para detectar sustancias que inhiben
selectivamente la actividad del biocatalizador.

Los biosensores también se clasifican atendiendo al tipo de elemento de
reconocimiento empleado en la fabricacién del dispositivo. Gran parte de los procesos
bioquimicos que tienen lugar en los organismos a nivel celular son producto de
interacciones especificas que sientan las bases para el desarrollo de cualquier
biosensor. Los elementos de reconocimiento biologico pueden ser de origen natural,
obtenidos a partir de organismo vivos, como por ejemplo anticuerpos, enzimas,
células, receptores o tejidos. También pueden ser elementos de reconocimiento
biomimético, que actiian de forma semejante a sus homoélogos naturales, aunque su
origen es artificial. Algunos ejemplos de éstos serian los aptameros, polimeros de
impronta molecular, péptidos, nanoenzimas, etc. Hoy en dia, las enzimas y los
anticuerpos son los elementos de reconocimiento mas utilizados, si bien la eleccién del
elemento de reconocimiento dependera siempre de la sustancia a determinar, asi como
del tipo de muestra.

Otra alternativa para clasificar los biosensores es en funcién del tipo de
transductor que se emplea en el dispositivo. Como se ha indicado anteriormente, el
transductor es el encargado de convertir la variaciéon de las propiedades fisicoquimicas
producidas en la interaccion del elemento de reconocimiento con el analito en una
sefial que serda amplificada por los componentes eléctricos del sensor. Segin sea la

- . cp 116
naturaleza de esta sefal, los biosensores pueden clasificarse en:"">"

e Opticos: aquellos biosensores basados en la variacién de las propiedades de la
radiacion electromagnética, ya sea absorbancia, reflectancia, luminiscencia, indice de

refraccion o dispersion de la luz.

e Electroquimicos: se fundamentan en la movilidad de iones o en la difusion de
especies electroactivas. Se subdividen en voltamperométricos, potenciométricos,

impedimétricos, o conductimétricos.

57



Capitulo 4

e Termométricos: basados en cambios de temperatura generados por una

reacciéon quimica.

e Masicos: también denominados piezoeléctricos o gravimétricos. Se basan en la
deteccion directa de cambios de masa al exponer un material piezoeléctrico a un

campo electromagnético.

e Nanomecanicos: basados en cambio de la deflexion y/o frecuencia de
resonancia de un transductor, sumergido en un liquido, al interaccionar el analito con

el elemento de reconocimiento.

De forma comun, los biosensores pueden clasificarse en tres grupos segtn la
configuracion de wuso: desechables, semicontinuos o continuos. Tanto en los
semicontinuos como en los continuos, se suele trabajar con una inyeccion constante de
muestra y la monitorizacién se realiza de forma secuencial o a tiempo fijo. Ambos
casos cumplen con la condicién de reutilizacién. En cambio, los desechables, como los
dispositivos de flujo lateral (ej. tiras reactivas de glucosa en sangre, de embarazo, tests
serologicos) no cumplen con la condicién de regeneracion, por lo que muchos autores

los consideran ensayos en lugar de sensores.

2.1.2. Biosensores 6pticos

La presente Tesis Doctoral se centra en el empleo de transductores épticos para
el desarrollo de los bioensayos propuestos. En las tltimas décadas, los transductores
opticos son, junto con los electroquimicos, los mas empleados en el desarrollo de
sensores. Esto es debido a sus excelentes prestaciones, como su facilidad de
miniaturizacién, biocompatibilidad, capacidad de multiplexado, la posibilidad de medir

en remoto, o su inmunidad frente a interferencias electromagnéticas."” "

En funcién de la naturaleza de la interaccién producida entre la radiacién y la
materia, los biosensores 6pticos se pueden subdividir en los grupos indicados a

continuacién:'®

e Absorcion: se basan en la absorcion de la radiacién electromagnética incidente

por parte de un compuesto presente en el medio. En el caso de los biosensores la
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absorcion de fotones suele llevarse a cabo en la regién UV-vis-NIR."™°

El compuesto
responsable de esta variacién puede ser el propio analito, un indicador presente en el
medio que interacciona con la especie de interés, un andlogo del analito que se
encuentra marcado (con una etiqueta quimica o bioldgica), o el elemento de
reconocimiento, el cual también puede estar marcado. Esta técnica es ampliamente
utilizada para el desarrollo de biosensores, especialmente aquellos basados en medidas
colorimétricas, por su simplicidad y facilidad de aplicacién. Si bien la sefial obtenida
puede ser directa y se puede relacionar con la concentraciéon de analito mediante la
ecuacion de Lambert-Beer," también puede obtenerse como resultado de una reaccién
de amplificaciéon mediada, por ejemplo, por una enzima. Por sus caracteristicas, los
biosensores basados en medidas de absorciéon pueden emplearse para la deteccién
visual (ej. ensayos de flujo lateral), o bien utilizando un espectrofotémetro,'** del

compuesto de interés dependiendo de la longitud de onda a la que absorba y de su

concentracion.

e Refraccién y reflexién: basados en la medida de las variaciones que se producen
cuando la radiaciéon que viaja por un medio alcanza el limite de otro medio. Cuando
esto sucede, las ondas pueden propagarse por el nuevo medio modificando su
direccion y velocidad (refraccion) o bien, puede rebotar y volver al medio de
procedencia (reflexién), de forma que la velocidad no varia."*® Que se dé un fenémeno
u otro va a depender del angulo de incidencia y de los indices de refraccién de ambos

medios.

En el caso de la refraccion podemos encontrar dos situaciones distintas
(Figura 9): a) que la luz pase de un medio con menor indice de refraccién a otro con
mayor indice de refraccién, de forma que el angulo de refraccién sea inferior al de
incidencia y el rayo refractado se acerca a la normal; b) que se produzca el paso de un
medio con mayor indice de refraccién a otro con menor indice de refracciéon de forma

que el rayo refractado se aleja de la normal.
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(A) Fuente de (B) (O
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Figura 9. Fenémeno de reflexion total interna (TIR). (A) En la interfase de dos medios de diferente
indice de refraccién, la luz incidente que viaja desde el medio de mayor indice de refraccién al de menor
indice es parcialmente refractada y parcialmente reflejada. El rayo de luz transmitida se desvia de la
normal, de tal manera que el angulo de salida es mayor que el angulo incidente (reflexién interna).
(B) El angulo de salida alcanzara los 90°, para un angulo de incidencia denominado angulo critico, 6..
(C) Cuando el angulo de incidencia es superior al 6., toda la luz es reflejada, fendmeno denominado TIR.

En el segundo de los casos, si se aumenta el angulo de incidencia, el rayo
refractado se va acercando a la superficie de separacién entre los medios de forma que,
para cierto valor denominado angulo critico, el rayo refractado se propaga rasante a

dicha superficie y la radiacién transmitida es practicamente nula (Figura 9)."*

Cuando el angulo de incidencia es superior al angulo critico, ocurre el fenémeno
denominado reflexién total interna (TIR, del inglés total internal reflection). En estas
condiciones el haz incidente se refleja completamente en la superficie de separaciéon
entre ambos medios, quedando confinado en el que tiene mayor indice de refraccion
(Figura 10). Este es el fundamento de la transmision de la luz en las guias de onda
planas y la fibra 6ptica.**

Cuando la transmision de la radiacion a través de la guia de onda se produce en
condiciones de TIR, el campo electromagnético no queda confinado totalmente en el
interior del nucleo, sino que una componente de la luz, denominada “onda
evanescente”, que tiene la misma frecuencia que la radiacion incidente, se extiende a
las zonas limitrofes decayendo exponencialmente en intensidad con la distancia (100 -
300 nm) a la superficie.'” Este campo interactuaré con las especies que se encuentren
cerca de la interfase entre los dos medios, aunque la zona mas sensible para la
deteccién se encontrara en la superficie de la guia de ondas, de forma que cualquier
interaccion molecular (analito-receptor) que tenga lugar dentro de la distancia de

penetracion del campo evanescente producira cambios en las caracteristicas de la luz
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propagada por la guia de onda. Estos cambios son el principio de medida de los
transductores Opticos basados en onda evanescente, y los biosensores que emplean

este tipo de transduccién se denominan biosensores de onda evanescente.

z
A
E(z) = E exp(-z/ dp)
|
v A
. d,
n, ° p ; F

Figura 10. Transmision de la radiacién electromagnética en una fibra 6ptica por reflexién total interna.
Amplitud del campo eléctrico, E, a ambos lados de la interfase ndcleo/recubrimiento de una fibra 6ptica.

La amplitud del campo eléctrico decae exponencialmente en el medio de menor indice de refraccién (n,,
recubrimiento), y la distancia de penetraci6n, d,, depende de, A, 6, n, y n,. Adaptada de referencia 124.

Por ejemplo, si la radiaciéon es absorbida por la especie de interés y se induce su
fluorescencia, hablaremos de sensores de fluorescencia de reflexién total interna
(TIRF),'* y la intensidad de la emisién estara relacionada con las concentraciones del
analito. En cambio, si lo que se compara es la intensidad de radiacién incidente con la
reflejada, la atenuaciéon de la sefial se debera a la absorcion de luz por parte del
material presente en la superficie y se tratard de un sensor de reflectancia total
atenuada (ATR, del inglés attenuated total reflection).”” Por otro lado, si en la interfaz
se encuentra una capa de un metal-dieléctrico, la onda evanescente provocara que los
electrones libres del metal entren en resonancia al excitarlos. Estas oscilaciones de los
electrones se denominan plasmones y dependeran del indice de refracciéon del medio
adyacente, de forma que cualquier variaciéon producida en el mismo tras la interacciéon
con el analito afectara al indice de refraccion y, en consecuencia, a la resonancia de los

plasmones. Los sensores basados en este efecto se denominan sensores de resonancia
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de plasmoén superficial (SPR, del inglés surface plasmon resonance), y permiten medir
de manera directa, sin la necesidad de marcaje, y a tiempo real, interacciones ligando-

receptor o antigeno-anticuerpo.*®

En los sensores interferométricos el haz de luz incidente se divide en dos caminos
iguales, uno de ellos sirve como referencia mientras que el otro interacta con una
zona sensora. Ambos caminos se recombinan generandose un patrén de interferencias
que depende de las diferencias existentes entre los indices de refraccion de ambas
ramas y de la longitud de la zona sensora. Cualquier variacién producida en el indice
de refraccion de la zona sensora tras la interaccién con el analito originara un cambio
en el patréon de interferencia que puede relacionarse con su concentraciéon de forma

directa, sin necesidad de marcadores.'*

e Luminiscencia: basados en la medida de la intensidad de la radiacién luminosa
(UV-vis-NIR) emitida por relajacion de un estado electrénico excitado, generado de
distintas maneras, tales como la absorcién de un fotén (fotoluminiscencia), una
reaccion quimica (quimioluminiscencia), un proceso bioquimico en un organismo vivo
(bioluminiscencia), o una corriente eléctrica (electroluminiscencia), entre otros.
Dentro de la fotoluminiscencia se incluye la fluorescencia molecular que, junto con el
SPR, es la técnica més utilizada para el desarrollo de biosensores 6pticos. Las medidas
pueden basarse en la monitorizacién de la intensidad de emisioén, de su cinética
(tiempo de vida de emisién), del espectro de emision o de la anisotropia

(polarizaci6n).'3*'3"

La sefial luminiscente puede ser intrinseca al analito de interés, o bien deberse al
empleo de indicadores cuya emisiébn se modifica en presencia del analito.
Alternativamente, la intensidad de luminiscencia del indicador puede disminuir en
presencia de algunos analitos, en un proceso conocido como desactivacion de la
luminiscencia (quenching). Este proceso fotoquimico reversible puede producirse
debido a la desactivacion del estado excitado como consecuencia de una transferencia

de energia, electrénica o protdnica a/desde el analito (Figura 11)."%'
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IndicadorzH + QtH Indicador*\Q‘
“ “ Indicador*/- + Q7+
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Indicador Q ¥ 9
Indicador
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Figura 11. Principios de la deteccién de luminiscencia reversible mediante procesos fotoquimicos de
desactivacion (transferencia de electrones, de energia o de protones). El indicador va a ser una molécula
luminiscente, Q es la especie de desactivacion y la flecha punteada representa los procesos de
desactivaciéon no radiativa. La intensidad de la luminiscencia (y el tiempo de vida del estado excitado) del
indicador disminuye en presencia del desactivador. Adaptado de la referencia 131.

Los indicadores luminiscentes no suelen experimentar todas la vias de
desactivaciéon del estado excitado descritas anteriormente, y su estructura se puede
modificar para potenciar selectivamente alguna de ellas, por ejemplo, seleccionando el
potencial redox adecuado en el estado excitado, alterando el espectro de emisién o
incluyendo la presencia de grupos funcionales sensibles al pH. Uno de los mecanismos
de medida mas empleados para el desarrollo de biosensores Opticos se basa en la
transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET, del inglés Forster resonance
energy transfer) entre un fluoréforo y un indicador sensible al analito cuya banda de
absorcion solapa significativamente con la de emision del primero. El compuesto de
interés interacciona de forma reversible con el indicador, modificado la banda de
absorcion con la consiguiente variacién en la eficiencia de la transferencia de energia
desde el fluoréforo. La aplicacion de este principio de medida permite el desarrollo de
biosensores basados tanto en medidas de intensidad como de tiempo de vida de
emision. La eficiencia del FRET despende del grado de solapamiento espectral, de la

distancia entre las moléculas y de la orientacion relativa de las mismas. '3

2.2. Retos en la deteccidon de moléculas con bajo peso molecular

Se denominan moléculas pequefias aquellas con un peso molecular inferior a
1000 Da.”® Esta definicion engloba a un gran nimero de compuestos quimicos, de
origen natural o sintético, los cuales pueden ser relevantes desde el punto de vista

medioambiental, biolégico o farmacolégico. Existen un sinfin de biosensores y ensayos
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bioanaliticos diferentes para moléculas pequefias, incluidos algunos ISDs como el MPA
(~320 Da) y el FK506 (~804 Da).

Una de las limitaciones a la hora de desarrollar inmunosensores para detectar
estas moléculas es que se trata de analitos para los que es complicado generar
anticuerpos debido a que las moléculas de bajo peso molecular no estimulan el sistema
inmunitario y es necesario ligarlas a una proteina transportadora para generar el
inmuno6geno.”* Por otra parte, los compuestos como los ISDs afectan al sistema
inmune suprimiendo la produccién de anticuerpos. Una alternativa para el desarrollo
de inmunosensores para la determinacién de estos compuestos es el empleo de
anticuerpos recombinantes, que ya se han descrito para la deteccion de MPA."*®

Por otro lado, el empleo de ensayos de tipo competitivo requiere la
funcionalizaciéon del analito, bien para su inmovilizacién o para su marcaje con la
sonda seleccionada. El rendimiento de estas etapas es fundamental para el éxito del
ensayo y, ademas, es importante confirmar que la derivatizacion del antigeno no afecta
al biorreconocimiento del mismo.'® Para solucionar este problema, en los dltimos
afnos, se ha descrito el empleo de péptidos miméticos (mimopeptidos) que se unen al
mismo paratopo del anticuerpo que el analito y que se pueden funcionalizar, por
ejemplo, con biotina o con proteinas luminiscentes empleando técnicas de biologia
molecular, de forma que se evitan las limitaciones relacionadas con la conjugaciéon del
analito.”*® Nuestro grupo de investigacién ha descrito recientemente el desarrollo de
un biosensor para la determinacién de MPA empleado un péptido mimético ciclico,
seleccionado mediante la técnica de despliegue de péptidos en fagos (“phage display”),
fusionado a una proteina luminiscente (Nanoluc®) y basado en un inmunoensayo de

tipo competitivo.'’
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3. Métodos analiticos para la determinacion de inmunosupresores

Desde el inicio del empleo de los ISDs se han desarrollado numerosos métodos
analiticos para su determinaciéon en fluidos bioldgicos, para TDM o para estudios
farmacocinéticos. Estos medicamentos se encuentran a bajas concentraciones en las
muestras, por lo que su determinaciéon requiere del empleo de métodos exactos,

precisos, sensibles, robustos y con una elevada selectividad.

A continuacién, se recoge una seleccion de los trabajos més representativos,
publicados en los dltimos 10 afios, para el andlisis de acido micofendlico, tacrolimus y
ciclosporina A, los ISDs objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral. Se ha hecho
especial hincapié tanto en el tratamiento de muestra como en el andlisis. Los métodos

se han clasificado en dos grupos: cromatograficos y no cromatograficos.

3.1. Tratamiento de muestras: métodos de extraccion, purificacion y

preconcentracion

El tratamiento de la muestra es la primera etapa de un método analitico, siendo
la mas critica a la hora de cuantificar cualquier analito, especialmente en muestras
complejas. Debido a esta complejidad, en muchas ocasiones, la sensibilidad y la

robustez del método de andlisis se ven limitadas.

Por lo general, las muestras de suero y plasma suelen ser las idoneas a la hora de
realizar la monitorizaciéon de medicamentos. Si bien el MPA suele monitorizarse en
suero o plasma, para los estudios farmacocinéticos de la gran mayoria de ISDs
(tacrolimus, ciclosporina, sirolimus y everolimus) prefiere emplearse la sangre entera.
La principal razon es la distribucién de estos analitos en la sangre y su baja presencia
en el plasma sanguineo. Aproximadamente, s6lo un 15% de FK506 se encuentra en
plasma y el resto esta distribuido en el resto de la sangre. En el caso del sirolimus, el
95% se encuentra unido a eritrocitos y solo un 3% esta libre en plasma. Por otro lado,
la ciclosporina no solo tiene el inconveniente de que Unicamente un 33—47% se
encuentra en el plasma, sino que la concentracién puede decrecer hasta un 12—14% al

aumentar la concentracién de eritrocitos a un 10%. En cambio, el MPA se encuentra
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casi exclusivamente en el plasma, y su distribucion es independiente de la temperatura

o la concentracién.?°

Las muestras de sangre entera se obtienen habitualmente por venipuntura en
tubos con EDTA, pero un método alternativo menos invasivo son las manchas de
sangre seca (DBS, del inglés dried blood spot). Con este método los pacientes pueden
extraerse sangre capilar con una lanceta, aplicarla sobre papel de muestreo y, tras
dejarla secar, enviarla a analizar. Este tipo de muestreo precisa de un volumen de
muestra pequenio (10 — 50 UL) y reduce las visitas de los pacientes a los centros
médicos. Estudios de validacion comparando DBS con sangre extraida de forma
tradicional han demostrado que se trata de una alternativa valida para la

138-140

monitorizacién de ISDs. Asimismo, se ha evaluado que la estabilidad de los ISDs

en estos soportes es de 34 dias a 32 °C para el everolimus' y de al menos 5 dias a

140

temperaturas de hasta 60 °C para el FK506 y la CsA.®" Sin embargo, una gran
desventaja que debe ser corregida es el efecto de los hematocritos, los cuales tienen un
efecto directo en la viscosidad y fluidez de la sangre, y al darse niveles altos, la

distribucién de la muestra en el papel es deficiente.'**

Aunque el TDM rutinario se practica usando muestras de sangre entera
obtenidas por venipuntura o derivados, hay diferentes estudios donde detectan estos

143-145

. . . ;. . , 6 . ’ .
analitos en otras matrices bioldgicas como saliva, cornea,"®” orina,'” liquido

149-151

cerebroespinal® o leche materna, entre otros.”

El mayor campo de estudio de los ISDs es el médico, pero no hay que olvidar que
algunos de ellos provienen de diferentes hongos y por ello son considerados
micotoxinas. Sin embargo, los niveles a los que se suelen encontrar en los alimentos
son inferiores a las concentraciones empleadas en el ambito terapéutico por lo que no

154,155

suponen un gran riesgo para la salud. Es posible encontrarlos en quesos,'> maiz y

6
arroz, entre otros."

Una de las etapas cruciales a la hora de desarrollar un método analitico para el
analisis de farmacos, u otras sustancias, en muestras biolégicas es la preparacion de la

muestra, ya que condiciona tanto la sensibilidad como la robustez del mismo. Por
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ejemplo, la complejidad de algunas matrices, como la orina, plasma o sangre es critica
ya que presentan un alto contenido en sales, fosfolipidos o glébulos rojos, entre otros

componentes.”’

Como ya se ha comentado, la muestra biolégica mas utilizada habitualmente
para la determinacion de los ISDs es la sangre, ya que es relativamente facil de obtener
y aporta una gran riqueza de parametros bioquimicos. Dependiendo del ISDs
estudiado, la sangre extraida suele fraccionarse en sus componentes fundamentales:
plasma, suero o células. Tanto la extracciéon de la sangre, como su posterior
tratamiento, deben realizarse en condiciones 6ptimas y responder a las necesidades del

analisis y la instrumentacion a utilizar.

Para cuantificar la cantidad total de ISDs en las muestras bioldgicas es necesario
romper las interacciones farmaco-proteina. La precipitacién de proteinas (PP) es un
método simple que permite su desnaturalizacién y eliminacién eficiente, separando la
materia organica de los analitos de interés y facilitando el proceso de extracciéon/

purificacion realizado posteriormente.

Los tratamientos de desproteinizacion para biomatrices estan basados en el
empleo de disolventes organicos (metanol (MeOH),”>"**'> acetonitrilo (MeCN),******

6
acetona,””

o una mezcla de ellos en diferentes proporciones), acidos (acido
tricloroacético, acido percldrico, acido fosférico) y/o sales (sulfato aménico, cloruro de
aluminio, sulfato de zinc)." En el caso de los ISDs, el tratamiento mas extendido se
basa en el uso de MeOH, ya que permite obtener un sobrenadante mas limpio con
pérdidas despreciables del farmaco a determinar. En algunos casos, el disolvente

L. . 64-166
organico se combina con ZnSO4, ya que se ha demostrado™*™

que la presencia de
cationes Zn (II) desestabiliza la estructura de algunas proteinas al formarse complejos
insolubles metal-proteina. En el caso de las células sanguineas se une a las proteinas de
membrana de los glébulos rojos provocando que precipiten y, en consecuencia, que las
células se lisen favoreciendo la liberacion de los analitos. Alternativamente, se pueden
realizar desproteinizaciones empleando membranas de ultrafiltracion (UF) en las que

las macromoléculas de elevado tamafio, que no pasan a través de los poros, son

retenidas mientras que las de pequefio peso molecular, como los ISDs, atraviesan la
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membrana porosa. Este método se ha utilizado con éxito para el aislamiento de MPA

de plasma y suero sanguineo.'”**®

Los métodos de extraccién y purificacion mas comunes empleados para el
analisis de ISDs son la extraccién en fase solida (SPE, del inglés solid phase extraction),
ya sea en modo off-line u on-line,'® y la extraccién liquido-liquido (LLE, del inglés

liquid-liquid extraction).””®

Los adsorbentes mas empleados en SPE son alquil-silices
(Cis y C8)'®”'7" y materiales poliméricos (poli(estireno-co-divinilbenceno) (PS-DVB)'7%).
Sin embargo, estos materiales no son selectivos a los ISDs lo que ha facilitado el
desarrollo y comercializaciéon de sorbentes de afinidad, como inmunoadsorbentes o

polimeros de impronta molecular (MIPs, del inglés molecularly imprinted polymers)

para la extraccién de MPA*'737'75 y CsA 777

Otra posibilidad es el uso de sistemas de extraccion miniaturizados, que
permiten procesar tamafios de muestra mas pequefios y reducir tanto el coste del
analisis como los desechos generados. La microextracciéon con sorbentes empaquetados
(MEPS, del inglés microextraction by packed sorbent) es una version reducida del SPE
empleando 1 — 2 mg de sorbente empaquetados en jeringas. Al igual que el SPE puede
usarse también en linea o en discontinuo y comparten el mismo tipo de fases
estacionarias. Este tipo de extraccién fue empleado por Said y col.”’ para cuantificar

CsA, FK506, Everolimus (Eve) y Sir.

La LLE es un método tradicional en la preparaciéon de muestras para bioanalisis.
En el andlisis de matrices biologicas para la determinacion de ISDs es frecuente el uso

8
7 Las

de MeOH, MeCN, acetona o mezclas de disolventes organicos como extractantes.
principales ventajas de esta técnica son su simplicidad y bajo coste, aunque el alto
grado de manipulacién de la muestra, formacién de emulsiones y elevados tiempos de

ejecucion hacen que cada dia sea menos utilizado.

La metodologia QUEChERS (del inglés quick, cheap, effective, rugged and safe)
consiste en un proceso de extracciéon en fase sélida dispersiva. Se realiza una primera
etapa de extracciéon seguida de una etapa de limpieza, eliminando de esta forma el

exceso de agua y los contaminantes de la muestra. Por el momento este método de
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andlisis solo se ha empleado para la extraccién de azatioprina en muestras de agua'”® y

de MPA y FK506 en sedimentos.'®°

Una de las debilidades de las herramientas analiticas es la falta procedimientos
automatizados de preparacion de muestra. En el caso de muestras de sangre, la
dificultad para implementar protocolos auténomos se ve dificultada por la rapida
sedimentacion de las células sanguineas, problema que tan solo puede solventarse

usando sistemas de agitacion o mediante ciclos de aspiracién/dispensacion.
do sist de agit diante ciclos d d 171181182 p

n
este sentido, Van den Bassche y col."®? evaluaron el uso de un kit con microparticulas
paramagnéticas para lisar y eliminar las proteinas de muestras de sangre entera para
el analisis de Eve, siendo comparable a la PP. Todo el precipitado se recolecta mediante

la separacién magnética por lo que no es necesario centrifugar, de forma que el

sistema es facilmente automatizable.

Otra técnica de preparacién de muestra menos empleada en el andlisis de ISDs es
la cromatografia de flujo turbulento (TFC, del inglés turbulent flow chromatography),
184718 que permite llevar a cabo la extraccién en linea. La TFC combina las
tradicionales fases estacionarias con la exclusion molecular, separando las
macromoléculas de los analitos de interés.'”” El consumo de disolventes con esta

técnica es elevado; sin embargo, presenta la ventaja de ser facilmente automatizable, lo

que disminuye la manipulacion de la muestra y el tiempo de analisis.

3.2. Métodos cromatograficos

Las técnicas cromatograficas son la base de la mayoria de los métodos aplicados

e, e . 88
a la monitorizacién terapéutica de inmunosupresores.'

3.2.1. Cromatografia liquida

En las Gltimas décadas la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC, del
inglés high-performance liquid chromatography) ha sido la técnica que mas se ha
empleado para el analisis de estos compuestos. Los inmunosupresores tienen caracter
apolar, por lo que en la separaciéon cromatografica se realiza en fase inversa,

empleando columnas basadas en soportes de silice o resinas poliméricas, destacando la
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fase C5 y, en menor medida, Cg, fenil-hexil’>® o ciano."®® La deteccién y cuantificacién
de los inmunosupresores se realiza empleando como detectores: espectroscopia
ultravioleta de onda variable (DAD, del inglés diode array detector) o fija (UV),
fluorescencia (FLD, del inglés fluorescence light detector) y espectrometria de masas

(MS, del inglés mass spectrometry).

El empleo de fases estacionarias de menor tamafio ha dado lugar a la
cromatografia liquida de ultra resoluciéon (UPLC, del inglés ultra-performance liquid
chromatography) que permite reducir el tiempo de analisis, ademés de mejorar la
sensibilidad y resolucién de la separacién cromatogréfica.'”” La UPLC acoplada a
espectrometria de masas se ha aplicado al andlisis de varios

inmunosupresores,” 779192191

Los inmunosupresores MPA, CsA, Sir, Eve presentan bandas de absorcién tipicas
entre 220 nm y 280 nm, mientras que FK506 s6lo absorbe radiaciéon UV alrededor de
los 190 nm. En todos los casos, el uso de detectores UV y DAD son ftiles para su
cuantificacion, aunque su identificaciéon no puede realizarse a partir del espectro UV-
vis de éstos debido a la baja sensibilidad y selectividad. Ademas, la mayoria de las
sustancias endégenas presentes en las matrices biolégicas absorben fuertemente en
esta region, lo que requiere la implementaciéon de métodos de tratamiento de muestra

extremadamente eficaces que, en la mayoria de los casos, no son viables.*

La deteccion FLD no es habitual para el analisis de inmunosupresores ya que la
ausencia de grupos fluorescentes en su estructura molecular hace necesaria una
derivatizacion previa.””> Una excepcion es el MPA, que presenta una fluorescencia
dependiente del pH y puede alcanzarse la sensibilidad adecuada para su determinacion

cuando se emplean fases moviles alcalinas. 4”979

La utilizaciéon de detectores de MS permite no s6lo conseguir limites de deteccién
y cuantificacion muy bajos, sino también una gran selectividad, lo que es esencial
debido a las bajas concentraciones que deben cuantificarse en los estudios de TDM. Por
ello, han sustituido en gran medida a los sistemas con deteccién UV o FLD. La fuente

de ionizaciéon mas empleada en MS/MS es el electrospray (ESI) operando en modo
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positivo, monitorizando las transiciones de masa del analito y el patrén interno. No
obstante, para el andlisis de ISDs se han empleado otras fuentes como la ionizacién a
presion atmosférica (API, del inglés atmospheric pressure ionization), con los iones

precursores como aductos de amonio ([M+NH4]"),"®

y la ionizacién quimica a presion
atmosférica (APCI, del inglés atmospheric pressure chemical ionization), con iones
precursores como moléculas protonadas ([M+H]"), aductos de potasio ([M+K]") y

aductos de sodio ([M+Na]*")."48

La terapia inmunosupresora suele implicar la combinacién de varios
medicamentos, por lo que es importante analizar estos inmunosupresores de forma
simultdnea para evitar retrasos innecesarios y el coste asociado a la repeticiéon del
proceso analitico. El empleo de LC-MS/MS ofrece esta posibilidad. Sin embargo, la alta
susceptibilidad de esta técnica al efecto matriz, que puede afectar a la sensibilidad y
exactitud del método, condiciona a la realizaciéon de un tratamiento eficaz de la
muestra para evitar tanto fendmenos de supresion como de aumento de la sefial para
los analitos de interés. Ademas, deben utilizarse patrones internos, en el caso de los

ISDs los méas extendidos son ISDs marcados isotOpicamente, aunque también se

196 197

emplean la ciclosporina D en la deteccién de la CsA™” y la ascomicina para el FK506.

Aunque menos frecuentes, se pueden utilizar otros detectores acoplados a la
separacion cromatografica. Un ejemplo es la deteccion electroquimica (ECD, del inglés
electrochemical detection) que se ha empleado para la deteccion de Sir tras la

. . 8
aplicacion de LLE en muestras de sangre."

Por otro lado, cuando se realiza la monitorizaciéon de los inmunosupresores
también es importante determinar la presencia de metabolitos activos o toxicos. El
analisis simultaneo de los metabolitos isométricos activos M1, M2 y M3 del FK506 es
un desafio por su similitud en la estructura y peso molecular al FK506. La aplicacién de
la fase movil apropiada y de gradientes en LC-MS/MS permite su elucién a diferentes

169,170

tiempos y, con ello, su cuantificacion. Tanto el MPA como la CsA y sus metabolitos

principales se han determinado simultineamente en sangre mediante HPLC-UV,"99*%°

HPLC-MS**' y LC-MS/MS.***7%4
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El uso de procedimientos no estandarizados para la TDM puede dar lugar a

diferencias en los resultados inter-laboratorios,*> por lo que se han empezado a

comercializar diferentes kits (incluyen todos los reactivos necesarios para el analisis,

asi como la columna cromatografica) para la TDM usando LC-MS y LC-MS/MS. Para

evaluar la versatilidad de estos kits para medidas rutinarias, se han llevado a cabo

estudios multicentro*° y se ha comprobado la idoneidad de estos. La adopcion de estos

materiales podria facilitar la armonizacién de las medidas de los inmunosupresores

entre laboratorios.

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas analiticas de kits comerciales desarrollados para la
determinacién de ISDs en matrices bioldgicas mediante LC-MS/MS.

ClinMass®
Complete Kit
(Recipe®)

ClinRep® HPLC
Complete Kit
(Recipe®)

ISDs
LC-MS/MS
Analysis Kit
(Zivak®)

DOSIMMUNE®
(Shimadzu)

MassTox®
ISDs kits
(ChromSystems)

MassTox®
MPA

Waters
MassTrak ISDs
Kit

ISDs

CsA
FK506
Sir
Eve

MPA

FK506
Sir
CsA
Eve

CsA

Eve

Sir
FK506

CsA

Eve

Sir
FK506

MPA

FK506

Matriz

WB

S/P

Tratamiento

de muestra

PP + SPE

PP

PP + SPE

PP + SPE

PP + SPE

n.d.

PP + SPE

LOD / LOQ
(ng/mL)

0.011%/0.037**
0.004*/0.014**

0.073%/0.244**
0.126*/0.420**

60/100**

0.11/0.34
0.19/0.65
0.56/1.85
0.16/0.5

<5/n.d.
< 0.5/n.d.
< 0.5/n.d.
< 0.5/n.d.

n.d./s
n.d./o.5
n.d./o.5
n.d./o.5

< 100/~

n.d./n.d.

Linealidad
(ng/mL)

0.037—2,000
0.014—80
0.244—80
0.420—80

100—40,000

5—10
100—400
4—20
3—8

< 3,000
<100
<100
< 100

< 2,000
< 80
< 80
< 80

< 20,000

3—30

R (%)

90—100

95—105

n.d.

n.d.

n.d.

105—119

90—110

Vol

(uL)

100

100

150

n.d.

50

50

n.d.

*LLOD; **LLOQ. CsA: ciclosporina A; Eve: everolimus; FK506: tacrolimus; ISDs: inmunosupresores;
LLOD: limite inferior de detecci6on; LLOQ: limite inferior de cuantificacion; LOD: limite de deteccién;
LOQ: limite de cuantificacién; MPA: acido micofendlico; n.d.: no descrito; P: plasma; PP: Precipitacién de
proteinas; S: suero; Sir: sirolimus; SPE: extraccién en fase s6lida; WB: sangre entera con EDTA.
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En las Tablas 1 y 2 se resumen las caracteristicas analiticas de algunos kits

comerciales y de los métodos cromatograficos descritos en la bibliografia.

3.2.2. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC, del inglés gas chromatography) se aplica muy
excepcionalmente al analisis de inmunosupresores debido a la necesidad de derivatizar

los analitos para aumentar su volatilidad.

La CG acoplada a un detector de MS se ha empleado para la determinacion de
MPA, usando LLE, seguida de wuna derivatizacion con N,O-bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) y trimetilclorosilano (TMCS).**” El efecto metabolémico

208,209 paalizando también

del tratamiento con CsA y el FK506 se ha estudiado en orina,
una derivatizacién con BSTFA y TMCS antes del analisis por GC-MS. Por otro lado,
Vinale y col.*® emplearon BSTFA para derivatizar extractos de una cepa del hongo
Penicillium brevicompactum, identificando en ellos el MPA como uno de sus

metabolitos.

Boer et. al*"" llevaron a cabo una pirdlisis (Pyr, del inglés pyrolysis) acoplada a
GC-MS para caracterizar FK506. La finalidad de esta técnica es el andlisis cuali-
cuantitativo de los productos de la pirdlisis. La muestra se somete a temperaturas
entre 300 — 400 °C, produciéndose la divisiéon térmica de sus fragmentos periféricos,
los cuales son introducidos directamente en el sistema cromatografico. Los autores
observaron una buena correlacion entre las pérdidas de masa obtenidas por Pyr-GC-
MS con la descomposiciéon térmica obtenida en la termogravimetria dindmica. Otra
aplicacion de esta técnica ha sido el andlisis de los aminoacidos presentes en

hidrolizados de ciclosporina.*"
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3.3. Métodos no cromatograficos
3.3.1. Inmunoensayos

El desarrollo de métodos de cribado basados en anticuerpos es una de las piedras
angulares de los laboratorios clinicos y las compaiiias de diagnostico. A diferencia de
las técnicas cromatograficas, los inmunoensayos (IAs, del inglés immunoassays)
pueden integrarse mejor en el ntcleo de un laboratorio especializado o incluso formar
parte de un dispositivo de diagnostico inmediato,”” gracias a su capacidad de

automatizacion y trazabilidad.
3.3.1.1. Anticuerpos

Los anticuerpos (Ab, del inglés antibodies) o inmunoglobulinas (Igs) son
glicoproteinas globulares producidas por los linfocitos B durante la respuesta

inmunitaria ante la presencia de un cuerpo extrafio o antigeno (Ag).

Las Igs estan formadas por una o mas unidades estructurales basicas,
constituidas por cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas (H, del inglés
heavy) y dos cadenas ligeras (L, del inglés light) (Figura 12). Estas cadenas
idénticamente iguales entre si se mantienen unidas mediante enlaces disulfuro. En el
extremo C-terminal de ambas cadenas aparece una region constante (Cp, y Cy), cuya
estructura depende del tipo de Ig, y en el extremo N-terminal una region variable (Vi y
Vi)."® La region variable, o dominio de unioén, es la responsable de la interaccién con
el Ag. La cavidad tridimensional formada entre la V|, y V4 se denomina paratopo y es el
sitio de reconocimiento especifico del Ab que interacciona con una regién tnica del Ag

(epitopo) que se une al Ab.

Las Igs pueden hidrolizarse con la proteasa papaina, obteniéndose dos
fragmentos diferentes: el fragmento Fab, que contiene al paratopo, y el fragmento
cristalizable Fc, formado por la parte C-terminal de las cadenas pesadas, a través de las
cuales las Igs son reconocidas por los diferentes receptores biolégicos. Entre estas dos
regiones se encuentra una zona bisagra, que proporciona flexibilidad a la proteina,

permitiendo que se pueda adaptar y unir al Ag con mayor eficacia.
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Tabla 3. Clasificacién, caracteristicas y estructura de las inmunoglobulinas.'3**'%**°

Caracteristicas Estructura

Peso molecular: >150 kDa

Clase de Ig

Estructura: Monémero, dimero o trimero
IeA Porcentaje del total de Ig: 15%

Glucosilaciones: 10% (en peso)
Funcién: Proteccion en las membranas

mucosas
Peso molecular: ~ 180 kDa
Estructura: Monémero
Porcentaje del total de Ig: 0.2%
Glucosilaciones: 13% (en peso)

Funcion: Desconocida. Se encuentra en la

superficie de los linfocitos B

Peso molecular: ~ 190 kDa

Estructura: Monémero

Porcentaje del total de Ig: 0.002%
Glucosilaciones: 12% (en peso)

Funcion: Proteccién frente a parasitos y media

en las reacciones alérgicas

Peso molecular: ~ 150 kDa
Estructura: Monémero
Porcentaje del total de Ig: 75%
Glucosilaciones: 3% (en peso)
Funcidn: Respuesta secundaria
Peso molecular: ~ 9oo kDa
Estructura: Pentamero
Porcentaje del total de Ig: 10%
Glucosilaciones: 12% (en peso)
Funcion: Respuesta primaria

Los Abs son proteinas plasméticas pesadas, con masas moleculares
comprendidas entre 150-900 kDa, un contenido en carbohidratos del 2 al 15% y un
punto isoeléctrico (pI) comprendido entre 4.4 y 9.5. Hay 5 grupos o isotipos principales

de Igs humanas: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. Estas difieren en sus propiedades
78



Introduccién

fisicoquimicas (tales como carga, tamafo y solubilidad) y seroldgicas (reacciones in
vitro con antigenos). Las principales caracteristicas de estas Igs se encuentran

recogidas en la Tabla 3.

