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Introduccion

Flow channel

Los biosensores con mayor aplicacion en el descubrimiento de farmacos estan basados en un OVQVQTO >
fendmeno optico denominado Resonancia de Plasmon de Superficie (SPR). Estos dispositivos nos -A~—‘ with goid fin
permiten llevar a cabo estudios cualitativos y cuantitativos sobre l|a interaccidon entre e NN [flected
biomoléculas, como pueden ser un farmaco y su receptor. Actualmente, el estudio de estas /§\\ \/
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interacciones biomoleculares presenta una enorme aplicaciéon en el descubrimiento de farmacos. \_sotrce @ry
| |
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Objetivos

1. Describir el funcionamiento de los biosensores basados en SPR.

2. Estudios de la interaccidon farmaco-receptor empleando biosensores.
3. Ventajas del empleo de esta técnica.

4. Aplicaciones de biosensores en el descubrimiento de farmacos.

Metodologia

Busqueda vy revision bibliografica de publicaciones cientificas
relacionadas con los biosensores basados en SPR y sus aplicaciones en
el descubrimiento de farmacos (PubMed y Google Scholar).

Descripcion de la técnica

Procedimiento: /‘/
l. Preparacion de las disoluciones a utilizar. Analisis en tiempo real de la interaccion farmaco-receptor.

II. Insertar biochip en el biosensor. v'Equilibrio o saturacion del complejo formado.
lll. Puesta en marcha del ensayo (SPR): inmovilizacién del farmaco o ¥'Union farmaco-receptor reversible o irreversible.
receptor y fluir farmaco o receptor. v'Estabilidad cinética del complejo formado.
IV. Obtencién del Sensograma. v'Analisis cuantitativo de la interaccion (constantes de equilibrio,
_ constantes de velocidad)
. v Estequiometria de union.
B :|> v'Aspectos termodinamicos.
Tl . P v'Informacion del proceso y/o modelo bioldgico?.
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Aplicaciones

Fase 1) Asociacion: union farmaco- Las principales aplicaciones de los biosensores SPR en el analisis
receptor. Aumento en la respuesta. farmacéutico son:

Fase 2) Equilibrio: receptores estan
ocupados. Meseta. rageuo> Igfgg;> mm> o

Fase 3) Disociacion: receptores se ' t

van liberando. Disminucion en la o —— s || Sonanow e
respuesta. ST
Fase 4) Regeneracion de los igharomalin ortert scresning g afintis nd ket o of i s e
receptores inmovilizados.

High-throughput screening of arrayed targsts and iigands

Meétodos de inmovilizacion Ejemplo 1: Interaccion del farmaco Warfarina con la Albumina

sérica humana?.
En el desarrollo de ensayos en biosensores SPR, es necesario un paso HSA inmovilizada sobre el chip y se fluye

previo de inmovilizacion del farmaco o receptor sobre la pelicula de oro: Warfarina.
) Concentraciones de Warfarina: 100, 50, 25,

070 12.5,6.3,3.1, 1.1y 0 uM.
Flujo: 100 pL/ min.
S Warfarin Tampon de trabajo: 20 mM Na,HPO,, 150 mM
LIS S e . Sl NaCl, 3% DMSO, pH 7.4y a 25 °C.
”Mm'ﬂe - N ~=® Y SN I [ . K, 17 uM, lo que corresponde a una union del

/ \ ' ' ' ' 97.5 %.
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B) Inmovilizacion por captura. Streptavidina-Biotina?. Ejemplo 2: Inhibidores de Trombina andlogos a la Prolina>®.

Streptavidin | N Trombina inmovilizada; se fluyen 36 analogos
“p, O

4 09\5_&\}1 | a prolina.
NH/,R" D -ljf,”‘___,_,.-—-l,ipophilic * Analogos con amino en Pl y/o grupos
’ ] lipdfilos en P1y P3: aumento de afinidad.

A) Inmovilizacidon covalente. Acoplamiento con Aldehido?.
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C) Inmovilizacion sobre membrana. Adsorcion de fosfolipidos sobre la
superficie del chipl.

Ligand

| Conclusiones

“ Sk Recept ’ . or- .
, ) Uef:por Se trata de tecnologias muy recientes, pero de gran utilidad por su variedad de
, —— UIpi . .
‘ aplicaciones?.
s Chemical-linker layer

Debido a la breve existencia de estos sistemas, se precisa su estudio en situaciones

Gold or waveguide layer

s en las que aun no han sido probados.

Necesidad de optimizacion de las técnicas de inmovilizacion y purificacion de las
proteinas.

Ventajas _— :
) v Precisa de muy poca cantidad de Blbllografla
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