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Biosensor con hanoparticulas metalicas

Campo de la técnica
La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia, concretamente al campo

de los biosensores, mas concretamente al campo de los biosensores con

nanoparticulas metalicas como sistema de transducciéon de la sefial.

Antecedentes de la invencion

En los Ultimos afios los biosensores se han contemplado como alternativas analiticas a
los métodos convencionales en diferentes campos. Un biosensor es un dispositivo de
andlisis compuesto por dos elementos fundamentales: un receptor biolégico (un
anticuerpo, una sonda de DNA, o una célula...) preparado para detectar
especificamente una sustancia aprovechando la especificidad de las interacciones
biomoleculares y un transductor o sensor, capaz de interpretar la reaccién de
reconocimiento biolégico que produce el receptor y "traducirla" en una sefial
cuantificable, optica o eléctrica. Las caracteristicas mas destacables de estos
dispositivos, que los convierten en opciones altamente atractivas como herramientas
analiticas son: su especificidad, alta sensibilidad, capacidad de respuesta que conduce
a un corto tiempo de analisis, su capacidad de inclusién en sistemas integrados,
facilidad de automatizacién, capacidad de trabajar en tiempo real, su versatilidad y bajo

coste.

El avance en el campo de los biosensores se apoya en la experiencia adquirida durante
afios sobre las propiedades y capacidad de reconocimiento de diversas biomoleculas.
Como elementos de reconocimiento se han utilizado numerosos instrumentos
bioloégicos, desde los mas simples como enzimas o anticuerpos, hasta los mas
complejos productos de la ingenieria genética. Por otro lado, los ultimos avances en la
microelectrénica, la nanotecnologia y las propiedades unicas de determinados

materiales han sido claves para este tipo de dispositivos.

A pesar de ello, los actuales métodos de sensado no siempre pueden responder a las
demandas de fiabilidad y rapidez. El tiempo necesario para la realizacién del ensayo y
la sensibilidad de la técnica son algunas de las limitaciones mas importantes. Aunque

el desarrollo de estos dispositivos se ha centrado principalmente en el campo del
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diagnéstico clinico; hoy en dia estd aumentado su interés en otros ambitos de
aplicacion que incluyen el medioambiental, agroalimentario, quimico, farmacéutico y
militar.

La presente invencién propone un nuevo biosensor basado en las propiedades de

conversion de luz a calor de las particulas metalicas.

Breve descripcién de la invencién

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un biosensor para la deteccién
visual de un analito que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte con una superficie termosensible donde inmovilizar o donde se
encuentra inmovilizada la molécula de reconocimiento de la etapa a);
Una fuente de luz externa;
d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion),
capaz de reconocer el analito diana; y

e. Una nanoparticula metalica que presenta banda de plasmon de superficie;

donde la deteccion del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencién, el biosensor para la
deteccion visual de un analito comprende:

a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana, inmovilizada sobre un soporte con una
superficie termosensible;

b. Una fuente de luz externa; y

c. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién),
capaz de reconocer el analito diana, unida a la superficie de una
nanoparticula metalica que presenta banda de plasmoén de superficie;
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donde la deteccion del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un biosensor para la
deteccién visual de un analito que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de

reconocer el analito diana;

b. Un soporte con una superficie termosensible;
c. Una fuente de luz externa;
d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion),

capaz de reconocer el analito diana, opcionalmente unida a una molécula
etiqueta; y

e. Nanoparticulas metalicas con banda de plasméon de supertficie
funcionalizadas con biomoléculas que reconocen especificamente a la
biomolécula de deteccion o la molécula etiqueta con la que fue modificada la

biomolécula de deteccion;

donde la deteccién del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

Un tercer aspecto de la presente invencién se refiere a un biosensor para la deteccion
visual de un analito tal y como se define en el segundo aspecto de la invencién, que
comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte con una superficie termosensible;
Una fuente de luz externa;
Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion), capaz

de reconocer el analito diana, unida a una o varias moléculas de biotina; y

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)