La asociacion del Ab con el Ag se produce mediante enlaces de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals y/o fuerzas electrostaticas. Todas
ellas son interacciones débiles a nivel individual comparadas con un enlace covalente.
En consecuencia, la fortaleza de la unién Ag-Ab requiere un elevado grado de
complementariedad entre el antigeno y el anticuerpo, lo que necesariamente implica

una especificidad exquisita entre ambas entidades.**'

La interaccidon que se establece entre el antigeno y el anticuerpo obedece a la ley
de acciéon de masas y puede verse afectada por diferentes parametros como son la
temperatura, pH, fuerza i6nica del medio, presencia de tensoactivos, etc. La
modulacién 6ptima de estos factores puede contribuir en la mejora de la especificidad,
del grado de asociacion Ag-Ab e, incluso, la disminuciéon de las interacciones

inespecificas.*****3

La obtencién de Abs de origen natural se consigue mediante la inmunizacién de
un animal con un determinado antigeno. Una problematica que aparece cuando se
quieren conseguir anticuerpos frente a moléculas de bajo peso molécular (MW<1 kDa),
también denominados haptenos, es que éstas no son capaces de generar la respuesta
inmune. Para conseguir que un hapteno genere la respuesta inmunitaria es necesario
unirlo a una macromolécula ajena al organismo que se va a inmunizar, generandose
un conjugado hapteno-portador que actia como inmundgeno. Por lo general, se
emplean proteinas inertes como la albumina de suero bovino (BSA, del inglés bovine
serum albumin), la ovoalbimina (OVA) o la hemocianina de lapa de ojo de cerradura

(KLH, del inglés keyhole limpets hemocyanin).

Una vez suministrada la dosis correcta del inmundégeno, la inmunizacién puede
conseguirse a partir de la respuesta celular del sistema inmunitario (células T), o a
partir de su respuesta humoral (células B). En el tltimo caso, la interaccién de las

células B con el antigeno es la responsable de su posterior diferenciaciéon en células
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plasmaticas que secretan el Ab para neutralizar al antigeno inoculado y facilitar su

eliminacién del cuerpo.

Dependiendo de su tamaiio, un antigeno puede presentar diferentes regiones con
actividad inmunitaria o epitopos, que pueden ser reconocidos por distintos Abs con
diferentes grados de afinidad. Debido al dinamismo del sistema inmunitario, la
composicion de esta mezcla heterogénea de Abs (anticuerpos policlonales), capaces de
reaccionar con el antigeno, experimenta cambios continuos. Esto, sumado a las
respuestas diferenciadas de cada animal, hace que la mezcla de Abs sea poco eficaz

para varios usos in vitro.**'

Dado que no es factible la purificacién directa de un anticuerpo monoespecifico a
partir de anticuerpos policlonales, en 1975 George Kohler y Cesar Milstein disefiaron
un método para obtener anticuerpos especificos para un solo epitopo.*** La técnica de
hibridacién de células somaéticas, que es como se conoce hoy en dia, permite obtener
Abs de una Unica especificidad, denominados anticuerpos monoclonales (mAbs). Tras
inmunizar a un animal con el antigeno de interés se fusionan sus células B,
productoras de Ab, con una linea celular tumoral (mieloma), que aporta inmortalidad,
dando lugar a lineas celulares inmortales (hibridomas). Mediante procesos de cribado
y seleccién se pueden identificar clones con las propiedades deseadas. Se trata pues de

una produccién ilimitada y reproducible.

Una alternativa que esta teniendo cada vez mas importancia es el uso de Abs
recombinantes. Los anticuerpos recombinantes son proteinas de bajo peso molecular
que pueden seleccionarse a partir de librerias especificas, evitando la inmunizacién de
animales, y pueden modificarse genéticamente para mejorar su unién o para facilitar
el marcaje con grupos funcionales destinadas a la deteccién, conjugacién o
purificacion. Debido a su menor tamafo, pueden contribuir a reducir las uniones no
especificas e impedimentos estéricos. Los mas empleados son los fragmentos variables
de cadena sencilla (scFv) y los fragmentos Fab (Figura 12). Al poder seleccionar los Ab
recombinantes se consigue una gran versatilidad, obteniendo Abs frente a ciertas

moléculas que no se conseguirian de forma natural.
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(A) Sitio de (B)

unién del Ag
o o
Fab, Fab

(Bivalente)

et

Figura 12. (A) Estructura basica de un anticuerpo, formado por dos cadenas pesadas (azul y verde) y
dos cadenas ligeras (rojas). Adaptado de la referencia 225; (B) Representacién esquematica de varios
formatos de anticuerpos recombinantes.

IgG

3.3.1.2. Clasificacion

Los inmunoensayos pueden clasificarse atendiendo a distintos criterios, por
ejemplo, segin la forma de deteccion (directos o indirectos), del formato en el que se

basan (competitivos o no competitivos), etc.

e Directos o indirectos. Cuando no se requieren especies auxiliares para evaluar
el reconocimiento se habla de inmunosensores directos. Mientras que, cuando se
emplea una segunda especie marcada que proporciona una sefial relacionada con la
concentraciéon de analito, se trata de un immunosensor indirecto. En este caso, se
clasificarian segin el tipo de marcador, pudiéndose emplear enzimas, marcadores

fluorescentes, radiactivos o moléculas quimioluminiscentes.

e Competitivos o no competitivos. En los ensayos competitivos (de inhibicién o
reactivo limitado) el analito compite con un homologo marcado (generalmente
inmovilizado) por los sitios de unién del Ab (reactivo limitante). En cambio, los no
competitivos (o de reactivo en exceso) se basan en la medida de los sitios ocupados de

los Ab (reactivo en exceso).

e Homogéneos o heterogéneos. Dependiendo de si la interaccion se lleva a cabo
en el seno de la disolucién, sin que exista una separacion fisica entre el analito y el
resto de la matriz (homogéneo), o si se produce en la interfase entre la disolucién y un
soporte fisico, produciéndose la separacién fisica del analito del resto de los
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componentes de la matriz (heterogéneo). En los formatos heterogéneos se puede
inmovilizar tanto el Ab como el Ag. En la inmovilizacién de los biorreactivos se pueden
emplear diferentes presentaciones tales como membranas, (nano)particulas, placas,

etc., asi como diferentes tipos de soportes plasticos, de vidrio o silicio, entre otros.

3.4. Caracteristicas analiticas

Los inmunosensores y bioensayos desarrollados en la presente Tesis Doctoral se
basan en un formato de ensayo de tipo competitivo que, en el caso de utilizar un Ab

.. - .z 6
como elemento de reconocimiento, puede describirse empleando la Ecuaci6n 1:**

2 Ab + Ag + Ag* =——= Ab—Ag + Ab—Ag* (1)

Donde el Ag compite con un homologo (Ag*) por los sitios de unién especificos
del Ab, que se encuentra en cantidad limitante. La formacién del complejo Ab—Ag* va
a depender de la cantidad de Ag presente en la muestra, permitiendo su cuantificacién.
La reaccion de afinidad entre el antigeno y el anticuerpo estd regida por la ley de
accion de masas, por tanto el curso de la reacciéon va a depender tanto de parametros
cinéticos (ej. velocidad de difusién de los inmunoreactivos) como termodinamicos (ej.

constante de afinidad).

En este tipo de ensayo no existe una relacion lineal entre la sefial medida y la
concentracion de analito. Las curvas de calibrado obtenidas, representando la sefial en
funcién del logaritmo de la concentraciéon de analito, tienen forma sigmoidea y se
pueden ajustar a una ecuacion logistica de cuatro parametros (Ecuacion 2):

Amax = Ami
Sefial = — " 4 Ay (2)

[analito] b
e+ (5,0

donde, An.x es la asintota maxima correspondiente a la sefial en ausencia de analito,
Anin es la asintota minima que corresponde a la sefial en exceso de analito, b es la
pendiente de la curva en el punto de inflexién e IC,, corresponde al valor de la
concentracion de analito en dicho punto. Ambos valores, IC;, y b, son indicativos de la

sensibilidad y del intervalo dinamico o de trabajo del método desarrollado.
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Otros parametros analiticos de interés que se definen a partir de la curva de
calibracion son, el limite de detecciéon (LOD, del inglés limit of detection), que indica la
concentraciéon del analito que origina una disminucién de la sefial del 10% con
respecto al blanco y el intervalo dinamico o de trabajo (DR, del inglés dynamic range),
que se define como el intervalo de concentraciones de analito que produce una sefial
comprendida entre el 80% y el 20% del intervalo definido por las asintotas maxima y
minima (Amax ¥ Amin). Estos parametros, junto con el valor ICs,, se utilizan para

estimar la sensibilidad del ensayo (Figura 13).

90%
80%

50%

Seiial

20%

RD [Analito]

Figura 13. Curva de calibrado tipica para un inmunoensayo de tipo competitivo. La concentracioén de
analito se expresa en unidades logaritmicas.

Normalmente se utilizan sefiales analiticas normalizadas para la calibraciéon en

este tipo de ensayos (3):

B — B,
Sefial normalizada = (—) (3)
BO - BOO

donde B es la sefial obtenida en una concentraciéon dada; B, es la sefial obtenida en
ausencia de analito y B.. la sefial correspondiente a una muestra con alto exceso de
analito.

Pese a que los inmunoensayos son ampliamente utilizados en los laboratorios de

analisis pueden estar sujetos a una serie de interferencias que arrojan como resultado
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falsos positivos o negativos. Estas interferencias pueden deberse a moléculas con una
similitud estructural al analito de interés que son reconocidas por el anticuerpo
produciendo respuestas mayores (interferencia positiva) o menores (interferencia
negativa) a la obtenida en presencia del analito. En el caso de los ISDs, los interferentes
mas habituales son las debidas a los metabolitos del analito o a moléculas de la misma
familia. Esta circunstancia que determina la selectividad del ensayo se define a partir
de la reactividad cruzada (CR, del inglés cross-reactivity) o relacién porcentual entre
los valores de IC,, para el analito de interés y para el interferente, calculado segtn la

Ecuacioén 4:

Analito
50

Icénéerferente

CR(%) = x 100 (4)

En general, se puede decir que un compuesto interfiere sensiblemente cuando la
CR es igual o superior al 10%, su interferencia es poco importante si la CR se

encuentra entre el 1% y el 10% y despreciable si es inferior al 1%.

3.6. Formatos de inmunoensayos aplicados al analisis de ISDs.

A continuacién se describen brevemente algunos de los formatos de
inmunoensayos empleados en dispositivos comerciales con transduccién Optica para la

deteccién de ISDs (Figura 14).

A) Inmunoensayo empleando particulas magnéticas conjugadas con el antigeno

En este tipo de inmunoensayo (ACMIA, del inglés antibody conjugated magnetic
immunoassay) la muestra se pone en contacto con un anticuerpo selectivo marcado
con la enzima f-galactosidasa y el antigeno inmovilizado sobre particulas magnéticas
(Figura 14A). Las particulas se atrapan con un iman, se elimina el exceso de
anticuerpo y se lleva a cabo la reaccion enzimdética. La seflal obtenida sera

directamente proporcional a la concentracion de analito presente en la muestra.**’
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Figura 14. Esquemas de los inmunoensayos comerciales disponibles para la deteccién de ISDs,
empleando como elemento de reconocimiento anticuerpos especificos y deteccién luminiscente o
colorimétrica. (A) Inmunoensayo basado en el empleo de particulas magnéticas conjugadas con el
antigeno y el anticuerpo selectivo ligado a una enzima; (B) Inmunoensayo basado en el empleo de un
donador enzimatico clonado (CEDIA); (C) Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ECLIA); (D)
Inmunoensayo enzimatico con Ab immobilizado (ELISA); (E) Inmunoensayo multiplicado
enzimaticamente (EMIT); (F) Inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA); (G)
Inmunoensayo enzimatico sobre microparticulas (MEIA); (H) Sistema de microesferas funcionalizadas
con el antigeno que aglutinan en ausencia de analito (QMS).
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B) Inmunoensayo de donador enzimdtico clonado

El inmunoensayo basado en el empleo de un donador enzimatico clonado
(CEDIA, del inglés cloned enzyme donor immunoassay) emplea dos fragmentos
mutados e inactivos de la enzima fS-galactosidasa (-gal) que, en las condiciones
adecuadas, se ensamblan espontaneamente (complementaciéon o), restableciéndose la
funcionalidad enzimatica (Figura 14B). En el ensayo CEDIA, el analito inhibe la unién
de un anélogo conjugado al fragmento o de la f-gal al anticuerpo. Al afiadir el segundo
fragmento (fragmento ), solo se obtendra la enzima activa si el antigeno marcado se
encuentra en disoluciéon. El producto coloreado de la reaccién enzimatica puede
medirse espectrofotométricamente. La sefial obtenida sera directamente proporcional
a la cantidad de enzima re-asociada y, en consecuencia, a la concentracién de analito

8
presente en la muestra.*

C) Inmunoensayo electroquimioluminiscente

El  inmunoensayo  electroquimioluminiscente = (ECLIA, del inglés
electrochemiluminescence immunoassay) se basa en un formato de ensayo tipo
sandwich, que emplea dos anticuerpos selectivos a diferentes epitopos del analito, uno
de ellos biotinilado y el otro marcado con un complejo de rutenio (Figura 14C). El
complejo (Ab-Ag-Ab) formado se atrapa empleando microparticulas funcionalizadas
con estreptavidina que se ponen en contacto con el electrodo. Al aplicar el voltaje
adecuado se induce la emisiéon quimioluminiscente que se registra en el equipo de
medida. La sefial obtenida es inversamente proporcional a la concentracion de analito

en la muestra.**®

D) Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima

El ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA, del inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) puede realizarse empleando distintos formatos, sandwich o
competitivo. En el primer caso, uno de los Ab se inmoviliza sobre la superficie de un
pocillo, mientras que el segundo marcado con la enzima se afiade a la disolucion
(Figura 14D). En el formato competitivo, el Ab selectivo se ancla sobre la superficie y

se emplea un analito marcado con la enzima, o viceversa. La enzima utilizada en estos
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ensayos suele ser la HRP y, dependiendo del sustrato utilizado, la deteccion puede ser
colorimétrica o fluorescente, siendo la respuesta directa (sandwich) o inversamente

(competitivo) proporcional a la concentracion de analito.'*

E) Inmunoensayo multiplicado enzimaticamente

El inmunoensayo multiplicado enzimaticamente (EMIT, del inglés enzyme-
multiplied-immunoassay technique) es un ensayo competitivo homogéneo en el que el
analito y el Ag marcado con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa compiten por
los sitios de union del Ab selectivo (Figura 14E). Cuando el Ag marcado est4 unido al
anticuerpo, el sitio activo de la enzima se bloquea de forma que la enzima no cataliza la
transformaciéon del sustrato que genera un producto que se determina
espectrofotométricamente a 340 nm. La sefial obtenida es directamente proporcional a

la concentracion del analito.*°

F) Inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia

El inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA, del inglés fluorescence
polarization immunoassay) es un ensayo homogéneo de tipo competitivo para
moléculas pequenas (Figura 14F). En ausencia de analito, el analogo fluorescente se
une al Ab de forma que el complejo Ag-Ab tendré una libertad de giro restringida, y al
excitarlo con una luz polarizada la emision que se obtiene también lo estara,
permitiendo su deteccién. Al aumentar la concentracién del analito, también lo hace la
fraccién del andlogo fluorescente libre en disolucién, que rota rapidamente emitiendo
luz no polarizada al excitarlo con luz polarizada. La sefial generada es inversamente

proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra.'’

G) Inmunoensayo enzimdtico sobre microparticulas

El inmunoensayo enzimatico sobre microparticulas (MEIA, del inglés
microparticle enzyme immunoassay) es un ensayo heterogéneo. Se utilizan
microparticulas funcionalizadas con el Ab selectivo al analito que se incuban con la
muestra y con el Ag marcado con la proteina fosfatasa alcalina (Figura 14G). A
continuacion, la mezcla se filtra a través de una fibra de vidrio, donde las particulas
quedan capturadas irreversiblemente. Se afiade el sustrato fosfato de 4-
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metilumbeliferilo y tras la reaccién enzimética se mide la sefial de fluorescencia del
producto (Aye = 365 nm y Aem = 448 nm). Esta sefial obtenida es inversamente
proporcional a la concentraciéon de analito en la muestra.”®' Alternativamente, este
ensayo puede realizarse inmovilizando en las particulas el antigeno y empleando un

anticuerpo marcado con la enzima, o empleando un formato tipo sandwich.

H) Sistema de microesferas para analisis cuantitativo

Sistema de microesferas funcionalizadas con el antigeno que aglutinan en
ausencia de analito (QMS, del inglés quantitative microsphere system) es un
inmunoensayo heterogéneo turbidimétrico basado en la competiciéon entre el analito
presente en la muestra y el analito inmovilizado en la superficie de una particula, por
los sitios de unién del anticuerpo (Figura 14H). En ausencia de analito las particulas se
aglutinan rapidamente debido a las interacciones producidas con los anticuerpos,
mientras que en presencia de analito la aglutinaciéon se inhibe. El cambio de la
absorbancia se mide espectrofotométricamente (700 nm) y la sefial obtenida es

inversamente proporcional a la concentracion de analito en la muestra.**

Los inmunoensayos descritos anteriormente se emplean de forma habitual en

ensayos comerciales y no comerciales para la deteccion de ISDs.

En términos generales, una de las ventajas de los IAs es que el tratamiento de la
muestra previo al ensayo es de menor complejidad que el necesario para el analisis de
los ISDs mediante métodos cromatograficos.'®*3* Por lo general, sélo se requiere una

etapa previa de precipitacion de proteinas.

Existen numerosas publicaciones en las que se realiza una comparativa entre las

2347237 siendo la

figuras de mérito de los IAs y diferentes métodos cromatograficos,
mayor desventaja de los IAs su elevada reactividad cruzada frente a metabolitos activos
o inactivos de los ISDs presentes en la muestra. A pesar de ello, los resultados
obtenidos son fiables en la mayoria de los casos y pueden utilizarse para los estudios

o 8
de TDM en terapias inmunosupresoras.

El MPA se ha detectado y cuantificado usando diferentes esquemas de

detecci6on®® tales como EMIT,*** CEDIA,**° turbidimetrias o el inmunoensayo de
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inhibicién turbidimétrica potenciado con particulas (PETINIA, del inglés particle

>4 En todos los casos se han observado

enhanced turbimetric inhibition immunoassay).
reactividades cruzadas con sus metabolitos glucurénidos que pueden conducir a

sobreestimaciones de entre el 8.3 y el 52.3%.°

En el caso de la CsA, analizada mediante ACMIA, EMIT, CEDIA y FPIA,*#*™4° Jas
sobrestimaciones con respecto a la cuantificacion mediante métodos cromatograficos

se calculan alrededor del 12 — 40%.

El analisis de FK506 en sangre se ha llevado a cabo empleando distintas técnicas
como EMIT, ACMIA, MEIA, CEDIA o ECLIA, observandose desviaciones de hasta el
33% debidas a la reactividad cruzada con sus metabolitos.”***” Por ejemplo, Kaneko y
col.?®® realizaron una comparativa entre los ensayos CLIA, ACMIA y EMIT
demostrandose que todos ellos proporcionaban resultados estadisticamente
comparables a los obtenidos con LC-MS/MS, siendo el ACMIA y CLIA los métodos mas
fiables. Por otro lado, se ha observado que la determinacién de FK506 mediante MEIA
puede presentar una alta tasa de falsos positivos debido a la interferencia producida

. 8
por los hematocritos. 4249

Dada la carencia de materiales de referencia certificados, los IAs deben validarse
empleando técnicas de referencia, como es el caso del LC-MS/MS. Sin embargo, estas
técnicas no siempre ofrecen mejores prestaciones analiticas que los IAs en ausencia de

estandarizacion. Un estudio realizado por Levine y col.*°

evaluaba la precisiéon de
diferentes métodos basados en LC-MS/MS en comparaciéon con inmunoensayos
desarrollados para la cuantificacion de FK506. La precisién interlaboratorio para los
métodos de LC-MS/MS (%CV: 11.4 —18.7%) fue inferior a la obtenida en los
laboratorios que usaban el mismo CMIA comercial para FK506 (%CV: 3.9 — 9.5%).
Por otro lado, Shipkova y col.®' compararon los resultados del ensayo CEDIA
para el MPA con los resultados obtenidos mediante HPLC-UV. El estudio confirmé que
la sobreestimacion en las determinaciones del MPA con el IA era del 15% para los

pacientes trasplantados de corazén y del 52.3% para aquellos trasplantados de higado

debido a la reactividad cruzada con el AcMPAG.
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Como ya se discuti6 anteriormente, la fraccién libre de los ISDs es la responsable
tanto del efecto terapéutico como de los efectos secundarios de estos medicamentos.
Sin embargo, los niveles de concentracion de la fraccion libre en sangre del FK506 y
CsA son del orden de fg/mlL, precisando de técnicas muy sensibles que incrementan los
costes del analisis, por lo que generalmente solo se monitoriza su concentracion total.
No sucede lo mismo con el MPA que si se encuentra como molécula libre a niveles
cuantificables en plasma. Sin embargo, se han descrito escasos IAs para su
determinacién siendo un ensayo EMIT modificado el més destacable, aunque los
autores mostraron resultados no validados que estaban afectados por la presencia de

una interferencia “no identificada”.>**

En la bibliografia se describen otros formatos de ensayo que difieren de los
comerciales empleados habitualmente. Por ejemplo, Menotta y col.*>® desarrollaron un
método directo para la detecciéon de FK506 en sangre entera mediante microscopia de
fuerza atémica (AFM, del inglés atomic force microscopy). Los Abs anti-FK506 se
inmovilizon en una superficie de mica, incubandose con la muestra de sangre entera
conteniendo FK506, previamente tratada con PP y SPE. Tras una etapa de lavado, se
afiade la proteina de union al FK506 (FKBP12), previamente inmunocomplejada con un
Ab anti-FKBP12. Seguidamente, la superficie se seca con una corriente de nitrégeno y
se realiza la medida. Segtn los autores, el ensayo arroj6 resultados similares a los de

un ELISA comercial en el intervalo de 0 — 30 ng/mL.

Otro método directo aplicado al analisis de CsA se basa en el empleo de ondas
acusticas superficiales con fugas (LSAW, del inglés leaky surface acoustic wave).*>* Fl
anti-CsA se inmoviliza en la superficie de oro del cristal piezoeléctrico y se incuba con
la muestra. En presencia de CsA se produce la unién Ab-Ag aumentando la masa, lo
que provoca el desplazamiento de fase del LSAW. Los autores no observaron
reactividad cruzada con el FK506, se evalu6 la regeneraciéon de la superficie y los

resultados se validaron con un ensayo EMIT, obteniéndose una buena correlacion.

En una aproximacién diferente, Salis y col.®® emplearon nanoparticulas
magnéticas dopadas con dos indicadores de la familia de los 4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indacenos (BODIPYs) entre los que se producia un proceso de transferencia de
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energia de resonancia de tipo FRET, observandose un desplazamiento virtual de Stokes
de ~150 nm. El ensayo competitivo se lleva a cabo en placas de 96-pocillos, cuya
superficie se funcionaliz6 con un derivado acido del FK506 que competia con el FK506
libre por los sitios de union del IgM anti-FK506. Las nanoparticulas, recubiertas con un
IgG anti-IgM, se adicionaron al pocillo y, tras la incubacion y retirada del exceso de
reactivos, se registro la sefial analitica, que result6 ser inversamente proporcional a la
concentraciéon de ISD en la muestra. Los autores demostraron que el ensayo realizado
en modo FRET (empleando los dos indicadores) mejoraba significativamente las
figuras de mérito con respecto al mismo procedimiento empleando deteccion

convencional (monitorizando sélo el indicador de excitacién en el rojo).

Murakami y col.®*® han descrito la cuantificacién de FK506 mediante un
inmunoensayo de tipo competitivo con detecciéon enzimatica, llevado a cabo con un
dispositivo microfluidico de poli(dimetilsiloxano). Para ello, colocaron en el canal de
flujo particulas de poliestireno recubiertas con anticuerpo anti-FK506 que se
incubaron con FK506 y un trazador de FK506 marcado con la enzima HRP. La
deteccion se lleva a cabo midiendo la formaciéon de un producto fluorescente de la
enzima. El empleo del dispositivo microfluido proporcioné una mayor sensibilidad y
un menor tiempo de ensayo que los conseguidos al emplear las particulas en una placa

multipocillo.

Uno de los retos para la realizaciéon de los estudios TDM es desarrollar sensores
de diagnoéstico inmediato (POC, del inglés Point-of-care). Los POCs son ttiles en
situaciones clinicas, ya que permiten al facultativo conocer la concentraciéon del
farmaco en un determinado momento y poder asi ajustar de forma inmediata la dosis
basandose en datos objetivos. Estas pruebas in situ ahorran tiempo, pudiendo
identificar de forma temprana problemas debidos a la variabilidad entre pacientes y asi
reducir los riesgos clinicos. Si bien, por el momento, solo existen un par de ejemplos de
dispositivos POC comerciales para la deteccion de inmunosupresores bioldgicos
(Infliximab y Adalimumab) basados en inmunosoensayos tipo sandwich de flujo

257-259

lateral, se estan investigando nuevos disefios para desarrollar estos dispositivos

que permitan la monitorizacién de forma semi-continua de otros farmacos. Podria
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decirse que el reto mas importante en el campo de los dispositivos POC es el desarrollo
de sensores miniaturizados implantables y portatiles.'”® Una solucién a este problema
es el catéter de microdidlisis propuesto en el marco del proyecto NANODEM
(“NANOphotonic DEvice for Multiple therapeutic drug monitoring”), financiado por la
Unién Europea, en el que se enmarca parte del trabajo de investigaciéon desarrollado en
la presente Tesis Doctoral. Este enfoque pretende una monitorizaciéon semicontinua de
hasta 48 h, pudiendo monitorizar el AUC de los farmacos libres,**® que son los
responsables del efecto farmacolégico y los efectos secundarios. Las medidas de los
farmacos se basan en inmunoensayos competitivos que se llevan a cabo en los canales
de un chip microfluidico empleando TIRF para la deteccién. Los ensayos preliminares

6 .y
1 también

del dispositivo de medida mostraron un LOD de 0.11 ng/mL para el FK506;
realizaron ensayos para determinar la CsA libre mediante microdiélisis, obteniendo
una buena correlaciéon con LC-MS/MS y siendo posible regenerar la superficie de

260

medida empleando SDS.

Otro dispositivo con potencial para desarrollar POC es el descrito por Liu y
col.,*** empleando rejillas de alto contraste. Sobre ellas se inmovilizan Abs anti-CsA
midiéndose los cambios producidos en el espectro de reflexion tras su incubacién con
el farmaco, obteniendo un LOD de 0.54 ng/mL. No obstante, este sistema emplea un
laser regulable con una elevada precision que incrementa los costes para su aplicacion

al desarrollo de dispositivos POC.

A modo de resumen, en las Tablas 4 y 5 se incluyen las principales
caracteristicas analiticas de algunos inmunoensayos comerciales y no comerciales

descritos en bibliografia para la determinacién de ISDs.
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Tabla 4. Resumen de las caracteristicas analiticas de métodos comerciales desarrollados para la
determinacién de ISDs en matrices bioldgicas.

Principio Casa comercial LOD/LOQ | Linealidad Tamaiio de
de ensayo (ng/mL) (ng/mL) muestra (JL)

FK506

MPA

CsA

Sir

ACMIA
CEDIA
CMIA
ECLIA
ELISA
ELISA
ELISA
EMIT
QMS
CEDIA
EMIT
EMIT

PETINIA

ACMIA

ADVIA
CEDIA
CMIA

ECLIA

EMIT

RIA

ACMIA
CMIA
ECLIA

EMIT

Siemens
(Dimension)

Thermo Scientific

Abbott
(ARCHITECT)

Roche (Elecsys®)

ABBEXA/AVIVA/SAB

Creative Diagnostics

MyBioSource

Siemens
(EMIT 2000)

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Roche
(Total MPA)
Siemens
(EMIT 2000)
Siemens
(MPAT Flex®)

Siemens
(Dimension)
Siemens
(ADVIA Centaur®)

Thermo Scientific

Abbott
(ARCHITECT)

Roche (Elecsys®)

Siemens
(EMIT 2000)

Beckman Coulter

Siemens
(Dimension)
Abbott
(ARCHITECT)

Roche (Elecsys®)

Siemens
(EMIT 2000)

0.7/1
_/2
0.3/2

0.5/1

<0.069/-

-/0.9
200/300

-/310

_30

0.5—40
0.156—10

1—100

300—10,000
400—15,000

100—15,000
200—
30,000
25—500
350—2,000

30—1,500

25—450
450—2,000
30—200
200—1,500

30—2,000

Co: 40—500
C,: 500—
2,000

1.61—2,500

WB
WB
WB

S/P/O

S/P/O
WB

WB

S/P

WB
WB
WB
WB

WB

WB

WB

WB

15

200

200

300

50

25

200

200

200

100

100

200

300

200

20

200

150

300

400
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Tabla 4. Continuacién.

Principio Casa comercial LOD/LOQ | Linealidad Tamaiio de
de ensayo (ng/mL) (ng/mL) muestra (UL)

Eve ECLIA Roche (Elecsys ) 0.5/1 0.5/30
Sekisui medical
LTIA -/- —
(Nanopia TDM) / 2720 WB 300
QMS Thermo Scientific -/1.3 1.5—20 WB 300

ACMIA: inmunoensayo magnético de anticuerpos conjugados; ADVIA: inmunoensayo
quimioluminiscente directo usando éster de acridinio; CEDIA: inmunoensayo de donador enzimatico
clonado; CMIA: inmunoensayo quimioluminiscente con microparticulas; CsA: ciclosporina A; ECLIA:
inmunoensayo electroquimioluminiscente; ELISA: ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima; EMIT:
inmunoensayo enzimatico multiplicado; Eve: Everolimus; FK506: tacrolimus; ISD: inmunosupresor;
LTIA: Inmunoensayo turbidimétrico de agregaciéon de latex; LOD: limite de detecciéon; LOQ: limite de
cuantificacién; MPA: acido micofendlico; O: otros fluidos biolégicos; P: plasma; PETINIA: inmunoensayo
de inhibicién turbidimétrico potenciado con particulas; QMS: sistema de microesferas para analisis
cuantitativo; RIA: radioinmunoensayo; S: suero; Sir: sirolimus; WB: sangre entera.
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3.5. Otros métodos

Como alternativa a los métodos cromatograficos e inmunoldgicos, en los tltimos
afos se han descrito métodos sencillos y rapidos para la cuantificacion e identificacion
quimica de compuestos farmacéuticos basados en la introduccién directa de la muestra
en el detector de masas. En general, estos métodos consisten en la ionizacion directa de
la muestra de sangre seca,””° de forma que la extracciéon y la ionizacién se realiza
directamente de forma automatizada a partir del sustrato de papel o después de un
tratamiento de muestra previo. En este caso, el procedimiento consiste en una simple
desproteinizacién,””* en combinacién con SPE on-line,*”* acompafiada de una desorcién
en el detector mediante una interfaz microfluidica abierta," u off-line, sobre una hoja
metalica recubierta de un polimero sobre la cual se realiza la ionizacién.'® De esta
forma los analisis son mucho mas rapidos y el consumo de disolventes es menor,

aunque se necesita personal especializado, lo que puede traducirse en mayores costes.

Marzejon y col. han propuesto la deteccién y cuantificaciéon de CsA en muestras
de agua®”® y de fluidos biolégicos®* empleando un método espectroscopico basado en
medidas de absorbancia. Los espectros obtenidos son analizados mediante un
algoritmo que detecta la longitud de onda del maximo y establece una relaciéon con los

niveles de concentracién del farmaco.

Como ya se ha comentado anteriormente, los anticuerpos son los elementos de
reconocimiento de origen biolégico mas utilizados en el desarrollo de biosensores de

3 con otros

afinidad. Sin embargo, el uso de Ab puede sustituirse, o combinarse,*
biorreceptores como, por ejemplo, proteinas receptoras del analito que estan
involucradas en su mecanismo de acciéon. Mediante esta aproximacion se ha llevado a
cabo la determinacion de FK506 en microarrays de FKBP1A depositados sobre un chip
recubierto de dextrano y utilizando resonancia de plasmoén superficial (SPRi, del inglés
surface plasmon resonance imaging). Los autores evaluaron diferentes mutantes de la
proteina receptora, FKBP12, determinando la constante de unién del complejo FK506-
FKBP12A, asi como la formacién del complejo trimero formado por el FKBP12-FK506-

. . 6
calcineurina.?”>?”
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Los avances de la ingenieria genética han propiciado el desarrollo de proteinas
receptoras quiméricas con multitud de posibilidades, incluso en el campo de los
biosensores. Griss y col.*”” han aplicado esta aproximacion para disefiar un sensor
bioluminiscente para la determinaciéon de FK506, Sir o CsA. La aproximacién consiste
en un ensayo homogéneo que emplea un receptor (la inmunofilina FKBP12 o la
ciclofilina A humana) del farmaco de interés fusionado a la luciferasa NanoLuc. A su
vez, la proteina recombinante estd marcada con una molécula sintética que contiene
un fluordforo y un ligando (analogo del ISDs) de la proteina receptora. En ausencia de
analito se produce la uni6n intramolecular de los ligandos a las proteinas
recombinantes, FKBP12-NanoLuc y ciclofilina A-NanoLuc, acercando el fluoréforo a la
luciferasa y provocando una transferencia de energia de resonancia bioluminiscente
(BRET, del inglés bioluminescent resonance energy transfer). En presencia del ISD
especifico, el ligando es desplazado y la eficiencia del BRET disminuye. La relacién
entre la radiacién emitida por el fluoréforo y la luciferasa permite la cuantificacion del
analito con un IC,, de 17nM, 59uUM y 13.7nM para el FK506, CsA y Sir,
respectivamente. El bioensayo se aplicé tanto a muestras de suero como de sangre
entera y los resultados se compararon con un ensayo FPIA, observandose una buena
correlacion. Considerando que esta aproximacion emplea volimenes pequefios de
muestra y que la deteccidon se realiza con una camara digital, este ensayo podria

integrarse facilmente en un dispositivo POC.

Mansouri y col.*”® han descrito la aplicacién de aptameros fluorescentes para la
cuantificacién de FK506. La seleccion del aptamero se realizé empleando la evolucion
sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX, del inglés systematic
evolution of ligands by exponential enrichment). A continuacion, el aptamero se marco
con el fluoréforo ATTO 647 N. Para la realizacion del ensayo se adiciona una mezcla de
laminas de grafeno y del aptimero marcado a la muestra, de forma que en presencia
del analito se obtiene una seflal méaxima, mientras que ausencia del mismo las
moléculas de aptamero libres se adsorben sobre la superficie del grafeno

desactivandose su emision. Se obtuvo un LOQ de 2.5 nM.
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La electroforesis capilar (CE, del inglés capillary electrophoresis) también se ha
empleado como alternativa al andlisis cromatografico en la separaciéon de ISDs

combinada con deteccién MS*7%*° y Uy 281723

En la Tabla 6 se recogen las caracteristicas analiticas de algunos de estos

métodos descritos en la bibliografia para la determinacién de IDs.
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Objetivos generales

La correcta recuperacion de un paciente transplantado depende, en gran medida,
de la administracién de unos niveles adecuados del inmmunosupresor. Por ello, la
monitorizacién terapéutica de estos farmacos (TDM) es una herramienta indispensable y
eficaz para mejorar los resultados clinicos de los pacientes, minimizando sus efectos
adversos y aumentando la efectividad de los tratamientos. En consecuencia, es necesario
aprovechar adecuadamente los métodos analiticos existentes, asi como el desarrollo de

nuevos métodos de analisis para la deteccion de estos analitos de forma fiable.

Los métodos de cribado, como son los inmunoensayos, poseen grandes ventajas
para su uso en TDM. Sin embargo, debido al origen animal de los Abs empleados, se ha
planteado la necesidad de encontrar nuevos elementos de reconocimiento como

alternativa a los tradicionales Abs.

El presente trabajo se enmarca dentro de la labor interdisciplinar que el Grupo de
Sensores Optoquimicos y Laboratorio de Fotoquimica Aplicada, perteneciente a los
departamentos de Quimica Analitica y Quimica Organica de la Universidad Complutense
de Madrid, viene desarrollando en el campo de nuevas tecnologias de analisis con
detecciéon bioluminiscente para la determinaciéon de analitos de particular relevancia

tanto en el sector clinico, agroalimentario y medio ambiental.

Parte de esta Tesis Doctoral se ha realizado en el marco de un Proyecto del VII
Programa Marco, subvencionado por la U.E. El proyecto titulado, “NANOphotonic DEvice
for Multiple therapeutic drug monitoring”: NANODEM (Ref. FP7-ICT-2011-8) ha tenido
como objetivo el desarrollo de un dispositivo de analisis in situ dedicado a la medicién de
inmunosupresores y sus metabolitos en pacientes trasplantados. En dicho proyecto se
pretendia conseguir una monitorizacién continua de los ISDs usando un catéter

intravenoso y una deteccion Optica.
Con este fin, se plantearon los objetivos especificos de la presente Tesis Doctoral:

1. Desarrollo de inmunoensayos de tipo competitivos basados en polarizacién de
fluorescencia para la deteccion de ISDs empleando analogos luminiscentes de los

farmacos, sintetizados en el grupo de investigacion.
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1.1. Evaluacion de la idoneidad de los andlogos fluorescentes para su apliacién
como antigenos fluorescentes en los inmunoensayos planeados.

1.2. Validacién y aplicaciéon del inmunoensayo al analisis de muestras de suero
sanguineo de una paciente trasplantada y otra sana.

