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Análisis cuantitativo de interacciones moleculares protéına-protéına mediante la
combinación de microarreglos y un lectoróptico basado en el feńomeno de
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The surface plasmon resonance (SPR) finds a directly application like an optical sensor during biomolecular interaction reading. In this
work we applied a surface plasmon resonance microscope (SPRM) to simultaneously and in real time detect the protein-protein interactions
combined with microarrays. The detection of those biomolecular binding events was carried out label free. The fabricated microarrays contain
144 binding active microsites of protein from (1) human serum albumin HSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (2) lyzosime Lyz (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (3)
anti bovine serum albumin anti BSA (1.0 mg/ml), and (4) bovine serum albumin BSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml). We determined simultaneously
the surface density concentration when anti BSA (1.0 mg/ml) was injected onto the microsites of protein by using the SPR kinetic interaction
curves. We found that the surface density concentration of anti BSA (1.0 g/ml) during the interaction with active microsites was 660 ng/cm2

for BSA, 366 ng/cm2 in the case of HSA, 22.3 ng/cm2 with Lyz, and 8.3 ng/cm2 for anti BSA.

Keywords:Biosensors; proteomics; surface plasmon; protein-protein interaction.

La resonancia de plasmones superficiales (SPR) encuentra una aplicación directa como sensoróptico en la lectura de interacciones biomole-
culares. En este trabajo empleamos un microscopio de resonancia de plasmones superficiales para la lectura simultánea y en tiempo real de
interacciones proteı́na-protéına mediante su combinación con microarreglos. La detección de dichos eventos moleculares se hacen sin nece-
sidad de marcado fluorescente de la molécula bajo estudio. Los microarreglos fabricados contienen 144 elementos microscópicos activos de
protéınas de (1) albumina de suero de humano HSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (2) lisozima Lyz (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (3) anti albúmina de suero de
bovino anti BSA (1.0 mg/ml) y (4) alb́umina de suero de bovino BSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml). Determinamos simultáneamente las densidades
de concentración superficial de interacción de anti albumina de suero de bovino a 1.0 mg/ml inyectada sobre los micrositios de proteı́nas
previamente descritos, a través de las curvas de cinética de interacción SPR. Encontramos que para concentraciones altas (1.0 mg/ml) de los
micrositios impresos interactuando con solución conteniendo anti BSA (1.0 mg/ml), la densidad de concentración superficial de anti BSA
anclada fue de 660 ng/cm2 para BSA, 366 ng/cm2 en el caso de HSA, 22.3 ng/cm2 en Lyz y de 8.3 ng/cm2 para anti BSA.

Descriptores:Biosensores; proteómica; plasmones superficiales; interacción protéına-protéına.

PACS: 87.85.fk; 87.85.mk; 73.20.Mf; 87.15.km

1. Introducción

En losúltimos ãnos la tecnoloǵıa de microarreglos de DNA
ha sido utilizada como una herramienta altamenteútil para
el ańalisis cuantitativo, simultáneo y en paralelo de cientos
de patrones de expresiones de genes a nivel transcripcional.
Es decir, los microarreglos proveen de una gran cantidad de
informacíon cuantitativa de expresión de genes, en muchas
muestras que contienen diferentes genes y en un relativo cor-
to tiempo de ańalisis experimental [1]. Unmicroarreglo es
una configuracíon den x m elementos microsćopicos activos
(o spots) impresos sobre una superficie plana quı́micamen-
te reactiva. La alta densidad de spots permite el monitoreo
en paralelo de hasta 50 mil eventos simultáneos en un so-
lo ensayo [2], mientras que las biomoléculas que los forman

(moĺeculas sonda o ligando) confieren una alta especificidad
bioqúımica con las moĺeculas bajo estudio (moĺeculas blanco
o analito) [1,3].

El empleo de microarreglos es de gran importancia en la
investigacíon médica y en el diagńostico cĺınico [4-9], aśı co-
mo en el descubrimiento de nuevos fármacos [10,11], en el
estudio de las funciones de las proteı́nas [12,13], y en el de-
sarrollo de sensores analı́ticos [14,15]. Sus aplicaciones van
desde la determinación de perfiles de respuesta genómica de
los cambios de raźon de transcripción asociados con trata-
miento de f́armacos, estadı́os de una enfermedad, diferencia-
ción en sus fenotipos, hasta el reconocimiento de mutacio-
nes [16]. Una de las aplicaciones de enormes repercusiones
es el uso de microarreglos decDNA en la determinación de
patrones de expresión de genes del humano durante la identi-
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ficación de genes asociados con enfermedades como cáncer,
diabetes y/o enfermedades endémicas, entre otras [17]. Sin
embargo, es la era post-genómica (protéomica) la que afronta
grandes retos para la completa descripción de las funciones
de cada protéına en la materia viva, como parte de una red
extendida de interacciones de moléculas interactuando [18].