10

15

20

25

30

WO 2014/016465 PCT/ES2013/070549

e. Nanoparticulas metalicas con banda de plasmén de superficie
funcionalizadas con moléculas de estreptavidina, avidina o similares, que

reconocen especificamente a las moléculas de biotina;

donde la deteccién del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

Un cuarto aspecto de la presente invencién se refiere a un biosensor para la deteccion
visual de un analito tal y como se define en el segundo aspecto de la invencion, que

comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte con una superficie termosensible;
C. Una fuente de luz externa;
C. Una segunda molécula de reconocimiento donde la molécula es un

anticuerpo (anticuerpo de deteccién), capaz de reconocer el analito diana; y
d. Nanoparticulas metalicas con banda de plasmén de superficie

funcionalizadas con anticuerpos anti-Fc que se unen al anticuerpo de deteccion;

donde la deteccién del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

En una realizaciéon particular de cualquiera de los aspectos de la invencion, las
moléculas de reconocimiento (biomoléculas de captura y deteccién) se seleccionan de
la lista que consiste en anticuerpos, péptidos, enzimas, polisacaridos, acidos nucleicos
(DNA, RNA), aptameros o acidos nucleicos peptidicos (PNAs). Preferiblemente
moléculas de DNA y anticuerpos.
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En otra realizaciéon de cualquiera de los aspectos de la invencién, la fuente de luz
externa es un laser, donde el laser presenta una longitud de onda igual a la longitud de

onda del maximo de la banda del plasmén de superficie de la nanoparticula metalica.

En otra realizacion de cualquiera de los dos aspectos de la invencién, la nanoparticula

metalica se selecciona de la lista que consiste en:

a. Nanoparticulas de oro;
b. Nanoparticulas de plata; o
c. Nanoparticulas de cobre

Preferiblemente la nanoparticula metalica es un nanoprisma triangular de oro.

En otra realizacion de cualquiera de los dos aspectos de la invencién, la superficie del
soporte comprende un papel termosensible o una membrana de celulosa, nitrato de
celulosa o acetato de celulosa. Preferiblemente, el papel termosensible presenta
adherido un segundo soporte seleccionado de la lista que consiste en membranas de
celulosa, nitrato de celulosa, acetato de celulosa, poliestireno, ceramica, silicio o vidrio.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un biosensor segun el
primer aspecto de la invencion, para la deteccién visual de un analito que comprende:

a. Afiadir la muestra, donde estd presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento del
analito (biomolécula de captura);

b. Incubar el soporte de la etapa a) con nanoparticulas metalicas
funcionalizadas con wuna segunda molecula de reconocimiento
(biomolécula de deteccién) del analito; y

c. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el
soporte no comprendiese ya dicha superficie; e

d. Irradiar el soporte de la etapa b) o ¢) con la fuente de luz externa.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere al uso de un biosensor para la deteccion

visual de un analito tal y como se define en el segundo aspecto de la invencién, para la

deteccién de un analito que comprende:
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a. Afadir la muestra, donde esta presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento (biomolécula
de captura) del analito;

b. incubar el soporte de la etapa a) con una segunda molécula de
reconocimiento (biomolécula de deteccion) del analito opcionaimente marcada
con una etiqueta;

c. incubar el soporte de la etapa b) con nanoparticulas metalicas
funcionalizadas con una biomolécula que reconoce especificamente a la
biomolécula de deteccion o la etiqueta con la que fue modificada la biomolécula
de deteccion; y

d. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el
soporte no comprendiese ya dicha superficie; e

e. Irradiar el soporte de la etapa c) o d) con la fuente de luz externa.

Una realizacion preferida del sexto aspecto de la invencion se refiere al uso de un
biosensor para la deteccién de un analito que comprende:

a. Afadir la muestra, donde estad presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento
(biomolécula de captura) del analito;

b. Incubar el soporte de la etapa a) con una segunda molécula de
reconocimiento (biomolécula de deteccién) del analito marcada con al
menos una molécula de biotina;

c. Incubar el soporte de la etapa b) con nanoparticulas metélicas
funcionalizadas con estreptavidina; y

d. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el
soporte no comprendiese ya dicha superficie; e

@

Irradiar el soporte de la etapa c) o d) con la fuente de luz externa.