2. Desarrollo de bioensayos basados en un receptor FKBP1A, selectivo al FK506,
como alternativa al uso de Abs.

2.1. Disefio y produccién de las proteinas de fusiéon formadas por el receptor
FKBP1A y proteinas fluorescentes. Caracterizacién espectroscopica de las
proteinas sintetizadas, asi como la interaccién con el farmaco FK506
mediante microbalanza de cuarzo y resonancia magnética nuclear.

2.2. Desarrollo de un fluoroensayo de tipo competitvo empleando particulas
magnéticas funcionalizadas con un derivado acido del FK506. Aplicacion del
bioensayo al andlisis de muestras de sangre entera de pacientes tratados
con FK506 y comparacién con un método comtnmente empleado.

2.3. Desarrollo de un bioensayo de tipo competitivo empleando micromotores
poliméricos funcionalizados en su superficie con un derivado acido del

FK506.

La presente Memoria se ha dividido en dos Capitulos correspondientes a los
objetivos principales planteados anteriormente. En cada uno de ellos, se recogen los
antecedentes del tema propuesto asi como los objetivos particulares de cada Capitulo y

los resultados més relevantes obtenidos en cada caso.
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VI. DESARROLLO DE UN
INMUNOENSAYO BASADO EN
MEDIDAS DE POLARIZACION DE
FLUORESCENCIA PARA LA
DETECCION DE
INMUNOSUPRESORES EN SUERO
SANGUINEO







Desarrollo de un inmunoensayo basado en medidas de polarizacién de fluorescencia

1. Introduccion

Como ya se discuti6 en el Capitulo IV, el seguimiento terapéutico de los
medicamentos (TDM) es esencial para que los farmacos con una ventana o intervalo
terapéutico estrecho sean administrados a cada paciente, de forma que alcancen la
maxima eficacia con los minimos efectos adversos. Un grupo de medicamentos que
precisan TDM son los inmunosupresores, empleados en pacientes sometidos a trasplantes
de 6rganos, para los que se han observado grandes variaciones de absorcion, tanto inter-
como intra- individuo. De hecho, la variabilidad en este proceso da lugar a la aparicién de
niveles impredecibles en sangre®®® que pueden ser téxicos, cuando la concentracién
administrada es superior a la requerida por el paciente, o causar rechazo del érgano

trasplantado, cuando se emplean concentraciones demasiado bajas.

Actualmente, la cromatografia liquida (LC) con deteccion de matriz de diodos
(DAD), fluorescencia (FLD) o espectrometria de masas (MS) son las técnicas analiticas de
eleccion en los laboratorios clinicos para la determinacién de los diferentes
inmunosupresores libres.*>*'®*¥ Si bien todas estas técnicas proporcionan métodos
sensibles y reproducibles, requieren personal debidamente capacitado, su coste es elevado
y, ademas del tiempo requerido para la separaciéon cromatografica, algunos métodos
requieren pasos adicionales de extracciéon y derivacién, incrementando atin mas los
tiempos de analisis. Por lo tanto, no son muy adecuadas para la vigilancia semicontinua

en dispositivos POCT ni para el cribado de alto rendimiento.

Para solventar estos inconvenientes y disponer de andlisis rapidos, fiables y
semiautomatizados, los laboratorios clinicos utilizan diferentes inmunoensayos de rutina.
No obstante, estos ensayos pueden verse afectados por sobreestimaciones positivas de la
concentracion del analito, debido a la reactividad cruzada de metabolitos presentes en la

6
muestra.>>*

1.1. Polarizacién de fluorescencia

La polarizacién de fluorescencia (FP, del inglés fluorescence polarization) es una

técnica utilizada extensamente para estudiar interacciones moleculares, actividades
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enziméticas o la hibridaciéon de acidos nucleicos, de forma rapida y cuantitativa. El
principio de los ensayos de polarizaciéon de fluorescencia se basa en el hecho que al
excitar una molécula con luz polarizada, la emisiéon se produce en ese mismo plano de
polarizacion si la molécula se encuentra fija; sin embargo, en disolucién las moléculas van
a rotar durante el tiempo de vida del estado excitado, emitiendo en un plano diferente y

dando lugar a una despolarizacion.

El grado de polarizacién se expresa en términos de polarizaciéon de fluorescencia

. , . .. . 36
(P) o de anisotropia de fluorescencia (r), de acuerdo con las siguientes ecuaciones:*

_ 3 (Fy —F))
P=10"3p =103 L & (5)
" (Fy+F))
= (Fy —Fp) (6)
(Fy +2F,)

donde F es la intensidad de fluorescencia paralela al plano de la luz de excitacion y F; es

la intensidad de fluorescencia perpendicular al plano de la luz de excitacion.

La ecuaciéon de Perrin de la teoria del movimiento browniano (7) muestra la
relacion entre P, el tiempo de vida de fluorescencia y el movimiento molecular del

fluoréforo:2%7

(1 1)_ (1 1)<1+31)

P 3/ \p, 3 p (7)
donde P, es la polarizacién limite experimental (su valor méximo tedrico es 0.4), 7 es el
tiempo de vida de fluorescencia de la molécula y p esta definido como el tiempo que tarda

la molécula en rotar un angulo 0 de 68.5°. Si 7 es constante, la P va a depender

exclusivamente del tiempo de relajacion rotacional de la molécula:

3nV

donde V es el volumen molecular de la molécula que rota, R es la constante de Boltzmann
de los gases ideales, 77 es la viscosidad y T la temperatura, por lo que las condiciones
experimentales van a afectar a la polarizacion de la fluorescencia. Si se mantienen
constantes la viscosidad y la temperatura durante el ensayo, la polarizaciéon de

fluorescencia va a ser un indicador directo del tamafio de la proteina fluorescente,
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pudiendo monitorizar los cambios del volumen molecular debidos a interacciones con

otras moléculas.

Los inmunoensayos basados en polarizacion de fluorescencia (FPIA, del inglés
fluorescence polarization immunoassays) se utilizan en la actualidad para la
determinaciéon de algunos ISDs, tales como el everolimus (Seradyn Innofluor Certican®
FPIA)**® 0 la ciclosporina A.**° Este tipo de ensayos homogéneos estan basados en la
competiciéon que se produce entre el antigeno marcado con una sonda fluorescente, que
puede experimentar anisotropia de fluorescencia, y el analito por los sitios de uni6én al Ab.
Al aumentar la concentracion del inmunosupresor en la muestra, aumenta la
concentraciéon de antigeno marcado libre en disolucién, que recupera la libertad de

rotacion lo que se traduce en una disminucion de la polarizacién de fluorescencia.

Los inmunoensayos basados en FP presentan una serie de ventajas, entre las que
destaca la posibilidad de distinguir entre la proporcién de moléculas libres y unidas al Ab
sin necesidad de separacién. Esta caracteristica le confiere una excelente capacidad para
la automatizacién, como se ha demostrado al aplicar la tecnologia FPIA al andlisis de
moléculas pequenas de interés clinico empleando analizadores comerciales, como el
Abbott IMx®.3° Ademés, dado que el valor de la polarizacién es el cociente de las
intensidades de fluorescencia ortogonales, no es sensible a las interferencias de
absorcion. Una gran desventaja asociada a los FPIA convencionales, son los limites de

4 especialmente

deteccién relativamente altos que se obtienen para algunos analitos,"
cuando se emplea fluoresceina como marcador fluorescente. Aunque este fluordforo
exhibe un rendimiento cuantico de emision elevado (¢pr = 0.93),”° la sensibilidad del
ensayo es generalmente baja debido a su escasa fotoestabilidad y a la luz interferente
producida por la matriz (especies que absorben a la misma longitud de onda que la

fluoresceina, emisién Raman y dispersi6n Rayleigh, principalmente).**°

1.2. Marcadores fluorescentes alternativos a fluoresceina para FPIA

La sustitucion de la fluoresceina por marcadores fotoestables, que absorban y
emitan en la regién infrarroja cercana (650 — 9oo nm), deberia mejorar los limites de

detecci6on obtenidos con esta técnica.”®*3 La ventaja de estos compuestos es que
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permiten realizar mediciones en la llamada "ventana biol6gica", un intervalo de
longitudes de onda que incluye la regiéon de 650 — 9goo nm. Esta zona se considera una
ventana "libre" de interferencias épticas en las muestras bioldgicas, ya que biomoléculas
como la hemoglobina, ciertos aminoacidos como la fenilalanina, la tirosina y el triptéfano,
o cofactores como el FAD o el NADH que absorben o emiten luz en la regién UV-Vis, son
Opticamente inertes en ese intervalo.”®' También la intensidad de la luz dispersada es
menor en la zona rojo-NIR que en el UV-Vis debido a su dependencia inversa con la 42

potencia de la longitud de onda utilizada para la excitacion.

Entre los candidatos potenciales para esta aplicacion destacan los fluordforos
derivados de la cianina. Estos compuestos, cargados positivamente, contienen dos anillos
aromaticos o heterociclicos (aromaticos o no) unidos por una cadena polimetinica que
conecta dos &tomos de N terminales y una carga positiva deslocalizada a lo largo de la
estructura (Figura 15). Las cianinas ofrecen numerosas ventajas sobre otros colorantes
fluorescentes. Por ejemplo, estos cromdforos presentan bandas de absorcién y emision
estrechas y altos coeficientes de absorcion y rendimiento cuantico. Sin embargo, uno de

los principales inconvenientes de estos marcadores es su limitada fotoestabilidad.**

Como alternativa a las cianinas se pueden emplear benzoxazinas, compuestos
luminiscentes que contienen un anillo de 6 miembros con un atomo de oxigeno y otro de
nitrogeno (generalmente en posiciones 1,4) y dos o mas anillos aromaticos de 6
miembros benzocondensados. Estos dltimos poseen sendos atomos de N de tipo amina
conjugados entre si (Figura 15). Estas moléculas presentan una estructura aromatica (y
por tanto, mas rigida) que les proporciona una mayor fotoestabilidad y un alto
rendimiento cuantico de emisién, @, con un maximo a longitudes de onda >650 nm. La
benzofenoxazina fluorescente mas utilizada es el Azul Nilo (NB, del inglés Nile Blue), con
un ®; de 0.27 en etanol.>®> Gémez-Hens y col.**° demostré la idoneidad del NB para la
deteccién del antibi6ético amikacina en muestras de suero humano, con una excelente
sensibilidad e interferencias debidas a la dispersiéon de la luz minimas, empleando un

inmunoensayo basado en medidas de anisotropia de fluorescencia.

Otro grupo de fluoréforos que también se han empleado para este fin incluye al

Amarillo Lucifer (LY, del inglés Lucifer Yellow) y sus derivados. Estos compuestos estan
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formados por una estructura sulfonada de tipo 4-amino-1,8-naftalimida con un
sustituyente variable en el nitrégeno imida (Figura 15). Son solubles en agua y las
disoluciones son estables durante varios meses a temperatura ambiente. Los
rendimientos cuanticos de fluorescencia son del orden de 0.25, y los maximos de
excitacién y emisién estdn en torno a 430 nm y 530 nm, respectivamente.*” > El LY
presenta un gran desplazamiento de Stokes, su respuesta es independiente del pH,**® ha
sido aplicado en ensayos de FPIA’* y se emplea como alternativa a la fluoresceina en

ensayos de marcaje celular.>**

Los denominados fluoréforos de triangulenio son otra opcién que ha sido aplicada a
ensayos de unién de biomoléculas basados en FP3°3°* Se trata de compuestos
pertenecientes a la familia de compuestos organicos catidénicos de triarilcarbenio,** que
se caracterizan por tener una estructura triangular plana que da lugar a su nombre
(Figura 15) y emiten en el rojo.*** Son compuestos altamente estables en disolucion pese

/ s s e ’ 306 :
al caracter catiénico de su atomo central de carbono.”™ Presentan tiempos largos de
emision (5 - 25 ns) y muestran rendimientos cuanticos de fluorescencia del orden de 0.5,

aunque alguno de ellos pueden llegar a 0.7.3%7

Se ha propuesto también el empleo de complejos de metales de transicion
(Figura 15) (ej. rutenio, osmio y renio), los cuales emiten en el intervalo de 630 a
700 nm, con tiempos de vida largos y elevados rendimientos cuanticos.>*® Una ventaja de
estos fluoréforos, es que permiten marcar compuestos de alto peso molecular, tales como

las gliadinas®® o la HSA3 y para estudiar la unién entre carbohidratos y lectinas.3"

Otros fluoréforos utilizados en ensayos basados en FP son derivados de la familia
de las rodaminas,®"*3"* de los BODIPY,*33" del AlexaFluor,>**"7 del Verde Oregén (del

. 4 8 . .
inglés Oregon Green),*" o de compuestos como el nitrobenzoxadiazol.>'+3"
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Figura 15. Estructura quimica algunos fluoréforos empleados en ensayos de FP.

Actualmente se esta investigando el empleo de nanoparticulas en ensayos de
polarizacion,**° aunque en algunos casos se trata todavia de pruebas de concepto. Como
material fluorescente, los puntos cuanticos (Qdots, del inglés quantum dots) muestran
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una gran fotoestabilidad, un alto rendimiento cuantico y espectros de fluorescencia

estrechos. Se han aplicado, entre otros, en la detecciébn multiplexada de marcadores

322

tumorales,® junto con oligonucle6tidos para detectar ATP*** o biotioles.*** También se

han empleado “nanoclusters” metalicos como marcadores fluorescentes.*** Por otro lado,

los nanomateriales también pueden usarse para potenciar la polarizacion de

325-327

fluorescencia, como es el caso de las laminas de grafeno oxidado u oxido de

32933% 910" 0 carbono;*** o las redes metal-

8 ’ e
manganeso;>*° las nanoparticulas de silice,
£ s 333 : o 2
organicas.>> Estos se emplean por su gran volumen y velocidad de rotacién mucho mas

lenta, restringiendo el movimiento de los fluoréforos empleados en el ensayo.

115



Capitulo 6

2. Objetivos

El presente capitulo describe el desarrollo de inmunoensayos basados en medidas
de FP para determinar la fraccién libre de ISDs, concretamente MPA, FK506 y CsA, en

muestras de suero sanguineo.

Para ello los ISDs se han funcionalizado con el w-aminoderivado de un colorante de
tipo benzo[a]fenoxazina sintetizado en el grupo de investigacion, el N-(5-((3-
aminopropil)amino)-10-metil-gH-benzo[a]fenoxazin-g-iliden)etanaminio (AO), con una
estructura semejante a la del NB. Este compuesto presenta fluorescencia en el infrarrojo
cercano, y se ha elegido para la preparacién de los derivados con ISDs por su facilidad de
sintesis y conjugacién con grupos carboxilicos (a través del espaciador w-aminoalquilo del
AO), disponibilidad y bajo precio de los precursores, elevada fotoestabilidad, buena
solubilidad en agua, alto rendimiento cuantico de fluorescencia y facilidad de
purificacién. Por otro lado, se ha empleado como marcador un derivado comercial del LY
que se ha descrito en la bibliografia como alternativa a la fluoresceina en ensayos de

polarizacién de fluorescencia.*?”33+33>

Los objetivos especificos planteados en este Capitulo se describen a continuacion:

e Evaluar la idoneidad de diferentes conjugados ISDs-AO para su aplicacion en

ensayos de polarizacion de fluorescencia.

e Optimizaciéon de los parametros que afectan al ensayo FPIA, incluyendo las

concentraciones de los biorreactivos, el tamp6n de ensayo y los tiempos de incubacion.
e Aplicacion del ensayo al andlisis de muestras reales de plasma sanguineo.

e Validacion de los resultados obtenidos mediante cromatografia liquida de
resolucién rapida (RRLC, del inglés Rapid Resolution Liquid Chromatography) con

deteccién de matriz de diodos (DAD).
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3. Materiales y métodos

3.1. Reactivos y disoluciones
Reactivos quimicos

e Etanol absoluto, grado HPLC (EtOH, Scharlau).

e Hexafluorofosfato de N-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanaminio (HATU, Alfa Aesar).

e N,N-diisopropiletilamina (DIPEA, Thermo Fisher Scientific).

e Etilendiamina del Amarillo Lucifer (LYen, Molecular Probes).

e Acido formico (Farmitalia Carlo Erba).

e Tween®20 (T20, Fluka).

e N,N-dimetilformamida (DMF, Acros Organic).

e Acido trifluoroacetico (TFA, Fluorochem).

e Acetonitrilo, grado HPLC (MeCN, Thermo Fisher Scientific).

e Dimetil sulfoxido anhidro (DMSO, VWR).

Inmunosupresores y derivados

e Acido micofendlico (MPA, Alfa Aesar).

e Acido 6-((5-(5-carboxi-3-metilpent-2-en-1-il)-6-metoxi-7-metil-3-oxo-1,3-dihidro-
isobenzofuran-4-il)oxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico  (4cido
micofenolico B-D-glucurénido, MPAG, Carbosynth).

e Tacrolimus (FK506, Sinoway Industrial).

e Ciclosporina A (CsA, Sinoway Industrial).

e Cloruro de N-(5-((3-((E)-6-(4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-0x0-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-il)-4-metilhex-4-enamido)propil)amino)-10-metil-gH-
benzo[a]fenoxazin-g-iliden)etanaminio (MPA-AO). Sintetizado en el grupo de
investigacién GSOLFA en el marco de la Tesis Doctoral de Francesca Salis.>*°

e Acido micofendlico funcionalizado con el colorante 6-amino-2-(2-aminoetil)-1,2-
dioxo-2,3-dihidro-1H-benzo[de]isoquinoleina-5,-disulfonato (MPA-LY).

Sintetizado en el curso de la presente Tesis Doctoral.
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e Tacrolimus funcionalizado con el colorante N-(5-((3-aminopropil)amino)-10-
metil-gH-benzo[a]fenoxazin-g-iliden)etanaminio (FK506-A0). Sintetizado en el
grupo de investigacion GSOLFA en el marco de la Tesis Doctoral de Francesca
Salis.®3°

e Ciclosporina A funcionalizada con el colorante N-(5-((3-aminopropil)amino)-10-
metil-gH-benzo[a]fenoxazin-g-iliden)etanaminio (CsA-AO). Sintetizado en el
grupo de investigacion GSOLFA en el marco de la Tesis Doctoral de Francesca
Salis.®3°

Las disoluciones stock de los inmunosupresores (2mg/mL) y los

inmunosupresores fluorescentes (1 mg/mlL) se prepararon en DMSO y se conservaron a
4 °C. Las disoluciones de calibrado de los diferentes inmunosupresores se preparaban

diariamente por dilucién de las disoluciones patrén con PBST (10 mmol/L, pH 7.4).
Inmunoreactivos

e Anticuerpo policlonal IgG de oveja anti-MPA (Randox Laboratories).
e Anticuerpo monoclonal IgM de rat6n anti-FK506 (Fitzgerald).

e Anticuerpo monoclonal IgG de ratén anti-CsA (Acris).

e Suero humano tipo AB (Thermo Fisher Scientific).

e Albumina de suero humano (HSA, Sigma-Aldrich).

Disoluciones reguladoras

e Tampo6n fosfato salino con Tween®20 (PBST, Thermo Fisher Scientific):
10 mmol/L fosfato, 0.138 mmol/L NaCl, 2.7 mmol/L KCl, 0.05% T20 (v/v), pH 7.5

e Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES, Thermo Fisher Scientific) con
Tween®20 (MEST): 10 mmol/L MES, 0.05% T20 (v/v), pH 4.7.

e Tampo6n tris(hidroximetil)aminometano (Tris, Bio-Rad) con Tween®20 (TRIST):
10 mmol/L Tris, 0.05% T20 (v/v), pH 8.

e Tampén carbonato (Riedel-de Haén) con Tween®20 (CBT): 10 mmol/L
carbonato, 0.05% T20 (v/v), pH 9.4.

e Tampo6n acetato soédico (Sigma-Aldrich) con Tween®20 (AcNaT): 10 mmol/L
acetato, 0.05% T2o0 (v/v), pH 5.2.

e Tampodn de bloqueo libre de proteinas Pierce™ (PFBB, Thermo Fisher Scientific).
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e Tampo6n de bloqueo de caseina en PBS (Thermo Fisher Scientific).

3.2. Instrumentacion

3.2.1. Lector de placas

Para los inmunoensayos de FP, se us6 un lector de microplacas, BMG LABTECH
CLARIOstar configurado para realizar medidas de polarizacién de fluorescencia. Se
emplearon filtros de excitaciéon de 590-50 nm 0 430-10 nm, un espejo dicroico de 639 nm
0 504 nm y un filtro de emisién de 675-50 nm o 570-100 nm, segin se usaran analogos

fluorescentes marcados con AO o LY, respectivamente.

Se ajustaron, tanto la ganancia como el enfoque, con un pocillo de referencia que
contenia Unicamente el analito fluorescente, ajustando la polarizacién a un valor de

referencia de 40 mP.

3.2.2. Espectrofotometro y fluorimetros

Espectrofotémetro Varian Cary 3 Bio para la realizaciéon de espectros de absorcion

(UV-vis).

Espectrofluorémetro Horiba Fluoromax-4TCSPC equipado con una lampara de
xen6n de 150 W como fuente de excitacion y un tubo fotomultiplicador R928P, de

respuesta extendida al rojo.

3.2.3. Cromatografia

Los analisis cromatograficos se llevaron a cabo en un cromatoégrafo de liquidos de
resoluciéon rapida (RRLC) Agilent 1200 (Agilent Technologies) equipado con una bomba
binaria, un desgasificador en linea, un sistema de inyecciébn automaético, un
termostatizador de columna, un detector de matriz de diodos integrados (1260 Infinity
DAD) y una columna analitica ACE Excel 2 C18-PFP (100 mm x 2.1 mm, 2 Um) de

Advanced Chromatography Technologies (Aberdeen, Escocia).

Para la purificacion del derivado fluorescente MPA-LY se utiliz6 un cromatégrafo de

liquidos semipreparativo Agilent 1200LC (Agilent Technologies) acoplado a un detector
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de matriz de diodos (DAD), una columna Zorbax® SB-C18 (9.4 x 250 mm, 5 pm) y un

colector de fracciones AS serie 1200.

3.2.4. Otros instrumentos y materiales

e Espectrometro de masas Bruker HCT Ultra (ESI).

e Microcentrifuga miniSpin (Eppendorf AG).

e Dispositivos de ultrafiltracion Amicon® Ultra con membrana Ultracell 3K (Merck
Millipore).

e Placas multipocillo negras de 96 pocillos OptiPlates (PerkinElmer).

e Sistema de purificaciéon de agua Milli-Q (Millipore).

e Balanza analitica Metter AT261 DeltaRange® con 0.01 mg de sensibilidad.

e Bafio de ultrasonidos (P-Selecta, Espafia).

e pH-metro Crison GLP 21.

e Programa de tratamiento y procesado de datos OriginPro 2016, Sigma Plot 11.0 y

Microsoft Excel 2016.

3.3. Sintesis de los colorantes fluorescentes

Para eliminar los problemas asociados al uso de la fluoresceina en ensayos de
polarizacién de fluorescencia, se llevo a cabo la sintesis de dos marcadores diferentes: el
m-aminoderivado de un marcador fluorescente de tipo benzo[a]fenoxazina (abreviado

como aminoxacina o AO) y la etilendiamina del Amarillo Lucifer (LYen).

3.3.1. Derivados de ISDs marcados con la molécula fluorescente AO

Como se ha indicado anteriormente, los derivados fluorescentes marcados con AO
se sintetizaron en el marco de la Tesis Doctoral de Francesca Salis realizada en el grupo

de investigacién GSOLFA, Universidad Complutense de Madrid.>*

En la Figura 16 se
muestra el esquema de sintesis para cada uno de los ISDs fluorescentes estudiados en

esta Tesis, MPA, FK506 y CyA.
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Figura 16. Esquemas de reaccién para la sintesis de: (A) el marcador fluorescente AO, (B) MPA-AO, (C)
CyA-AO y (D) FK506-A0.

3.3.2. Derivado fluorescente del MPA marcado con LY

Para la derivatizacion del MPA con LY, se mezclaron 512 pL. de MPA (56 mmol/L en
DMF anhidro) con 10 mg de HATU y 17.38 uL. de DIPEA a temperatura ambiente y en
atmosfera de nitrégeno. La mezcla se agité magnéticamente durante 20 min para activar
el acido. A continuacion, se afladieron 10.5 mg de LYen y 1.05 mL de DMF anhidro a la
disolucién de acido activado. La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente, en
atmosfera de nitrégeno y con agitacién durante 96 h, pasado este tiempo el crudo de

reaccion se guardo6 a 4 °C hasta su purificacion.
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Figura 17. Sintesis del conjugado fluorescente MPA-LY.

La reaccion se monitorizd, tomando alicuotas de 5 pL, a tiempo o, 1, 16, 24 y 96 h.
Las alicuotas se diluyeron con 995 pL de agua milliQ y se analizaron por HPLC-FLD-DAD.
La separacion se llevd a cabo en modo gradiente (Tabla 7) con fase moévil agua-TFA
(0.1%) (Fase A) y acetonitrilo-TFA (0.1%) (Fase B), un caudal de 1 ml/min, volumen de
inyecciéon de 50 pL, termostatizaciéon de la columna a 40 °C y deteccion mediante FLD

(Rexc: 428 nm / (Aem: 530 nm) y DAD (Aabs: 304 y 428 nm).

Tabla 7. Gradiente empleado en la separacién cromatogréfica para monitorizar la formacién de MPA-LY.

98 %
98 2
10 90

El crudo de reaccién se purific6 mediante cromatografia liquida semipreparativa en
fase inversa, empleando un modo gradiente (Tabla 8) y una fase mévil agua—acido
férmico (1%) (Fase A), acetonitrilo—acido férmico (1%) (Fase B) y metanol (Fase C). Para
ello, se diluyeron 50 puL del crudo de reaccién con 950 pL de agua y se inyectaron 200 pL
por cada separacion. Las fracciones del producto puro se recolectaron de forma

automatica, se combinaron y se evaporaron hasta sequedad con un rotavapor.
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Tabla 8. Gradiente empleado para la purificacién del MPA-LY mediante cromatografia semipreparativa.

2 5

——

3.4. Calculo del rendimiento cuantico de fluorescencia

El rendimiento cuéntico de fluorescencia es la relacién entre los fotones emitidos a
través de la fluorescencia y los fotones absorbidos en el mismo intervalo de tiempo, por lo
que se puede considerar como la probabilidad de que el estado excitado se desactive
mediante la fluorescencia y no por otros mecanismos no radiativos. El método maés
empleado para determinar el rendimiento cudntico de fluorescencia es el relativo, en el

que se emplea un patrén de referencia y se calcula de acuerdo con la Ecuacién 9:3%7

fem Fl nlz

fem Fs n—g (9

A3

i _ S ex

b = Op
7"ex

donde Aj.x es la absorbancia de la muestra (i) y del patrén de referencia (s) a la longitud
de onda de excitacién, F la integral del espectro de fluorescencia y n el indice de

refraccién de la disolucion.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia del AO y del MPA-AO se determinaron
en etanol y en tampodn fosfato a pH 7.4 usando como patrén de referencia la Oxazina 170

(®¢= 0.579 + 0.032 en etanol)**”

y excitacién a 595 nm. El rendimiento cuantico del MPA-
LY se determind en tampoén fosfato a pH 7.4 usando LY (®¢= 0.27 en agua)**® como
patrén de referencia y excitacion a 410 nm. Todas las medidas se realizaron por triplicado
y la absorbancia de la disolucién se mantuvo por debajo de 0.1 a la longitud de onda de

excitacion.

3.5. Protocolo de ensayo

Los inmunoensayos de polarizacién de fluorescencia se llevaron a cabo empleando
disoluciones estandar del inmunosupresor, o muestras de suero enriquecidas con éste, en

presencia del analogo fluorescente y del Ab selectivo. Para la realizaciéon del ensayo, se
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mezclaron 20 pL del conjugado fluorescente con 8o pL de las disoluciones patrén, o de
las muestras de suero, en una placa multipocillo, previamente bloqueada con
300 ML/pocillo de PFBB durante 1 h. A continuacion, se afiadieron a la disoluciéon 100 pL
de Ab selectivo y, tras una incubacién de 20 min a 29 °C, se midi6 el valor de FP. También
se midi6 un blanco utilizando PBST como muestra. El esquema del protocolo de ensayo se

muestra en la Figura 18.

/N .= | TR

Antigeno  Antigeno - e
marcado Inmunoensayo competitivo
Fluorescencia no polarizada

Figura 18 Esquema del protocolo de ensayo. La cuantificacién del inmunosupresor se realiza empleando un
ensayo competitivo, en el que el analito y un conjugado fluorescente compiten por los sitios de unién del Ab
selectivo. Al aumentar la concentracién de analito en la muestra, aumenta la concentracién de marcador
fluorescente libre en disolucién y con ello su libertad de rotacién con lo que disminuye la senal de la
polarizacién.

Los datos de polarizaciéon de fluorescencia obtenidos se representaron como la
relacion B/B, (siendo By B, las sefiales de polarizacién de fluorescencia en presencia y
ausencia de inmunosupresor, respectivamente), frente al logaritmo de la concentracién
del inmunosupresor correspondiente, tal como se describié en el apartado 3.4 del

Capitulo IV.

La reactividad cruzada frente a otros inmunosupresores o metabolitos secundarios,
se determiné calculando el IC,, a partir de las curvas de calibrado de los respectivos
inmunoensayos de polarizaciéon de fluorescencia. Los valores de la CR se calcularon

mediante la Ecuacién 10:
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MPA
50

cross-react.
ICxgp

CR(%) = x 100 (10)

En general, se considera que un compuesto interfiere sensiblemente cuando la CR
es igual o superior al 10%, su interferencia es poco importante si la CR se encuentra

entre el 1% y el 10% y despreciable si es < 1%.

3.6. Preparacion de la muestra

Se usaron dispositivos de ultrafiltracién Amicon®

con un limite de peso molecular
nominal de 3 kDa, prelavados con PBST, para aislar el inmunosupresor libre de la
muestra biolégica. Para ello, en primer lugar, la muestra de sangre se centrifugd a
2000xg durante 15 min a temperatura ambiente. Seguidamente, una alicuota de 500 UL
se transfirié al dispositivo de filtrado centrifugandose a 12045xg durante 30 min y el

ultrafiltrado obtenido se llevé al volumen inicial. Finalmente, tras una dilucién 1/4 con

PBST, las muestras se analizaron por FPIA.

3.7. Analisis de muestras de suero

Las muestras de suero (1.5 mL) se fortificaron con MPA a tres niveles de
concentraciéon 1, 5 y 10 Ug/mL. Las muestras se agitaron durante 3 min y después se
centrifugaron a 2000xg durante 15 min. El sobrenadante (500 UL) se transfiri6 a un
dispositivo Amicon® para su ultrafiltracién y se llevé a cabo el ensayo descrito en el

apartado 3.5.

Con el proposito de comparar métodos, las muestras ultrafiltradas se acidificaron
con TFA (concentracion final 0.1%, v/v) antes del andlisis cromatografico. Se utilizé6 un
programa isocratico para la separacién de MPA usando como fase mévil una mezcla de
agua (con 0.1% TFA) y acetonitrilo (con 0.1% TFA) (80:20, v/v). Los analisis se
realizaron usando un caudal de 0.6 mL/min, una temperatura de la columna de 45 °C y
un volumen de inyeccién de 100 PL. En estas condiciones el MPA eluy6 a los 9 min. La
longitud de onda del detector DAD se fij6 a 304 nm y la cuantificacion se realizé mediante

calibracién externa y mediciones de area de pico.
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3.8. Analisis de muestra real

La concentracion de MPA libre se determiné en la sangre de una paciente voluntaria
de 39 afos de edad, trasplantada de corazén, tratada con mofetil micofenolato de forma
oral (250 mg dos veces al dia). Las muestras de sangre (20 mL) se tomaron 12 h después
de la administracion del farmaco, y se recogieron en tubos de extraccién para
hematologia que contenian EDTA. También se recolect6 sangre de un individuo sano para
los controles negativos. Las muestras sanguineas se centrifugaron a 2000xg durante
15 min a temperatura ambiente para el aislamiento del plasma. A continuacién, se
ultrafiltraron 500 UL del sobrenadante a 12045xg durante 30 min en dispositivos
Amicon® 3K prelavados con PBST, y las muestras extraidas del plasma se almacenaron a -
20 °C hasta su posterior analisis. Las medidas de MPA libre se realizaron empleando
FPIA, tras una dilucién 1/4 con PBST, y los resultados se compararon con los obtenidos
por RRLC-DAD tras acidificar la muestra con TFA (concentracion final 0.1%, v/v), sin

diluciones adicionales.
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4. Resultados y discusion

4.1. Purificacion de MPA-LY

La monitorizacion de la reaccion de formacién del conjugado fluorescente MPA-LY
se llevd a cabo empleando HPLC-DAD/FLD. En la Figura 19 se muestran los
cromatogramas obtenidos tras distintos tiempos de reaccién. En ambos casos se observa
un pico a un tiempo de retencién de 13.5 min cuyo area aumenta con el tiempo de
reaccion, que puede corresponder al producto MPA-LY. En la Figura 19B, se puede
observar como el area del pico correspondiente al MPA libre (tiempo de retencién 15 min)

disminuye segiin avanza la reaccién y se produce la formacién del derivado fluorescente.

(A)

Fluorescencia (u.a.)

Tiempo (min)

Y N w
& 5] o 5]
i , A

Absorbancia (u.a.)

=
=}
!

s —svb—mvo—r—mr+-—-+-—---—
o 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Figura 19. Cromatogramas del crudo de reaccién a diferentes tiempos. (A) Monitorizacién de la
fluorescencia a 428 nm transcurridos los siguientes tiempos de reaccién: o h (azul), 1 h (rojo), 16 h (verde),
24 h (rosa), 96 h (verde pistacho). (B) Monitorizaciéon de la absorbancia a 304 nm a los tiempos de
reacciéon: 1 h (azul), 16 h (rojo), 24 h (verde), 96 h (rosa).
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El extracto puro, obtenido mediante cromatografia semipreparativa, se analiz6
mediante espectrometria de masas con ionizacién por electropulverizacién ESI(-) para
confirmar la obtencién del producto buscado. En la Figura 20 se muestra el espectro de
masas ESI(-) obtenido en estas condiciones, con la asignacion de las sefiales mas intensas

que confirman la obtenciéon del derivado buscado.

Intens.
x10*
15
2-
1] 367.3
. .
4 7379
5- =
] 532.0
ok L)), 4070 4691 | so7i e 34938 9708 11025

m/z = 357.56 \ m/z = 738.10

Figura 20. (A) Espectro de masas del compuesto de tiempo de retencién 13.5 min purificado afiadiendo un
1% de acido férmico en el medio de separacién cromatografica. (B) Asignacién de los picos mas
importantes.

4.2. Caracterizacion espectroscopica de los inmunosupresores marcados con

una sonda fluorescente

4.2.1. Caracterizacion fotoquimica

La caracterizacion espectroscopica de los derivados fluorescentes de los
inmunosupresores se realizd6 empleando las técnicas de espectroscopia de absorciéon y

emision de fluorescencia.

En la Figura 21 se muestran los espectros correspondientes a los nuevos derivados
de MPA, FK506 y CsA, en EtOH y en PBS a pH fisiolégico. En la Tabla 9 se recogen los

parametros espectroscopicos mas relevantes de dichos conjugados.
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Figura 21. Estructura quimica y espectros normalizados de absorcién (azul) y emisién (rojo) en etanol
(linea punteada) y en PBS a pH 7.4 (linea sélida) del (A) MPA-AO (4 pPmol/L), (B) MPA-LY (97 umol/L),
(C) FK506-A0*° (100 mmol/L), (D) CsA-AO0**° (100 mmol/L).

En el caso del MPA-AO, los maximos de absorciébn en PBS y etanol son

practicamente iguales y estan centrados a 629 nm, mientras que los maximos de emisioén
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son de 644 y 654 nm en etanol y PBS, respectivamente. El rendimiento cuantico de
emision en etanol es ®f= 0.48 + 0.05, disminuyendo en PBS, ®¢= 0.16 + 0.02. No
obstante, la fluorescencia sigue siendo lo suficientemente intensa para la aplicaciéon de
esta sonda en dicho medio. Esto dato es destacable, ya que en el caso del Azul Nilo a pesar
de presentar una intensa emision en medios organicos (®f= 0.27 en etanol), su
rendimiento cuantico de fluorescencia en disolucién acuosa disminuye hasta 0.01, debido
a la eficiente transferencia protonica desde disolvente al estado excitado del colorante, lo
que limita su aplicacién en medios acusos.®*® Los resultados obtenidos para el MPA-AO se
correlacionan con los obtenidos para el marcador AO libre: Ayps - /Aem — de 630/642 nm
y 624/677 nm en etanol y PBS (pH 7.4), respectivamente, con un ®¢ de 0.55 en etanol y

0.18 en PBS.

Tabla 9. Caracteristicas espectroscépicas de los conjugados fluorescentes de los ISDs en tampén fosfato a
25 °C.

Conjugado

fluorescente Aabs™™ (nm) Aem - (NM) s

MPA-AO 629 654 0.16
FK506-A0 627 658 n. d.
CyA-AO 579 654 n. d.
MPA-LY 428 530 0.20

Los espectros normalizados de absorciéon y emision del inmunosupresor MPA-AO
en ambos disolventes (Figura 21A) son muy similares, algo que no ocurre con los
analogos fluorescentes del FK506 y la CsA. Este comportamiento podria deberse a que el
conjugado MPA-AO no sufre procesos de agregacion en disolucién acuosa a los niveles de
concentracion ensayados (nanomolar-micromolar). Este hecho supone una ventaja, ya
que la solubilidad del marcador en medio acuoso es un factor determinante para
desarrollar bioensayos reproducibles, dado que las sondas NIR son habitualmente
moléculas grandes, planas e hidréfobas y propensas a la agregaciéon en el agua. Por
ejemplo, Burgess y col.**° han descrito la sintesis de derivados de NB solubles en agua (a
concentraciones del orden de 4 HUM). Segin los autores, dichas sondas muestran

espectros de absorcion y emision similares en metanol y en PBS, como se observa para el
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conjugado MPA-AO empleado en la presente Tesis Doctoral, con méximos de Azps/Aem de
628/662 nm en metanol, y de 630/671 nm en PBS, siendo el rendimiento cuantico de

emision de 0.56 en metanol y 0.14 en PBS, respectivamente.