Existen b́asicamente dos grandes grupos de mecanismos
de lectura de interacciones biomoleculares de microarreglos.
El primero se basa en tecnologı́a de marcaje, pudiendo ser
fluorescente [19,20] o radiativo [21-23], mientras que el se-
gundo son ḿetodos libres de marcaje como la tecnologı́a
de gúıa de onda [24], t́ecnicas piezoeléctricas basadas en
cambios de masa [25] y resonancia de plasmones superficia-
les [26-28]. T́ıpicamente los lı́mites de detección anaĺıticos
de estas tecnologı́as ocurren en el rango de nanogramos por
mililitro para SPR y piezoeléctricos, mientras que para fluo-
rescencia y radiomarcaje es en el rango de picogramos por
mililitro. Es decir, aunque los lectores de microarreglos basa-
dos en marcaje ofrecen alta sensibilidad presentan una enor-
me debilidad, debido a que el protocolo de preparación del
blanco es largo y en algunas ocasiones puede presentarse sen-
sibilidad cruzada con otros analitos que no son los de interés
durante la lectura [29].

En particular, la espectroscopia de resonancia de plasmo-
nes superficiales (SPR) es una técnica de ańalisis superficial
que explota el feńomeno de reflexión total interna (TIR) en
la interficie de dos medios con propiedadesópticas diferen-
tes descritos por sus funciones dieléctricasε1 y ε2. Consi-
deremos una intersuperficie en el planoxy entre dos medios
semi-infinitos, 1 y 2, descritos por sus funciones dieléctricas
complejasε̃1 = ε̃1(ω) y, ε̃2 = ε̃2(ω) respectivamente, don-
de (ω) es la frecuencia angular. Los plasmones superficiales
(SP) solamente pueden ser excitados en dicha intersuperficie
si el vector desplazamiento dieléctrico ~D del modo electro-
magńetico tiene componente paralela al plano de incidencia
(ver Fig. 1); por lo que solo los modos con luz polarizada
tipo ~p pueden acoplarse a tal modo [30]. Considérese tam-
bién que la forma general de las ondas electromagnéticas,~E
y ~H, son ~A1 = ~A10e

i(~kx1~x+~kz1~z−ωt) conz <0 (medio 1) y
~A2 = ~A20e

i(~kx2~x+~kz2~z−ωt) conz >0 (medio 2), donde~kx1 y
~kx2 son los vectores de onda en la direcciónx; ~kz1 y ~kz2 son
los correspondientes en la dirección z. Ambos campos~E y
~H satisfacen las Ecs. de Maxwell. Las componentes tangen-
ciales de~E y ~H deben ser iguales en la interficie, dadas por
las Ecs. (1) y (2)

Ex1 = Ex2 (1)

y

Hy1 = Hy2 (2)

de donde de la Ec. (1) se implica quekx1 = kx2 = kx

Sustituyendo~E y ~H en la ley de Ampere, obtenemos que

kz1Hy1 =
ω

c
ε1Ex1, (3)

y

kz2Hy2 =
ω

c
ε2Ex2 (4)

Las Ecs. (3) y (4) śolo tienen solucíon no trivial si

kz1

kz2
= −ε1

ε2
(5)

lo cual f́ısicamente significa que los modos electromagnéti-
cos śolo pueden ser excitados en la interficie entre dos medios
si las constantes dieléctricas de ambos medios tienen signos
opuestos.

Si particularmente los medios 1 y 2 son un me-
tal y un dieĺectrico con funciones dieléctricas complejas
ε̃m = ε′m + iε′′m y ε̃d = ε′d + iε′′d , respectivamente, entonces
se presenta el acoplamiento entre las oscilaciones de plasma
colectivo del gas de electrones libres del metal con el cam-
po electromagńetico incidente. De las leyes de Faraday y de
Ampere, y las Ecs. (3) y (4), obtenemos que

kzd =

√
εd

(ω

c

)2

− k2
x. (6)

Combinando las Ecs. (5) y (6), encontramos que larela-
ción de dispersíon (relacíon enerǵıa-momento) para los plas-
mones superficiales en la interface metal/dieléctrico est́a dada
por

kx =
ω

c

√
εm · εd

(εm + εd)
. (7)