Otra realizacion preferida del sexto aspecto de la invencion se refiere al uso de un

biosensor para la deteccién de un analito que comprende:

a. Afadir la muestfra, donde esta presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento
(biomolécula de captura del analito;
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b. Incubar el soporte de la etapa a) con una segunda molécula de
reconocimiento (biomolécula de deteccién) que debera ser un anticuerpo;

C. Incubar el soporte de la etapa b) con nanoparticulas metalicas

funcionalizadas con un anticuerpo anti-Fc; y

d. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el

soporte no comprendiese ya dicha superficie; e

e. Irradiar el soporte de la etapa c) o d) don la fuente de luz externa.

Un séptimo aspecto de la invencion se refiere al uso de un biosensor tal y como se
define en el primer aspecto de la invencion, para la deteccion de un analito que
comprende:

a. Anadir a una muestra, donde esté presente el analito a determinar,
nanoparticulas metalicas funcionalizadas con una segunda molécula de
reconocimiento (biomolécula de deteccién) del analito;

b. Extraer el analito unido a las nanoparticulas de la muestra de la etapa a),
preferentemente a través de un proceso de centrifugacion;

c. Afadir la extraccion de la etapa b, a un soporte que presente inmovilizada
la molécula de reconocimiento (biomolécula de captura) del analito;

d. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el

soporte no comprendiese ya dicha superficie; e
Irradiar el soporte de la etapa c) o d) con la fuente de luz externa.

o

Un octavo aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un biosensor segun
cualquiera de las realizaciones o aspectos anteriores, para la deteccién de aditivos,
farmacos, microorganismos patégenos, componentes de los alimentos, pesticidas,

compuestos téxicos o en el analisis de la demanda bioquimica de oxigeno.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Esquema del sistema de reconocimiento de la presente invencion.

Figura 2: Fig. 2a. Reconocimiento CEA + Anticuerpo anti-CEA 3C6-nanoprismas. Fig.

2b. Reconocimiento anticuerpo anti-CEA 3C6-biotina + estreptavidina-nanoprismas.
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Figura 3: Fig. 3a. Reconocimiento Anticuerpo anti-CEA 3C1 + CEA + Anticuerpo anti-
CEA 3C6-aanoprismas. Fig. 3b. Reconocimiento Anticuerpo anti-CEA 3C1 + CEA+
Anticuerpo antiCEA 3C6-biotina + estreptavidina-nanoprismas.

Figura 4: Reconocimiento Anticuerpo anti-CEA 3C1 + CEA+ Anticuerpo antiCEA 3C6

nanoparticulas de oro.

Figura 5: Reconocimiento Anticuerpo antiCEA 3C1 + CEA + Anticuerpo anti-CEA 3C6-
nanoprismas de oro con distintos tiempos de irradiacién, y diferente distancia entre la
superficie y el laser. Fig. 5a. Tiempo de irradiacién 10 segundos a mayor distancia. Fig.
5b tiempo de irradiacion 2segundos a una distancia menor.

Figura 6: Reconocimiento Anticuerpo antiCEA 3C1 + CEA + Anticuerpo anti-CEA

3C6-nanoprismas (en tampén PBS y en muestras de plasma sanguineo).

Figura 7: Reconocimiento Anticuerpo antiCEA 3C1 + CEA + Anticuerpo anti-CEA 3C6-
nanoprismas de oro en muestras de plasma sanguineo y deteccién mediante camara

de infrarrojos.

Figura 8: Esta figura muestra los tres esquemas de disefio del biosensor descrito en el

ejemplo 5.