4.2.2. Ensayos de interaccion de los conjugados de MPA con albiimina de suero

humano

La idoneidad de los diferentes trazadores para su aplicaciéon en medidas de FP se
evalu6 realizando ensayos de saturaciéon con una cantidad fija del conjugado fluorescente
y concentraciones crecientes de HSA como proteina modelo a la que los

. e epe . 6
1INMunNnosupresores se unen de forma Slgl’llflCEl.thEl.4

De manera individual, los conjugados fluorescentes (20 pL, 10 nmol/L. MPA-AO y
74 nmol/L. MPA-LY) se mezclaron con 80 pL. de PBST en una placa multipocillo,
previamente bloqueada con 300 UL/pocillo de PFBB durante 1h. A continuacién, se
afiadieron alicuotas de 100 pL de HSA (0 — 400 Pg/mL) y, tras una incubacién de 20 min

a 29 °C, se midio el valor de la FP.

Como se muestra en la Figura 22, la FP del MPA-AO aumenta 10 veces con respeto
a la sefal inicial, hasta un valor de aproximadamente 250 mP, cuando se encuentra
completamente unido a la proteina. En el caso del MPA-LY el incremento observado en la
sefial de polarizacion fue menor, aproximadamente 4 veces sobre la sefial inicial,
alcanzandose la saturaciéon para concentraciones de HSA superiores a 30 Hg/mL. Ello
indica que la constante de uni6n del MPA-LY (~195 mM™) a la HSA es mayor que la del
MPA-AO (~22 mM™), pero que la unién del primero permite una mayor movilidad del
trazador fluorescente, lo que probablemente se debe a su diferente carga, al tamafo de

los grupos sulfonato y/o a la solvatacion eficaz de éstos por el agua.*°

Teniendo en cuenta que el maximo teérico obtenido para un fluor6foro unido, sin
posibilidad de movimiento y orientaciéon aleatoria, es de 400 mP;*° los resultados
obtenidos para ambos compuestos demuestran que el movimiento libre de las sondas
fluorescentes se encuentra lo suficientemente restringido como para producir una alta

polarizaciéon cuando el conjugado estd unido a la HSA.
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Figura 22. Ensayo de saturacién para: (A) MPA-AO (1 nmol/L) con HSA (0 - 400 Hg/mL) y, (B) MPA-LY
(7.4 nmol/L) con HSA (o - 100 Hg/mL), en tampdén PBST a 29 °C tras una incubacién de 20 min. Los
resultados se muestran como la media de las sefiales * el error estandar de la media (n = 3).

Las constantes de disociaciéon (Kp) de estos compuestos se obtuvieron al ajustar los

datos experimentales a la ecuacién de Hill (11):34"34*

B a-xh
flx) = —K[,‘ g (11)

donde a es la sefial maxima, h es el denominado coeficiente de Hill y K, es la constante de
disociacién. Las constantes obtenidas para los trazadores MPA-AO y MPA-LY fueron de

45 + 10 pmol/Ly 5.1 £ 0.1 Pkmol/L, respectivamente.

4.3. Optimizacion de la concentracién de los inmunoreactivos

Uno de los factores limitantes cuando se emplean antigenos marcados con sondas
fluorescentes en inmunoensayos, es la unién al paratopo del Ab selectivo al analito.”*® Por
ello, se evalué la avidez de los diferentes conjugados por sus respectivos Abs, asi como su

especificidad frente a Abs selectivos a otros inmunosupresores.

Como se muestra en la Figura 23A, la sefial de polarizacion de fluorescencia del
conjugado fluorescente FK506-A0 (10 nmol/L) no se modifica en presencia del Ab IgM
selectivo a FK506 (25 Hg/mL), lo que indicaria que éste no reconoce al analogo
fluorescente sintetizado. Cabe destacar que la polarizacién de fluorescencia medida para

el FK506-A0 en ausencia de Ab era elevada, muy probablemente debido a su agregaciéon
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en las condiciones del ensayo. Este comportamiento no se modific6 al variar tanto la
concentraciéon de Ab como del fluoréforo (Figura 23B). Por todo ello, se descart6 la

aplicacion de este conjugado fluorescente en estos ensayos.
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Figura 23. (A) Evaluacién de la avidez y especificidad de unién del conjugado fluorescente FK506-A0
(10 nmol/L) frente a los Abs anti-FK506, anti-MPA, anti-CyA (25 Pg/mL), y en ausencia de Ab (linea roja),
en PBST. (B) Curva de dilucién del Ab anti-FK506 frente a FK506-A0 (10 y 50 nmol/L). Los resultados se
representan como la media de las sefales * el error estandar de la media (n = 3).

En el caso del CsA-AQ, al incubar el trazador (10 nmol/L) con el Ab selectivo al
inmunosupresor (25 Hg/mL) se observo un pequeiio aumento de la sefial de polarizaciéon
con respecto a los valores obtenidos en presencia de Abs no selectivos, o en ausencia de
Ab (Figura 24A). Sin embargo, el intervalo dindmico obtenido era muy estrecho
(Figura 24B), requiriéndose el empleo de una elevada concentraciéon de Ab anti-CsA para
obtener una pequefia variaciéon en la sefial de polarizacién, por lo que también se

descart6 la aplicacion de este ensayo para la cuantificacion de CsA.
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Figura 24. (A) Evaluaciéon de la avidez y especificidad de unién del conjugado fluorescente CsA-AO
(10 nmol/L) frente a los Abs anti-FK506, anti-MPA, anti-CyA (25 [ig/mL), y en ausencia de Ab (linea roja),
en PBST. (B) Curva de dilucién del Ab anti-CsA frente a CsA-AO (10 nmol/L). Los resultados se muestran
como la media de las sefales * el error estandar de la media (n = 3).

La polarizacion de fluorescencia medida para el MPA-AO (1 nmol/L) en presencia
del Ab especifico anti-MPA (25 lg/mL) es muy superior a la obtenida tras la interaccién
de dicho trazador con la proteina modelo HSA (apartado 4.2.2), a la misma
concentracion. Por otra parte, no se observa reactividad cruzada entre el MPA-AO y los
Abs anti-FK506 o anti-CsA (Figura 25A), por lo que se seleccion6 este trazador para

optimizar un ensayo de polarizacién de fluorescencia para la determinaciéon de MPA.

Para establecer la concentracién de Ab anti-MPA y MPA-AO adecuadas para la
realizaciéon del FPIA se evalu6 la curva de dilucion de la biomolécula para una
concentraciéon fija de derivado fluorescente ([MPA-AO] =1nmol/L) y una curva de
dilucion de la sonda fluorescente para una concentraciéon fija de Ab ([anti-
MPA] = 5 Yug/mL). Los valores de ambos parametros deben ser optimizados no solo para
la obtencién de una buena sensibilidad en el ensayo, sino también para asegurar una

adecuada respuesta instrumental.>*3

Como se muestra en la Figura 25B y C, los mejores resultados se obtuvieron
empleando concentraciones 1nmol/L 'y 5Hg/mL de MPA-AO y anti-MPA,

respectivamente, dado que esa combinacién proporcionaba una buena sensibilidad y
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precisiéon, asi como un intervalo dinamico adecuado para la determinacion del

inmunosupresor.
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Figura 25. (A) Evaluaciéon de la avidez y especificidad de unién del conjugado fluorescente MPA-AO
(1 nmol/L) frente a diferentes Abs (25 [ig/mL) en PBST. La linea discontinua indica la sefial media de
polarizacién (n = 12) medida para el MPA-AQO en ausencia de Ab. (B) Curva de dilucién del Ab anti-MPA en
presencia de 1 nmol/L de MPA-AOQ. (C) Curva de dilucién de la molécula fluorescente MPA-AO en presencia
de 5 pg/mL del Ab anti-MPA. Los resultados se muestran como la media de las sefiales * el error estandar
de la media (n = 3).

De forma analoga, se determinaron las concentraciones 6ptimas de MPA-LY para la
interaccién con el Ab anti-MPA, a diferentes concentraciones de Ab (0.25 - 5 Jg/mL) y de
marcador fluorescente (1 - 740 nmol/L) (Figura 26). En este caso los mejores resultados
de sensibilidad y reproducibilidad se obtuvieron empleando concentraciones de MPA-LY

de 7.4 nmol/L y 2 Ug/mL de anti-MPA, que se seleccionaron para estudios posteriores.
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Figura 26. (A) Curva de dilucién del Ab anti-MPA en presencia de una concentracién constante de MPA-LY
(m: 1nmol/Ly e: 7.4 nmol/L). (B) Curva de dilucién de la molécula fluorescente MPA-LY en presencia de
2 Yg/mL del Ab anti-MPA. Los resultados se muestran como la media de las sefales * el error estandar de
la media (n = 3).

4.4. Efecto de la composicion de la disolucion amortiguadora

La disolucién reguladora ejerce un efecto notable en la reaccién inmunoquimica.'*
Con el fin de seleccionar la disolucién reguladora, asi como su concentracién y pH
6ptimos para el adecuado funcionamiento del inmunoensayo, se llevaron a cabo ensayos
de polarizacién empleando diferentes disoluciones reguladoras, concretamente: tampon
PBS (10 mmol/L, pH 7.4) con Tween 20 (0.05%) (PBST); Pierce® Protein Free (PBS)
Blocking buffer (PFBB), tampdn carbonato (10 mmol/L, pH 9.0) con Tween 20 (0.05%)
(BCT); tampdén MES (10 mmol/L, pH 5.7) con Tween 20 (0.05%) (MEST). Se llevaron a
cabo ensayos competitivos en las distintas disoluciones reguladoras empleando 5 pg/mL
de anti-MPA, 1 nmol/L de MPA-AO y diferentes concentraciones de MPA. En la Figura 27
se muestran las curvas de competiciéon obtenidas en cada caso. Se comprueba que el
medio PBST proporciona las mejores prestaciones analiticas en términos de sensibilidad

(IC5, y LOD), reproducibilidad e intervalo dinamico (3 - 36 ng/mL).
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Figura 27. Curvas de calibrado correspondientes al inmunoensayo competitivo empleando el antigeno
fluorescente MPA-AO y diferentes composiciones de disolucién amortiguadora: PBST (A, n = 3); PFBB (m,
n = 3); BCT (o, n = 3) y, MEST (¢, n = 3). [Ab anti-MPA] = 5 pg/mL, [MPA-AO] = 1 nmol/L. Los resultados
se muestran como la media de las sefiales el error estandar de la media (n = 3).

El mismo ensayo se repiti6 en presencia de disoluciones patréon de MPA en PBST en
el intervalo de o - 10 Jg/mL y usando MPA-LY como antigeno marcado. Como se puede
comprobar en la Figura 28, en este caso las mayores sensibilidades se obtienen tanto con
PFBB como con PBST, aunque el intervalo dindmico de respuesta es ligeramente mayor
cuando se utiliza PFBB (7 - 42 ng/mL vs 1.4 -7 ng/mL), el limite de deteccién es menor
con el PBST (1 ng/mL vs 4 ng/mL). Sin embargo, en comparaciéon con los resultados
obtenidos con el MPA-AOQ, la sefial del fondo obtenida es mas elevada cuando se utiliza
MPA-LY, y el intervalo dinamico es mas estrecho (1.4 - 7 ng/mL), por lo que se decidio

descartar el empleo de este conjugado fluorescente para estudios posteriores.
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Figura 28. Curvas de calibrado correspondientes al inmunoensayo competitivo empleando el antigeno
fluorescente MPA-LY y diferentes composiciones de disolucién amortiguadora: PBST (4, n = 3); PFBB (e,
n=3); CBT (¢, n=3), MEST (¥, n=3). [Ab anti-MPA] = 2 pg/mL, [MPA-LY] = 7.4 nmol/L. Los
resultados se muestran como la media de las sefales el error estandar de la media (n = 3).

4.5. Optimizacién del tiempo de incubacién

El tiempo de incubacién tiene, generalmente, un efecto directo en las caracteristicas
analiticas del inmunoensayo, aunque en FPIA la interaccion entre el Ab y el antigeno no
esta limitada por la difusién, como en el caso de los inmunoensayos heterogéneos. Es por
ello, que cuando se emplea esta técnica las cinéticas de interaccion Ab-Ag pueden ser

relativamente rapidas aunque han de ser optimizadas.>**

Se han ensayado tiempos de incubacién comprendidos entre 0 y 80 min. Para ello,
se llevaron a cabo ensayos competitivos empleando 5 pg/mL de Ab anti-MPA, 1 nmol/L de
MPA-AOQ y diferentes concentraciones de MPA, comprendidas entre o y 10 pg/mL. Como
se observa en la Figura 29, a partir de 10 min de incubacién se alcanza el equilibrio; sin
embargo, la sensibilidad del ensayo (medida por su ICs,) y la reproducibilidad de la sefial
mejoraban significativamente a los 20 min, de modo que se seleccion6 este tiempo para

ensayos posteriores.
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Figura 29. Cinética de la interaccién entre el MPA-AO/MPA y el Ab medida empleando FPIA. (e)
Polarizacion de fluorescencia obtenida en ausencia de MPA y 1 nmol/L de MPA-AO; (e) Valores de IC,, de
las curvas de calibrado obtenidas a diferentes tiempos de incubacién. [Ab anti-MPA] = 5 pug/mL, [MPA-
AQ] = 1nmol/L, [MPA] = 0-10 pg/mL en PBST. Los resultados se muestran como la media de las
sefiales + el error estandar de la media (n = 3).

4.6. Pretratamiento de los pocillos con una solucién de bloqueo

Con el fin de minimizar las posibles uniones inespecificas de los reactivos del
ensayo sobre la superficie de los pocillos, éstos se trataron previamente con un tampoén de
bloqueo comercial libre de proteinas (Pierce® Protein-Free (PBS) blocking buffer). Como
se muestra en la Figura 30, en comparaciéon con el calibrado realizado sin bloquear los
pocillos, este tratamiento permite aumentar la sensibilidad del ensayo disminuyendo el
valor de IC;, de 10.6 ng/mL a 5.8 ng/mL, e incrementar tanto el intervalo dinamico de
respuesta como la reproducibilidad de las medidas. A la vista de estos resultados, todos
los ensayos se llevaron a cabo bloqueando previamente los pocillos con 300 UL de PFBB

durante 1 h.
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Figura 30. Comparacion de las curvas de calibrado obtenidas para MPA bloqueando (m, n = 3, 8 puntos) y
sin bloquear (e, n = 3, 8 puntos) los pocillos de la placa con el tampén de bloqueo comercial libre de
proteinas Pierce® durante 1 h. [Ab anti-MPA] = 5 ug/mL; [MPA-AQ] = 1 nmol/L, [MPA] = o - 10 pg/mL en
PBST. Los resultados se muestran como la media de las senales * el error estandar de la media (n = 3).

4.7. Caracterizacion analitica

Empleando las condiciones de medida optimizadas, se procedi6 a la caracterizacion
analitica del inmunoensayo de polarizaciéon de fluorescencia para la determinacién de
MPA. En la Figura 31 se muestran las curvas de calibrado obtenidas empleando patrones
del inmunosupresor en PBST en el intervalo de 0.025 a 10 pg/mL y MPA-AO como

antigeno fluorescente.

El LOD, considerado como la concentracién de analito que origina una disminuciéon
de la sefial del 10% frente al blanco, es de 0.8 ng/mL. El valor IC, del inmunoensayo
corresponde a una concentracién de MPA de inferior a 8 ng/mL. El DR, calculado como el
intervalo de inhibicion entre el 20% y el 80%, se situ6 entre 1.7 + 0.2y 39 + 4 ng/mL de

MPA.

La precisién del inmunoensayo se estim6 en términos de la repetibilidad y la
reproducibilidad de los calibrados obtenidos para MPA en el intervalo de concentraciones
de 0.025 ng/mL a 10 PUg/mL. Para evaluar la repetibilidad del inmunosensor se llevaron a
cabo ensayos independientes, a 3 niveles de concentracion de MPA (2.5, 5 y 25 ng/mL)
utilizando el mismo método de medida e idénticas variables experimentales, en el mismo

laboratorio y con el mismo operador en cortos intervalos de tiempo.3*®
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En la Tabla 10 se muestran los valores obtenidos de recuperaciéon y de RSD
obtenidos para las diferentes concentraciones de MPA ensayadas. Estos valores de RSD

son aceptables para inmunoensayos (entre 1% y 15%).

Tabla 10. Estudio de la repetibilidad del inmunoensayo.

MPA aiadido Concentracion medida
0, ca 0,
(ng/mlL) (ng/mL) RSD (%) Recuperacion (%)

2.5 9 2.5+ 0.1 8 100
6 4.9 £ 0.2 6 98
9 24 + 2 10 96

Para evaluar la reproducibilidad de la medida se realizaron 3 calibrados, en dias
alternos en el intervalo de concentraciéon 0.025 ng/mL a 10 ug/mL de MPA. A partir de
los mismos se calcul6 un valor medio de IC, de 7.7 ng/mL con una RSD = 6%. Todos los
niveles ensayados mostraron una RSD inferior al 16% Estos resultados se pueden
considerar satisfactorios para métodos de andlisis de residuos mediante técnicas
inmunologicas.3*°

Comparado con otros inmunoensayos y kits comerciales usados para la

cuantificacién de MPA, 24252260347

el inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia
desarrollado para el anélisis de inmunosupresor libre presenta tanto mayor sensibilidad
como reproducibilidad que aquellos descritos hasta ese momento. Posteriormente,
nuestro grupo de investigacion ha descrito un ensayo bioluminiscente que permite

mejorar la sensibilidad."””
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Figura 31. Curva de calibrado correspondiente al inmunoensayo competitivo de FP para el MPA (A, n =9,
11 puntos), MPAG (¢, n = 3, 8 puntos), tacrolimus (m, n = 3, 8 puntos) y ciclosporina A (e, n = 3, 8 puntos)
en PBST. [Ab anti-MPA] = 5 ug/mL; [MPA-AO] = 1 nmol/L, [ISDs] =0-10 pg/mL en PBST. Los
resultados se muestran como la media de las sefiales * el error estindar de la media (n = 3).

La reactividad cruzada (CR) del inmunoensayo se determin6 comparando la curva
de calibrado obtenida para el MPA con las correspondientes a los compuestos
considerados como interferentes (Apartado 3.5). En esta Tesis Doctoral se ha evaluado la
CR frente a dos inmunosupresores, la CsA y el FK506, coadministrados habitualmente
junto con el MPA en pacientes trasplantados de 6rgano solido.>* Ademas, se determind la
CR frente al B-D-glucurénido del acido micofenélico (MPAG), que se forma al
metabolizarse el MPA mediante las enzimas glucuronisil transferasas a nivel hepatico e

intestinal 34®

Como se observa en la Figura 31, no hay reactividad cruzada (CR < 1%) para
ninguno de los inmunosupresores ensayados, cuyas concentraciones terapéuticas en
sangre se encuentran comprendida en el intervalo de 150 y 350 ng/mL para la CsA** y
entre 5y 20 ng/mL para el FK506.” En el caso del MPAG, las concentraciones descritas
en sangre aparecen en el intervalo de 35 — 100 PUg/mL.*° Si bien estas concentraciones
darian lugar a una elevada reactividad cruzada, hay que tener en cuenta que, al igual que
el MPA, el MPAG se encuentra unido a las proteinas del suero y tan s6lo un 18% en forma
libre.*>' Ademaés, las muestras analizadas son tratadas para eliminar el MPA y MPAG

unido a proteina, y se diluyen 1/4 con buffer PBST, por lo que los niveles de MPAG
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presentes producen una CR inferior al 1%. Estos resultados confirman la excelente

especificidad de la FPIA.

4.8. Seleccion del tratamiento de muestra

Como se puede observar en la Figura 32, cuando las curvas de calibrado se
realizaron en suero sanguineo diluido en PBST, la sefial de polarizacién obtenida se
mantuvo constante y maxima para todos los niveles de concentracién de MPA ensayados.
Estos valores elevados de polarizaciéon pueden explicarse debido a la unién no especifica
del MPA-AO a la HSA presente en la muestra de suero sanguineo (Figura 22).°% Para
evitar esta interferencia, las muestras se filtraron empleando dispositivos de

ultrafiltracién Amicon® (apartado 3.6) para obtener suero libre de proteinas.
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Figura 32. Curvas de calibrado obtenidas para el MPA en suero sanguineo sin filtrar a una dilucién 1/2
(v/v) (e, n=3, 14puntos) y 1/4 (v/v) (A, n=3, 8puntos). [Ab anti-MPA] = 5 ug/mL; [MPA-

AO] = 1nmol/L, [MPA] = 0 -10 pg/mL en PBST. Los resultados se muestran como la media de las
sefales * el error estandar de la media (n = 3).

Inicialmente, para evaluar la retencién inespecifica del analito en los dispositivos de

ultracentrifugacion Amicon®

, se determind la recuperacion obtenida al filtrar 0.5 mL de
una disolucién 20 ng/mL de MPA en PBST empleando la Ecuacién 12, comprobandose

que el farmaco se adsorbia en los filtros un 40% aproximadamente.

[MPA]ultrafiltrado

% Recuperacion =
[MPA]total

* 100 (12)
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Se probaron diferentes tratamientos del sistema de filtracion, previo al proceso de
ultrafiltrado, para minimizar las pérdidas de MPA: a) bloqueo estatico (30 min) o
dinamico mediante centrifugaciéon de las membranas con 500 UL de tampoén de bloqueo
comercial libre de proteinas PFBB; b) doble preaclarado de las membranas con 500 L de
PBST; c) doble preaclarado con 500 UL de NaOH y 500 ML de PBST. Los resultados
obtenidos (Figura 33) demuestran que el empleo de una etapa previa de lavado con PBST
minimiza las retenciones inespecificas en el dispositivo de ultrafiltracién obteniéndose
recuperaciones de MPA del orden del 87% (RSD =4%). En consecuencia, este

tratamiento se empled en todos los experimentos con las muestras bioldgicas.
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Figura 33. Seleccién del pretratamiento 6ptimo para los dispositivos de ultrafiltracién Amicon®. A: sin
tratamiento previo, B: bloqueo dindmico con PFBB, C: doble preaclarado con NaOH y PBST, D: Preaclarado
con PBST, E: bloqueo en estatico con PFBB. Los resultados se muestran como la media de las sefiales + el
error estandar de la media (n = 3).

4.9. Efecto matriz en muestras biol6gicas

Las muestras biolégicas son matrices complejas pueden afectar a los
inmunoensayos, debido a la presencia de interferentes que pueden afectar a la interaccién
entre el antigeno y el Ab, o que favorezcan las interacciones no especificas del antigeno
fluorescente.”** Para evaluar la posible existencia de efecto matriz, muestras de suero
comercial y de plasma de una voluntaria joven (no tratada con inmunosupresores) se
ultrafiltraron para eliminar proteinas y se fortificaron con concentraciones crecientes de

MPA (0 — 10 Pg/mL) antes de su analisis.
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Figura 34. Comparacién de las curvas de calibrado obtenidas usando MPA-AO en PBST (A, n=o,
11 puntos), suero ultrafiltado (e, n = 3, 8 puntos), suero ultrafiltrado con una dilucién 1/4 (v/v) en PBST (¢,
n = 9, 8 puntos) y plasma ultrafiltrado con una dilucién 1/4 (v/v) en PBST (m, n = 3, 8 puntos). [Ab anti-
MPA] = 5 pug/mL; [MPA-AO] = 1 nmol/L. Los resultados se muestran como la media de las sefiales + el
error estindar de la media (n = 3).

En la Figura 34 se muestran las curvas de calibrado obtenidas en los
inmunoensayos competitivos empleando MPA-AO como antigeno marcado en el extracto
obtenido tras la ultrafiltracién sin diluir, y con una dilucién 1/4 (v/v) con PBST. No se
observan diferencias significativas (P > 0.05) entre el calibrado obtenido en PBST y los
medidos en el extracto de suero o plasma diluidos (1/4, v/v), por lo que se decidié

emplear estas condiciones para las medidas realizadas en muestras bioldgicas.

4.10. Estudios de recuperacion en muestras salpicadas de suero y sangre

El inmunoensayo de polarizacién se aplico al analisis de MPA libre en muestras de
suero comercial fortificadas con el inmunosupresor a tres niveles de concentraciéon (1000,
5000 y 10000 ng/mL). Las muestras se ultrafiltraron antes del analisis y los resultados se
compararon con los obtenidos empleando RRLC-DAD. Como se muestra en la Tabla 11,
no existen diferencias significativas entre los valores de MPA libre estimados por ambos

métodos a ninguno de los niveles de concentracion ensayados.

Los resultados sugieren que tras la afiadir el MPA al suero, la mayor parte del
inmunosupresor se une a las proteinas séricas, las cuales se eliminan en la etapa de

ultrafiltracion. La cantidad determinada de MPA libre se encontraba entre el 0.75 — 1.3%,
145



Capitulo 6

lo que esta de acuerdo con los valores reportados en la literatura para este analito en

; 6,51,52,233,
muestras sanguineas.*”>"5*233:35

Tabla 11. Comparacién los resultados obtenidos para la cuantificacion del MPA en muestras de suero
enriquecidas con MPA empleando el método FPIA optimizado y RRLC-DAD (n = 3).

Concentracion CULEE T i RSD (%) Fraccio6n libre (%)
(ng/mL)

(ng/mL) RRLC-DAD FPIA RRLC-DAD

nominal de MPA

41 43 5 6 0.83 0.86
75 72 4 6 0.75 0.72
RSD: Desviacién estandar relativa (del inglés Relative standard deviation)

4.11. Aplicacién en el analisis de muestras de plasma reales

Por dltimo, se evalu6 la idoneidad del ensayo desarrollado para la cuantificaciéon de
MPA libre en una muestra de plasma de una voluntaria trasplantada (tratada con mofetil
micofenolato y FK506). Después de un paso previo de ultrafiltraciéon para eliminar las

proteinas, la muestra se enriqueci6 con 36 y 72 ng/mL de MPA.

Como se muestra en la Tabla 12, la concentraciéon de MPA libre de la muestra es de
19 ng/mL (RSD = 14%). Las recuperaciones obtenidas con el método optimizado se
encuentran en el intervalo del 99 - 103% con desviaciones estandar relativas entre el 7 —
9%, demostrando la aplicabilidad del método FPIA para el analisis de MPA libre en
muestras reales. Ademas, los resultados resultaron comparables estadisticamente a los
obtenidos mediante RRLC-DAD (P > 0.05).

Tabla 12 Estudios de recuperacién de MPA libre en muestras de suero de un voluntario trasplantado,
empleando el método FPIA optimizado y RRLC-DAD (n = 3).

MPA

afiadido Concentrac1on RSD Recuperacién | Concentracion RSD | Recuperacion
o
36 57 7 103 54 4 99

72 90 9 99 90 2 96
RSD: Desviacion estandar relativa (del inglés Relative standard deviation)
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5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la idoneidad de los
marcadores fluorescentes, con emisién en el infrarrojo cercano, para el desarrollo de
métodos de detecciéon basados en FPIA y, mas concretamente, para el analisis del

inmunosupresor MPA en muestras biolgicas de manera rapida y sensible.

De los distintos conjugados fluorescentes ensayados el derivado del Azul Nilo es el
que ha permitido obtener resultados méas sensibles para la determinacién de MPA. Sin
embargo, no ha sido posible aplicar el ensayo al analisis de FK-506 o CsA, ya que no se

obtienen las sensibilidades requeridas para estos anélisis.

El método FPIA optimizado, permite la cuantificaciéon de la fraccién libre de MPA en
muestras de suero o plasma con una mejora significativa de los LODs, en comparacién
con los inmunoensayos descritos en la bibliografia para este tipo de andlisis. Asimismo,
también proporciona mejores resultados en términos de reproducibilidad y selectividad

que dichos ensayos.

Para llevar a cabo el ensayo en muestras reales es necesaria la ultrafiltracion de las
mismas a fin de aislar la fraccion de MPA libre, que es la forma farmacolégicamente
activa, de las muestras de suero o plasma analizadas. Esto es debido a que en presencia de
HSA el antigeno marcado se une a la proteina y la sefial de FP no se modifica al aumentar

la concentracién de MPA en la muestra.

El inmunoensayo se ha aplicado de forma satisfactoria en el anélisis de MPA libre
en la sangre de un paciente trasplantado de corazén, validandose los resultados mediante
RRLC-DAD. No se ha observado efecto de matriz cuando las muestras de suero o plasma
ultrafiltradas se diluyen (1/4, v/v) en PBST, siendo posible el andlisis simultaneo de 96

muestras en tan solo 20 min empleando un lector de microplacas CLARIOstar.

Los resultados del analisis del MPA libre confirman la baja concentracién del analito
libre, que es la forma farmacol6égicamente activa, en las muestras de suero o plasma. El
inmunoensayo de polarizaciéon de fluorescencia que aqui se presenta es muy prometedor

para su aplicacién en dispositivos de diagndstico POC.
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Sintesis y aplicacién de proteinas fluorescentes recombinantes para la deteccién de FK506

1. Introduccion

Como se ha comentado anteriormente, los Abs interaccionan con su Ag
correspondiente con gran especificidad y afinidad, siendo una herramienta indispensable

tanto en aplicaciones bioanaliticas como en terapias médicas.

Muchos de los Abs disponibles para la realizacién de inmunoensayos provienen de
animales a los cuales se les ha administrado cantidades crecientes del analito de interés
(o un conjugado inmunogénico del mismo) originando la respuesta inmune celular y
humoral. En este Gltimo caso, los Abs producidos se recolectan del suero sanguineo
obteniéndose mezclas de Abs policlonales,*? cuya proporcion y tipo depende del animal,
y donde la irreproducibilidad entre lotes es frecuente.®* Algunas limitaciones de esta
estrategia incluyen, la dificutad de producir Abs frente a sustancias téxicas, o cuando el

analito no desencadena la respuesta inmune.

A parte de las limitaciones descritas anteriormente, también hay que tener en
cuenta los problemas éticos derivados del empleo de animales de experimentacién para la
obtenciéon de Abs.>*® De acuerdo a las recientes recomendaciones de las autoridades
europeas para la proteccion de los animales usados con fines cientificos, los animales no
deberfan utilizarse para el desarrollo y la produccién de anticuerpos.®> 37 Una
alternativa, al empleo de anticuerpos derivados de animales para el desarrollo de
bioensayos, es el uso de tecnologias que faciliten la obtencién de receptores biomiméticos

.. )
de gran afinidad.3>*3>°

En general, los receptores biomiméticos suelen ser aptameros, producidos
empleando la técnica SELEX, y proteinas recombinantes o fragmentos de anticuerpos,
producidos empleando la tecnologia de presentaciéon sobre fagos o phage display. En
todos los casos, los receptores seleccionados mediante ambas tecnologias, presentan una
buena especificidad y afinidad por el analito, una alta reproducibilidad entre lotes y un

suministro ilimitado a gran escala, a relativamente bajo coste.

En el caso de los ISDs existen ejemplos en los que se utilizan receptores
biomiméticos como alternativa a los Abs para la realizaciéon del bioensayo. Por ejemplo, se

ha descrito el empleo de aptiameros para la determinacién de FK506,”° proteinas
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recombinantes para detectar CsA y FK506,””” y fragmentos de anticuerpo para el andlisis

de MPA."3>

1.1. Proteinas de unién al FK506

Las proteinas de unién al FK506 (FKBP) son una extensa familia de proteinas, que
presentan dominios peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPlase) y forman parte de las
inmunofilinas. Se encuentran en gran numero de organismos, aunque difieren en
numero, por ejemplo en humanos se han documentado 18 tipos, en la levadura
Saccharomyces cerevisiae tan solo existen 4 en tanto que, en la planta del arroz (Oryza

sativa) se han hallado 29 tipos FKBPs.3%

Su funcién en el organismo incluye el
plegamiento de proteinas, sefializaciéon de receptores, la transcripcion génica, el trafico

intracelular de proteinas, la apoptosis y la regulacién del ciclo celular.3*'

La FKBP12 o FKBP1A es una proteina globular citosdlica, se trata del miembro mas
pequenio de la familia con un tamafio de 12 kDa y presenta un Gnico domino PPlase. Esta
proteina forma complejos con los ISDs FK506 y Sir, uniéndose con alta afinidad y
mediando en su efecto inmunosupresor.3®* Sin embargo, cada uno de estos complejos
tiene efectos diferentes en el sistema inmune; por ejemplo, el complejo FK506-FKBP1A
(Figura 35) inhibe la calcineurina mientras que, el complejo Sir-FKBP1A inhibe la sefial

mTOR,>* con efectos ya descritos en el Capitulo IV.

Figura 35. Estructura tridimensional del complejo FKBP12-FK506 y estructura del FK506. Reproduccion
con permiso de referencia.**
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Existen en la literatura numerosos ejemplos del empleo de estas proteinas, bien en
forma nativa o modificadas genéticamente con proteinas fluorescentes, para estudiar
interacciones proteina-proteina o para marcaje celular;***>”* asi como para el estudio de
nuevos ligandos sustitutivos del FK506.3>%° Aunque la FKBP1A se ha empleado en

algunas plataformas sensoras,*>>*7>"*77:377

su aplicacion fusionada a proteinas
fluorescentes para el desarrollo de bioensayos para la detecciéon de FK506, o Sir, en

sangre como alternativa a los anticuerpos no se ha descrito hasta la fecha.

1.2. Marcaje de proteinas mediante sustancias luminiscentes

Las técnicas luminiscentes, como la fluorescencia o la quimioluminiscencia, son
herramientas bien establecidas en la interfaz de la Quimica, la Fisica y la Biologia que han
permitido la implementaciéon de técnicas analiticas muy sensibles. En la actualidad, se
utilizan de manera habitual para el desarrollo de sensores y biosensores 6pticos, asi como

para el estudio de las interacciones receptor-ligando.

Los ensayos basados en fluorescencia presentan alta sensibilidad y robustez,
precisan de volimenes pequefios de muestra y requieren del empleo de una baja
concentracién de material fluorescente. El marcaje de proteinas permite observar
procesos biolégicos in vivo, como interacciones proteicas, su localizaciéon o el estudio de
cambios conformacionales.”® Por otro lado, también se pueden realizar ensayos a nivel

extracelular para detectar y cuantificar las moléculas de interés.>”

Las proteinas presentan fluorescencia intrinseca, asociada a la presencia de
residuos aromadticos en su estructura, que se ha empleado para evaluar eventos de
unién.”* No obstante, el empleo de etiquetas fluorescentes extrinsecas presenta una serie
de ventajas que incluyen, una mayor sensibilidad y selectividad, asi como el
aprovechamiento del caracter “multidimensional” de la fluorescencia que permite
emplear por ejemplo, la medida del tiempo de vida de emisién o la polarizaciéon de
fluorescencia para el desarrollo de métodos analiticos. El marcaje con la sonda
seleccionada debe de cumplir una serie de requisitos que garanticen una perturbacion
minima del plegamiento y la actividad de la proteina. En este sentido, las etiquetas

fluorescentes deben ser pequenas, especificas, estables, brillantes, sin tendencia a la
153



Capitulo 7

oligomerizacién y que, preferentemente, formen un enlace covalente con la proteina de

interés.3%°

En la literatura existen numerosos métodos de marcaje de proteinas. A

continuacion, se describen algunos de los mas empleados.

1.2.1. Marcaje quimico de proteinas empleando sondas fluorescentes

En general, las sondas fluorescentes o fluor6foros orgénicos se caracterizan por su
pequefio tamaiio, fotoestabilidad, amplia gama espectral y, en muchos casos, por una
excelente luminosidad.3® Sin embargo, emplear estos compuestos para realizar el
marcaje fluorescente de proteinas implica una serie de dificultades como son, el control
de la especificidad y estequiometria de la reaccién de funcionalizacién o la eliminacién
eficaz de la etiqueta fluorescente excedente, que puede dar lugar a una sefial de fondo

elevada.

Las modificaciones especificas de las proteinas empleando moléculas pequenas se
realiza en las cadenas laterales de los aminoacidos que forman la cadena peptidica. Por
ello, las reacciones quimicas para el marcaje vendran determinadas por el numero de
grupos funcionales reactivos presentes en la proteina (Figura 36), o por la presencia de

aminoacidos no naturales que presenten funcionalidad biortogonal.

La incorporaciéon de sondas mediante la modificacion del residuo -SH del
aminoacido cisteina, es un método ampliamente utilizado para la modificaciéon de
proteinas. Por una parte, su abundancia es relativamente baja,>* lo que facilita la
incorporacion del fluor6foro en un lugar especifico y, por otra, el caracter nucleofilo del
grupo tiol es mayor que el de otros grupos funcionales de las cadenas laterales de
aminoacidos. La modificacion méas empleada es mediante una alquilacién con maleimidas
o con a-halocarbonilos.3*¥3%* Alternativamente, una forma de emplear esta quimica en
proteinas que no posean cisteinas en la superficie es llevar a cabo una mutagénesis sitio-
dirigida, aunque solo debe hacerse en aquellos casos en los que se disponga de suficiente
informacién estructural sobre las proteinas para no modificar zonas que afecten a su

funcién. Por otro lado, si existen demasiados grupos disponibles y se quiere hacer un
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marcaje selectivo se puede llevar a cabo la protecciéon reversible de algunos de ellos

empleando iones metalicos.?*®

HZN/LCOOH

HZN\/(COOH

H,N~">COOH H,N~">COOH H,N” >COOH
Glicina Alanina Valina Leucina Isoleucina
(Gly, G) (Ala, A) (val, V) (Leu, L) (lle, 1)

S/
. ol G
L L H

H,N-">COOH H,N” >COOH H,N~">COOH H,N~">COOH N~ TC0o0
Serina Treonina Cisteina Metionina Prolina
(Ser, S) (Thr, T) (Cys, O) (Met, M) (Pro, P)

NH,
COOH CONH,
COOH CONH, f

H,N~">COOH HZN/[COOH H,N“>MCOOH  H,N~ >COOH H,N~">COOH

Acido aspartico Asparagina Acido glutamico Glutamina Lisina
(Asp. D) (Asn, N) (Glu, E) (GIn, Q) (Lys, K)
H,N \l//NH

NH OH
/('\\li\/NH NH

H,N~">COOH H,N~">COOH H,N~ >SCOOH  H,N~ >COOH H,N~">COOH
Arginina Histidina Fenilalanina Tirosina Triptéfano
(Arg, R) (His, H) (Phe, F) (Tyr, Y) (Trp, V)

Figura 36. Estructura quimica de los aminoéacidos naturales.