Esta ecuación describe la onda superficial del plasma
(SPW) si la parte real deεm es negativa y su valor absolu-
to es menor queεd. Esta condicíon es satisfecha por varios
metales, de los cuales el oro es el más coḿun utilizado en
biosensores de SPR [30]. La parte real de la relación de dis-
persíonkx se relaciona con elı́ndice de refracciónn mediante
la Ec. (8).

n =
ω

c
Re{kx} = Re

{√
εm · εd

(εm + εd)

}
, (8)

mientras que la parte imaginaria se relaciona con el modo de
atenuacíon b:

b = Im{kx} 0.2
ln10

= Re

{√
εm · εd

(εm + εd)

}
0.2ω

cln10
(9)

La profundidad de penetración de plasḿon superficial en
el dieĺectrico es particularmente importante si es que la técni-
ca de resonancia de plasmones superficiales (SPR) se emplea
para el disẽno de sensoreśopticos basados en este fenómeno.
En ellos, los plasmones superficiales son excitados median-
te luz en la regíon visible cuando la proyección del vector
de onda incidente,kph, sobre la interface metal-dieléctrico
coincide con el vector de onda [Ec. (7)]. Un mecanismoópti-
co es empleando la configuración Krestchmann-Rather [30],
la cual consiste en hacer incidir luz polarizada a través de
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un prisma con altóındice de refracción, colocado en la ba-
se de una pelı́cula met́alica, el que a uńangulo cŕıtico θc

de reflexíon total interna atenuada (TIR), se reflejará total-
mente en la base del prisma generando una onda evanescente
que se propagará a lo largo de la interficie metal-dieléctrico
(Fig. 1) [31,32]. Asumiendo que la influencia del prisma es
despreciable en la constante de propagación de la superficie
del plasḿon en la interficiekx, la condicíon de acoplamiento
puede simplificarse como

√
εpsenθ = Re

{√
εm · εd

(εm + εd)

}
, (10)

dondeθ es elángulo de incidencia;εm, εp y εd , son las fun-
ciones dieĺectricas del metal, del prisma y del dieléctrico (so-
lución con protéına), respectivamente; y además εp > εd.
La excitacíon de una superficie de plasmones es acompañada
por la transferencia de energı́a de la luz incidente a la energı́a
de los plasmones superficiales, y su subsecuente disipación
en la peĺıcula met́alica. Esto conlleva a una atenuación en la
intensidad de la luz reflejada (Fig. 1) [29].

Particularmente, cuando hablamos de la aplicación de
SPR para sensado de biosensores, el metal más empleado es
una peĺıcula de oro de espesor nanométrico y el dieĺectrico es

FIGURA 1. Configuracíon experimental de un sistemaóptico SPR
para la medicíon de interacciones biomoleculares.

FIGURA 2.Esquema del proceso de interacción entre protéına blan-
co y protéına sonda. La Fig. 2a muestra al blanco antes de la inter-
accíon y la Fig. 2b la interacción espećıfica entre protéına-protéına.

una solucíon conteniendo las biomoléculas a sensar (analitoo
blanco). El campo eĺectrico de una SPW es extremadamente
sensible a cambios en elı́ndice de refracción del dieĺectrico.
Esta propiedad de la SPW es el principio fı́sico fundamen-
tal de reconocimiento de un biosensor SPR, el cual contiene
sobre su superficie metálica elementos con afinidad biomo-
lecular que capturan especı́ficamente el analito presente en
una muestra lı́quida, produciendo ası́ un incremento local del
ı́ndice de refracción en la superficie del metal. Dicho incre-
mento deĺındice de refracción da lugar a un incremento en
la constante de propagación SPW a lo largo de la superfi-
cie met́alica, la cual puede ser medida de manera precisa por
mediosópticos (Fig. 1). En interficies oro-lı́quido el feńome-
no de plasmones superficiales muestra una profundidad de
penetracíon t́ıpica de 20-30 nm y 100-500 nm en el metal
y dieléctrico, respectivamente, en las regiones visible e in-
frarroja cercano del espectro [31,32].

Espećıficamente,́esta t́ecnica detecta cambios delı́ndice
de refraccíon (RI) con alta sensibilidad(< 10−6) y en un
tiempo de resolución (∼1 s) de cualquier pelı́cula transpa-
rente o moĺecula colocada sobre la superficie metálica activa
SPR. Usualmente se emplean dos configuraciones SPR:

a) reflectividad contra longitud de ondaλ, a unángulo fi-
jo θ o

b) reflectividad contráanguloθ, a una longitud de onda
fija λ.