Descripcién de la invencién

La presente invencion se refiere a un biosensor que comprende (i) una molécula de
reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de reconocer el analito diana; (i) un
soporte con una superficie termosensible; (iii) una fuente de luz externa; (iv) una
segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion), capaz de reconocer
el analito diana y (v) una nanoparticula metalica que presenta banda de plasmén de
superficie, caracterizado porque la deteccion del analito se realiza de forma visual por
el cambio de color en las zonas del soporte en que el analito esté presente, producido
como consecuencia del calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser

irradiadas con la fuente de luz externa.
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El biosensor de la presente invencion utiliza como sistema de transduccion de la sefal,
las propiedades de conversion de luz a calor de las nanoparticulas metalicas. La base
para la utilizacién de este sistema como marcaje en biosensores, es debido a la
presencia de la banda de absorcién de plasmén de superficie. Estas bandas de
absorcién se producen cuando la frecuencia de la luz incidente sobre la nanopatrticula,
se encuentra en resonancia con la frecuencia de oscilacién colectiva de los electrones
de la banda de conduccién de la particula, produciendo su excitacién. Este fendmeno
se conoce como “resonancia localizada de plasmon de superficie” (LSPR). La posicion
en el espectro de la banda de resonancia depende decisivamente de la forma, tamafio
y estructura (hueca o sdélida) de la particula, asi como del medio dieléctrico donde se
encuentra la particula. La LSPR conduce a elevados coeficientes de extincion molar
(~3x10"" M cm"), con una eficacia equivalente a 106 moléculas de fluoréforo y un

fuerte incremento del campo eléctrico local préximo a la nanoparticula.

Nanoparticulas metalicas como pueden ser nanoparticulas de oro, plata o de cobre,
presentan este efecto de resonancia de plasmon de superficie. Estas particulas al ser
irradiadas por una fuente de luz externa con la frecuencia adecuada y de alta
intensidad, como puede ser un laser, son capaces de liberar parte de la energia
absorbida en forma de calor, produciendo un aumento localizado de la temperatura
alrededor de su superficie.

Esta generacién controlada de calor, es la base del nuevo sistema de deteccién que se
ha desarrollado. Este calor generado provoca un cambio perceptible en una superficie
termosensible adecuadamente seleccionada. En este sentido, los inventores de la
presente invencion han descubierto que sorprendentemente se obtiene un limite de
deteccion del orden de picogramos en los experimentos realizados utilizando como
medio deteccion el cambio de color en las zonas del soporte en que el analito esté
presente producido por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de
luz externa. Asi, el ejemplo 4 de la presente invencion ilustra como se obtuvo un limite
de deteccién de menor orden, y por lo tanto de una mayor sensibilidad, utilizando la
deteccién visual de la presente invencién al alcanzado en los experimentos realizados
utilizando una camara de infrarrojos como medio de deteccion. Este sorprendente

resultado ha dado lugar al desarrollo de un biosensor que posee las siguientes
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caracteristicas: (i) alta sensibilidad, (ii) alta selectividad o especificidad, con el fin de
que el biosensor interaccione exclusivamente con el analito de interés y no con otros de
propiedades similares; (iii) alta fiabilidad, con el fin de que no haya problemas de ruido
en el sistema de transduccion debido a la muestra a analizar; (iv) bajo coste de
produccion; (v) tiempo de andlisis corto que posibilite actuaciones rapidas en caso
necesario; (vi) pretratamiento de la muestra innecesario lo que supone un ahorro de
tiempo, materiales y reactivos; (vii) manejo sencillo, con el fin de que no se requiera
personal cualificado en la utilizacién del biosensor; (viii) capacidad para realizar los

analisis en tiempo real, y (ix) portatil para que sea posible realizar analisis in situ.

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un biosensor para
la deteccién visual de un analito que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte con una superficie termosensible donde inmovilizar la molécula
de reconocimiento (biomolécula de captura) de la etapa a);
Una fuente de luz externa;
Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién), capaz
de reconocer el analito diana; y
e. Una nanoparticula metélica que presenta banda de plasmén de superficie;
donde la deteccion del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

Se enfatiza el hecho que en el contexto de la presente invencién se entiende como
deteccion de forma visual a aquella deteccion que es diferenciable a simple vista sin
necesidad de emplear ningun tipo de instrumentacién para su deteccién tal y como una

camara de infrarrojos.