El método mas comun para la conjugacién de proteinas es la modificaciéon de las
lisinas, dada su abundancia en las proteinas. Las reacciones de marcaje de aminas se
realizan de manera eficiente mediante rutas de acilacién o alquilacién®* empleando
esteres activados, cloruros de sulfonilo, isocianatos e isotiocianatos. Generalmente se
requieren condiciones de pH basicas, debido al elevado pK, del grupo amino. Estas
reacciones también pueden emplearse para modificar el grupo N-terminal de la proteina,
que debido a que presenta un pK inferior al de los grupos amino de las lisinas, puede

. . e . 8 . .
derivatizarse de manera especifica, aunque limitada.>*” Una alternativa que permite
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controlar la reacciéon y modificar una tUnica lisina, es el empleo de sulfonilacrilatos
seguido de una adicién aza-Michael. En este caso, se modifica la lisina mas reactiva de la

, .. ey 38
proteina, que se puede predecir in silico.?

La metionina es el segundo aminoacido menos abundante y, debido a su
hidrofobicidad, rara vez se encuentra en la superficie expuesta al disolvente, lo que
dificulta su modificaciéon. No obstante, se han descrito métodos de marcaje basados en el
uso de derivados de la oxaziridina para el marcaje de metionina que permiten su

. . . ., .. . 8
posterior bioconjugacién de forma quimioselectiva.>*

Otra forma de modificar proteinas de manera especifica son las reacciones
impulsadas por el reconocimiento.’*° Un ejemplo es la quimica del tosilo dirigida por

ligando,3"3%*

que permite la modificacién de residuos de histidina, tirosina, acido
glutamico, acido aspartico y cisteina cercanos al sitio de unién del ligando. La variante

con acil imidazol permite modificar las cadenas laterales de lisinas y serinas.*

1.2.2. Marcaje de proteinas mediante modificacién genética

El descubrimiento y la incorporacion generalizada de la proteina verde fluorescente
(GFP) y moléculas homologas es un ejemplo claro de esta estrategia de modificacion de
proteinas (apartado 1.3). Este tipo de etiquetado, de alta compatibilidad biol6gica,>*
permite la fusién de la proteina de interés con una proteina fluorescente en el extremo N

o C terminal con una estequiometria fija.3** 3%

Sin embargo, una desventaja significativa
de este marcaje es que la conformacién de la proteina puede verse alterada por la

incorporacién de etiquetas proteicas de gran tamafio (>25 kDa), alterando su funci6n.>%”

Para evitar esta dificultad, una alternativa es la incorporaciéon de pequenas colas
peptidicas, dominios proteicos o aminoacidos individuales en la proteina de interés que
permitan el marcaje posterior con fluoréforos organicos o con proteinas

398,399 por ejemplo, las colas de histidinas (HisTag) se han aplicado para

fluorescentes.
marcar fluorescentemente proteinas con fluoresceina, Cys y Oregon Green 488, entre
otros.**® En una aproximacion equivalente, también se ha utilizado para el marcaje el

péptido FLAG (-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-).**"4%
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Las etiquetas de tetracisteina estan compuestas por una pequefa cadena peptidica
que contiene cuatro cisteinas en la secuencia, -Cys-Cys-X-X-Cys-Cys-, siendo X cualquier
amino4cido excepto la cisteina, normalmente -Pro-Gly-.*®> Este péptido se une a
moléculas  biarsenicales, como la  4',5'-bis(1,3,2,-ditioarsolan-2-il)fluoresceina
denominada FlAsH,*** donde los dos sustituyentes As (III) se emparejan con los cuatro
grupos tiol de las cisteinas.?® Un problema asociado al uso de estos marcadores es la
sefial de fondo, debida a la interaccién que se produce con otras cisteinas presentes en la

proteina de interés, o en otras proteinas presentes en la muestra.

El enlace isopeptidico se forma por la condensacién de un grupo amino con un
grupo carboxilico, o una amida primaria localizados en las cadenas laterales de los
aminoacidos. Estos enlaces se forman de manera natural tanto en eucariotas como en
bacterias. Basados en proteinas extracelulares de bacterias Gram-positivas (Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae) se emplean los sistemas SpyCatcher-SpyTag,
SnoopCatcher-SnoopTag y sus derivados.*®® En estos sistemas, el evento de unién tiene
lugar entre la lisina y el acido aspartico, o la asparagina, presentes en las secuencias de
un péptido Tag (13 aminoacidos) y una pequefia proteina especifica Catcher
(~15.6 kDa) ;406 forméandose un enlace covalente irreversible de manera rapida y robusta,
en un amplio rango de temperatura, pH y fuerza iénica.*”’. Estos sistemas se han
empleado para el marcaje de proteinas con diferentes proteinas fluorescentes,

combinando ambos sistemas de manera ortogonal.**®

Alternativamente, el sistema SNAP-tag (~20 kDa), obtenido a partir de la mutacién
de la proteina de reparacién del ADN O°-alquilguanina-DNA alquiltransferasa, reacciona
de forma rapida y especifica con derivados de la O°-benzilguanina.**® La unién de este
derivado se produce en el grupo tiol del residuo de cisteina del SNAP-tag, permitiendo la

unioén covalente de un marcador sintético a la proteina.**®*"

Esta aproximaciéon permite
la unién con una amplia variedad de sondas sintéticas.*"™*'3 A partir del SNAP-tag se cred
el CLIP-tag (~20kDa), que reacciona de manera especifica con derivados de la

benzilcitosina y, de manera ortogonal, al SNAP-tag.*'*

El sistema HaloTag esta formado por una proteina (33 kDa) modificada a partir de

la enzima haloalcano deshalogenasa, que ha sido disefiada para unirse de manera
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: s . 416
covalente a ligandos sintéticos que contienen un cloroalcano.*>*'

La versatilidad que
presenta este sistema le convierte en procedimiento de marcaje 6ptimo para aplicaciones

. . . . 6
tanto in vitro como in vivo.*'

Finalmente, el empleo de aminoacidos no naturales es una técnica versatil que
permite la incorporacién de grupos funcionales, o fluoréforos, en sitios especificos de la
proteina.*”” Se puede incorporar una amplia gama de aminoé4cidos no naturales usando
cuatro pares de bases codon-anticodon. #* Un ejemplo seria introducir en el gen que
codifica la proteina un codén de parada ambar (UAG). Al producirse la traduccién, un
tARN que lleva el anticodon AUC (aminoacilado con un acido no natural), suprime el
codén de parada y permite la produccion de la proteina completa conteniendo el
aminoacido no natural. Mediante este proceso, se han marcado fluorescentemente

posiciones especificas de receptores, anticuerpos y enzimas.*9 4*'

/ASp ASp Asp ASp\(\

Ui

a HisTag \ pi— FLAG-tag
/H|S H|S H|S His.

ﬂ-.. W A e

oteina

Pro

— citosina

= I
*n\/\o/\/o\/\/\ﬂo/n @

Figura 37. Esquema del marcaje de proteinas con diferentes etiquetas.

1.2.3. Marcaje enzimatico de proteinas

Las reacciones empleadas para el marcaje de proteinas con enzimas son rapidas,
selectivas y eficientes, pudiendo realizarse in vitro e in vivo. Este tipo de marcaje se puede

clasificar en dos grupos: en el primero, la enzima actda Gnicamente como catalizador (ej.
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transglutaminasa, sortasa),***4*3

mientras que en el segundo la enzima sufre una
modificaciéon previa al marcaje con la etiqueta (ej. cutinasa inteina, haloalcano
dehalogenasa).3***** Este segundo grupo muestra una gran eficiencia y especificidad, ya
que la unién de la sonda a la etiqueta peptidica esta directamente acoplada a la catalisis

enzimatica.3®

1.2.4. Etiquetado con nanoparticulas

Las proteinas pueden ser también modificadas con nanoparticulas inorganicas que
presentan fluorescencia. Un ejemplo son los Qdots, nanocristales semiconductores que
presentan un nucleo de selenio y cadmio, con coberturas exteriores de zinc y azufre.
Comparadas con los fluor6foros organicos, tienden a ser mas brillantes, fotoestables y

muestran un espectro de emisién mas estrecho.**>**°

Los Qdots son particulas con un
didmetro de entre 15 y 50 nm, significativamente mas grandes que las proteinas

, ~ . 7. 8
fluorescentes, y segtin el tamafio presentan unas propiedades fotoquimicas u otras.>*’

Una alternativa a los Qdots que muestran propiedades fisicas y Opticas muy
similares, son los puntos cuéanticos de carbono (Cdots, del inglés carbon dots). Estas
particulas estan fabricadas con carbono y dopadas con heteroatomos, haciendo que sean
méas biocompatibles y menos toxicas.*”” Los Qdots y los Cdots se unen a la proteina

empleando métodos similares a los utilizados con los fluoréforos organicos.

1.3. Proteinas fluorescentes

Se denominan proteinas fluorescentes a los miembros de una clase de proteinas
estructuralmente homologas que, a partir de tres aminoacidos de su secuencia
polipeptidica, son capaces de formar de manera autocatalitica un lumindforo que emite
en la region visible del espectro electromagnético (380-750 nm). Shimomura y col. 428
aislaron en la década de los 60 la primera de ellas, la proteina verde fluorescente (GFP,
del inglés green fluorescent protein), a partir de la medusa Aequorea victoria (avGFP).
Posteriormente se han desarrollado gran nimero de variantes artificiales de la misma,
ademas de aislarse otras proteinas luminiscentes producidas por diferentes organismos

vivos, tales como corales, ascidias, pennatuldceos o anémonas.**
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Sin importar la especie de la que provengan, o el grado de manipulacion, todas ellas
tienen un tamafio de aproximadamente 25 kD. Poseen una estructura de barril formado
por 11 laminas-B unidas por hélices-a, con un didmetro de 24 A y una altura de 42 A,
aproximadamente.** El correcto plegamiento de la estructura de barril es indispensable
para la formaciéon del croméforo autocatalitico con propiedades fluorescentes en su
interior. Por otra parte, el hecho de que el croméforo se encuentre protegido en el
interior del barril incrementa su estabilidad y le aisla del medio, evitando asi su
desactivaciéon por el oxigeno molecular u otras especies reactivas del oxigeno (ROS, del

inglés reactive oxygen species).**°

En el caso particular de la GFP, el cromoforo se forma a partir de tres aminoacidos
adyacentes, la serina 65 (Ser65), la tirosina 66 (Tyr66) y la glicina 67 (Gly67). Tras el
correcto plegamiento se produce una ciclacién debido al ataque nucleofilo del grupo
amino de la Gly67 al carbono del carbonilo de la Ser6s, seguida de la oxidacién del

intermedio ciclado (Figura 38).

Por otro lado, la mutagénesis de sitio dirigido de estos aminoacidos, permite la
obtencién de mutantes que exhiben otros colores.** Por ejemplo, la sustitucién de la
Tyr66 por histidina o triptéfano origina mutantes de color azul (Azurite) y cian
(AmCyan), respectivamente.** Sin embargo, estas modificaciones de la avGFP no
permiten conseguir toda la paleta de colores, utilizdindose para ello otras proteinas
fluorescentes de distinto origen. Por ejemplo, la proteina fluorescente roja (DsRed) se
produce en el coral Discosoma sp., y la sintesis precisa de una etapa més que para la
maduraciéon de la avGFP, mediante la extensién del sistema m-conjugado de los tres
aminoacidos que forman el cromoéforo (Figura 38).*33 El descubrimiento de esta proteina
permitié el desarrollo de proteinas fluorescentes que emiten a mayores longitudes de

onda que las anteriores, con maximos de emision de hasta 655 nm.*3*
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Tabla 13. Proteinas fluorescentes y caracteristicas espectroscopicas relevantes.**

Aexc (nm)

Aem (nm)

447
509
511
457
475
474
486
492
502
510
509
509
527
530
539
553
562
565
581
584
583
605
585
596
610
610
649
625
650

e(M'cm™)

26,200
25,000
44,000
52,000
43,000
30,000
64,000
70,000
83,300
57,500
70,000
67,000
104,000
20,000
6,000
71,000
58000
69,000
100,000
72,500
112,000
38,000
90,000
44,000
72,000
41,000
86,000

67,000

QY

0.55

0.79
0.6

0.63
0.62

0.84

0.85
0.53
0.65
0.68
0.8
0.67
0.77
0.65
0.7
0.69
0.6
0.69
0.48
0.68
0.35
0.3
0.29
0.2
0.22
0.1
0.15

0.2

Oligomerizaci6n

wd

wd

wd

S =N S e S =l S

m

*g: coeficiente de absorcién molar; QY: rendimiento cudntico, m: monémero, d: dimetro, t: trimero, wd:

dimero débil.
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Figura 38. Reacciones postraduccionales y representacion de los croméforos de las proteinas de la familia
de las GFP. (A) Estructura en forma de barril de la GFP con los aminoécidos que forman parte del
croméforo autocatalitico. (B) Biosintesis de los cromoéforos y diversidad de sus estructuras, en color se
muestran los sistemas m-conjugados. Adaptado de la referencia **

Por otro lado, no solo se han realizado mutaciones para variar los colores de las
proteinas, sino también para aumentar el brillo, mejorar el plegamiento y el tiempo que
éste conlleva, evitar la oligomerizacion, acelerar la formaciéon del croméforo o mejorar la

fotoestabilidad y la resistencia al pH.*3%437:43

Las proteinas fluorescentes se han usado para una amplia variedad de aplicaciones,
empleandose como etiquetas fluorescentes universales codificadas genéticamente. En
particular suelen aplicarse para monitorizar la expresion de genes en bacterias, para las
imagenes de células vivas o de organismos o en sistemas FRET donde se usan proteinas

diferentes como donantes y aceptoras o para el desarrollo de bioensayos Yy

biosensores 379,437,439-443
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En la presente Tesis Doctoral han aplicado las proteinas fluorescentes EmeraldGFP
(EmGFP) y mOrange2 en el desarrollo de un bioensayo para la determinacién de FK506

en sangre de pacientes transplantados.

La EmGFP proviene de la avGFP a partir de las mutaciones S65T, S72A, N149K,
M153T, [167T. La mutacion S65T disminuye la fluorescencia del primer maximo de
excitacion de la GFP original, aumentando la del segundo méximo que se desplaza a
487 nm.*** Presenta un Unico maximo de emision a 509 nm, un ®;= 0.68 y un
coeficiente de absorcién molar de 57500 M'cm™.** Por su parte, la mOrange2 proviene
de la DsRed tras multiples ronda de mutagénesis. Se trata de una proteina monomérica,
25 veces mas fotoestable que su predecesora la mOrange y sensible parcialmente al pH.
Posee un maximo de excitaciéon a 549 nm, un maximo de emisioén a 565 nm, un ®; = 0.6 y

. . . - -1 306
un coeficiente de absorcién molar de 58000 M'cm™.°

1.4. Micromotores

En 1959, Richard Feynman conjetur6 en su conferencia “There’s Plenty of Room at

the Bottom” (Hay mucho espacio en el fondo)**°

, el fundamento conceptual de la
nanotecnologia. Unos afios mas tarde, en 1966, Isaac Asimov continud con esta idea de
emplear la nanotecnologia como herramienta médica al publicar la novela “The Fantastic
Voyage”. Sin embargo, no ha sido hasta hace unos afios cuando esta inspiraciéon de la
ciencia-ficcion ha comenzado a hacerse realidad con el desarrollo de particulas en la
escala micro y nanométrica que presentan propiedades autdématas. Aun no existe
consenso en la literatura en relaciéon a la nomenclatura empleada para estos objetos
microscopicos; los términos que se utilizan con mayor frecuencia son, micro/nano-

motores, micro/nano-robots o micro/nano-nadadores, aunque también pueden

denominarse utilizando términos mas descriptivos segin su forma (ej. microtubos**” o

8
44 ), t449

microhélices sus componentes (ej. bacteriabo o espermabot®’) o su

comportamiento (ej, microcohete*>' 0 microherramienta*>?).

Un micromotor esta formado por dos partes fundamentales: un motor encargado
de la propulsién a partir de una fuente de energia y una unidad de trabajo que va a

depender de la aplicacion final del dispositivo.*>3 Uno de los grandes problemas asociados
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a estos sistemas es la microminiaturizaciéon de las fuentes de energia, necesitando
alternativas de propulsion y control a los usados a escala macroscépica, como los motores
de combusti6n.*** También es necesario tener en cuenta los principios fisicos que rigen el
comportamiento del micromotor, ya que la locomocién en un entorno con un nimero de

Reynolds bajo esta fuertemente afectado por el movimiento browniano.*>>™ 57

El disefio, fabricacion y aplicacion de estos sistemas autématas es multidisciplicar,
si bien uno de los pilares fundamentales es la bioquimica. De hecho, en la naturaleza
existen motores biolégicos que han servido de inspiracién para transformar la energia en
movimiento y fuerza. Algunos ejemplos destacables son la kinesina,*®* o el movimiento

flagelar de algunas bacterias.

El tamafio, la forma y el mecanismo de propulsion de los micromotores determina
su campo aplicaciéon. Los micromotores han demostrado ser muy prometedores para
diversas aplicaciones, tanto en el campo biomédico (ej. transporte de medicamentos,
microcirugia, inseminacién artificial, imaging y sensado) como en el ambiental (ej.

eliminacion de contaminantes, en desinfeccién y sensado).343974"

Un ejemplo
interesante es su utilizacion como materiales para la deteccion de compuestos en
diferentes aplicaciones basadas en transduccién éptica. En este sentido, la monitorizacién
de los cambios producidos en la luminiscencia de ciertas sustancias en un entorno liquido
o en el propio micromotor, ha permitido el desarrollo de dispositivos para la deteccién de

diferentes farmacos en aplicaciones biomédicas. Cabe destacar que, hasta el momento, no

se han aplicado para la deteccion y cuantificaciéon de inmunosupresores.

Una de las grandes ventajas de la aplicaciéon de los micromotores en sistemas de
sensado, es su capacidad de capturar “al vuelo” las moléculas de interés que se
encuentran en matrices complejas (ej. sangre y orina), sin la necesidad de purificar o
concentrar la muestra.*>® Esto se debe a que el movimiento de los micromotores puede
crear flujos turbulentos que proporcionan una micromezcla eficiente, mejorando la
transferencia de masa y favoreciendo atin mas la interaccién entre la superficie activa y
los compuestos de interés y, en consecuencia, reduciendo el tiempo de reaccién o de
deteccién.**® Ademas, estos sistemas pueden integrarse facilmente dentro de kits sencillos

y biosensores portatiles.
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1.4.1. Métodos de propulsion

Se necesitan mecanismos de propulsiéon fiables para evitar las limitaciones
asociadas al movimiento en nimeros de Reynold bajos. Mientras que la aleatorizacion
browniana conduce a movimientos estocasticos que necesitan otras fuentes de energia
para lograr un movimiento dirigido.*® Los micromotores pueden clasificarse en tres
grupos principales segin los mecanismos de propulsion: (a) micromotores alimentados
quimicamente (cataliticos); (b) micromotores sin combustible alimentados por fuentes
biocompatibles (fuentes de energia magnética, ultrasénica y térmica), y (c) micromotores

hibridos.
1.4.1.1. Micromotores alimentados quimicamente (cataliticos)

Son motores auténomos que se mueven por si solos con ayuda de combustible y no
precisan de campos externos para dirigir su movimiento. Se producen reacciones
asimétricas en la superficie del micromotor que dan lugar a la propulsién, de forma que
el combustible forma parte de los compuestos del medio liquido. La propulsién depende
de cuatro mecanismos, que pueden darse de manera individual o combinada: auto-

electroforesis, auto-difusion forética, propulsioén por burbujas y enzimatica.

e Auto-electroforesis: los micromotores se propulsan aplicando un campo eléctrico
que induce un movimiento de cargas a lo largo de una superficie y en el fluido que lo
rodea, generdandose un flujo de fluido alrededor del objeto conocido como
electroforesis.*** En los micromotores, estos campos eléctricos pueden inducirse
mediante reacciones cataliticas asimétricas del combustible en el anodo y el catodo, que

A).465,466

provocan un gradiente de iones y un dipolo local (Figura 39 En todos los casos,

tienen una morfologia de varilla bimetalica.

e Auto-difusién forética: los micromotores se propulsan por la difusiéon de las
moléculas del disolvente y de las especies producidas durante la reacciéon quimica que se
produce en la superficie de los motores, originando un gradiente de concentraciones y de
presion.**+4%7 para que se produzca, es necesario que los motores posean cierta asimetria

superficial, por lo que se emplean motores esféricos de tipo Janus (Figura 39B).
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e Propulsién por burbujas: en estos micromotores, durante la reacciéon quimica las
moléculas de gas generadas se acumulan formando burbujas. La liberacién continua de
burbujas genera un movimiento de empuje neto a través de una fuerza de retroceso.**® El
empleo de micromotores con una estructura tubular, donde la reaccidon catalitica se
produce en la cavidad interior, puede ayudar al desarrollo y migraciéon de las burbujas.
Sin embargo, también pueden emplearse micromotores esféricos si se produce una

fuerza neta suficiente al generarse y desprenderse las burbujas (Figura 39C).*%%47°

e Enzimdtica: una de las limitaciones para el empleo de los micromotores en
sistemas biologicos es la incompatibilidad de los materiales y combustibles que se
utilizan. Por ello, se ha demostrado que el uso de enzimas permite convertirlos en
materiales biol6gicamente compatibles. Estas enzimas pueden aportar movilidad a los

471,472

motores 0 actuar como microbombas moviendo el fluido, si se encuentran

inmovilizadas en su superficie.*’?

A)

©

Movimiento ®

Figura 39. Esquema de los mecanismos de propulsién de los micromotores: (A) Propulsién por auto-
electroforésis, (B) propulsioén auto-difusioforética, y (C) propulsién por burbujas.
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1.4.1.2. Micromotores alimentados por fuentes de propulsion externa

Los micromotores cataliticos no son aptos para todas las aplicaciones, ya que los
combustibles o los subproductos generados puedes ser téxicos en entornos biolégicos.
Por otro lado, los mecanismos en los que se generan gradientes i6nicos no funcionan en
entornos salinos, como las muestras sanguineas o de orina. Una alternativa es la
aplicaciéon de campos externos, donde el movimiento, direccién y la velocidad pueden
modularse al variar las condiciones de aplicacién del campo externo. Una de las
desventajas del empleo de este tipo de propulsién es que precisa de un equipo externo

que genere el campo, lo que puede limitar su aplicacion.**
Segun el tipo de campo empleado pueden clasificarse en:

e Fotodirigidos: se tratan de motores propulsados por luz que presentan en su
estructura un fotocatalizador que genera pares electron-hueco para impulsar reacciones
quimicas.*”* Su morfologia puede ser tubular,*”> esférica?”® o incluso de alambre en forma

de microarbol.*””

e Magnéticos: son micromotores que contienen un material magnético en su
estructura, el cual se alinea al aplicar un campo magnético externo. Los campos

s e . ., . . 478
magnéticos aplicados para la propulsion de los micromotores pueden ser rotatorios*” o

helicoidales,*” dependiendo de la estructura del micromotor.

e Eléctricamente dirigidos: la propulsion se lleva a cabo gracias a la movilidad
electroforética producida por una corriente eléctrica continua. Al poner los micromotores
en disolucion la superficie adquiere una pequefia carga debido a la ionizaciéon de las
moléculas de la capa exterior, de forma que son atraidos por un campo eléctrico.**
Modificando los materiales de fabricaciéon puede ajustarse la dindmica de movimiento de

los micromotores.*>*

e Ultrasonidos: se basa en el empleo de ondas actsticas de alta frecuencia (MHz)
que crean un gradiente de presion localizado que actiia asimétricamente sobre los
micromotores. Las ondas de ultrasonido son capaces de hacer que los micromotores
leviten, se propulsen, roten, alineen o se ensamblen, tanto en agua como en disoluciones
de alta fuerza i6nica.*®"
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1.4.1.3. Hibridos

Para conseguir sistemas con un mayor grado de control, se estan estudiando los
sistemas de propulsiéon ortogonales. Para ello se emplean micromotores
multicomponente, en los que la mezcla de materiales confiere un mayor ajuste de la
direccién y la velocidad al usar diferentes tipos de propulsion. Ejemplos de este tipo de
sistemas pueden ser los micromotores multimetalicos propulsados acuisticamente cuya
direccién se controla mediante campos magnéticos,482 o micromotores propulsados
cataliticamente cuyo comportamiento y velocidad se controla con el campo externo, el

cual dependera de las propiedades del micromotor.**34%

1.4.2. Fabricacion de motores

Se han descrito muchos métodos para la sintesis de micromotores. La seleccién
dependera, entre otros factores, de los materiales utilizados, del formato de ensayo, de la
forma escogida para el motor y del tipo de propulsién. A continuacién, se describen

algunos de los métodos de fabricaciéon més empleados.

Uno de los primeros métodos descritos para la sintesis de motores es la
electrodeposicion. Se trata de un método rapido y de bajo coste en el que la reduccién de
disoluciones de sales metalicas provoca el crecimiento de los motores dentro de un
molde.*®> La longitud de los motores se puede controlar a partir de la carga
empleada,”®**¥” 'y la alternancia secuenciada de disoluciones con diferentes
composiciones que permiten generar diferentes capas metélicas en un mismo motor.**®
Por lo general, con este tipo de técnica se obtienen motores con forma de alambre o
varilla, ya que se emplean como moldes membranas de alimina o policarbonato, que
presentan poros cilindricos (Figura 40A). Ademés, pueden conseguirse formas mas
complejas, como muelles, depositando de manera simultdnea varios metales y
disolviendo selectivamente uno de ellos.**® La electrodeposicién no solo se emplea para
fabricar motores macizos sino que, al llevar a cabo una sintesis de deposicién mas rapida,

pueden conseguirse motores tubulares, los cuales presentan un ntcleo hueco. En estos

casos, se emplean precursores de electropolimeros organicos y disoluciones de sales
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metélicas, para obtener una capa externa que confiera al motor la funcionalidad deseada

y capas internas metalicas encargadas de la propulsion, respectivamente.

Otra técnica empleada para la fabricaciéon de motores con diferentes morfologias es
la fotolitografia. En ella se exponen materiales fotopoliméricos a una fuente de luz a
través de una mascara o plantilla, de tal forma que las regiones tapadas por la plantilla no
polimerizan y pueden eliminarse facilmente (Figura 40B). Una alternativa es la escritura
directa con laser, que permite la creacién de microestructuras poliméricas en 3D de
manera precisa, con alta resolucién y sin la necesidad de emplear plantillas.**® En su
lugar se emplea un haz focalizado que permite polimerizar el material con la forma
deseada, sin tener que limitarse a una seccién transversal fija. Un inconveniente de las
técnicas fotolitograficas es que Unicamente funcionan con materiales poliméricos
fotosensibles. Sin embargo, puede combinarse con otros materiales, que pueden
depositarse en la superficie después de la fabricacion,*®’ emplear nanoparticulas
mezcladas junto con el polimero precursor,*® o pueden utilizarse patrones

fotolitogréficos como plantillas para la fabricacion con otros materiales.*>*

La deposicion de vapor (Figura 40C) es otra técnica muy utilizada para la
fabricacion de motores, que facilita la integraciéon de las propiedades magnéticas o
cataliticas.*®® Consiste en la vaporizacién de un material s6lido, bien térmicamente o
usando una fuente de energia, como un haz de electrones de alta potencia, sobre un
sustrato formando una fina capa de material orientado hacia la fuente.*** Por lo general,
la deposicion de vapor es el método mas comtn para fabricar motores esféricos tipo
Janus, partiendo normalmente de particulas esféricas de silice o poliestireno. Para
mejorar la limitada diversidad funcional que presenta la deposicion de vapor
convencional, se ha desarrollado la configuraciéon de angulo rasante (GLAD, del inglés
glancing angle deposition). En el GLAD la deposicion se lleva cabo con un angulo flexible
frente a la direccion vertical empleada en la deposicién convencional (Figura 40D).*% De
esta forma pueden depositarse diferentes materiales cambiando el angulo entre la fuente
y el sustrato. Controlando la tasa de vapor y el giro del sustrato puede ajustarse el grosor
de la capa y la estructura geométrica, obteniéndose motores con diversas morfologias,
por ejemplo con forma de renacuajo,** de L*7 o hélices.**®
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Los denominados motores enrollados se obtienen al hacer deposiciones sobre una
capa de polimero, producida mediante fotolitografia. Al depositar peliculas delgadas de
diferentes materiales se producen grandes tensiones, que pueden provocar la curvatura
de las capas (Figura 40E).*° Seleccionando los materiales adecuados, asi como su
espesor, se puede controlar la formacién de estructuras tubulares,**® helicoidales®* o con

pliegues.>”

(A) B) ..,

Disoluciéon — —
Sustrato
polimérico

Mascara

Molde
‘ Polimero
/entrelazado
Cétodo -
©) (D) (E)
—
A v/
A e/ Material 2
v YE Y OYE e Y e A e Material 1
oo\ o\ o/ o/ KQ\-/ Capa sacrificial
Sustrato e
" ~ '
MeFald N\?xpamsién
vaporizado Contraccién # o
Eliminacién

- Fuente de < selectiva
energia

Figura 40. Esquema de algunos de los métodos de sintesis de micromotores. (A) Electrodeposicion,

(B) fotolitografia, (C) deposicién de vapor, (D) GLAD y (E) motores enrollados.

Por otro lado, los micromotores esféricos de tipo Janus, se caracterizan por tener
diferenciadas en la misma superficie dos o més propiedades fisicas distintas, lo que
permite que se produzcan de manera simultinea dos tipos de reacciones.’®® Dicha
estructura asimétrica va a influir notablemente en su propulsion eficiente, asi como en la
funcionalizacion selectiva para mejorar las capacidades de detecciéon o la compatibilidad
biologica.>® A parte de la estrategia de la deposicion de vapor de finas capas metalicas
sobre microesferas para conseguir la asimetria, existen otras muchas vias sintéticas.>**

Entre ellas cabe destacar los métodos de emulsion Pickering, donde una emulsion
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polimérica se estabiliza con particulas sélidas situadas en la interfase;®* el

autoensamblaje de polimeros®*® o la electroquimica bipolar.>*”

En la presente Tesis Doctoral se han evaluado tanto micromotores tubulares
poliméricos, sintetizados mediante electrodeposicion en membrana, como micromotores
esféricos Janus, sintetizados mediante una emulsion polimérica estabilizada por

particulas magnéticas.
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2. Objetivos

Este capitulo de Tesis describe el desarrollo de bioensayos basados en medidas de
fluorescencia para la determinaciéon del inmunosupresor FK506 en sangre de pacientes
trasplantados, empleando proteinas recombinantes. Para ello se ha sintetizado la proteina
FKBP1A fusionada con la proteina fluorescente EmGFP o mOrange2, utilizando un
separador de GS entre los dos dominios y afiadiendo una cola de 6 histidinas para su
purificacion.

Para la obtencién de las distintas proteinas de fusién se han preparado dos vectores
de expresion de tipo plasmido para su expresiéon en E. coli. La primera construccion
genética codificante integra el dominio N-terminal de la proteina FKBP1A y la proteina
fluorescente situada a continuacion. En el segundo caso, la proteina FKBP1A se situ6 en el
extremo C-terminal de la proteina fluorescente. De esta forma se pueden evaluar posibles

impedimentos estéricos o dificultades en el plegamiento.
Los objetivos especificos planteados en este Capitulo se describen a continuacion:

e Diseflo y preparacion de los vectores de expresion que codifican las proteinas de
fusién formadas por el receptor FKBP1A y las proteinas fluorescentes mOrange2 o

EmGFP en E.coli.

e Produccion y purificaiéon de las proteinas de fusiéon formadas por el receptor

FKBP1A y las proteinas fluorescentes mOrange2 y EmGFP.

e Caracterizacion espectroscopica de las proteinas recombinantes producidas, asi

como su interaccién con el farmaco FK506.

e Desarrollo y optimizacién de un bioensayo para la determinacién de FK506,
basado en medidas de fluorescencia, empleando las proteinas FKBP1A-FP y particulas
magnéticas. Aplicacién del ensayo optimizado al andlisis de muestras de sangre de

pacientes trasplantados.

e Desarrollo y optimizacién de un bioensayo para la determinacién de FK506,
basado en medidas de fluorescencia, empleando la proteina FKBP1A-EmGFP y

micromotores Janus propulsados magnéticamente.
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3. Materiales y métodos

3.1. Sintesis y expresion de proteinas fluorescentes
3.1.1. Reactivos

e N-hidroxisulfosuccinimida (sNHS, Fluorochem).

e 1-Ftil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, Fluorochem).

e Imidazol (Merck).

e Extracto de levadura (Conda).

e Glicerol (Fisher Scientific).

¢ Betaina (Sigma).

e Triptona (Conda).

o Glucosa (Merck).

e Isopropil-B-D-tio-falactésido (IPTG, Thermo Fisher).

e Agar (Conda).

e Cloruro sédico (Quimipur).

e Cloruro potasico (Riedel-de Haén).

e Cloruro de magnesio (Merck).

e Agarosa (Conda).

e Agua Milli-Q (MilliPore).

e Sulfato de kanamicina de Streptomyces kanamyceticus (Sigma-Aldrich). La
disolucion patron del antibidtico se prepar6é a una concentracion de 50 mg/mL
utilizando agua purificada mediante un sistema milli-Q (Millipore) y autoclavada.
Para su conservacion, se esterilizé por filtracién y se congelé a -20 °C.

e NEBuilder HiFi DNA Assambly Master Mix (New England BioLabs).

e DNA polimerasa Phusion Hot Start II (Thermo Fisher).

e Mix de desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTP, Thermo Scientific).

e Marcador de proteinas pretefiido PageRuler™ de 10— 180 kDa (Thermo
Scientific).

e QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit (Qiagen).

e QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).

e PD-10 Desalting Colums (GE Healthcare).
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e Columna HisTrap FF crude de 1 mL (GE Healthcare).
¢ Ensayo de proteinas Pierce™ BCA™ (Thermo Fisher).

e Tampo6n de lisis de células bacterianas (NZYTech).

3.1.2. Disoluciones y agentes bloqueantes

e Tampo6n fosfato sdédico salino (PBS, Sigma): fosfato 10 mmol/L, NaCl
137 mmol/L, KCI 2.7 mmol/L, pH 7.5.

e Tamp6én de unién: fosfato soédico 20 mmol/L, NaCl 500 mmol/L, imidazol
20 mmol/L, pH 7.4.

e Tamp6n de elucién: fosfato sédico 20 mmol/L, NaCl 500 mmol/L, imidazol
500 mmol/L, pH 7.4.

e Tampodn de aplicacion: glicerol al 10% (v/v), SDS al 3% (p/v), Tris-base pH 6.8 al
12,1% y azul de bromofenol al 0.2% (p/v).

e Tampo6n de desarrollo: 0.3% Tris-base pH 8.4 al 0.3% (p/v), glicerol al 0.14%
(p/v) y SDS al 0.1%.

e Tampo6n PBST: PBS conteniendo T20 al 0.1% (v/v).

3.1.3. Microorganismos

Se utilizan bacterias quimicamente competentes E. coli NEB 5-alpha (New England
Biolabs) para la perpetuacion del vector y E. coli BL21 (DE3) para la expresion de las

proteinas de fusion.

3.1.4. Vectores

Los plasmidos comerciales FKBP1A-pDONR221 (DNASU), pRSET-EmGFP
(Invitrogen) y pmOrange2 (Clontech) se usaron como fuente de las secuencias
codificantes de FKBP1A, EmGPF y mOrange2, respectivamente.

El plasmido utilizado para la expresion de las proteinas de fusién fue el pQE-T7-2
(Qiagen) de 5.3 kb, que presenta el promotor T7, un sitio de clonaje multiple, y confiere

resistencia a la kanamicina.
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3.1.5. Cebadores

Los cebadores (Integrated DNA Technologies) usados se encuentran recogidos en la
Tabla 14, donde F.P. hacen referencia a los cebadores directos (del inglés, foward primer)

y R.P. a los cebadores reversos (del inglés, reverse primer).

Tabla 14. Secuencias de los cebadores empleados.

Nombre Secuencia

F.P.-HFGO-F 5°-ATC ACC ATG AAA ACC TGT ATT TTC AGT CCG GAG TGC AGG TG-3"
R.P.-HFGO-F 5°-TTG CTC ACC GAA CCT CCA CCT TCC AGT TTT AGA AG-3°
F.P.-HFGO-O 5°-GGT GGA GGT TCG GTG AGC AAG GGC GAG-3°
R.P.-HFGO-O 5°-GCA GCC GGA TCT TAC TAC TTG TAC AGC TCG TC-3°
F.P.-HOGF-F 5°-TAC AAG GGT GGA GGT TCG GGA GTG CAG GTG-3*
R.P.-HOGF-F 5°-GCA GCC GGA TCT TAC TAT TCC AGT TTT AGA AG-3°
F.P.-HOGF-O 5°-ATC ACC ATG AAA ACC TGT ATT TTC AGA GCG TGA GCA AGG GC-3°
R.P.-HOGF-O 5°-TCC CGA ACC TCC ACC CTT GTA CAG CTC GTC-3°

F.P.-pQE 5°-TAG TAA GAT CCG GCT G-3~

5°-ATA CAG GTT TTC ATG GTG ATG GTG ATG ATG CAT ATG ATT TAT ATC TCC TTC TT-3"

R.P.-pQE-0/G

3.1.6. Medios de cultivo
Todos los medios de cultivo se autoclavan a 121 °C durante 20 min.

e Low Salt Luria-Bertani (LB): 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L
NaCl, 15 g/L agar (solo en medio s6lido), antibi6tico.
¢ 5.0.C: 0.5% extracto de levadura, 2% triptona, 10 mmol/L NaCl, 2.5 mmol/L

KCl, 10 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L MgSO,20 mmol/L glucosa.

3.1.7. Instrumentacién

e Espectrofotometro Varian Cary-3 Bio para la realizacion de espectros de
absorciéon (UV-vis).

e Espectrofluorémetro Horiba Fluoromax-4TCSPC equipado con una lampara de
xenon de 150 W como fuente de excitacion, para las medidas de los espectros de
emision de las proteinas fluorescentes.

e Centrifuga miniSpin (Eppendorf AG).

¢ Centrifuga 5810 R (Eppendorf AG).
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e Termociclador Sure Cycle 8800 (Agilent Technologies).

e Sistema Mini-Protean III (Bio-Rad).

e Autoclave MED 12 (Selecta).

¢ Espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Scientific).

e Incubador (Memmert).

e Campana de seguridad bioldgica de clase II Biostar (Telstar).

e Balanza analitica Metter AT261 DeltaRange® con 0.01 mg de sensibilidad.
e Sonda de ultrasonidos (P-Selecta, Espafia).

e pH-metro Crison GLP 21.

e Agitador vortex (Bio-vortex, Espafa).

e Agitador orbitalico KS 4000i (IKA).

e Material analitico de calidad contrastada.

e Tubos de polipropileno conicos de 15 y 50 mL (Thermo Fisher).

e Programa de tratamiento y procesado de datos OriginPro 2016, Microsoft

Excel 2016 y MARS (BMG labtech).