La funcionalizacíon de la superficie metálica con micro-
sitios espećıficos con bioafinidad crea un biosensor, el cual
puede detectar la cinética de interacciones biomoleculares en
tiempo real y libre de marcaje fluorescente. Por esta razón, la
espectroscopia SPR se ha convertido en una herramienta muy
útil en bioqúımica y qúımica bioanaĺıtica, especialmente para
determinar coeficientes de razón de asociación y disociacíon,
y constantes de interacción en equilibrio, las cuales describen
las interacciones entre proteı́nas, DNAs o RNAs y una amplia
variedad de otras biomoléculas [33].

Una aplicacíon de la resonancia de plasmones superficia-
les es mediante el empleo de un microscopio SPR para me-
dir la cuantificacíon simult́anea de interacciones biomolecu-
lares en uńarea de lectura de 20 mm2, donde se imprime un
microarreglo con 400 spots y tiene una resolución lateral de
5 µm (Fig. 2) [30,34-36].

En este trabajo reportamos la lectura en tiempo real,in
situ, de interacciones proteı́na-protéına mediante la aplica-
ción de un microscopio basado en el fenómeno de resonancia
de plasmones superficiales. La detección de las interacciones
entre las protéınas sonda afines seleccionadas (albúmina de
suero de bovino BSA, alb́umina de suero de humano HSA,
lisozima Lyz y anti-alb́umina de suero de bovino anti BSA)
permitió determinar, sin necesidad de marcaje fluorescente,
la densidad de concentración superficial de la proteı́na blan-
co (anti BSA, 1.0 mg/ml) enlazada covalentemente sobre los
sitios activos que contienen anticuerpos a diversas concentra-
ciones (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml).

Rev. Mex. F́ıs. 56 (2) (2010) 147–154
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2. Detalles experimentales

2.1. Funcionalizacíon de los substratos

Los sustratos empleados en este trabajo, pelı́culas de oro so-
bre vidrio, fueron adquiridos a GenTel Biosurface, Inc. La
peĺıcula de oro de aproximadamente 50 nm de espesor fue
limpiada empleando solución pirãna 1:3 por 30 seg. para re-
mover compuestos orgánicos yóxidos. Inmediatamente des-
pués los sustratos fueron lavados alternadamente un par de
veces con agua desionizada (18 MΩ·cm) y etanol absoluto
(Sigma). La activacíon de la superficie de oro se realizó me-
diante la inmersíon de los substratos limpios en una solución
1 mM del correspondiente tiol en etanol absoluto por un pe-
riodo de 24 hrs. Transcurrido el tiempo mencionado, los subs-
tratos fueron removidos de la solución y lavados con etanol
absoluto para la inmediata impresión de protéınas.

2.2. Impresión de microarreglos de protéınas

Las protéınas sonda empleadas en la fabricación de los
lugares activos (spots) en los microarreglos fueron anti-
albúmina de suero de bovinoanti BSA (PM= 150 kDa),
albúmina de suero de bovinoBSA(PM= 67 kDa), lisozima
Lyz (PM= 14.4 kDa) y alb́umina de suero de humanoHSA
(PM= 66 kDa). En este trabajo usamos como control posi-
tivo a BSA y como control negativo a anti BSA. Todas las
soluciones proteicas fueron preparadas en solución base de
fosfato (PBS) a pH 7.2, 1X y con 10 % de sulfóxido de dime-
tilo (DMSO) (Sigma-Aldrich); y todas las concentraciones de
protéına sonda, fueron de 0.1, 0.5 y 1.0 mg/ml. Por su lado,
el control negativo fue impreso a una concentración de 1.0
mg/ml.

La impresíon despotso micrositios se realiźo median-
te un sistema cartesiano de impresión nanoprint LM60 (Te-
lechem International, Inc.), diseñado para tomar muestras
biológicas de una base con cajas de 384 micro-pozos, los
cuales contuvieron las 10 soluciones de interés. Cada punta
tomó un promedio de 0.2 nl de solución que transfirío por ad-
hesíon al hacer contacto con la superficie de oro previamente
aminofuncionalizada (impresión). La inmovilizacíon de las
protéınas depositadas se lleva a cabo por acoplamiento cova-
lente entre la superficie aminorreactiva (-NH+

3 ) y los grupos
reactivos carboxilos de las proteı́nas (-COOH−). Se disẽnó el
microarreglo de tal forma que en unárea de 3 mm×4 mm se
tuvieran 144spotsactivos. El díametro de cadaspot es de
120µm, mientras que la distancia centro a centro entre dos
spotses de 300µm para evitar el traslape. La repetibilidad de
impresíon tiene una precisión±10µm.

