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DETECCION FENOTIPICA A TR}\VES DEL
CRIBADO DE ALTA RESOLUCION PARA
EL DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

A pesar de la clara tendencia hacia la deteccion de dianas terapéuticas de forma masiva (high
throughput) en el proceso de descubrimiento de farmacos durante los anos 8o y 9o (debido al
auge de la biologia moleculary a los fuertes avances de la gendmica), los cribados fenotipicos
han sido y siguen siendo considerados una alternativa o un complemento a esas técnicas.

DR. JACOB TESDORPF,

En este articulo, el Dr. Jacob Tesdorpf ofrece su vision
experta acerca del cribado de alto contenido (HCS, por sus
siglas en inglés) que esté detras del descubrimiento de far-
macos a través de la deteccidn fenotipica, y de como opti-
mizar los datos obtenidos a partir de los ensayos de HCS.

Fenotipos y como analizarlos

Un fenotipo es el conjunto de cualidades observables de
un organismo. En el nivel minimo de una célula, pueden
ser propiedades como el tamafio, la forma o el contenido
molecular. Taylor (2010) describe el cribado de alto conte-
nido (HCS) como las “plataformas y métodos... utilizados
para el cribado automatico y el anélisis de poblaciones
celulares para definir las actividades y funciones tempo-
rales y espaciales de las células y sus componentes”. El
HCS es, por tanto, un método ideal para medir los fenoti-
pos celulares. Una observacion y descripcion detallada y
multiparamétrica de los fenotipos, sobre todo en las pri-
meras fases del proceso de descubrimiento de farmacos,
puede conducir, sin duda, a una mayor productividad de
ese proceso.

Los datos multiparamétricos generados por la tincion
multiplexada y software de analisis de imagenes cada vez
mas sofisticados utilizados para describir la morfologia
celular, pueden incorporarse a la evaluacion ponderada
de, por ejemplo, el efecto global de un compuesto en un
sistema. Estos ensayos son Utiles en el contexto de una
estrategia de descubrimiento de farmacos basada en
objetivos (TDD por sus siglas en inglés, target-based drug
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discovery), ya que a través de ellos los investigadores pue-
den demostrar directamente que los compuestos tienen
un efecto en un sistema representativo, no solo en una
proteina objetivo.

Los ensayos fenotipicos son también una via muy Util
cuando, por alguna razon, no puede realizarse una prueba
basada en el objetivo, lo que puede ocurrir, por ejemplo,
cuando dicho objetivo es desconocido o no puede aislarse
para un ensayo in vitro. Pueden ayudar a observar no sélo
el objetivo de interés, sino también cémo toda la via meta-
bolica o la biologia del sistema se ven afectadas por dicho
objetivo.

Datos del cribado de alto contenido

No es raro ver, incluso hoy en dia, que no toda la infor-
macion obtenida del HCS es utilizada por los investigado-
res. En el pasado, este aspecto tenia que ver con la limitada
capacidad informatica disponible y la falta de software
adecuado. Los avances tecnoldgicos de la actualidad han
hecho posible la creacion de huellas fenotipicas de célu-
las individuales con cientos de caracteristicas, que se
utilizan cada vez mas para realizar analisis poblacionales
detallados.

Estos avances en HCS permiten a los cientificos discri-
minar poblaciones de células que pueden llegar a respon-
der de forma diferente al mismo tratamiento. Sin el cribado
fenotipico de células individuales, estas respuestas se atri-
buirian a la variabilidad del ensayo.



Ademas de la falta de herramientas adecuadas men-
cionada anteriormente, a veces los cientificos pueden no
utilizar ciertos descriptores complejos por la dificultad
que pueden acarrear a la hora de alinear con el signifi-
cado bhiolégico y comunicar los resultados. Sin embargo,
la medicién de muchos rasgos permite una mejor discri-
minacion de los fenotipos, ya que estos rasgos pueden
combinarse en colecciones de parametros mediante
programas informaticos que utilizan algoritmos de
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aprendizaje automatico (“machine learning"), lo que luego
facilita una compleja agrupacion fenotipica. Como resul-
tado de este enfoque, no sélo se reduce la posibilidad
de que exista sesgo humano asociado a la observacién
de sdlo unos pocos parametros, sino que, ademas, los
cambios fenotipicos muy sutiles en respuesta a diferen-
tes dosis de un farmaco que se pueden detectar podrian
contribuir a dilucidar el mecanismo de accion (MOA por
sus siglas en inglés).
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Descubrimiento de farmacos a
través de cribado fenotipico

El cribado fenotipico es una estrategia utilizada para el
descubrimiento de farmacos cuando el investigador tiene
escaso conocimiento previo acerca del posible MOA para
interferir en la enfermedad en cuestién y, por tanto, se basa
en sistemas fisiolégicamente relevantes y modelos predic-
tivos. Esto abre la puerta a posibles descubrimientos ines-
perados procedentes de la criba.