3.1.8. Produccién de las proteinas recombinantes FKBP-FP
3.1.8.1. Construccion de los plasmidos pFKBP1A-FP

El clonaje de los genes y construccion de los plasmidos se llevé a cabo empleando el
kit de ensamblaje de DNA NEBuilder HiFi. Este método™® permite ensamblar varios
fragmentos en una Unica etapa sin importar la longitud de estos ni la compatibilidad de
los extremos, tan solo es necesaria una superposicion de las secuencias de los fragmentos
a unir de entre 15y 30 bp. La mezcla comercial contiene: (a) una exonucleasa, encargada
de crear extremos 3 de una sola hebra, lo que facilita la hibridacién de los fragmentos
que contienen una complementariedad de secuencia; (b) una polimerasa, que se encarga
de rellenar los espacios que puedan quedar vacios tras la hibridacion; y (c) una ligasa,
que une los fragmentos ensamblados. Un esquema de su funcionamiento puede verse en

la Figura 41.
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Fragmentos de DNA con regiones de
solapamiento en los extremos

Ensamblaje de DNA NEBuilder

| e ——

Hibridacién

‘ Accion de la DNA polimerasa

Incubar aso oC r #

durante 15-60 min ‘ Accién de la DNA ligasa
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e —

A+B
DNA completamente ensamblado

Figura 41. Descripcién del método de ensamblaje empleado para la construccién de los vectores de
expresion de las proteinas recombinantes.

a) Amplificacién de los fragmentos

Las secuencias codificantes de FKBP1A, EmGFP y mOrange2 y el vector pQE-T7-2,
se amplificaron mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), empleando
cebadores (Tabla 14) que introdujeran las regiones de solapamiento necesarias para el
ensamblaje. Para ello, se prepararon mezclas de reaccién que contenian 2.5 UL de cada
cebador (10 pmol/L), 0.5 PUL de DNA polimerasa Phusion Hot Start II, 5 JL de la mezcla
de desoxirribonucledtidos trifosfatos (ANTP) (2 mmol/L de cada uno), 5 UL de betaina
(5 mol/L) y 10 UL de tampé6n Phusion HF (5X). A la mezcla se le afladieron 5 UL de la

plantilla de DNA (0.1 ng/mL) y se complet6 con agua destilada estéril hasta 50 UL.

Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador Sure Cycler 8800, comenzando la
reaccion con 1min de desnaturalizacion a 98 °C seguido de 30 ciclos de: 10s de

desnaturalizacion a 98 °C, 30s de hibridacién a la temperatura especifica de los
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cebadores (Tabla 15), y 30 s (genes) o 2 min 30 s (vector) de elongaciéon a 72 °C. Para

completar la reaccién se afiade una extension adicional de 7 min a 72 °C.

Tabla 15. Parejas de cebadores empleados en las amplificaciones PCR para cada una de las plantillas
génicas usadas para construir los vectores de expresiéon de las proteinas fluorescentes, junto con las
temperaturas de hibridacién (Tm) de cada pareja y el tamafio de los amplicones obtenidos en las PCR.

‘ Plantilla Cebadores Tm :nirp;i?cfcl’::)
FKBP F.P.-HFGO-F/RP-HFGO-F 45.9 °C C 370 bp
HisTag-FKBP1A-FP mOrange2 F.P.-HFGO-O/RP-HFGO-O  55.7 °C D 734 bp
EmGFP  F.P.-HFGO-O/RP-HFGO-O  55.7°C E  743bp
FKBP F.P.-HOGF-F/RP-HOGF-F ~ 459°C F  356bp
HisTag-FP-FKBP1A  mOrange2 F.P.-HOGF-O/RP-HOGF-O  50.6 °C G 749 bp
EmGFP F.P.-HOGF-O/RP-HOGF-O  50.6 °C H 758 bp
Vector PQE-T7-2 F.P.-pQE/RP-pQE-O/G 54.4 °C A 5245 bp

Para comprobar la correcta amplificacion de los fragmentos, se estimaron sus

tamafios mediante electroforesis empleando geles de agarosa al 1%.

Los amplicones recombinantes se purificaron con el kit de purificacion QIAquick
PCR & Gel Cleanup Kit (Qiagen) siguiendo las indicaciones de la casa comercial, y su

concentracién se cuantificé con un espectrofotdbmetro NanoDrop.
b) Ensamblaje de los genes codificantes de las proteinas quimeras

Se ensamblaron tres fragmentos diferentes para cada una de las construcciones: el
vector, el inserto del gen FKBP1A y el inserto del gen de la proteina fluorescente (EmGFP
o mOrange2). Para hacer posible el ensamblaje entre los fragmentos, se emplearon
amplicones con zonas complementarias de recombinacion.

La reacciéon de ensamblaje se prepar6 en hielo, mezclando aproximadamente
30 fmol del vector con los insertos génicos en una proporciébn molar
vector:inserto1:inserto2 de 1:2:2. Sobre esa mezcla se afiadieron 10 UL de la mezcla de
ensamblaje NEBuilder HiFi DNA y agua desionizada autoclavada hasta un volumen final
de 20 PL. Las muestras se incubaron en el termociclador a 50 °C durante 15 min. Tras la

incubacion, las muestras se guardaron a -20 °C hasta su posterior perpetuacion.
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Figura 42. Esquemas de las construcciones de los plasmidos (A) pQE-mOrange2-FKBP1A, (B) pQE-
FKBP1A-mOrange2, (C) pQE-FKBP1A-EmGFP y (D) pQE-EmGFP-FKBP1A.

¢) Perpetuacion de los plasmidos

Los plasmidos ensamblados para las cuatro construcciones preparadas, se
propagaron en células quimicamente competentes de E. coli (NEB 5-alpha) mediante

choque térmico. Las bacterias se sembraron en platos de LB y se seleccionaron por su

resistencia a la kanamicina (50 pg/mL).

Se seleccionaron varias colonias individuales para cada construccién, inoculandose
en LB e incubando a 37 °C durante 16 h. Se tom¢6 una alicuota de cada medio, se afiadié
glicerol hasta una concentracion final del 15% conservandose a -80 °C. Finalmente, las

células se recogieron por centrifugaciéon (680oxg, 3 min). El pellet se trat6 con el kit
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comercial QIAprep Spin Miniprep Kit para extraer y purificar el plasmido, el cual se

cuantificé en el espectrofotémetro NanoDrop.

Los plasmidos construidos y purificados se secuenciaron para confirmar el correcto

ensamblaje de los genes.
3.1.8.2. Transformacion de la cepa de E. coli BL21 (DE3)

Se emplearon bacterias E.coli BL21 (DE3), que son compatibles con el promotor Ty
del vector de expresién pQE-T7-2. Para ello, se descongel6 en hielo una alicuota de 50 UL
de las bacterias, se afiadié 1 ML del plasmido y se mezclé volteando el tubo. Tras una
incubacién en hielo de 30 min, se calent6 la mezcla a 42 °C durante 1 min. El tubo se
mantuvo en hielo durante 2 min, antes de afladir 950 PL de medio SOC. A continuacion,
se incubd el tubo con agitacion vigorosa a 37 °C. Transcurrida una hora, se sembraron 50
y 300 ML del cultivo de células transformadas en placas de LB, conteniendo 50 Jg/mL de

kanamicina. Las placas se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 16 h.
3.1.8.3. Expresion de las proteinas de fusion en E. coli BL21 (DE3)

Con el fin de obtener la cantidad de biomasa adecuada, se llevd a cabo el
crecimiento de los clones recombinantes como paso previo a la induccién de la expresion
de la proteina correspondiente. Para ello, se creci6 un preindculo en medio LB en
presencia de kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron los cultivos a 37 °C con agitacién
(200 rpm) durante 16 h. Para mantener una aireaciéon adecuada, los volimenes de cultivo
utilizados fueron 1/10 del volumen nominal del material empleado. Una alicuota del

preindculo se conservo con glicerol al 15% a -80o °C.

A continuacion, se inoculé LB-kanamicina con el preindculo, y se crecid el cultivo
hasta fase logaritmica (ODg,,=0.6). La induccién del promotor T7 se realizé afiadiendo
0.5 mmol/L de IPTG, manteniendo el cultivo en las mismas condiciones de temperatura y

agitacion durante 16 h.
3.1.8.4. Aislamiento y purificacién

Finalizado el tiempo de induccién, los cultivos se mantuvieron en hielo durante

10 min para detener el crecimiento celular. Se transfirieron a tubos de centrifuga

180



Sintesis y aplicacién de proteinas fluorescentes recombinantes para la deteccién de FK506

previamente pesados y se centrifugaron (5000xg, 10 min, 4 °C) para recolectar las
células bacterianas que contienen las proteinas en su citoplasma. Los pellets bacterianos

se congelaron a -80 °C hasta su uso.

El pellet de bacterias se resuspendié en tamp6n de lisis (5 mL/g de células) junto
con 0.1 mg/mL de lisozima, 4 Jg/mL de DNAsa I e inhibidor de proteasas libre de EDTA.
>* La suspension de células se incubd con agitacion (140 rpm) a temperatura ambiente
durante 1 h. Para conseguir un mayor rendimiento en la lisis, se realizaron 10 ciclos de

sonicacion con pulsos de 10 s y una amplitud del 70%, manteniendo las células en hielo.

Para aislar los extractos de lisis, las suspensiones se centrifugaron a 15000xg,
15 min, 4 °C. El sobrenadante se filtr6 (0.45 Um) para eliminar residuos del debris
bacteriano. A continuacién, los extractos se diluyeron con el tampén de unién (dilucion

1:3) y se percolaron en una columna HisTrap FF crude de 1 mL, previamente equilibrada.

Para llevar a cabo la purificacién, se emple6 una bomba peristaltica manteniendo
un caudal constante de aproximadamente 1 mL/min. Tras percolar la muestra, se lavo la
columna con 30 mL de tampoén de unién antes de eluir la proteina con 10 mL del tampdn
de elucion. La proteina se recolecté en fracciones de 1 mL y alicuotas de las mismas se

analizaron mediante SDS-PAGE.

Finalmente, se elimin6 el imidazol mediante cromatografia de exclusién con
columnas pre-empaquetadas PD-10 (Shephadex G-25), siguiendo las indicaciones del

fabricante y usando PBS como buffer de equilibrado.
3.1.9. Caracterizacién molecular
3.1.9.1. Determinacion de la concentracién de proteina
La concentracion de las proteinas recombinantes purificadas se determiné
espetrofotométricamente aplicando la ley de Lambert-Beer (13):
A=¢-l-c (13)
donde A es la absorbancia de la disolucién a una longitud de onda determinada, ¢ es el

coeficiente de absorciéon molar, [ es el paso 6ptico y c es la concentracién. Las medidas se

realizaron a 280 nm empleando un espectrofotometro NANOdrop. Los coeficientes de
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absorcion molar a 280 nm se calcularon teéricamente, a partir de la secuencia de
aminodcidos con la herramienta ExPASy ProtParam,> resultando ser 47330 M'cm para
las construcciones que incluyen la FP mOrange2 y 33350 M 'cm™ para las construcciones

basadas en la EmGFP.
3.1.9.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los extractos proteicos presentes en las muestras, se separaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (10%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE), segtin el método Laemmli.>"

Las muestras se trataron durante 5min a 98 °C en el tampdn de aplicacion.
Posteriormente, tras la carga de las muestras, se llevd a cabo la electroforesis en el
tampdn de desarrollo durante, aproximadamente, 40 min a 25 mA/gel en un sistema
Mini-Protean III (Bio-Rad) con geles de un espesor de 1 mm, un tamafio de 8 x 7.3 cm y
con 15 pocillos. Se utilizaron marcadores de peso molecular para estimar el tamafo de las

proteinas producidas.
3.1.9.3. Tincion con Coomassie

Tras la separacion de las proteinas, los geles se tifieron con azul de Coomassie
durante 5—10 min. La visualizacién final del patrén proteico se obtuvo tras destefiir los

geles en agitacion con una solucién de acido acético al 7.5%.
3.1.9.4. Microbalanza de cristal de cuarzo

La microbalanza de cristal de cuarzo (QCM, del inglés quartz cristal microbalance)
es un sensor piezoeléctrico, donde se miden las variaciones de la frecuencia de resonancia
debidas a cambios de la densidad superficial de masa. Esta plataforma puede emplearse
para detectar las interacciones Ag-Ab o de ligandos con proteinas. Concretamente, en la
presente Tesis Doctoral se ha utilizado para caracterizar la interacciéon de las proteinas

recombinantes con el FK506.

Las medidas se llevaron a cabo en la Universita degli Studi di Firenze en

colaboracién con Giacomo Lucchesi del grupo de la Prof. Gabriella Caminati.
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Para ello, se emple6 una microbalanza QCM-Z500 (KSV Instruments Ltd.) equipada
con modulo termoeléctrico (Oven Instrument). Se registraron los cambios en la
frecuencia de resonancia (4f) y en la energia de disipacién (AD) de un sensor AT-cuts
MHz recubierto de oro (Nordtest s.r.l.), y con un &rea sensora de 0.785cm? a su
frecuencia de resonancia (f,) y al 3°, 5°, 7° y 9° sobretono. Los datos se analizaron con el

software QCMBrowser 2.30 (KSV Instrument Ltd).

Dado que las proteinas recombinantes contienen una cola de histidinas, se emple6
una superficie modificada con NTA-Ni para la inmovilizacién orientada de las mismas.>™
En primer lugar, la superficie sensora recubierta de oro se lavé con &cido crémico, se
aclar6 con agua y se secd con corriente de nitrégeno. A continuaciéon se formo la
monocapa autoensamblada (SAM) con una disolucién de 3,3'-ditiobis[N-(5-amino-5-
carboxipentil)propionamida-N',N'-diacido acético (C2-NTA) (0.1 mmol/L) y se formo el

complejo con NiSO,-6H,0 (0.5 mmol/L).

La funcionalizacion de la superficie NTA-Ni con las proteinas fluorescentes se llev
a cabo empleando una disolucién de 500 nmol/L de la proteina en PBS hasta saturar la

superficie.

Finalmente se midié la interaccion del FK506 con la proteina inmovilizada,
afladiendo de manera secuencial alicuotas del analito en PBS en el intervalo de

concentraciones de 1 pmol/L - 10 nmol/L.

La masa (m) detectada para las capas de proteinas adsorbidas se estim¢ utilizando
la ecuacién de Sauerbrey’” (14) y el modelo Voigt®* incluidos en el software del
instrumento, QCMBrowser 2.30 (KSV Instrument Ltd, Finland):

2nf
Af = — ¢Am (14)

Ay Pqlq

donde n es el numero del sobretono, pq y 14 son la densidad y el médulo de cizalladura del
cristal de cuarzo, respectivamente.

La masa detectada de la pelicula rigida con una disipacién de energia pequefia o
nula se calcul6 con la ecuacién Sauerbrey, mientras que el modelo de Voigt se aplicé en el
caso de valores de disipacién mayores correspondientes a las capas blandas y elasticas.>"

183



Capitulo 7

La densidad de masa superficial de saturacion (Am/A)s, y el area molecular relativa

ocupada en la superficie (A) se calcul6 empleando la Ecuacién 15:

MW

A=—— "
(ATm)Sat . NA "

donde MW es la masa molecular y N4 es el nimero de avogadro.

El grosor de la capa adsorbida se determiné a partir del anélisis detallado de todos
los sobretonos para la configuracion QCM-Z utilizando el software QCMBrowse y
mediante una estimacion simple del grosor de la capa usando una densidad media de las
proteinas obtenidas a partir del ajuste de los datos. Los datos se analizaron con el
software Igor 6.10A (Wavemetrics, USA).

El célculo de los parametros cinéticos se realizé con un modelo de unién simple de

Langmuir (16):
Am
sm _ (T)Sat [FK506] )
A k; + [FK506]

donde k'; es la pseudo constante de unién del FK506 a las proteinas de fusion que

contienen la FKBP1A.
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3.2. Aplicacion de las proteinas de fusion fluorescentes al desarrollo de

bioensayos empleando particulas magnéticas
3.2.1. Reactivos

e N-hidroxisulfosuccinimida (sNHS, Fluorochem).

e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, Fluorochem).

e Dimetil sulféxido anhidro (DMSO, VWR).

e Agua Milli-Q (MilliPore).

e Metanol (MeOH, Thermo Fisher Scientific).

e IgM monoclonal de ratén anti-FK506 (Santa Cruz Biotechnology).

e IgG policlonal de burro anti-IgM de ratén marcado con Alexa Fluor 647 (Jackson
ImmunoResearch).

e Acido micofendlico (MPA, Alfa Aesar).

e Tacrolimus (FK506, Sinoway Industrial).

e Sirolimus (Sir, Fisher BioReagents).

e Derivado carboxilado del tacrolimus (FK506-COOH). Sintetizado en el grupo de
investigacién GSOLFA en el marco de la Tesis Doctoral de Francesca Salis.?*

Las disoluciones stock de los haptenos se prepararon en DMSO a concentraciones

superiores a 1 mg/mL y se conservaron a 4 °C. Las disoluciones de calibrado de los

diferentes analitos se prepararon diariamente diluyendo con PBST (10 mmol/L, pH 7.4).

3.2.2. Disoluciones y agentes bloqueantes

e Tampo6n fosfato sdédico salino (PBS, Sigma): 10 mmol/L fosfato, 137 mmol/L
NaCl, 2.7 mmol/L KCI, pH 7.5.

e Tampo6n acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1i-iletanosulfénico (HEPES): 50 mmol/L
HEPES, 100 mmol/L NaCl, pH 8.

e TampoOn tris(hidroximetil)aminometano (Tris, Bio-Rad): 50 mmol/L Tris, pH 8.

e Tampdn PBST: PBS conteniendo T20 al 0.1% (v/v).

e Tampén 4acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES, Thermo Fisher):
100 mmol/L MES, 0.9% NaCl, pH 4.7.

e Tampodn de bloqueo de caseina en PBS (Thermo Fisher Scientific).

185



Capitulo 7

e Tampén de bloqueo libre de proteinas en PBS Pierce® (PFBB, del inglés protein
free blocking buffer): PBS pH 7.4, agente antimicrobiano kathon y un compuesto

protegido bajo patente.

3.2.3. Instrumentacion

e Para los bioensayos, se us6 un lector de microplacas, BMG LABTECH CLARIOstar,
en el modo fluorescencia. Se empled una Ae de 475+10 nm y una A, de
520410 nm.

e Centrifuga miniSpin (Eppendorf AG).

e Savant DNA SpeedVac 110 (Holbrook, USA).

e Lavador de placas HydroFlex™ con soporte magnético (Tecan).

e Balanza analitica Metter AT261 DeltaRange® con 0.01 mg de sensibilidad.

e Sonda de ultrasonidos (P-Selecta, Espafia).

e pH-metro Crison GLP 21.

e Agitador vortex (Bio-vortex, Espafia).

e Material analitico de calidad contrastada.

e Placas multipocillo negras de 96 pocillos (Thermo Fisher).

e Tubos de polipropileno conicos de 15 y 50 mL (Thermo Fisher).

e Particulas magnéticas aminadas Dynabeads M-270 (Invitrogen).

e Programa de tratamiento y procesado de datos OriginPro 2016, Microsoft

Excel 2016 y MARS (BMG labtech).

3.2.4. Aplicacion de las proteinas de fusion fluorescentes al desarrollo de

bioensayos empleando particulas magnéticas
3.2.4.1. Inmovilizacién del FK506 sobre la superficie de particulas magnéticas

La funcionalizacién de la superficie de particulas magnéticas aminadas, se realiz6 a
través de la formaciéon de enlaces amida con grupos carboxilicos activados con
carbodiimida.?®® Se empleé un derivado carboxilado del FK506 (FK506-COOH) para la

funcionalizacién.>*®

Antes de recubrir las particulas con el hapteno, es necesario realizar un lavado de la

superficie. Para ello, la disoluciéon de particulas se homogeneiz6 agitandose durante al
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menos 10 min. A continuacién, se transfirieron 2 mg de las particulas magnéticas a un
tubo, y se lavaron tres veces con 500 HL de tampdén MES (0.1 mol/L, pH 4.7), capturando

las particulas con ayuda de un iméan.

Una vez limpias, las particulas se resuspendieron en 858 PL de tamp6én MES y
sobre la suspension se afadieron 70.2 UL de FK506-COOH (11.4 mmol/L), 24.7 UL de
EDC (677.2 mmol/L) y 46.7 ML de sNHS (1415 mmol/L). Tras una incubacién de 18 h con
agitacién (1000 rpm) a temperatura ambiente, las particulas se lavaron tres veces con
500 UL de tampén MES y dos veces con 500 UL de tampén PBST. Finalmente, se
resuspendieron en 400 ML de tampoén de PBST para una concentracion final de 5 mg/mL.

Las particulas funcionalizadas (MB-FK506) se conservaron a 4 °C, hasta su uso.

Para comprobar que las MB estaban activadas con el hapteno, se realizaron
inmunoensayos de tipo competitivo utilizando como elemento de reconocimiento un
anticuerpo monoclonal IgM anti-FK506. Para ello, en una placa de 96 pocillos se
afiadieron 6.5 g de las MB-FK506 por pocillo y se incubaron con 200 PL de IgM anti-
FK506 (5 Pg/mL en PBST) durante 30 min con agitacion. Los pocillos se lavaron con un
lavador de placas para eliminar los Ab no unidos a las particulas. La detecciéon se realizd
afiadiendo 200 PL/pocillo de un Ab IgG anti-IgM marcado con AlexaFluor 647 (5 Ug/mL
en PBST) e incubando 30 min con agitacion. Una vez lavadas las particulas, se
resuspendieron en 50 PL de PBST/pocillo y se midi6 la emisiéon del AlexaFluor 647 con

un lector de placas (Aexc = 625 - 30 nm, Ay = 680 - 30 nm).
3.2.4.2. Protocolo de ensayo empleando MB-FK506 y las proteinas FKBP1A-FP

Los ensayos de medida se basan en un formato de tipo competitivo (o inhibicion)
para la deteccion de FK506. En el, el derivado de tacrolimus FK506-COOH, inmovilizado
en la superficie de las MB, compite con el analito libre en disolucién por el sitio de

reconocimiento de las proteinas recombinantes FKBP1A-FP.

Para ello, 180 UL de las disoluciones estandar en PBST se mezclaron con 20 YL de
la proteina fluorescente (52.5 plg/mL) en una placa multipocillo. Tras una incubacién de
25 min con agitaciéon suave a 18 °C, se afiadieron a la disolucién 10 UL de MB-FK506

(5 Mg/mL). La mezcla se incubd 15 min con agitaciéon suave a 18 °C, eliminandose el
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exceso de reactivos con 3x PBST en un lavador de placas con soporte magnético. Las

medidas se realizaron afiadiendo 50 UL/pocillo de PBST.

En la Figura 43 se muestra un esquema del protocolo de ensayo. Las medidas se
realizaron resuspendiendo las particulas en 50 UL de PBST y la adquisicion de la sefial de
fluorescencia se realiz6 tras agitar la placa durante 30 s a 500 rpm. El promedio de 15
sefiales de fluorescencia independientes obtenidas de cada pocillo, se normalizé frente a
los niveles de sefial maximos y minimos. Los puntos experimentales se ajustaron a una

ecuacion logistica sigmoidal de cuatro parametros (apartado 3.4 del Capitulo IV).

Figura 43. Esquema del protocolo de ensayo para la deteccién de tacrolimus. En una primera etapa (I), el
FK506 es reconocido por la proteina recombinante FKBP1A-EmGFP. En una siguiente etapa (II), se emplean
particulas magnéticas funcionalizadas con FK506 (MB-FK506) para capturar la proteina libre FKBP1A-
EmGFP. Finalmente (III), después de una etapa de lavado se mide la intensidad de la fluorescencia de la
proteina FKBP1A-EmGFP capturada por las MB-FK506. Cuanto mayor sea la concentracién de analito en la
muestra, menor serd el nimero de proteinas capturadas y en consecuencia la sefial de fluorescencia
medida.

La reactividad cruzada (CR) frente a otros inmunosupresores, se determind
calculando el IC;, a partir de las curvas de calibrado de los respectivos bioensayos. Los

valores de CR se calcularon de acuerdo a la Ecuacién 17:

FK506
CR(%) = ———2 _ x 100 (17)

reactivo cruzado
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3.2.4.3. Analisis de muestras reales

Las muestras de sangre entera fueron donadas por pacientes en tratamiento con
FK506 y voluntarios sanos en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid. Las
muestras fueron recogidas con permiso del comité de ética de dicho Hospital (no. PI 21-
2245). La recoleccién de la sangre venosa fue realizada en tubos EDTA y se transportaron
y almacenaron a una temperatura inferior a -15°C. Los andlisis se llevaron a cabo

durante los 5 meses posteriores a su recoleccion.

La extraccion y purificacion del FK506 de las muestras de sangre entera se realizd
mediante la precipitaciéon de proteinas con MeOH, a partir de la modificacién de métodos
ya descritos en la bibliografia.>"” Para ello, 600 WL de la muestra se mezclaron con 600 UL
de metanol, se le aplicaron tres ciclos de sonicaciéon de 5segundos y la mezcla se
centrifugd durante 30 min a 12100 g. El sobrenadante obtenido se evapor6 hasta
sequedad con ayuda del evaporador Savant DNA SpeedVac 110. El residuo obtenido se
resuspendi6é en 30 YL de PBS con un 1% de T20 y se someti6 a un nuevo ciclo de
sonicaciéon durante 5 min. Las muestras reconstituidas se centrifugaron (5 min, 12100 g)

y el sobrenadante se diluy6 con PBS hasta un volumen final de 600 L.

La concentraciéon de FK506 presente en las muestras sanguineas fue determinado
mediante el procedimiento descrito en el apartado 3.2.4.2. de esta seccion y los resultados
se validaron con los obtenidos mediante el ensayo comercial ARCHITECT iSystem
(Abbot). Estas medidas fueron realizadas en un laboratorio externo siguiendo las

instrucciones de fabricante.
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3.3. Aplicacion de las proteinas de fusion fluorescentes al desarrollo de

bioensayos empleando micromotores

3.3.1. Reactivos

190

e N-hidroxisulfosuccinimida (sNHS, Fluorochem).

e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, Fluorochem).

e Dimetil sulféxido anhidro (DMSO, VWR).

e Diclorometano (Thermo Fisher).

e I[sopropanol (Scharlau).

e Etanol (Scharlau).

e Acido 3-aminofenilboronico (APBA, Acros Organics).

e Sulfato sédico (Sigma Aldrich).

e Acido clorhidrico (Sigma Aldrich).

e Carbono mesoporoso (CB, Sigma Aldrich).

e Acido clorplatinico (Sigma Aldrich).

e Acido bérico (Fluka).

e Grafeno oxidado (GO, Sigma Aldrich).

e Sulfamato de niquel (Sigma Aldrich).

e Cloruro de niquel (Sigma Aldrich).

e Policaprolactona, MW~14,000 (PCL, Sigma Aldrich).

e Dodecil sulfato de sodio (SDS, Fluka).

e Nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro de 10 nm (Sigma Aldrich).

o Cloroformo (Merck).

e Etilendiamina (EDA, Alfa Aesar).

e Peréxido de hidrogeno (Thermo Fisher).

e Agua Milli-Q (MilliPore).

e Tacrolimus (FK506, Sinoway Industrial).

e Derivado carboxilado del tacrolimus (FK506-COOH). Sintetizado en el grupo de
investigacién GSOLFA en el marco de la Tesis Doctoral de Francesca Salis.>*

e Acido micofendlico (MPA, Alfa Aesar).
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Las disoluciones stock de los haptenos se prepararon en DMSO con unas
concentraciones mayores de 1 mg/mL y se conservaron a 4°C. Las disoluciones de
calibrado de los diferentes analitos se prepararon diariamente por diluir las disoluciones

patrén con PBST (10 mmol/L, pH 7.4).

3.3.2. Disoluciones y agentes bloqueantes

e Tampo6n fosfato sdédico salino (PBS, Sigma): 10 mmol/L fosfato, 137 mmol/L
NacCl, 2.7 mmol/L KCI, pH 7.5.

e Tampo6n PBST: PBS conteniendo T20 al 0.1% (v/v).

e Tamp6én acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES, Thermo Fisher):

100 mmol/L MES, 0.9% NaCl, pH 4.7.
3.3.3. Instrumentacion

e Microscopio optico invertido (Nikon Eclipse), acoplado con diferentes objetivos
(10%, 20x y 40x), filtros de corte (Aex, 480/30 NM; Aem, 535/45 nm), una camara
digital Hamamatsu C11440 y el software NIS Elements AR 3.2, para capturar
imagenes y peliculas a una velocidad de 30 fotogramas/s. Como fuente de luz se
emplea un sistema CoolLED pE-4000. La velocidad de los micromotores se
monitoriza empleando un médulo de seguimiento de NIS Elements.

¢ Centrifuga miniSpin (Eppendorf AG).

e Sonda de ultrasonidos (P-Selecta, Espafia).

e pH-metro Crison GLP 21.

e Agitador vortex (Bio-vortex, Espafia).

e Material analitico de calidad contrastada.

e Placas multipocillo negras de 96 pocillos (Thermo Fisher).

e Membranas de policarbonato con poro coénico de 5 pum (Whatman).

e Potenciostato Autolab PGSTAT 12 (Eco Chemie).

e Programa de tratamiento y procesado de datos OriginPro 2016 y Microsoft

Excel 2016.
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3.3.4. Sintesis de micromotores Janus

Para el desarrollo del ensayo se sintetizaron micromotores de policaprolactona
(PCL). Este material se ha empleado anteriormente como vehiculo de solubilizaciéon del

FK506 en forma de micelas.>™®

La sintesis de los micromotores Janus de PCL junto con nanoparticulas magnéticas
(NPs) de 6xido de hierro se llev6 a cabo empleando la aproximacion de la emulsion de
“aceite en agua”.’ Para ello, en una primera etapa, se prepararon 500 UL de una
disolucion de PCL en cloroformo (100 mg/mlL) y se mezclaron con 500 UL de la
dispersion comercial de las NPs magnéticas en tolueno. A continuacion, la mezcla se
afiadi6 lentamente sobre 4.5 mL de una disolucion de SDS (11.1 mg/mL) con agitaciéon
magnética. Tras 10 min de agitacion, se observd la formacion de gotas de la emulsion que
contienen el polimero y las NPs. La emulsion se depositd sobre una placa Petri de vidrio
para facilitar la evaporaciéon de los disolventes organicos y la solidificacién del polimero.
Durante esta etapa, las NPs tienden a acumularse en la superficie de las gotas, para
reducir la energia interfacial, dando lugar a una acumulacién asimétrica de las NPs que
confiere a los micromotores una propulsion y direccionalidad mas eficiente.
Transcurridas 16 h, los micromotores se resuspendieron en agua milli-Q y se lavaron con

agua milli-Q hasta eliminar el SDS.

Para unir covalentemente al FK506-COOH sobre la superficie de los micromotores
Janus, se llevé a cabo su aminacién empleando un protocolo modificado descrito en

literatura.>**>*!

Para ello, 1.26-10° micromotores se suspendieron en 2mL de una
disolucion de etilendiamina (EDA, 375 mmol/L) y se incubaron con agitaciéon a 37 °C
durante 30 min. Pasado este tiempo, los micromotores se lavaron tres veces con agua
milli-Q y otras tres veces con tampdén MES. Seguidamente se resuspendienron en 429 UL
de tampén MES (0.1 mol/L, pH 4.7) afiadiéndose 35.1 UL de FK506-COOH (10 mg/mlL),
12.37 UL de EDC (105.2 mg/mL) y 23.34 UL de sNHS (163 mg/mL). Tras una incubacién
de 16 h con agitacién a temperatura ambiente, las particulas se lavaron tres veces con
500 UL de tampoén MES y dos veces con 500 HL de tampdn PBS, resuspendiendose en un

volumen final de 500 PL de tamp6n PBS. Los micromotores funcionalizados se conservan

a 4 °C hasta su uso.
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3.3.5. Protocolo de ensayo empleando las particulas Janus y las proteinas FKBP1A-

FP

Para la realizacion del ensayo, 3 ML de las disoluciones estandar del
inmunosupresor preparadas en PBS se mezclaron con 30 UL de la proteina recombinante
fluorescente (6 Jlg/mL) en una placa multipocillo. A continuacién, se afiadieron a la
disolucién 30 pL de una disolucién de micromotores (1.26+10° micromotores/mL) y, tras
una incubacién de 15 min con agitacién magnética, se midi6 la fluorescencia de 1 pL de la
disolucion en el microscopio 6ptico invertido. También se midi6 un blanco utilizando PBS

como muestra. En la Figura 44 se muestra un esquema del protocolo de ensayo.

Los datos de fluorescencia obtenidos se representaron como la relacion B/B,
(siendo B y B, las sefiales de fluorescencia en presencia y ausencia de FK506
respectivamente), frente al logaritmo de la concentracion del analito como se describié en
el apartado 3.4 del Capitulo IV. La CR frente a otros inmunosupresores se determind

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.4.2

o o< %

FK506 FKBP1A-EmGFP Janus PCL-FK506

Mayor fluorescencia

Menor fluorescencia

Figura 44. Esquema del protocolo de ensayo para la deteccién de FK506 empleando micromotores. La
cuantificacién del inmunosupresor se realiza empleando un ensayo competitivo, en el que el analito y el
analito inmovilizado en los micromotores (PCL-FK506) compiten por el sitio de reconocimiento del
receptor selectivo fluorescente (FKBP1A-EmGFP). Al aumentar la concentracién de analito en la muestra,
aumenta la concentracion de FKBPA1A-EmGFP en disolucién, y con ello la fluorescencia del medio. Al
disminuir la concentracién de FK506 en la muestra, aumenta la cantidad de proteina fluorescente que
interacciona con el FK506 inmovilizado en los micromotores, disminuyendo la fluorescencia de la
disolucion.
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4. Resultados y discusion

4.1. Sintesis y expresion de proteinas fluorescentes
4.1.1. Produccién de proteinas recombinantes de FKBP1A fusionadas a proteinas
fluorescentes

4.1.1.1. Clonacién y secuenciacién de las construcciones

Las clonaciones del gen FKBP1A en el vector de expresion pQE-T7-2 junto con las
secuencias codificantes de las proteinas fluorescentes EmGFP y mOrange2, se realizé de
forma que entre las dos proteinas fusionadas existiera una cadena espaciadora formada
por glicinas y serinas (GGGS). También se afiadi6 en el extremo N-terminal una cola de

histidinas (HisTag) para facilitar su purificacién por cromatografia de afinidad.

En primer lugar, el plasmido de expresion y las plantillas génicas se amplificaron
mediante PCR con cebadores que afiadieron zonas de solapamiento para la formacion de
las construcciones. A continuacién, se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al
1% de los productos de PCR para comprobar que el tamafio de los fragmentos de ADN

obtenidos se ajustaban al tamafio esperado (Figura 45).

L A- - HGT FE D C

Figura 45. Andlisis electroforético en gel de agarosa (1%) para determinar la presencia de los amplicones
generados mediante PCR. L: marcador de peso molecular. A-H: amplicones obtenidos mediante PCR segiin
la pareja de cebadores empleados y la plantilla génica (Tabla 15).

Tras el ensamblaje de los fragmentos, se transformaron células quimicamente
competentes de E. coli DHs-alfa, selecciondndose tres clones individuales de cada
construccion en placas de LB suplementado con 50 Pg/mL de kanamicina. Los plasmidos
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se perpetuaron y purificaron segin se describe en los Materiales y Métodos (apartado
3.1.8.1 de esta secci6n). Finalmente, la secuencia de cada una de las construcciones

preparadas se compar6 con la tedrica, observandose una buena concordancia entre ellas.

4.1.1.2. Expresion de las proteinas recombinantes fluorescentes FKBP1A-FP en E.

coli

Con el fin de obtener transformantes, se transformaron individualmente cepas de
E. coli BL21 (DE3) con los vectores de expresiéon preparados en el apartado 3.1.8.1.

(pFKBP1A-mOrange2, pmOrange2-FKBP1A, pFKBP1A-EmGFP, pEmGFP-FKBP1A).
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Figura 46. Espectros de fluorescencia normalizados (— excitacion; - — - emisién) de los cultivos bacterianos

tras 16 h de induccién de la expresién de las proteinas con IPTG (0.5 mmol/L). (A) FKBP1A-mOrange2, (B)
mOrange2-FKBP1A, (C) FKBP1A-EmGFP, (D) EmGFP-FKBP1A.
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Para evaluar la capacidad de producciéon de las proteinas de interés tras la
transformacion con los plasmidos preparados, se siguié el procedimiento experimental
descrito en el apartado 3.1.8.3. Tras 16h de crecimiento desde la induccién, se
centrifugaron aliquotas (200 uL) de los cultivos y se resuspendieron en el mismo
volumen de PBS. Se transfirieron 100 PL a una placa multipocillo y se midié la
fluorescencia en un lector de placas. En la Figura 46 se muestran los espectros de
excitacién y emisioén obtenidos para las cuatro proteinas recombinantes fluorescentes

fusionadas al receptor FKBP1A.

Una vez seleccionado el tiempo adecuado de expresion, se llevo a cabo la induccién
de las proteinas a mayor escala que, tras el lisado, se purificaron mediante cromatografia
de afinidad empleando una columna “HisTrap FF crude” acoplada a una bomba
peristaltica. Este tipo de columna contiene un sorbente de Ni-agarosa que permite

purificar proteinas recombinantes marcadas con una cola de polihistidina.

A (B)

Figura 47. Andlisis electroforético de ciertas fracciones obtenidas en la purificacion mediante
cromatografia de afinidad para las proteinas (A) mOrange2-FKBP1A y (B) FKBP1A-mOrange2. L: marcador
de peso molecular; 1: extracto de lisis antes de la purificacién; 2-4: fracciones de elucién 2-4 en la
purificacién de las proteinas.

Las alicuotas coloreadas de las fracciones de purificacion recogidas de la columna se

visualizaron en geles de acrilamida SDS-PAGE, mostrando una gran banda de

aproximadamente 41 kDa que coincide con el tamafo esperado de las proteinas de fusion.
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A modo de ejemplo, en la Figura 47 se presentan los resultados obtenidos para las

proteinas recombinantes que contienen la mOrange2.