2.3. Microscopio SPR

En este trabajo, la interacción protéına-protéına fue medi-
da empleando un microscopio SPR de configuración tipo
Kretschmann-Rather [30]. Brevemente, se utilizó un ĺaser es-
tabilizado de HeNe (λ = 632.8 nm) como fuente de excitación

para este sistema. El haz láser fue polarizado tipo p, expandi-
do y colimado antes de llegar a un prisma esférico trunco al
cual fue acoplado elbiochipque contiene losspotscon pro-
téınas en su parte posterior. Losı́ndices de refracción, tan-
to de la base del microarreglo del prisma, como del lı́quido
acoplador, fueron de 1.76. Elárea incidente del láser sobre
la parte posterior del microarreglo fue de aproximadamente
20 mm2, mientras que la interacción biomolecular protéına-
protéına de cada uno de losspotsfue adquirida con una cáma-
ra CCD (Charge-Coupled Device) cuando un sistema de in-
yeccíon de fluido de bajo volumen (5µl/seg) irriga al mi-
croarreglo. Los centros de rotación de la ćamara CCD y del
prisma fueron alineados usando dos rotores de alta precisión
(0.0002◦), tal que losángulos de los haces de incidencia y
reflexión son acoplados de manera simultánea. La intensidad
de la luz reflejada y la variación en elángulo de incidencia
del haz se adquirieron mediante una tarjeta de adquisición de
datos conectada a una computadora. El mecanismo de inte-
raccíon biomolecular empleando el microscopio SPR de la
Fig. 1 se muestra esquemáticamente en la Fig. 2.

3. Cuantificación absoluta de la concentracíon
superficial mediante espectroscopia SPR

En este artı́culo se explota la capacidad de SPR para medir
el ı́ndice de refracción efectivo,ηef , de un sistema modelo
bicapa formado por una capa sonda o adsorbato (monocapa
autoensamblada de proteı́nas HSA, BSA, Lyz o anti BSA)
depositada sobre una pelı́cula met́alica (oro), y un analito de
inteŕes (soluto con anti BSA) en contacto con la superficie
del adsorbato. Seaηs el ı́ndice de refracción del soluto yηa

el ı́ndice de refracción del adsorbato de espesord. Entonces,
ηef es calculado tomando el promedio ponderado de losı́ndi-
ces de refracciónηs y ηa dado por [36,37]

ηef = ηs + (ηa − ηs)
d

λ
, (11)

tal que el cambio enηef sobre la capa adsorbente de espesor
d est́a dada por

∆ηef = (ηa − ηs)
d

λ
, (12)

y la respuesta de adsorción R del sensor SPR está dado por
la diferencia deĺındice de refracción efectivo,ηef , menos el
ı́ndice de refracción del soluto,ηs, multiplicado por la mag-
nitud de la pendiente local de calibración m, 4200 RIU (Re-
fractive Index Unit) en nuestro caso,

R = m(ηef − ηs). (13)

Dado que el campo electromagnético decae exponencial-
mente dentro del soluto con una longitud de decaimiento
caracteŕıstica Id (∼ 25 al 50 % de la longitud de la luz
de incidenciaλ), y que la respuesta ḿaxima del sensor es
Rmax= m (ηa- ηs), es posible determinar el espesor efectivo
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FIGURA 3. Interaccíon de anti BSA (1.0 mg/ml) con los micrositios
activos de BSA, Lyz y HSA (0.1, 0.5 y 1.0 mg/ml), leı́das mediante
un SPRM.