Para ilustrar mejor lo que ocurre in vivo en el paciente,
los modelos celulares son cada vez mas complejos:
muchos ensayos utilizan hoy en dia células humanas pri-
marias, modelos derivados de células madre pluripotentes
inducidas (iPSC), co-cultivos, o incluso sistemas de cul-
tivo tridimensionales. En consecuencia, para obtener un
andlisis mas robusto se necesitan mas imagenes de estos
cultivos y de mayor calidad. Los sistemas de imagen con-
focal de alta gama permiten obtener imagenes de células
vivas de forma répida y cuidadosa, y proporcionan un ren-
dimiento suficiente para realizar estudios de cribado efi-
caces mediante la adquisicién simultanea de hasta cuatro
canales. Especialmente en el caso de los modelos de cul-
tivo en 3D, la combinacion del uso de un sistema confocal
con spinning disk y lentes de inmersion en agua permite a
los sistemas de HCS ofrecer imagenes de alta calidad que
admiten un andlisis de imagen detallado. También la cali-
dad de las microplacas y la eleccion de los revestimientos
son variables importantes para tener en cuenta y obtener
imagenes optimas.

Sin embargo, con modelos celulares mas complejos,
como los esferoides, el reto para el investigador proviene
de la incapacidad de ver en profundidad y obtener iméage-
nes con suficiente resolucion del ndcleo, o ver todo el esfe-
roide. En la actualidad, equipos interdisciplinarios estan
trabajando para hacer frente a este reto y para encontrar
soluciones técnicas mejoradas que combinen lo mejor de
las tecnologias de imagen disponibles.

Manejo de los datos obtenidos
mediante cribado de alto contenido

El uso de sistemas de cribado de alto contenido propor-
ciona un gran nivel de detalle adicional que permite dis-
criminar fenotipos mas sutiles a partir del gran nimero
de parametros analizados. Esto aporta un valor inmenso
a la campana de cribado, pero la gran cantidad de datos
también puede dar lugar a enormes desafios. Los investi-
gadores deben tener en cuenta aspectos como el flujo de
datos, el ancho de banda de la red, las politicas de almace-
namiento y archivo y la capacidad informatica.
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El proceso de manejo de datos también requiere una
estrecha integracion, asi como capacidades de automa-
tizacién que incluyan la adquisicion de imagenes, el alma-
cenamiento, la copia de seguridad, el archivo, el analisis
de iméagenes, el control de calidad, la estratificacion de
dianas, el andlisis secundario y la elaboracion de informes
para garantizar la integridad, la trazabilidad y la eficiencia
de los datos.

Las herramientas de analisis de imagenes utilizadas
para extraer una multitud de descriptores significativos
de rasgos celulares deben ser faciles de usar y a la vez
potentes, debido a la enorme cantidad de datos generados
por el cribado fenotipico. Las soluciones mas avanzadas
permiten a los bidlogos extraer medidas clasicas como
las intensidades de sefial o los parametros morfoldgicos,
asf como medidas avanzadas y estadisticamente robus-
tas como los parametros de textura (por ejemplo, SER
Features; Sero, 2012).

Las huellas fenotipicas resultantes de este tipo de ana-
lisis de imagenes son una fuente robusta y realmente
valiosa para la toma de decisiones.

Conclusion

Los investigadores deben invertir en la calidad de los
modelos bioldgicos y en los datos obtenidos para predecir el
éxito de los compuestos seleccionados en la siguiente fase
con mayor probabilidad. Esto acelerard el descubrimiento de
nuevos candidatos a farmacos, mas que solo aumentar la
capacidad de procesar mas muestras. La toma de decisiones
informadas sobre un determinado compuesto en una fase
mas temprana del proceso de descubrimiento de farmacos
ahorra tiempo (de gran valor) y recursos econémicos a los
investigadores.

Probar los compuestos desde el principio en sistemas y
modelos fisiolégicamente relevantes y aprovechar toda la
valiosisima y rica informacién obtenida de las cribas basadas
en imagenes permite a los cientificos centrarse en aquellos
compuestos que generan los cambios fenotipicos adecuados
sin efectos indeseables en el sistema. La creciente comple-
jidad de los modelos celulares plantea algunos problemas,
pero los expertos en tecnologia de las ciencias de la vida
estan trabajando para resolverlos y sequir apoyando el pro-
ceso de descubrimiento de farmacos de forma innovadora y
cada vez mas eficiente.
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