4.1.2. Caracterizacion de las proteinas recombinantes fluorescentes
4.1.2.1. Caracterizacion espectroscopica

La caracterizacién de las proteinas de fusion se realizé mediante espectroscopia de
absorcion y de emision. En la Figura 48 se muestran los espectros de absorcién y
emision, en PBS, de las diferentes construcciones expresadas. Los espectros de absorcién
y emision obtenidos para las proteinas recombinantes presentan maximos similares a los
correspondientes a las proteinas fluorescentes nativas, lo que indicaria que la fusién con

la FKBP1A no afecta a su estructura ni a la formacién del cromoéforo.
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Figura 48. Espectros normalizados de absorciéon (linea negra sélida) y emisién (linea roja solida) para las
proteinas recombinantes en PBS. (A) FKBP1A-mOrange2, (B) mOrange2-FKBP1A, (C) FKBP1A-EmGFP,
(D) EmGFP-FKBP1A, en PBS. Las lineas punteadas muestran los espectros normalizados correspondientes a
las proteinas fluorescentes nativas.
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4.1.2.2. Analisis mediante microbalanza de cristal de cuarzo

La caracterizacion de la unién del FK506 con las proteinas recombinantes
fluorescentes se realiz6 empleando la QCM. Las medidas se llevaron a cabo en la
Universita degli Studi di Firenze en colaboracién con Giacomo Lucchesi y la Prof.
Gabriella Caminati. Para ello, cada una de las proteinas recombinantes fluorescentes se
inmovilizé sobre la superficie de oro del sensor siguiendo el procedimiento descrito en el

apartado 3.1.9.4 de los Materiales y Métodos.

La formacién de la SAM funcionalizada con el complejo Ni-NTA (C,NTA-Ni*") se
monitoriz6 empleando la microbalanza. Como puede observarse en la Figura 49, a
medida que se forma la monocapa se produce un descenso paulatino de la frecuencia de
resonancia y un aumento de la disipaciéon de la energia. Este comportamiento podria
justificarse por el proceso de quimisorcién de las moléculas implicadas en la formacion de
la monocapa, asi como por la formacién de una pelicula rigida fina sobre la superficie. En
la Tabla 16 se muestran los principales parametros estructurales obtenidos para la
formacion de la SAM, los cuales estan de acuerdo con los resultados obtenidos en trabajos
anteriores donde se obtuvieron densidades de masa superficial de 95 ng/cm® y espesores

de una pelicula rigida de 16 A.>'*>**

Tabla 16. Principales parametros obtenidos de la adsorcién del ditiobis(C,NTA) sobre los sensores QCM.
Densidad de masa superficial (ng/cm?) 139 £ 20
Masa adsorbida (ng) 109 £16
Area molecular promedio 19) 90+ 22
AD3/310° 0.2 £ 0.3
Espesor A 16 + 1

Relacién Ni**/dithiobis(C,NTA) 1.15 + 0.31
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Figura 49. Desplazamientos de la frecuencia normalizada (Afy/3) (lineas negras) y variaciones de la
energia de disipacion (AD3/3) (lineas rojas), durante la adicién de C2NTA a la superficie de oro del sensor y

. . .z 2+
su posterior complejaciéon con Ni™".

La inmovilizacion de las proteinas de fusién sobre la superficie sensora
modificada se monitoriz6 hasta que no se detectaron cambios en la frecuencia de
resonancia. A modo de ejemplo, en la Figura 50B, se muestra la respuesta tipica del
desplazamiento de la frecuencia de resonancia (Af;/3) y la variacién de la disipacion de
energia del tercer armoénico (AD,/3) obtenidas para la proteina HisTag-mOrangez2-

FKBP1A, siendo un perfil comtn para todas las proteinas medidas.

Ademads, se observd una disminucion del desplazamiento de frecuencia, la cual se
correlaciona con un aumento de la masa adsorbida en la superficie del sensor debida a la
adsorcién de la proteina en la capa de ditiobis(C,NTA-Ni*") a través de la cola de
histidinas.>*® Por otro lado, el ligero aumento de AD, (0.5-10°) muestra que la adsorcién
de la proteina no afecta de manera significativa a las propiedades viscoelésticas de la capa

SAM. Esto sugiere que la capa de proteinas formada en la superficie es compacta y rigida.
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Figura 50. (A) Desplazamientos de la frecuencia normalizada (Afs/3) (lineas negras) y variaciones de la
energia de disipacién (AD3/3) (lineas rojas), durante la adsorcién de la proteina FKBP1A-EmGFP. (B) Ajuste
con la funcién multi-exponencial de la variacién de la masa adsorbida para cada proteina estudiada en
funcién del tiempo transcurrido desde la inyeccién en la cdmara de medicion.

Las cuatro proteinas de fusién estudiadas tardaron aproximadamente 2.5h en
adsorberse completamente. Sin embargo, la cinética de adsorcion no siguié una
dependencia mono-exponencial con el tiempo, como cabria esperar en una adsorcion
simple de Langmuir. La presencia de varios regimenes cinéticos en la adsorciéon de
proteinas ha sido descrito anteriormente,”* y puede emplearse una funcién multi-

exponencial (18) para su ajuste:

Adm=y,+Ae 71 +Ae T2 +Aze T3 (18)

donde y, es el valor de saturacién; x, es el desplazamiento de x; A,, A, y A; son la

amplitud; y 7, 7, y 75 son las constantes de tiempo expresadas en segundos.

En la Tabla 17 se muestran los parametros del ajuste y aquellos obtenidos a partir

de los datos experimentales correspondientes al equilibrio.

La primera etapa es similar para las cuatro proteinas recombinantes, donde la
proteina se une al C,NTA-Ni** con una conformacién plana que ocupa una gran
superficie. A medida que la adsorcién avanza, comienza una segunda etapa, mas lenta, en
la que las proteinas comienzan a tener una conformacién con cierta inclinacién, dando

lugar a un empaquetamiento mas denso y permitiendo la unién de mas proteinas a la
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superficie hasta saturar los sitios de unién. Por tltimo, se produce una reorganizacién
mas lenta de las dos subunidades proteicas que permite alcanzar la méxima densidad de

empaquetamiento.

Tabla 17. Resumen de los principales parametros obtenidos a partir de los datos QCM de la adsorcién de las
proteinas recombinantes fluorescentes fusionadas a FKBP1A sobre las superficies sensoras modificadas con
C,NTA-Ni*".

HisTag- HisTag-
mOrange2- FKBP1A-
FKBP1A mOrange2

Constantes de la cinética de adsorcién

Parametros obtenidos

Densidad de masa superficial (ng/cm?) 349 677 563 648.4

AD,/3-10° 0.1 1.0 0.4 0.4
Incremento del espesor (&) 39 66 54 61
Area molecular promedio (A*) 1934 997 1196 1039

Ratio ditiobis(C,NTA)/Proteina 13 10 11 10

Por otro lado, las densidades de masa superficial varian segin la proteina
recombinante empleada y, dado que el peso molecular de todas ellas es similar, la
diferencia observada en el caso de la HisTag-EmGFP-FKBP1A, 349 ng/cm®, frente a
563 ng/cm” y 677 ng/cm® para la HisTag-mOrange2-FKBP1A y HisTag- FKBP1A-
mOrange2, respectivamente, podria deberse al impedimento estérico que disminuye la
accesibilidad de la proteina a la superficie para su unién especifica a través de la cola de

histidinas.>*
a) FElucidacién de la disposicion geométrica de las FKBP1A-FPs sobre la superficie
del sensor de QCM

Adicionalmente, se estimaron las dimensiones de las proteinas llevando a cabo la

modelizacién de cada uno de los dominios proteicos mediante el software Swiss Model.>*°
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De hecho, la configuracién geométrica de las proteinas, permite evaluar su disposicion

sobre el sustrato del sensor de QCM.

Las proteinas se esquematizaron como dos cilindros (la proteina fluorescente y la
FKBP1A) y dos conectores flexibles (HisTag y GGGS). Al formarse el complejo entre la
cola de histidina con el Ni*" de la superficie, la proteina puede adoptar diferentes
orientaciones (Figura 51A) que ocuparan areas de diferentes tamafos. Se consideraron
las proyecciones de area rectangular (A, B y D), asi como un area circular (C) debido a la

mayor flexibilidad de la cadena GGGS.

Se realiz6 un estudio comparativo de los datos experimentales del espesor y del
area molecular en saturaciéon con las dimensiones estimadas a partir de la estructura
tridimensional de las proteinas. Los datos cinéticos indicaron un proceso en varias etapas
que indica cierta inclinacién de las proteinas para conseguir la méxima cobertura, por lo
que la conformacién plana se excluyé de los célculos. En la Figura 51B-E se muestran las

conformaciones mas probables de los cuatro sistemas analizados.

El mecanismo de unién entre el HisTag y el Ni-NTA se ha descrito ampliamente en
bibliografia. Consiste en la formaciéon de un complejo organometélico entre los tres
grupos carboxilato y la amina terciaria del ditiobis(C,NTA) con el Ni**, obteniéndose una
estructura octaédrica que deja las dos posiciones libres hidratadas.’”” Sobre esta
configuracion, dos histidinas de la proteina pueden formar un complejo con el niquel,
anclandose en nuestro caso de manera estable a la superficie.®® La interaccién de la
cadena de hexa-histidina con el ion metalico implica un mecanismo cooperativo debido a

529,530

los multiples sitios de interacciéon con el sustrato, y al niimero variable de residuos

531 1.532

de histidina que participan en la formacién del complejo.”> Knecht y col.>>* determinaron
que en una cadena de 6 histidinas los residuos que contribuyen a la formacién del
complejo con Ni** se encuentran en las posiciones i e i+2 0 i e i+5, lo que da lugar a una
distancia media entre los residuos implicados de entre 7.4 y 12.3 A. Considerando que
una distancia media entre atomos vecinos de Ni’* es de 12 A, existen dos posibles
soluciones geométricas diferentes: (i) dos histidinas de la secuencia 6xHisTag se unen al

Ni** de una tnica molécula de ditiobis(C,NTA) o, (ii) una unién mdultiple a varias
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moléculas vecinas de ditiobis(C,NTA) de cuatro residuos de histidinas, teniendo en

cuenta que la longitud del HisTag completamente estirada es de ~20 A.

De acuerdo con esto, se pueden representar las areas sensoras para los cuatro

sistemas como los tableros de la Figura 51.
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Figura 51. Representacién de las proteinas de fusién en la interfase y su disposicién en la superficie.
(A) HisTag-EmGFP-FKBP1A, (B) HisTag-FKBP1A-EmGFP, (C) HisTag-mOrange2-FKBP1A and (D) HisTag-
FKBP1A-mOrange2.

b) Unién del FK506 a las proteinas de fusién FKBP1A-FP

La interacciéon del FK506 con las diferentes proteinas se monitorizd afiadiendo
disoluciones patréon del analito, entre 1 pmol/L y 10 nmol/L en PBS, sobre las distintas
superficies modificadas del sensor hasta obtener un desplazamiento de frecuencia
constante. La Figura 52 muestra la variacién de la densidad de masa, obtenida a partir
del desplazamiento de la frecuencia, producido por la unién del FK506 a las proteinas
FKBP1A-FPs inmovilizadas en la superficie de los cuatro sensores. En todos los casos, la

variaciéon de la energia de disipaciéon del tercer harmoénico (AD,/3) resultd ser muy
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pequefia, lo que indica que la uniéon del FK506 no induce ningin cambio en las

propiedades viscoelasticas de las capas superficiales de las proteinas.
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Figura 52. Cambios en la densidad de masa de la superficie al adsorberse diferentes concentraciones de
FK506 empleando sensores QCM modificados con (A) HisTag-FKBP1A-EmGFP (0), HisTag-EmGFP-FKBP1A
(®), (B) HisTag-FKBP1A-mOrange2 (), HisTag-mOrange2-FKBP1A (=). Datos experimentales ajustados al
modelo de Langmuir.

Si bien el FK506 es capturado firmemente en la superficie del sensor en todos los
sistemas examinados, el mecanismo de union varia en funcién de las proteinas de fusion
inmovilizadas. En el caso de las construcciones con EmGFP, la adsorcién del FK506 tiene
lugar en un tnico paso y los datos se ajustan al modelo de Langmuir (Ecuacién 16), en

todo el intervalo de concentraciones.

Sin embargo, en las construcciones con mOrange2, la adsorcion del FK506 tiene
lugar mediante un mecanismo en dos etapas: 1) se produce la saturaciéon parcial de la
superficie con una concentraciéon de FK506 de aproximadamente 100 pmol/L, pudiéndose
ajustar con éxito al modelo de Langmuir; 2) la interacciéon del FK506 con la proteina
quimera puede producirse a través de sitios de unién menos accesibles, ya que las
proteinas que contienen la mOrange2 forman superficies mas compactas que las

formadas por la EmGFP (Figura 51).

En la Tabla 18 se muestran las constantes calculadas para cada una de las
proteinas recombinantes fluorescentes estudiadas. Los valores obtenidos estan afectados

por el hecho de que las proteinas de fusién estan inmovilizadas sobre la superficie con

204



Sintesis y aplicacién de proteinas fluorescentes recombinantes para la deteccién de FK506

una orientacion y densidad fijas, y que el receptor FKBP1A se encuentra fusionado a una
proteina fluorescente. Por ello, los valores obtenidos son menores que los descritos en
disolucién, utilizando como receptor la proteina FKBP1A nativa (0.6 -0.9 nmol/L para el
FK506 y el Sir3¥33), Ademas, las diferencias obtenidas entre los valores de las constantes
de disociacion calculados para las cuatro proteinas estudiadas, también puede atribuirse a
las diferentes conformaciones que adoptan sobre la superficie sensora, lo que afecta a la

accesibilidad del FK506 al sitio de unién.

Tabla 18. Resumen de los principales parametros obtenidos de los datos de la QCM para unién del FK506 a
las diferentes proteinas de fusién inmovilizadas en las superficies.

HisTag- HisTag-
mOrange2- FKBP1A-
FKBP1A mOrange2

Primera etapa de adsorcion

Area molecular promedio de FK506 (A%) 907 384 396 1785

Constante de unién aparente K’d (pM) 2.7+1.2 1.7£0.4 3.4+0.9 4.2+0.4

Sgunda etapa de adsorcién
Area molecular promedio de FK506 (A%) - - 327 711

Constante de unién aparente Kq (pM) - - 49+17 213430
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4.2. Desarrollo de un bioensayo para la determinaciéon de FK506 empleando

particulas magnéticas y FKBP1A-EmGFP
4.2.1. Optimizacion de la inmovilizacion del FK506 sobre particulas magnéticas

Se han evaluado varios métodos para la inmovilizacion del FK506-COOH
(0.4 pmol/mg particulas) a la superficie de las particulas magnéticas aminadas
empleando EDC o EDC/sNHS. En ambos casos, se midi6 la sefial de fluorescencia
obtenida tras la adicion de 5 pg/mL de IgM anti-FK506 a las particulas modificadas
(6.5 Hug/pocillo), seguido de 5 PUg/mL de anti-IgM-AlexaFluor en PBST (apartado 3.2.4.1)
para evaluar en qué condiciones se obtenia mayor sefial analitica. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 53. Se observa que la intensidad de fluorescencia
obtenida empleando 16.8 mmol/L. de EDC en combinacién con 35 mmol/L. sNHS es
mucho mayor que en ausencia de succinimida. Este resultado puede atribuirse a que el
éster formado entre el FK506-COOH y el sNHS es mas estable frente a la hidrdlisis en
medio acuoso que el obtenido con EDC, lo que supone un aumento de la eficiencia de
unién del derivado del inmunosupresor sobre la superficie aminada y, por tanto, un

mayor rendimiento en la conjugacion.>®
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Figura 53. Fluorescencia obtenida tras la inmovilizacién covalente del FK506-COOH, empleando EDC o
EDC/sNHS, sobre particulas magnéticas aminadas. [IgM anti-FK506] = 5 Jig/mL en PBST, [anti-IgM-
AlexaFluor] = 5 gg/mL en PBST, MB = 6.5 Ug/pocillo. Los resultados se representan como la media de las
sefales * el error estandar de la media (n = 3).
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4.2.2. Optimizacion del bioensayo

4.2.2.1. Evaluacién de las construcciones fluorescentes

Uno de los factores limitantes para la aplicaciéon de proteinas de fusién como
elementos de reconocimiento en bioensayos es su limitado reconocimiento de las
moléculas diana.?®' Para evaluar el grado de interaccién de las proteinas recombinantes
sintetizadas (FKBP1A-mOrange2, mOrange2-FKBP1A, FKBP1A-EmGFP y EmGFP-FKBP1A)
con el FK506, se realizaron los ensayos en ausencia de analito empleando diferentes
concentraciones de las proteinas (0, 0.021, 0.21, 2.1 y 21 Ug/mL) y una concentraciéon
constate de particulas MB-FK506 (6.5 Ug/mL), segtin se describe en el apartado 3.2.4.2.

de los Materiales y Métodos.

En la Figura 54 se muestran las sefiales de fluorescencia obtenidas en las distintas
condiciones ensayadas. Como puede observarse, las proteinas de fusion marcadas con
mOrange2 muestran poca afinidad por el FK506 y los intervalos dinamicos de respuesta
son muy estrechos. Por otro lado, el receptor FKBP1A fusionado a EmGFP reconoce de
forma significativa al derivado inmovilizado del inmunosupresor, alcanzandose una
respuesta 6ptima para 21 JUg/mL de proteina recombinante, tanto de la forma FKBP1A-

EmGFP como de EmGFP-FKBP1A.

La diferente capacidad de unién del FKBP1A al inmunosupresor dependiendo de si
la proteina fluorescente se dispone en el extremo C-terminal o N-terminal del mismo,
puede atribuirse a la diferencia conformacional entre ambas proteinas recombinantes,
que afecta el sitio de unién del FK506. Como puede observarse en la Figura 54, las
sefiales de fluorescencia obtenidas para ambas proteinas son estadisticamente
comparables. Sin embargo, el uso de la FKBP1A con la EmGFP situada en su extremo C-
terminal permite obtener resultados mas reproducibles, por lo que fue seleccionada para

futuros ensayos.
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Figura 54. Evaluacién del efecto de la estructura de la proteina recombinante fluorescente en el bioensayo.
Se emplearon diferentes concentraciones de las proteinas: o, 0.021, 0.21, 2.1 y 21[g/mL y una
concentracién constante de MB-FK506 (6.5 lg/mL). A: FKBP1A-mOrange2, B: mOrange2-FKBP1A, C:
FKBP1A-EmGFP, D: EmGFP-FKBP1A. Los resultados se representan como la media de las sefiales * el error
estandar de la media (n = 3).

4.2.2.2. Seleccion de la concentracion de proteina fluorescente y de MB-FK506

Para optimizar la combinacién de concentraciones de proteina recombinante y MB-
FK506 adecuadas para la realizacion de las medidas, se llevd a cabo un ensayo de
titulaciéon en damero o checkerboard. Se emplearon concentraciones de FKBP1A-EmGFP
en el intervalo de 1.3 a 6.7 ug/mL y de 2 a 8 pug/pocillo de MB-FK506, en ausencia y en

presencia de 50 ng/mL de FK506.

Como se muestra en la Figura 55, la combinacién de 5.25 pg/mL de FKBP1A-
EmGFP con 7 g de MB-FK506 permiti6 obtener mayor sensibilidad, dentro de las
condiciones probadas, y una buena reproducibilidad. En consecuencia, se seleccionaron

estos parametros para los siguientes ensayos.
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Figura 55. Optimizacién de las concentraciones de reactivos empleadas en el bioensayo. (A) Curvas de
dilucién de la proteina recombinante FKBP1A-EmGFP frente a diferentes concentraciones de MB-FK506.
(B) Curvas de dilucién para las MB-FK506 frente a la proteina recombinante FKBP1A-EmGFP en ausencia
(®, n = 3) y presencia de 50 lg/mL FK506 (<>, n = 3). Los resultados se representan como la media de las
senales = el error estandar de la media (n = 3).

4.2.2.3. Seleccion de la disolucién amortiguadora

El reconocimiento del FK506 por parte de la proteina recombinante depende
notablemente del medio en el que se realiza la medida, ya que éste puede afectar a las
interacciones producidas entre ellos (enlaces de hidrégeno, interacciones ionicas, fuerzas

de van der Waals, etc.).’*

Con el fin de determinar la composicién 6ptima de la disolucién amortiguadora, se
llevaron a cabo ensayos en ausencia (B,) y presencia de 50 ng/mL de FK506 (Bs,), para
determinar en que condiciones se conseguia mayor sensibilidad para la determinacion del

analito empleando las MB modificadas con el derivado de FK506.

Los datos mostrados en la Figura 56 indican que cuando se emplean PBS, HEPES o
TRIS, en ausencia de detergente, las uniones no especificas son elevadas y no se observa
el reconocimiento especifico del FK506. Sin embargo, cuando se utiliza PBS
suplementado con 0.05% de Tween 20 (PBST) se minimizan significativamente las

interacciones no especificas entre las MB-FK506 y la proteina de fusion.

En consecuencia, se seleccion6 el PBST como disolucién reguladora para

posteriores andlisis al ser la que mostraba una mejor respuesta.
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Figura 56. Efecto de la composicién de la disolucién amortiguadora empleada en el bioensayo sobre la
relacién B.,/B, (simbolos abiertos). PBST: tampén fosfato (10 mmol/L, pH 7.4) con Tween 20 (0.05%);
PBS: tampon fosfato (10 mmol/L, pH 7.4); HEPES: tamp6n HEPES (50 mmol/L, pH 8); TRIS: tamp6n Tris-
HCI (50 mmol/L, pH 8), MES: tampén MES (0.1 mol/L, pH 4.7), Casein: tampdn de caseina (1%) en PBS;
PFBB: tamp6n de bloque libre de proteinas Pierce®. Las barras amarillas corresponden a la sefial de
fluorescencia medida en ausencia de inmunosupresor (B,), las barras grises a la sefial obtenida en
presencia de 50 ng/mL de FK506 (Bs,) y las barras naranjas a la sefial medida en ausencia de FKBP1A-
EmGFP. [FKBP1A-EmGFP] = 7.5 ug/mL, [MB-FK506] = 5 JUg/medida. Los resultados se representan como
la media de las sefales + el error estandar de la media (n = 3).

4.2.2.4. Tiempo de incubacién

Un parametro clave para el desarrollo del bioensayo, y que influye en la
sensibilidad del mismo, es el tiempo de incubacién necesario para que se produzca la
interaccion entre la FK506-EmGFP y el FK506 inmovilizado en ausencia y presencia del
farmaco en su forma libre. En el presente estudio se ha optimizado el tiempo de
incubacién de la proteina recombinante con el analito libre presente en la muestra y el

tiempo de incubacién con las MB-FK506.

Para llevar a cabo este estudio, se incubaron en primer lugar concentraciones de
FK506 en el intervalo entre 0 y 500 ng/mL con 5.25 Ug/mL de FKBP1A-EmGFP durante
15, 25 y 35 min. Seguidamente, la mezcla se puso en contacto durante 15 min con

7 Ug/pocillo de MB-FK506 y se midi6 la intensidad de fluorescencia obtenida.

Como se muestra en la Figura 57, al incrementar el tiempo de incubacion de 15 a
25 min se consigue un aumento de la sensibilidad del ensayo. Sin embargo, el empleo de

tiempos superiores origina una mayor irreproducibilidad de las medidas (RSD > 31%).
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Por ello, se seleccion6 un tiempo de incubacion de 25 min como valor éptimo para los

siguientes ensayos.
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Figura 57. Efecto del tiempo de incubacién en la sensibilidad del bioensayo. Las curvas de calibrado
corresponden a tiempos de incubacién entre la proteina recombinante FKBP1A-EmGFP y el FK506 de
15 min (4 14 puntos), 25 min (M, 12 puntos) y 35 min (®, 7 puntos), seguidos de 15 min de captura con las
MB-FK506 (7 Hg/pocillo); y de 25 min de incubacién entre la proteina recombinante FKBP1A-EmGFP y el
FK506, seguidos de 35 min de captura con las MB-FK506 (€, 7 puntos). Los resultados se representan
como la media de las sefiales * el error estdndar de la media (n = 3).

Del mismo modo, se estudi6 el efecto de incrementar el segundo tiempo de
incubacién de 15min a 25min. Como puede observarse en la Figura 57, esta
modificacion origin6 una mayor irreproducibilidad (RSD > 25%) y una disminucion de la
sensibilidad. Por ello, se seleccion6 un segundo tiempo de incubacién de 15 min para los

ensayos posteriores.
4.2.2.5. Bloqueo de las particulas magnéticas empleadas en el ensayo

Para evaluar el efecto de agentes bloqueantes sobre la sefial analitica, la superficie
de las particulas magnéticas se bloque6 durante al menos una 1h, después de su
funcionalizacién con el FK506-COOH, con un tampén de caseina y un tampén comercial
libre de proteinas. La Figura 58 muestra las curvas de calibrado obtenidas en ambos
casos, observandose que los calibrados son similares. Sin embargo, el uso de particulas
sin bloquear permite obtener un intervalo dinamico més amplio y un LOD menor que

empleando un agente de bloqueo, por lo que se descartd su uso para ensayos posteriores.
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Figura 58. Comparacién de las curvas de calibrado obtenidas para FK506 empleando en el ensayo MB-
FK506 sin bloquear (4, 8 puntos), bloqueadas durante 1h con un tampén de caseina (M, 8 puntos) y
bloqueadas durante 1h con un tampén de bloqueo comercial libre de proteinas (®, 8 puntos). Los
resultados se representan como la media de las sefiales + el error estandar de la media (n = 3).

4.2.2.6. Evaluacion del efecto de la temperatura

La temperatura es un factor que afecta a los bioensayos, dado que al incrementarse
aumenta la velocidad de difusién de las moléculas en disolucién, disminuyendo el tiempo
de respuesta. Sin embargo, debe de encontrarse un valor de compromiso, ya que el

aumento de la temperatura puede ocasionar la desnaturalizacion de las biomoléculas.

Para determinar las condiciones 6ptimas de temperatura, se realizaron curvas de
calibrado con disoluciones estandar de FK506 a diferentes temperaturas de incubacion

(4 °C,18 °Cy 37 °O).

Como se observa en la Figura 59, los valores de IC;, son muy similares en los tres
casos (4 °C: 46 ng/mlL, 18 °C: 44 ng/mL y 37 °C: 55 ng/mL). Sin embargo, al realizar el
ensayo a 18 °C se obtuvo un menor LOD y un mayor intervalo dindmico frente a las
demas temperaturas ensayadas (17 - 114 ng/mL vs. 40 -74ng/mL a 37°C y 41-
51 ng/mL a 4 °C). Ademas, la reproducibilidad de las medidas realizadas a 4 °C y a 37 °C
también fueron menores que a 18 °C, por lo que se seleccion6 esta temperatura para los

ensayos posteriores.
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Figura 59. Efecto de la temperatura sobre la respuesta del bioensayo. Curvas de calibrado
correspondientes a la determinacién de FK506 en PBST a 4 °C (4, 8 puntos), 18 °C (A, 8 puntos) y 37 °C
(®, 8 puntos). Los resultados se representan como la media de las sefiales + el error estandar de la media
(n=3).

4.2.2.7. Caracterizacion analitica

A partir de los parametros optimizados, se procedi6 a determinar las caracteristicas
analiticas del bioensayo de fluorescencia para la determinacién de FK506. Se realizaron
curvas de calibrado empleando disoluciones patrén del analito en PBST en el intervalo de

0 a 500 ng/mL.

En la Figura 60 se muestra la curva de calibrado obtenida al ajustar las sefiales
normalizadas a una ecuacién logistica de cuatro parametros (Ecuacion 2). El intervalo
dindmico se estim6 entre 5y 70 ng/mL (intervalo de concentraciones que originan una
variacion de la sefial respecto al blanco entre un 20% y un 80%), el LOD corresponde a
un valor de 3 ng/mL (concentraciéon que origina una disminucién de la sefial respecto del
blanco del 10%) y el valor IC, corresponde a una concentraciéon de 19 ng/mL para

FK506.
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Figura 60. Curva de calibrado correspondiente al bioensayo para la deteccién de FK506 en PBST. [FKBP1A-
EmGFP] = 5.25 Jg/mL, [MB-FK506] = 7 Ug/medida. Los resultados se representan como la media de las
sefiales * el error estandar de la media (n = 3).

La reproducibilidad de la medida se evalu6 realizando 3 calibrados en dias alternos,
para el mismo intervalo de concentraciones (0 — 500 ng/mL). A partir de los mismos se
calculé un IC;, medio de 19 ng/mlL, con una RSD del 15%. En ensayos de union de
ligandos, el RSD ha de ser inferior al 25%, por lo que el valor obtenido se considera

satisfactorio.

El LOD y el DR del ensayo desarrollado cumplen con las especificaciones médicas
para la detecciéon y cuantificacion del FK506, donde el intervalo terapéutico para
pacientes trasplantados con un riesgo normal de rechazo se encuentra entre el 5y
20 ng/mL de FK506 en sangre entera.” Por otra parte, el bioensayo desarrollado muestra
un DR mas amplio que los ensayos comerciales disponibles, y el protocolo puede

automatizarse facilmente.

Comparado con otros inmunoensayos y Kkits comerciales empleados para la
cuantificaciéon de FK506, el método desarrollado presenta una sensibilidad ligeramente
inferior en PBST, aunque es necesario valorar que sucede en muestras de sangre, ya que
muchos autores no evalian estos parametros en muestras reales que es donde deben

realizarse las determinaciones.
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Para determinar la selectividad del método, se evaluaron las reactividades cruzadas
comparando la curva de calibrado obtenida para el FK506 con las correspondientes a
compuestos potencialmente interferentes. En la presente Tesis Doctoral se midieron las
curvas de calibrado para los inmunosupresores MPA y Sir, administrado habitualmente

con el FK506 en el tratamiento de pacientes trasplantados.
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Figura 61. Curvas de calibrado correspondientes al bioensayo para el FK506 (€, n = 3, 8 puntos), MPA (¥,
n=3, 7puntos) y Sir (¢, n=3, 8puntos) en PBST. [FKBP1A-EmGFP] = 5.25 pg/mL, [MB-
FK506] = 7 Ug/medida. Los resultados se representan como la media de las sefiales * el error estandar de
la media (n = 3).

En la Figura 61, se observa que no existe reactividad cruzada con el MPA
(concentracién total en sangre 1.9 — 4 Hg/mL).>* No obstante, el Sir (concentracién total

en sangre 5 — 15 ng/ mL)>3°

induce una respuesta similar a la de FK506 en el ensayo, con
un valor IC;, de 50ng/mL, lo que conlleva una reactividad cruzada del 38%. Este
farmaco tiene una estructura similar a la del FK506 y, como se sefiala en la literatura,
también es reconocido por el FKBP1A en el cuerpo humano.”’ Los resultados obtenidos

demuestran que el bioensayo se puede emplear para la deteccién y cuantificaciéon de

FK506 en muestras de pacientes co-medicados con MPA.
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4.2.2.8. Reproducibilidad de la funcionalizacién de las particulas magnéticas

Para evaluar la reproducibilidad del proceso de funcionalizacién de las particulas
magnéticas con el FK506-COOH, se llevaron a cabo ensayos con dos lotes producidos en

diferentes dias siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2.4.1.

Como se puede apreciar en la Figura 62, no existen diferencias significativas entre
ambos lotes. Esto demuestra que el procedimiento de funcionalizacién de las particulas

magnéticas es reproducible y robusto.
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Figura 62. Estudio de reproducibilidad entre distintos lotes de particulas magnéticas. Curvas de calibrado
correspondientes al bioensayo para FK506 empleando dos lotes diferentes de MB-FK506. Lotes 1 (negro) y
2 (rojo). [FKBP1A-EmGFP] = 5.25 lg/mL, [MB-FK506] = 7 Jlg/medida. Los resultados se representan
como la media de las sefiales + el error estandar de la media (n = 3).

4.2.2.9. Efecto matriz en muestras biologicas

Los estudios del efecto matriz se llevaron a cabo preparando las curvas de
respuesta frente al analito en muestras sanguineas control, libres del farmaco, tratadas

siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2.4.3.

El extracto de las muestras de sangre entera se salpicd con concentraciones
crecientes de FK506 (0 - 500 ng/mL) antes del analisis. Los resultados mostrados en la
Figura 63 demuestran que no existen diferencias significativas entre el calibrado
realizado en tampoén PBST y en los extractos de muestra salpicada. La ausencia de dicho

efecto indica que el ensayo no se ve afectado por la presencia de otras especies presentes
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en sangre. En consecuencia, no es necesaria la dilucion del extracto antes del analisis y se
puede realizar la cuantificacién del FK506 directamente empleando un calibrado externo
en tampén fosfato. Este resultado pone en valor la compatibilidad del bioensayo
desarrollo para su aplicaciéon al analisis de matrices complejas, en contraposicion a los
tratamientos tediosos que suelen requerirse en la mayoria de los inmunoensayos

descritos en literatura y los kits comerciales, para el analisis de FK506.
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Figura 63. (A) Curvas de calibrado para FK506 en PBST (#, n = 3) y en extracto de sangre entera (®,
n = 3), usando la proteina recombinante FKBP1A-EmGFP y MB-FK506. Los resultados se representan como
la media de las senales * el error estandar de la media (n = 3).

4.2.2.10. Aplicacion en el analisis de muestras reales

El bioensayo optimizado se aplicd, en primer lugar, a la determinacién del
inmunosupresor en muestras de sangre entera salpicadas con un patrén de FK506 (10,
13, 16 and 20 ng/mL). El firmaco se extrajo precipitando las proteinas con MeOH seguido
de sonicacion y de una etapa de evaporacion y reconstitucién en PBST, previo al analisis.
Como se muestra en la Tabla 19, no existen diferencias significativas entre la
concentracion de FK506 adicionada a las muestras y la determinada mediante el
bioensayo desarrollado, a ninguno de los niveles de concentracién ensayados. Los
resultados demuestran la efectividad del método, alcanzidndose valores medios de

recuperacion entre el 87y el 109%.
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Tabla 19. Estudio de recuperacién del bioensayo para la cuantificacién de FK506 en muestras de sangre
(n=3).

Concentracién nominal de Concentraciéon medida
0 .z 0
FK506 (ng/mL) (ng/mL) RSD (%) Recuperacion (%)
104
109
13 95
9 87

RSD: Desviacion estandar relativa (del inglés Relative standard deviation)

A continuacion, se analizaron muestras de sangre entera de pacientes trasplantados
tratados con el farmaco, proporcionadas por el Dr. J. Bustamante Munguira del Hospital
Clinico Universitario de Valladolid. Los resultados se compararon con los medidos en un
laboratorio externo empleando el método el ARCHITECT iSystem. Como se muestra en la
Figura 64, no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos mediante el
bioensayo desarrollado y el ensayo comercial, lo que demuestra su aplicabilidad al
andlisis de muestras de sangre entera. En el caso de la muestra HCUV4 se encontré una
concentracién superior a 30 ng/mL, lo que impidi6 su cuantificaciéon con el CMIA
comercial. Sin embargo, el bioensayo permiti6é su cuantificaciéon al presentar un mayor

intervalo dinamico. No se detecté FK506 en las muestras de control.
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Figura 64. Comparacién del rendimiento del bioensayo basado en el fluoreceptor FKBP1A-EmGFP y del
CMIA (RSD =10%) para la cuantificacion de FK506 en muestras de sangre entera de pacientes
trasplantados.
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4.3. Aplicaciéon de las proteinas de fusion fluorescentes al desarrollo de
bioensayos empleando micromotores

El presente capitulo de esta Tesis Doctoral se ha realizado durante una estancia en

el laboratorio del Prof. Alberto Escarpa de la Universidad de Alcald de Henares en

colaboracioén con la Dra. Beatriz Jurado Sanchez.

4.3.1. Seleccion del tipo de micromotor

4.3.1.1. Micromotores tubulares

Se han sintetizado micromotores tubulares con diferentes composiciones
superficiales a fin de evaluar cual de ellos permitia determinar FK506 con mayor

sensibilidad.

Los micromotores tubulares se prepararon mediante una electrodeposiciéon directa
sobre una plantilla. Para ello, se emplearon membranas de policarbonato (5 Um) con
microporos en forma cénica, en las que una cara de la membrana se cubrié con una capa
nanométrica de oro que se utiliza como electrodo de trabajo. Se emple6 un hilo de Pt
como contraelectrodo y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 mol/L KCI). La
membrana se mont6 en una celda de teflon con papel de aluminio que servia de contacto

eléctrico para la posterior electrodeposicion de las diferentes capas del micromotor.

Tras la electrodeposicion de las diferentes capas, el oro de las membranas se
elimin6 mediante pulido con una lechada de alimina de 1fm. Para liberar los
micromotores, la membrana se disolvi6 por tratamiento con diclorometano durante
30 min (2 veces). Tras centrifugar (3 min, 9ooo rpm), los micromotores se lavaron con

isopropanol, etanol y agua, conservandose en este medio hasta su empleo.

a) Micromotores poliméricos a partir de acido 3-aminofenilboronico

En primer lugar se sintetizaron micromotores poliméricos a partir del acido 3-
aminofenilboronico (APBA), controlando la polimerizacién electroquimica de una
disolucion acuosa que contenia 80 mmol/L del APBA, 0.3 mol/L de sulfato soédico y
0.125 mol/L de HCl. La electropolimerizacién se realiz6 aplicando un voltaje +0.9V y

usando una carga de 0.6 C>¥ A continuaciéon, se deposit6 una capa interior de
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nanoparticulas de Pt aplicando un voltaje de -0.4 V durante 750 s en una disoluciéon

acuosa que contenia 4 mmol/L de H,PtCls y 0.5 mol/L de &cido bérico.

_d g

Electropolimerizacién H
NH, » N
n

Figura 65. Esquema de la electropolimerizacion del 3-aminofenilboronico en los poros de las membranas
de policarbonato.

Los micromotores tubulares de poliAPBA (PAPBA) sintetizados se funcionalizaron
con el FK506-COOH siguiendo un protocolo similar al descrito en el apartado 3.3.4 de
esta seccion, resuspendiendo 21860 micromotores en 265 UL tampén MES y afiadiendo
sobre ellos 35.1 UL de FK506-COOH (10 mg/mL), 100 UL de EDC (57.5 mg/mL) y 100 UL
de sNHS (57.5 mg/mL). Tras una incubacién de 16 h, con agitacion a temperatura
ambiente, las particulas se lavaron tres veces con 500 UL de tampdén MES y dos veces con
500 UL de tampoén PBS, resuspendiéndose en un volumen final de 250 PL de tampdn

PBS.