FIGURA 4. Ejemplo de curvas de interacción protéına-protéına me-
didas mediante un microscopio de resonancia de plasmones super-
ficiales experimental. Se muestran las interacciones entre los sitios
activos de HSA, BSA, Lyz y anti BSA (1.0 mg/ml) con solución
saturada de anti BSA (1.0 mg/ml).

def tal que

def = −Id

2
ln

(
1− R

Rmax

)
. (14)

Para los casos donded ¿ Id, podemos expandir el loga-
ritmo natural en serie de Taylor tal que la Ec. (14) se reduce a

def = −Id

2
R

Rmax
=

Id

d

R

m(ηa − ηs)
, (15)

es decir, es posible determinar el espesor efectivodef de una
monocapa y/o una submonocapa del soluto (en nuestro caso,
anti BSA) que se adsorbe en la capa del adsorbato en función
de la respuesta del sensorR. Finalmente, la concentración
superficial,θ (moléculas por cm2), es calculada multiplican-
do eldef [Ec. (15)] por la densidad de bulto del absorbatoN
(moléculas por cm3),

θ
(moléculas

cm2

)
= def (cm) ·N

(moléculas
cm2

)
(16)

y N = ρa/PM · NA, dondeρa es la densidad de adsorba-
to (gr/cm3), PM es el peso molecular y NA es el ńumero de

Avogadro. En nuestro caso, las soluciones proteicas fueron
diluidas en PBS tal queρprotéına=1.3 g/ml,ηprotéına=1.57 RIU
y ηPBS = 1.336 RIU [36].

4. Resultados y discusíon

La Fig. 3 muestra la interacción protéına-protéına de un mi-
croarreglo 12× 12, fabricado mediante impresión por con-
tacto, mediante la medición del cambio de intensidad de refle-
xión en cada uno de losspotscon protéınas sonda. Se presen-
ta la interaccíon de la protéına blanco (anti BSA, 1.0 mg/ml)
con diferentes concentraciones de proteı́nas sonda: alb́umina
de suero de humano (HSA), Lisozima (Lyz), anti albúmina
de suero de bovino (anti BSA) y albúmina de suero de bovi-
no (BSA), medidas con un sistema experimental SPRM. Los
elementos de las filas 1 a 3 (y columnas 1 a 6) corresponden
a spotscon concentraciones 1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml de HSA,
respectivamente; al igual que aquellos correspondientes a las
filas 10 a 12 (y columnas 7 a 12) pero en concentraciones de
0.1, 0.5 y 1.0 mg/ml. Por su parte, la fila 12 (columnas 1 a 6)
se fabrićo imprimiendo HSA a 1.0 mg/ml. Los elementos del
microarreglo que contienenspotsde BSA, concentraciones
1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml, se encuentran ubicados en las filas 5
a 7 (columnas 1 a 6) y filas 6 a 8 (columnas 7 a 12). Por su
parte Lyz (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) fue impresa en las filas 9
a 11 (columnas 1 a 6) y filas 2 a 4 (columnas 7 a 12). El
control negativo de las interacciones estudiadas fue anti BSA
(1.0 mg/ml), el cual se intercaló en las filas 4 y 8 (columnas 1
a 6), y filas 1, 5 y 9 (columnas 7 a 12). Se observa que los
lugares activos con mayor concentración de protéınas sonda
BSA y HSA (1.0 mg/ml) presentaron una mayor intensidad
de reflexíon IR (u.a.) que aquellos con concentraciones dilui-
das de estas mismas proteı́nas (0.5 y 0.1 mg/ml) cuando in-
teractuaron las moléculas blanco anti BSA (1.0 mg/ml). Este
comportamiento es el mismo para BSA y HSA en concentra-
ciones de 0.5 mg/ml, dado que muestran mayor intensidad de
reflexión que losspotsa 0.1 mg/ml de ellas mismas. Compa-
rativamente, losspotsde BSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) mues-
tran mayor luminosidad que los correspondientes a HSA con
las mismas concentraciones. Es decir, BSA es altamente re-
activa con anti BSA (1.0 mg/ml) dado que presentan una inte-
raccíon ant́ıgeno-anticuerpo con una constante de asociación
Ka de 3.5± 0.6× 107M−1 [38], mientras que HSA presen-
ta una constaste de asociación con anticuerpos monoclonales
(i.e.anti BSA) del orden de 5.5± 1.4× 106M−1 [39]. Por su
parte, Lyz (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) no mostró afinidad especı́fi-
ca con anti BSA (1.0 mg/ml), por lo que los correspondientes
lugares activos muestran luminosidad casi nula. Finalmente,
los controles negativos de anti BSA (1.0 mg/ml) presentaron
mı́nima intensidad, atribuible a la débil interaccíon iónica en-
tre moĺeculas de anti BSA.