Figura 66. Imagenes de fluorescencia de los micromotores sintetizados a partir de APBA (A)
funcionalizados con FK506 y (B) sin funcionalizar. A 480/30 nm, espejo dicroico: 505 nm, Aep:
535/45 nm.

Seguidamente, aproximadamente 2540 micromotores se resuspendieron 30 UL de
una disolucion de 5.25 Pg/mL de la proteina recombinante FKBP1A-EmGFP. Tras una

incubacién de 25 min, los micromotores se centrifugaron y se lavaron con PBST para
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evaluar la unién de la proteina fluorescente FKBP1A-EmGFP a la superficie de los
micromotores. Como control se emplearon micromotores de PAPBA sin funcionalizar con
el inmunosupresor. En ambos casos se observo fluorescencia (Figura 66) en la superficie
del micromotor, debida a la unién de la proteina recombinante, sin que existieran
diferencias significativas entre la sefial obtenida para los micromotores funcionalizados
con FK506 y los controles. Por todo ello se concluye que la proteina se adsorbe

inespecificamente sobre la superficie polimérica.

(A) (B)
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Figura 67. Imégenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia para una disolucién 5.25 pg/mL de
proteina fluorescente FKBP1A-EmGFP: (A) en ausencia de micromotores, (B) tras afiadir los micromotores
(0 min), (C) tras una incubacién de 10 min, y (D) tras una incubacién de 20 min. Micromotores PAPBA-
FK506 bloqueados con BSA. A.: 480/30 nm, espejo dicroico: 505 nm, Aey: 535/45 nm.

Para disminuir las uniones no especificas observadas al incubar los micromotores
con la proteina receptora, se bloquearon con una disolucién de BSA al 3%. Tras 9o min
de incubacion, se lavaron tres veces con PBST y se llevé a cabo el mismo ensayo que con
los micromotores sin bloquear midiéndose la fluorescencia de la FKBP1A-EmGFP en

ausencia y en presencia de los mismos tras distintos tiempos de incubacién (0, 10 y
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20 min). Como se muestra en la Figura 67, la sefal de fluorescencia obtenida en los
micromotores es despreciable, incluso para un tiempo de incubacién de 20 min, por lo

que se descarto esta aproximacion.

b) Micromotores de carbono mesoporoso

Los micromotores de carbono mesoporoso (CB) se prepararon por deposicion
directa sobre la membrana. En primer lugar, se prepar6 una dispersion de CB
(0.1mg/mL) en una disolucién de Na,SO, (0.5 mol/L) sonicando durante 15 min. A
continuacion, la dispersién se colocé en una celda de tefléon y se dejé reposar durante
30 min, lo que favorece la formacion de una pelicula de CB en los poros de la membrana.
A continuacidn, se depositd una capa interior catalitica de nanoparticulas de Pt mediante
amperometria aplicando un voltaje de -0.4 V durante 750 s a una disolucién acuosa que

contenia 4 mmol/L de H,PtCls y 0.5 mol/L de &cido bérico.

Dado que estos micromotores no presentan grupos funcionales en la superficie
para la unién covalente del FK506-COOH, y considerando que la red de C es muy
hidrofébica,>*® se llevé a cabo la inmovilizacién del inmunosupresor por adsorcién. Para
ello, los micromotores se resuspendieron en 100 UL de una disoluciéon de 100 ug/mL de
FK506 durante 16 h. Pasado este tiempo, se lavaron y se pusieron en contacto con una
disolucion de 5.25 PUg/mL de proteina fluorescente FKBP1A-EmGFP. Tras una etapa de
lavado con PBS, se midi6 la fluorescencia a diferentes tiempos, asi como un control

preparado en ausencia de FK506.

Como se observa en la Figura 68, tras 15 min de incubacién no existen diferencias
significativas entre las sefiales obtenidas para los micromotores funcionalizados con
FK506 y los controles por lo que se descartd esta aproximaciéon. Por otra parte, la
fluorescencia se mantuvo tras sucesivos lavados con PBS, indicando que la proteina

fluorescente se encuentra fuertemente adsorbida en la superficie de carbono.
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(A) (B)

Figura 68. Imégenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia para: (A) los micromotores CB
modificados con FK506 adsorbido en la superficie y, (B) los micromotores control, tras 15 min de
incubacién con 5.25 pg/mL de FKBP1A-EmGFP y un lavado con PBS. A 480/30 nm, espejo dicroico:
505 NM, Aem: 535/45 Nm.

¢) Micromotores de grafeno oxidado

Dado que el grafeno oxidado (GO) no presenta grupos amino en su superficie

A>3 Para ello se

(Figura 69), se decidi6 aminar los grupos carboxilo y epoxi con ED
probaron dos estrategias diferentes, aminar primero el GO y sintetizar los micromotores,

0, sintetizar primero los micromotores y modificarlos después con EDA.

Figura 69. Ilustracién esquematica de la modificacién realizada al 6xido de grafeno.

La aminacion del GO (GO-EDA) se realiz6 adicionando 500 UL de una dispersion de

GO (4 mg/mL) sobre 20 mL de una disoluciéon de EDA (1 mol/L, pH 4.75) junto con 3 mg
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de EDC. Tras una incubaciéon de 180 min, se lavd 3 veces el GO-EDA con agua y se

resuspendi6 en una disoluciéon de Na2SO4 (0.5 mol/L) y H2SO4 (0.1 mol/L).

Las disoluciones de GO, o GO-EDA, se electrodepositaron mediante una
voltamperometria ciclica (+0.3 a -1.5 V, 50 mV/s, 10 ciclos). A continuacién, se incorpor6
una capa de Ni aplicando 10 ciclos de 0.1 s con un voltaje de -20 mV y un ciclo de -6 mV
durante 300s, de una disoluciéon que contenia 30 mg/mL de sulfamato de niquel,
10.6 mg/mL de dicloruro de niquel y 30 mg/mL de acido bérico a pH 4. Finalmente, se
deposit6é una capa interior catalitica de nanoparticulas de Pt por amperometria a -0.4 V
durante 750 s de una disolucién acuosa que contenia 4 mmol/L de H,PtCls y 0.5 mol/L de
acido borico.

En el caso de los micromotores de GO, la aminacién se llevo a cabo resuspendiendo
115000 micromotores en 1 mL de una disoluciéon de EDA (1 mol/L, pH 4.75) junto con
2.2 mg de EDC. Tras agitar 9o min, en ausencia de luz, los micromotores se lavaron 3

veces y se guardaron en 500 ML de agua mili-Q hasta su uso.

En ambos casos la funcionalizacién se llevd a cabo siguiendo el mismo protocolo

que para los micromotores PAPBA.

En la Figura 70A y B se muestran las sefiales obtenidas tras incubar los dos tipos
de micromotores con 5.25 Ug/mL de proteina fluorescente FKBP1A-EmGFP en presencia
(B,) y ausencia (B,) de FK506. Los micromotores electrodepositados antes de la
aminacién muestran una mayor irreproducibilidad de la sefial y no se observa una
correlaciéon entre ésta y la presencia del analito. En cambio, con los micromotores
fabricados con GO aminado se obtienen diferencias significativas en la sefal de

fluorescencia obtenida en ausencia y presencia de FK506 trascurridos 10 min.

La animacio6n previa del GO proporciona mejores resultados, probablemente debido
a que no solo esta aminada la superficie externa sino todas las laminas del grafeno. De
esta forma, posibles descamaciones de la superficie no afectarian a la funcionalizacién

con el FK506-COOH, por lo que sera mas efectiva.
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Figura 70. Sefiales de fluorescencia medidas para: (A) los micromotores de GO aminados después de la
formacién de los micromotores, y (B) los micromotores aminados antes de la electrodeposiciéon en ausencia
(naranja) y en presencia (verde) de 3 [ig/mL de FK506 en PBS, junto a 5.25 [ig/mL de proteina fluorescente
FKBP1A-EmGFP. (C) Iméagenes de fluorescencia del ensayo con los micromotores en ausencia (izda) y en
presencia (dcha) de FK506. A 480/30 nm, espejo dicroico: 505 nm, Aey: 535/45 nm.

Si bien esta estrategia resultd ser muy prometedora, los siguientes lotes de
micromotores sintetizados no mostraron un comportamiento reproducible por lo que se

descartaron para ensayos posteriores.
4.3.1.2. Micromotores esféricos

Los micromotores esféricos Janus de policaprolactona (PCL) se prepararon
empleando la aproximacién de la emulsion de “aceite en agua” descrita en el apartado

3.3.4. En esta sintesis las NPs tienden a acumularse en la superficie de las gotas de la
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emulsion reduciendo la energia interfacial y dando lugar a una acumulacién asimétrica

como puede observarse en la Figura 71A.

Tras su sintesis, los motores de PCL funcionalizados con FK506 se pusieron en
contacto con una disoluciéon de 5.25 pg/mL de proteina fluorescente FKBP1A-EmGFP en
presencia (B,) y ausencia (B,) de FK506. Como se muestra en la Figura 71C existen
diferencias significativas en la sefial de fluorescencia en ausencia y presencia de FK506.

Por ello, se seleccion este tipo de micromotor para los sucesivos ensayos.
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Figura 71. (A) Imagen de los micromotores esféricos Janus de PCL, se observa una zona méas oscura que
corresponde a las NPs agregadas. (B) Imagen SEM de la superficie polimérica de los micromotores. (C)
Sefiales de fluorescencia medidas para los micromotores de PCL-FK506 en ausencia (naranja) y en
presencia (verde) de 4.8 plg/mL de FK506 en PBS, junto a 5.25 Hg/mL de proteina fluorescente FKBP1A-
EmGFP.
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4.3.2. Tipo de movimiento de los micromotores

Se evalud la influencia de la propulsion auténoma del micromotor y la mezcla
mejorada de fluidos en las caracteristicas analiticas del método. Para ello se realiz6 el
ensayo en ausencia (B,) y en presencia de 4.8 ug/mL de FK506 (B,) utilizando diferentes
métodos de propulsion: a) estatico, b) agitacibn mecanica, c) propulsion magnética, d)

propulsién mediante burbujas.

En los ensayos realizados en el modo de propulsién por burbujas se emplearon
micromotores Janus que contenian nanoparticulas de Pt,>" responsables de la reaccién
catalitica, junto con H,0, como combustible. Los micromotores se resuspendieron en una
disolucion que contenia el combustible, y tras una incubacién previa de 10 min para que
comenzaran a moverse, se mezclaron con la proteina fluorescente y el analito. Se empled
una concentracion final de H,O, de 7.5%, cantidad minima que permitia la propulsién de

los micromotores.

En la Figura 72A se muestran las imagenes de fluorescencia obtenidas con los
micromotores propulsados con diferentes tipos de movimiento tras 15 min de ensayo, en
las que se muestra su efecto sobre la sefal analitica. Las sefiales de fluorescencia
(Figura 72B) obtenidas a partir de las imagenes muestran que, como era de esperar, en
ausencia de agitaciéon la fluorescencia del medio no varia, ya que la interacciéon esta
limitada por la difusién. Por otro lado, en los ensayos realizados con agitacién mecanica,
o con propulsiébn magnética, se observa una diferencia significativa en las sefiales de
fluorescencia obtenidas en ausencia y en presencia del analito, aumentando al emplear
propulsion magnética. En el caso de los micromotores cataliticos propulsados por
burbujas, se observa una disminucién de la fluorescencia de la proteina debida al empleo
del H,0,, que dado su caracter oxidante favorece la desnaturalizacién de la proteina

recombinante.>**

Por todo ello, se selecciond una propulsion magnética como la mejor
alternativa para la medida con los micromotores, ya que permitia obtener una mayor

sensibilidad (menor B,/B para la misma concentracion de FK506).

Para ajustar la velocidad de las particulas Janus magnéticas, se capturaron

fragmentos de video de los micromotores (16 fotogramas por segundo) con los diferentes
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tipos de propulsién. El andlisis de los videos con el software NIS element, permitié
calcular el desplazamiento cuadratico medio para cada particula en funcién del tiempo

(Figura 72C), obteniéndose una mayor velocidad al emplear una frecuencia de agitaciéon

de 6.2 Hz.
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Figura 72. Efecto del tipo de propulsién empleada en el bioensayo sobre la respuesta de los micromotores.
(A) Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los ensayos llevados a cabo en ausencia
(B,) y presencia de 4.8 plg/mL FKs506 (B,) para los diferentes tipos de propulsién, empleando 6300
micromotores por ensayo y una concentracién de proteina fluorescente de 6 pg/mL. A: 480/30 nm,
espejo dicroico: 505 nm, Ay, 535/45 nm. (B) Intensidades de fluorescencia obtenidas para los ensayos
llevados a cabo con diferentes tipos de propulsién en presencia y ausencia del FK506. (C) Perfil de
velocidad de los micromotores PCL(NP)-FK506 en PBS propulsados magnéticamente con diferentes
frecuencias de rotacién.
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4.3.3. Seleccion de la cantidad de micromotores y tiempo de incubacion

Una vez seleccionadas las variables Optimas de propulsién para el ensayo
competitivo con los micromotores magnéticos, se evalu6 la influencia de la cantidad de
micromotores en la sensibilidad del ensayo. Las medidas se realizaron en ausencia (B,) y
presencia de 4.8 pg/mL FK506 (B,) y adicionando diferentes cantidades de micromotores

(3150, 6300 y 12600 micromotores/ensayo).

En la Figura 73 se muestra la variaciéon de la relaciéon B,/B, obtenida para las
diferentes concentraciones de micromotores ensayadas, a diferentes tiempos. Se observa
un aumento de la sensibilidad del ensayo al aumentar el tiempo de reaccién y el nimero
de micromotores.
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Figura 73. (A) Influencia del nimero de micromotores Janus magnéticos funcionalizados con FK506
(® 3150, @ 6300 y A 12600 micromotores/ensayo) y del tiempo de incubacién en la deteccién de FK506 en
PBS. (B) Influencia del tiempo de incubacién en el bioensayo. Las curvas de calibrado corresponden a
tiempos de incubacién de 5 min () y 15 min (A). [FKBP1A-EmGFP] = 6 [g/mL; Bo = o ng/mL FK506;
B1 = 4.8 gg/mL FK506. A,: 480/30 nm, espejo dicroico: 505 nm, Ae,: 535/45 nm. Los resultados se
representan como la media de las sefiales * el error estdndar de la media (n = 3).

El tiempo de incubacion tiene un efecto directo en las caracteristicas analiticas del
método. Si bien los ensayos heterogéneos estan limitados por la difusién de las moléculas
hacia el soporte, el empleo de micromotores acelera este proceso gracias a la agitacion

que se produce en su microentorno, favoreciendo el mezclado de los reactivos.
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Se evaluaron tres tiempos de incubacion diferentes (5, 10 y 15 min). Para ello, se
llevaron a cabo ensayos competitivos empleando 6 pg/mL de FKBP1A-EmGFP,
12600 micromotores y diferentes concentraciones de FK506, comprendidas entre o y
4.8 Hg/mL. Como se observa en la Figura 73B, al aumentar el tiempo de incubacién
hasta 15 min se consigue una mayor sensibilidad para la determinacion del
inmunosupresor, con valores de IC;, de 31 ng/mL y 13 ng/mlL, para para 5 y 15 min,

respectivamente.

Por ello, se seleccionaron como parametros 6ptimos para las siguientes medidas

una cantidad de 12600 micromotores por ensayo y un tiempo de incubacion de 15 min.

4.3.4. Caracterizacién analitica

Una vez optimizados los parametros del ensayo, se midieron las curvas de calibrado

empleando disoluciones patrén de FK506 en PBST en el intervalo de 0 a 500 ng/mL.

En la Figura 74, se muestra la curva de calibrado ajustando las sefiales
normalizadas a una ecuacién logistica de cuatro parametros. El DR, intervalo de
concentraciones que producen entre un 20% y un 80% de la sefial respecto al blanco,
esta comprendido entre 2 y 9o ng/mL. El LOD, calculado como la media del blanco + 3
veces la desviacion estandar del blanco, corresponde a un valor de 0.8 ng/mL. El valor

IC,, corresponde a una concentracion de FK506 de 12 ng/mL.

Este ensayo mejora la sensibilidad del método descrito en el apartado 4.2
empleando la misma proteina fluorescente, aunque presenta menor reproducibilidad
entre medidas (RSDpedia: 16% VS RSDpedia: 10%). Esto se debe, por un lado, a que la
mezcla de fluidos es mucho mas eficaz cuando se emplean los micromotores, lo que
favorece la competicion entre el analito libre y el inmovilizado sobre el micromotor por el
sitio de reconocimiento de la proteina FKBP1A-EmGFP. Por otro lado, el formato de
medida utilizado en este caso esta basado en el principio de medida de los sensores de
fluorecencia “turn-on”, donde se mide el incremento de la sefial al aumentar la
concentracion de analito presente en la muestra, lo que permite monitorizar pequefias
variaciones producidas de la sefial, debidas a bajas concentraciones, en relaciéon con un

fondo “oscuro”, aumentando la sensibilidad.>*?
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Comparado con inmunoensayos y kits comerciales empleados para la cuantificacion
de FK506, el bioensayo muestra una sensibilidad comparable con los ensayos descritos
hasta el momento."*>*5>***?%3 Ademas, muestra un DR mas amplio, cumpliendo los

requerimientos médicos para la deteccién y cuantificacion de FK506.

La reactividad cruzada se determiné comparando la curva de calibrado obtenida
para el FK506 con la correspondiente al inmunosupresor MPA, administrado
habitualmente junto con el FK506 en el tratamiento de pacientes trasplantados. En la
Figura 74 se puede observar que no existe reactividad cruzada con el MPA en el intervalo
de concentraciones ensayadas (concentracion total de MPA en sangre: 1.9 — 4 Hg/mL).
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en el apartado 4.2.2.7 empleando

particulas magnéticas.
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Figura 74. Curvas de calibrado correspondientes al bioensayo para FK506 (M, n = 3, 6 puntos) y MPA (@,
n = 3, 5 puntos) en PBS, empleando los micromotores magnéticos Janus de PCL modificados con FK506.
Los resultados se representan como la media de las sefiales el error estandar de la media (n = 3).
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5. Conclusiones

Se han sintetizado proteinas recombinantes fluorescentes de FKBP1A fusionadas
con EmGFP y mOrange2. Esta aproximaciéon ofrece una alternativa interesante a la
conjugaciéon quimica para el desarrollo de métodos analiticos, ya que permite la
produccién ilimitada del elemento de reconocimiento a relativamente bajo coste y

evitando variaciones entre lotes.

Las proteinas recombinantes expresadas muestran espectros de fluorescencia
similares a los de la proteina sin fusionar, confirmando la correcta expresiéon y
plegamiento del dominio fluorescente. Las interacciones entre el receptor recombinante y
el inmunosupresor, FK506, se evaluaron mediante QCM, obteniéndose las pseudo
constantes de uniéon que fueron inferiores a las descritas para el FKBP1A nativo en
disoluciéon. Las diferencias entre las constantes de las cuatro proteinas fluorescentes se
atribuyen a la accesibilidad del analito al sitio de unién debida a las diferentes

conformaciones que adoptan sobre la superficie sensora.

Los resultados obtenidos demuestran la idoneidad de estas construcciones, como
alternativa a los anticuerpos empleados en los ensayos convencionales, para el desarrollo
de métodos analiticos para la determinaciéon del inmunosupresor. De las diferentes
construcciones ensayadas, la proteina FKBP1A-EmGFP es la que permite determinar
FK506 con mayor sensibilidad. La menor sensibilidad obtenida con el resto de proteinas
recombinantes sintetizadas puede deberse a impedimentos estéricos que imposibiliten el
correcto reconocimiento del analito en el sitio de unién de la FKBP1A, o a un incorrecto

plegamiento de la regién de reconocimiento.

El bioensayo optimizado empleando particulas magnéticas, permite la
cuantificacion del FK506 total en muestras de sangre entera, cumpliendo con las
especificaciones médicas para la deteccién y cuantificacién del inmunosupresor. Se ha
aplicado de manera satisfactoria al andlisis de muestras reales de pacientes trasplantados
tratados con el farmaco. Los resultados obtenidos se han comparado favorablemente con
los obtenidos por un laboratorio externo empleando el ensayo comercial CMIA

(ARCHITECT iSystem, Abbott). Una de las ventajas del método optimizado es que no se
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observa efecto matriz en muestras sanguineas. El protocolo optimizado permite el

analisis simultdneo de 96 muestras en 45 min empleando un lector de placas.

Para mejorar las caracteristicas analiticas del método, se ha desarrollado otro
bioensayo empleando micromotores, que mejoran la mezcla de fluidos y aceleran las
interacciones entre la proteina de reconocimiento y el analito. Los mejores resultados se
obtuvieron empleando micromotores Janus de PCL con agitacién magnética que permiten

igualar, o mejorar, la sensibilidad de los ensayos comerciales basados en anticuerpos.

Los resultados obtenidos con ambos métodos para el analisis de inmupresores en
sangre, como alternativa al empleo de inmunoensayos son muy prometedores. Ademas,
al basarse en el uso de particulas magnéticas funcionalizadas puede aplicarse facilmente

al desarrollo de métodos lab-on-a-chip para medidas in situ.
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Final conclusions

The most relevant results of this Doctoral Thesis are listed below:

1. Development of fluorescence polarization immunoassays for the analysis of

immunosuppressants in blood samples

This work addressed the development of new luminescent derivatives of the
immunosuppressants FK506, CsA, and MPA, for their application in competitive
immunoassays, based on fluorescence polarization, for the analysis of these ISDs in

serum and plasma samples.

e Among the novel fluorescent conjugates tested, synthetized by other colleagues of
our research group, only that corresponding to MPA labeled with a Nile Blue
derivative allowed the development of an analytical method with excellent
sensitivity and robustness for the determination of the free form of the drug in real
world samples.

e Several parameters affecting the sensitivity and reproducibility of the assay were
optimized, namely the concentration of immunoreagents (1 nmol/L. MPA-AO and
5 Ug/mL Ab anti-MPA), the assay buffer (PBST) and the incubation time (20 min),
in order to achieve the best sensitivity and reproducibility for the determination of
MPA in blood samples.

e The optimized method shows a LOD of 0.8 ng/mL and a linear response interval
of 1.7 - 39 ng/mL in PBST, which allows the quantification of the free fraction of
MPA in blood samples from transplanted patients. The results of the optimized
assay are comparable, or improve, the analytical performance of other methods, as
well as commercial kits, reported in the literature for the analysis of this compound
in the selected samples.

e No cross-reactivity was observed against other immunosuppressants such as
FK506 and CsA, usually co-administered with MPA to avoid organ rejection.
Similarly, cross-reactivity for the secondary metabolite MPAG was negligible,
proving the selectivity of the assay.

e No matrix effect is observed when ultrafiltrated serum or plasma samples are
diluted at least 1/4 (v/v) in PBST; therefore, is possible to measure directly on the

external calibration curve measured in buffer.
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e The immunoassay has been successfully applied to the analysis of free MPA in
blank serum samples spiked with the immunosuppressant and to the analysis of
blood from a transplanted patient treated with MPA in combination with FK506.
The results have been validated by RRLC-DAD.

e The optimized FPIA allows the analysis of 96 samples in just 20 min using a

microplate reader.

2. Development of bioassays for the determination of FK506 using the FKBP1A

receptor as an alternative to the use of Abs

2.1. Synthesis and expression of fluorescent proteins
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e Four fluorescent fusion proteins have been designed by assembling the genes
corresponding to the human FK506 receptor, FKBP1A, and the inserts of the
fluorescent proteins EmGFP and mOrange2.

e The expressed fusion proteins show absorption and emission spectra similar to
those of the native fluorescent proteins, confirming the correct expression and
folding of the fluorescent proteins.

e The interactions between the fluorescent recombinant receptor and FK506 were
evaluated using QCM, obtaining the pseudo binding constants. The calculated
values are lower than those described in the literature for the native FKBP1A in
solution. This behavior can be attributed to the fact that the protein is immobilized
on the chip surface and its possible conformations are limited. Therefore, the
calculated Kq4 values are not directly comparable with those measured in solution.
On the other hand, the differences between the dissociation constants for the four
fluorescent recombinant proteins indicate that they adopt different conformations
on the sensing surface, which affects the accessibility of the analyte to the binding
site.

e The replacement of Abs by the recombinant receptor FKBP1A-EmGFP for the
development of bioassays allows, among other advantages, the availability of an

unlimited amount of the recognition element at relatively low cost, avoiding batch-



Final conclusions

to-batch variations and without the need of experimental animals for their

production.

2.2. Application of fluorescent fusion proteins to the development of bioassays using

magnetic particles

e The recombinant fluorescent proteins FKBP1A-mOrange2, mOrange2-FKBP1A,
FKBP1A-EmGFP and EmGFP-FKBP1A produced de novo were evaluated to
determine which of them allowed the development of the most sensitive bioassay.
The mOrange2-tagged fusion proteins show little affinity for FK506, and the
dynamic ranges are very narrow. However, the FKBP1A receptor fused to EmGFP
binds to the drug, regardless of whether the fluorescent protein is placed at the C-
terminal or N-terminal end of the receptor.

e Of the different constructs tested, the use of FKBP1A with EmGFP located at its C-
terminal end (FKBP1A-EmGFP) yields more reproducible results; therefore, it was
selected for the development of the bioassay.

e Several parameters that influence the sensitivity of the bioassay have been
optimized, including protein concentration (5.25 pJig/mL), concentration of FK506-
functionalized magnetic particles (7 pg/well), assay buffer (PBST), incubation time
(25 + 15 min) and temperature (18 °C).

e The optimized method is characterized by a LOD of 3 ng/mL and a dynamic
range between 5 and 70 ng/mlL, allowing the quantification of FK506 in whole
blood samples. These values are slightly higher than those obtained with some
commercial antibody-based kits. Nevertheless, the analytical characteristics of the
assay allow the quantification of the immunosuppressant at the concentrations
required in clinical analysis.

e No cross-reactivity was observed in the presence of MPA. Sirolimus shows a
cross-reactivity of 38%, which is justified considering that this compound is also

recognized by FKBP1A in the human body.
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e The optimized sample treatment for the analysis of whole blood samples allows
avoiding the matrix effect; therefore the drug can be quantified directly using an
external calibration plot in buffer.

e The bioassay has been successfully applied to the analysis of real world samples
from transplanted patients treated with the drug. The results compared favorably
with those obtained by an external laboratory using the commercial CMIA assay

(ARCHITECT iSystem, Abbott).

2.3. Application of fluorescent fusion proteins to the development of bioassays using

micromotors
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e Different types of micromotors have been synthesized, namely catalytic tubular
and Janus type, for their functionalization with an acid derivative of FK506. The
Janus type micromotors based on PCL, yield the best results in terms of
reproducibility for the development of the bioassay for the determination of FK506.
e The main parameters influencing the sensitivity of the bioassay for the analysis of
tacrolimus have been evaluated and optimized, namely: the type of propulsion
(magnetic), the concentration of micromotors (12,600 per assay) and the
incubation time (15 min) between the micromotor and the sample.

e The optimized method improves the LOD obtained previously using the same
fusion protein (FKBP1A-EmGFP) (0.8 ng/mL vs. 3 ng/mL) and increases the
dynamic range in PBS (2 - 9o ng/mL vs. 5 - 70 ng/mL), allowing the quantification
of FK506 in whole blood samples. The reproducibility using the micromotors is,
however, lower than that obtained with the magnetic particle-based bioassay
(mean RSD: 16% vs. mean RSD: 10%) probably as a result of the complexity of the
measuring system, which is higher when using the micromotors.

e No cross-reactivity against MPA is observed, demonstrating the selectivity of the
assay.

e The application of the optimized bioassay to the analysis of the

immunosuppressant in biological samples is currently under evaluation.
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The results obtained prove the usefulness and applicability of the synthesized
fusion proteins as an alternative to Abs for the development of analytical methods for the
analysis of FK506. Moreover, we propose that the optimized assays could be applied to

the development of lab-on-a-chip methods for in situ measurements.
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Conclusiones finales

Los resultados mas relevantes de la presente Tesis Doctoral se resumen a

continuacién:

1. Desarrollo de un inmunoensayo basado en medidas de polarizacion de
fluorescencia para la deteccion de inmunosupresores en suero sanguineo
En este trabajo se abordd el desarrollo de nuevos derivados luminiscentes de los
inmunosupresores FK506, CsA y MPA, para su aplicacién en ensayos competitivos
basados en polarizacion de fluorescencia, para la determinaciéon de estos farmacos en
muestras de suero y plasma.
e De los distintos conjugados fluorescentes evaluados, sintetizados por primera vez
en el grupo de investigacion, tan solo el correspondiente al MPA marcado con un
derivado del Azul del Nilo permiti6 el desarrollo de un método analitico, con la
sensibilidad necesaria, para la determinacién de la forma libre del farmaco en
muestras reales.
e Se han optimizado varios parametros que afectan a la sensibilidad del ensayo
concretamente, la concentracién de inmunorreactivos (1 nmol/L. MPA-AO y
5 Ug/mL Ab anti-MPA), el tamp6n de ensayo (PBST) y el tiempo de incubacion
(20 min), a fin de conseguir la méxima sensibilidad y la mayor reproducibilidad
posible para la determinacién del inmunosupresor MPA en muestras de sangre.
¢ El método optimizado presenta un LOD de 0.8 ng/mL y un intervalo de respuesta
lineal de 1.7 - 39 ng/mL en PBST, lo que permite la cuantificacién de la fracciéon
libre de MPA en muestras de sangre de pacientes trasplantados. Los resultados
obtenidos igualan o mejoran las prestaciones analiticas de los descritos en
bibliografia para la determinacién de este compuesto, asi como las de métodos
disponibles comercialmente.
e No se observé reactividad cruzada frente a otros inmunosupresores (FK506, CsA)
co-administrados habitualmente con MPA para evitar rechazos. Del mismo modo, la
reactividad cruzada observada para el metabolito secundario MPAG fue nula, lo que

demuestra la selectividad del ensayo.
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e No se observa efecto de matriz cuando las muestras de suero o plasma
ultrafiltradas se diluyen al menos 1/4 (v/v) en PBST, de forma que es posible medir
directamente en la curva de calibrado externa realizada en dicho buffer de trabajo.

¢ El inmunoensayo se ha aplicado de forma satisfactoria al analisis de MPA libre en
muestras de suero enriquecidas artificialmente con el inmunosupresor y para el
andlisis de sangre de un paciente trasplantado, tratado con MPA en combinacién
con FK506. Los resultados se han validado mediante RRLC-DAD.

e El FPIA desarrollado permite el analisis de 96 muestras en tan solo 20 min

empleando un lector de microplacas.

2. Desarrollo de bioensayos para la determinacion de FK506 empleando el receptor

FKBP1A como alternativa al uso de Abs

2.1. Sintesis y expresion de proteinas fluorescentes
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e Se han disefiado cuatro proteinas fluorescentes de fusién mediante el ensamblaje
de los genes correspondientes al receptor natural de FK506, FKBP1A, y los insertos
de las proteinas fluorescentes EmGFP y mOrange2.

e Las proteinas de fusién expresadas muestran espectros de absorcién y emision
similares a los de las proteinas fluorescentes nativas, confirmando la correcta
expresion y plegamiento del dominio fluorescente.

e Las interacciones entre el receptor recombinante y el FK506 se evaluaron
empleando una QCM, obteniéndose las pseudo constantes de unioén. Los valores
calculados son inferiores a los descritos en bibliografia para el FKBP1A nativo en
disolucién. Este comportamiento puede atribuirse a que la proteina se encuentra
inmovilizada sobre la superficie del chip y sus conformaciones estan restringidas,
por lo que los valores de K4 obtenidos no son directamente comparables con los
medidos en disolucién. Por otra parte, las diferencias obtenidas entre las constantes
de disociaciéon para las cuatro proteinas recombinantes fluorescentes se justifican
considerando que adoptan diferentes conformaciones sobre la superficie sensora, lo

que se traduce en una distinta accesibilidad del analito al sitio de union.
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e La sustitucion de los Abs por el receptor recombinante FKBP1A-EmGFP para el
desarrollo de bioensayos permite, entre otras ventajas, disponer de una cantidad
ilimitada del elemento de reconocimiento a relativamente bajo coste, evitando
variaciones entre lotes y sin la necesidad de emplear animales de experimentacion

para su produccion.

2.2. Aplicacién de las proteinas de fusion fluorescentes al desarrollo de bioensayos

empleando particulas magnéticas
e Se han evaluado las proteinas fluorescentes recombinantes FKBP1A-mOrange2,
mOrange2-FKBP1A, FKBP1A-EmGFP y EmGFP-FKBP1A, producidas de novo en la
presente Tesis Doctoral, para determinar cual de ellas permitia desarrollar el
bioensayo mas sensible. Las proteinas de fusién marcadas con mOrange2 muestran
poca afinidad por el FK506 y los intervalos dinamicos de respuesta son muy
estrechos. Sin embargo, el receptor FKBP1A fusionado a EmGFP reconoce de forma
significativa al farmaco, independientemente de si la proteina fluorescente se
dispone en el extremo C-terminal o N-terminal del mismo.
e De las diferentes construcciones ensayadas, el uso de la FKBP1A con la EmGFP
situada en su extremo C-terminal (FKBP1A-EmGFP) permite obtener resultados
mas reproducibles, por lo que fue seleccionada para el desarrollo del bioensayo.
e Se han optimizado varios parametros que influyen en la sensibilidad del
bioensayo, concretamente: la concentracion de proteina (5.25 Jg/mL),
concentraciéon de particulas magnéticas funcionalizadas con FK506 (7 pug/pocillo),
el tampén de ensayo (PBST), el tiempo de incubacién (25 + 15min) y la
temperatura (18 °C).
e El método optimizado se caracteriza por un LOD de 3 ng/mL y un intervalo
dinédmico entre 5y 70 ng/mL, permitiendo la cuantificacién de FK506 en muestras
de sangre entera. Estos valores son ligeramente superiores a los obtenidos en
algunos de los kits comerciales basados en anticuerpos. No obstante, las
caracteristicas analiticas del ensayo son adecuadas para la determinaciéon del

farmaco en muestras clinicas.
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e No se observd reactividad cruzada frente al MPA. El sirolimus presenta una
reactividad cruzada del 38%, lo cual se justifica teniendo en cuenta que este
compuesto también es reconocido por el FKBP1A en el cuerpo humano.

e El tratamiento de muestra optimizado para el andlisis de muestras de sangre
entera permite eliminar el efecto matriz, de forma que podemos cuantificar el
farmaco utilizando directamente el calibrado en buffer.

e El bioensayo se ha aplicado de manera satisfactoria al analisis de muestras reales
de pacientes trasplantados tratados con el farmaco. Los resultados obtenidos se han
comparado favorablemente con los obtenidos por un laboratorio externo

empleando el ensayo comercial CMIA (ARCHITECT iSystem, Abbott).

2.3. Aplicacion de las proteinas de fusién fluorescentes al desarrollo de bioensayos

empleando micromotores
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e Se han sintetizado micromotores de distinta naturaleza, concretamente tubulares
cataliticos y de tipo Janus, para su funcionalizaciéon con un derivado acido del
FK506. Los micromotores de tipo Janus obtenidos mediante el empleo de PCL, son
los que han permitido obtener mejores resultados en términos de reproducibilidad
para el desarrollo del bioensayo para la determinacion de FK506.

e Se han evaluado y optimizado los principales parametros que influyen en la
sensibilidad del bioensayo para el andlisis de tacrolimus, concretamente: el tipo de
propulsion (magnética), la concentraciéon de micromotores (12.600 por ensayo) y el
tiempo de incubacién (15 min) entre el micromotor y la muestra.

e El método optimizado mejora el LOD obtenido anteriormente empleando la
misma proteina de fusiéon (FKBP1A-EmGFP) (0.8 ng/mL vs 3 ng/mL) ampliandose
el intervalo de respuesta lineal en PBS (2 - 9o ng/mL vs 5-70 ng/mL) lo que
facilita la cuantificacion de FK506 en muestras de sangre entera. La
reproducibilidad de las medidas empleando los micromotores es, sin embargo,
menor que las obtenida con el bioensayo basado en particulas magnéticas

(RSDpedia: 16% Vs RSDpedia: 10%) probablemente debido a la complejidad del
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sistema de medida, que es mayor que en el caso del ensayo empleando los
micromotores.

e No se observa reactividad cruzada frente al MPA, demostrando la selectividad del
ensayo.

e Actualmente se esta evaluando la aplicacién del bioensayo optimizado al analisis

del inmunosupresor en muestras bioldgicas.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral demuestran la utilidad y
aplicabilidad de las proteinas de fusién sintetizadas, como alternativa a los Abs para el
desarrollo de métodos analiticos para la determinacién del FK506. Por otra parte, los
ensayos optimizados podrian aplicarse al desarrollo de métodos lab-on-a-chip para

medidas in situ.
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Final remarks

In addition to the bioassays optimized in this Doctoral Thesis for the determination
of immunosuppressants in samples from organ transplant patients, the PhD student has
evaluated other alternative routes for the development of biosensors and bioassays for
the determination of these compounds. The results corresponding to these studies have
not been included in this Thesis, but some of them are very promising and have opened
up new lines of work in the research group that are currently being explored. For
example, she has worked on the synthesis and functionalization of a BTL2 lipase protein
from Bacillus thermocatenulatus, to be used as a tool to facilitate the immobilization of
ISDs on hydrophobic sensor surfaces, generating 3D surfaces that can be applied in the

preparation of sensor arrays for multiplexing on POC devices.
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XI. CONSIDERACIONES FINALES
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Consideraciones finales

Ademas de los bioensayos optimizados en la presente Tesis Doctoral para la
determinacién de inmunosupresores en muestras de pacientes sometidos a un trasplante
de drganos, en los dltimos afios la doctoranda ha evaluado otras vias alternativas para el
desarrollo de biosensores y bioensayos para la determinacién de estos compuestos. Los
resultados correspondientes a estos estudios no se han incluido en la memoria de la Tesis
pero algunos de ellos son muy prometedores y han permitido abrir nuevas lineas de
trabajo en el grupo de investigaciébn que se estan explorando en la actualidad. Por
ejemplo, la sintesis y modificacion de la proteina lipasa BTL2 de Bacillus
thermocatenulatus, para utilizarla en la inmovilizaciéon de los ISDs sobre superficies
sensoras hidrofébicas. El empleo de la lipasa permite la generacion de superficies 3D con

grupos funcionales de distinta naturaleza para la preparacién de matrices de sensores.
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