La Fig. 4 muestra las curvas de tiempo de interacción
t(seg) contra densidad superficial de moléculasθ (ng/cm2)
de BSA, HSA, Lyz y anti BSA (1.0 mg/ml) con anti BSA
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(1.0 mg/ml), que son las curvas tı́picas de cińetica de inter-
accíon de las cuatro proteı́nas sonda ancladas con la concen-
tración saturada (1.0 mg/ml) de la molécula blanco bajo estu-
dio, medidas con el sistema SPRM. En el periodo 0-960 seg
se inyect́o PBS (1X, pH 7.2) para obtener la lı́nea base. En el
instante de 966 seg se inyectó anti BSA (60µl a 1.0 mg/ml)
sobre el microarreglo, y se adquirió la evolucíon de la inte-
raccíon hasta 6000 seg. Se observó que las curvas de inter-
accíon de losspotsde BSA y HSA con anti BSA mostraron
una raźon de interaccíon inicial ŕapida debido a su alta afi-
nidad en los primeros dos minutos a partir de la inyección
del anticuerpo (966-1050 seg). De hecho, la pendiente aso-
ciada con la interacción anti BSA-BSA es ḿas pronunciada
que la correspondiente a anti BSA-HSA. Nuevamente, dicho
comportamiento obedece a la mayor afinidad entre antı́geno-
anticuerpo de anti BSA y BSA, que a la correspondiente entre
anti BSA y HSA [38,39]. De 1056 seg y hasta 6000 seg, se
observa que la razón de interaccíon del blanco con las son-
das gradualmente decrece hasta alcanzar el estado de equili-
brio, es decir, la densidad superficial de proteı́nas sonda que
forman una monocapa (de BSA y HSA) están interactuan-
do covalentemente con las biomoléculas blanco de anti BSA.
Para asegurar que no se toma en cuenta dentro de la lectura
las interacciones de tipo iónico entre moĺeculas blanco anti
BSA-anti BSA, es decir, para que no existan dobles o triples
monocapas sobre losspotsestudiados, es que se realiza un la-
vado con PBS (1X, pH 7.2) por 20 minutos a partir del tiempo
de 6506 seg. Ası́, la respuestaR del sensor fue determinada
calculando la diferencia de la intensidad de reflexión prome-
diada en la región de lavado con PBS (alrededor de 7000 seg)
menos la intensidad de reflexión antes de la inyección de la
molécula blanco (lı́nea base, 500 seg) (gráfica no mostrada).
Los valores deR para BSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) son de
45.58, 41.67 y 13.18 (u.a.), respectivamente; mientras que
para HSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) se encontraron valores de
R de 24.32, 22.51 y 7.21 (u.a.). En el caso de la interacción
de las protéınas Lyz y anti BSA (1.0 mg/ml) con anti BSA se
observa que no se presentan curvas SPR de densidad de con-
centracíon superficial de moléculas, es decir, no se presenta
afinidad entre Lyz o anti BSA con la molécula blanco anti
BSA. Dichos resultados están de acuerdo con la observación
de intensidades de reflexión presentadas en la Fig. 4. Para Lyz
(1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml), los valores de R determinados fueron
1.43, 1.18 y 0.9 (u.a.), respectivamente. En el caso de inter-
acciones anti BSA-anti BSA la respuestaR del sensor fue de
0.53 (u.a.).

Por su parte, la Fig. 5 muestra las curvas tı́picas de cińeti-
ca de interacción de las dos proteı́nas sonda que presentaron
mayor afinidad con la molécula blanco en estudio, medidas
con el sistema SPRM y en las tres diferentes concentra-
ciones que fueron impresas (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml). En la
Fig. 5a se presentan las curvas de tiempo de interacción (seg)
contra densidad de concentración superficial de moléculas
(ng/cm2) de BSA con anti BSA (1.0 mg/ml), mientras que
la Fig. 5b muestra las correspondientes a la interacción en-
tre HSA y anti BSA (1.0 mg/ml). Para ambos casos, en el

TABLE I.

Concentracíon Concentracíon Densidad de concentracíon

proteı́na blanco protéına sonda superficial protéına-protéına

(1.0 mg/ml) (mg/ml) (ng/cm2)

Anti BSA

BSA
1.0 663.42

0.5 633.34

0.1 200.57

HSA
1.0 355.52

0.5 333.39

0.1 77.38

Lyz
1.0 21.0

0.5 17.3

0.1 14.1

Anti BSA 1.0 11.2

FIGURA 5. Curvas SPR de la interacción de soluciones de anti BSA
(1.0 mg/ml) con los elementos de HSA y BSA (1.0, 0.5, 0.1 mg/ml).

periodo 0-960 seg, se inyectó PBS (1X, pH 7.2) para obte-
ner la ĺınea base, y a 6506 seg se realizó el lavado con PBS
para, nuevamente, asegurar la ruptura de interacciones ióni-
cas entre monocapas contiguas de la solución de anti BSA
inyectada durante el experimento de lectura. Se observa que
la raźon entre las respuestasR del sensor para la interacción
anti BSA-BSA y anti BSA-HSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) son de
53.3, 54 y 54.7 %. Es decir, la interacción biomolecular entre
anti BSA y HSA presentan alrededor de la mitad de la con-
centracíon superficial que las interacciones entre anti BSA
y BSA, en concordancia con los resultados de Chiemet al.,
y Sakaiet al. [38,39]. Finalmente, sustituyendo las respues-
tas del sensorR en Ec. (16) se determinaron las densidades
de concentración superficial promedio de enlace de anti BSA
(1.0 mg/ml) sobre losspotsde BSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml)
dando valores de 663.4, 633.3 y 200.6 ng/cm2, respectiva-
mente, mientras que para HSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) fueron
de 355.5, 333.4 y 77.4.
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La Tabla I muestra la cuantificación de la interacción pro-
téına-protéına obtenida mediante SPRM para soluciones de
anti BSA a 1.0 mg/ml conspotsde BSA, HSA, Lyz y
anti BSA a 1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml. Se observa una relación
1.88 a 1 entre la concentración superficial (ng/cm2) entre an-
ti BSA-BSA (1.0 mg/ml) y anti BSA-HSA (1.0 mg/ml). Por
su parte, las relaciones de concentraciones para losspotsde
BSA y HSA con concentraciones de 0.5 mg/ml presentaron
la misma relacíon 1.89 a 1 cuando la solución de anti BSA
(1.0 mg/ml) irriǵo dichos spots. Es decir, para el caso de so-
luciones saturadas de proteı́nas (1.0 mg/ml) o casi saturadas
(0.5 mg/ml) se observa prácticamente la misma razón entre
sus concentraciones superficiales, en concordancia con los
reportes de constantes de afinidad entre anti BSA con las pro-
téınas BSA y HSA obtenidos por otras técnicas y otros auto-
res [38,39]. Por su parte, para el caso de spots fabricados con
soluciones diluidas de estás mismas proteı́nas (0.1 mg/ml), se
observ́o una relacíon 2.59 a 1 durante la interacción con anti
BSA (1.0 mg/ml). Este proceso se explica dado que las pro-
téınas BSA y HSA son 76 % hoḿologas a nivel de aminoáci-
dos, por lo que se espera que algunos anticuerpos reconozcan
ambas protéınas [40].

5. Conclusiones

Se imprimieron microarreglos 12× 12 de protéınas son-
da HSA, BSA, Lyz (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) y anti BSA
(1.0 mg/ml) sobre sustratos de oro planos aminofunciona-
lizados mediante un sistema de impresión por contacto. Se
aplicó un sistema lectoŕoptico basado en resonancia de
plasmones superficiales, en modalidad de microscopio, pa-
ra cuantificar las interacciones biomoleculares entre el mi-
croarreglo de proteı́nas sonda y la proteı́na blanco anti BSA
(1.0 mg/ml). Las mediciones de las interacciones proteı́na-
protéına fueron libres de marcaje fluorescente,in situ y en
tiempo real. Los ĺımites de detección alcanzados con el siste-
ma SPRM fueron del orden de ng/cm2.
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154 V. ALTUZAR, C. MENDOZA-BARRERA, M.L. MUÑOZ, J.G. MENDOZA-ALVAREZ Y F. ŚANCHEZ-SINENCIO

35. N. Xia, J.S. Shumaker-Parry, M.H. Zareie, C.T. Campbell, and
D.G. Castner,Langmuir20 (2004) 3710.

36. L.S. Jung, C.T. Campbell, T.M. Chinowsky, M.N. Mar, and S.S.
Yee,Langmuir14 (1998) 5636.

37. C.T. Campbell and G. Kim,Biomaterials28 (2007) 2380.

38. N.H. Chiem and D.J. Harrison,Electrophoresis19(1998) 3040.

39. G. Sakai, T. Saiki, T. Uda, N. Miura, and N. Yamazoe,
Sens.Actuators, B42 (1997) 89.

40. R.M.T. de Wildt, C.R. Mundy, B.D. Gorick, and I.M. Tomlin-
son,Nat. Biotech. 18 (2000) 989.

Rev. Mex. F́ıs. 56 (2) (2010) 147–154