Por lo tanto, en una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién el
biosensor para la deteccién visual de un analito comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de

reconocer el analito diana;
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b. Un soporte con una superficie termosensible donde inmovilizar la
molécula de reconocimiento (biomolécula de captura) de la etapa a);

C. Una fuente de luz externa;

d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién),
capaz de reconocer el analito diana; y

e. Una nanoparticula metalica que presenta banda de plasmoén de superficie;

donde el biosensor no comprende ningun tipo de instrumentacién capaz de detectar la
conversion de luz a calor de las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente

de luz externa.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el biosensor
comprende:

a. Una molécula de reconocimiento(biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana, inmovilizada sobre un soporte con una superficie
termosensible;

b. Una fuente de luz externa; y

c. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién), capaz
de reconocer el analito diana, unida a la superficie de una nanoparticula

metalica que presenta banda de plasmén de superficie;

donde la deteccién del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metélicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

En el contexto de la presente invencién se entiende como fuente de luz externa a toda
aquella fuente de radiacion electromagnética con energia entre 380 nmy 1100 nm, con
la capacidad de excitar la banda LSPR de particulas metalicas de oro, plata, cobre o
cualquiera de sus aleaciones u estados oxidados. Preferentemente, en el rango del
infrarrojo cercano (entre 750 y 1100 nm) debido a que en ese rango de energias no hay
absorcion de energia por parte de biomoléculas interferentes presentes en la muestra
que absorban en el rango visible del espectro (hemoglobina, etc). La fuente de luz

externa puede ser monocromatica o policromatica, preferiblemente monocromatica.
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En el contexto de la presente invencién se entiende como nanoparticula metalica que
presenta banda de plasmén de superficie a aquella agrupacion mono- o policristalina
de atomos metalicos en cualquiera de sus estados de oxidacién, o cualquiera de sus
aleaciones, que presentan todas sus dimensiones geométricas entre 1 y 1000nm,
preferiblemente entre 1 y 200 nm. En una realizacion preferida de la invencién dichos
atomos metalicos son metales nobles. En una realizacion mas preferida de la invencion
dichos atomos metalicos son atomos de oro, plata o cobre. En una realizacién ain mas

preferida de la invencion, son atomos de oro o plata con forma tubular o triangular.

En el contexto de la presente invencién se entiende como molécula de reconocimiento
o biomolécula de captura a toda aquella molécula capaz de reconocer de forma
especifica, a través de cualquier tipo de interacion quimica o biolégica, a un

determinado analito.

En el contexto de la presente invencién se entiende como segunda molécula de
reconocimiento o biomolécula de deteccibn a toda aquella molécula capaz de
reconocer de forma especifica, a través de cualquier tipo de interaccion quimica o

biolégica, a un determinado analito.

Las moléculas utilizadas como elementos de reconocimiento en los biosensores de la
presente invencién deben poseer afinidad suficientemente selectiva para reconocer un
analito determinado, en presencia de otros compuestos, ademas de permanecer
estables a lo largo del tiempo y conservar su estructura asi como su actividad biolégica

una vez inmovilizadas sobre el soporte y sobre la superficie de las nanoparticulas.

En el sistema desarrollado pueden utilizarse como moléculas de reconocimiento
anticuerpos, péptidos, enzimas, proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos (DNAs),

aptameros o acidos nucleicos peptidicos (PNAs).

En la mayoria de los casos los biorreceptores mas utilizados son acidos nucleicos,
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos siendo los anticuerpos o fragmentos de los
mismos los que han dado lugar al mayor nimero de técnicas utiles para el diagnostico.

La razén estriba en la flexibilidad del sistema inmune para producir un numero
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practicamente ilimitado de anticuerpos con selectividades diferentes y una elevada
afinidad por su correspondiente antigeno. Actualmente, es posible obtener anticuerpos
monoclonales o fragmentos de los mismos de practicamente cualquier molécula con
independencia de su tamafio. Por otro lado, una de las ventajas ofrecidas por los
anticuerpos, es debida a la homogeneidad estructural que presentan estas proteinas,
que es independiente de su especificidad. Esto permite estandarizar procedimientos
relacionados con su utilizacion como reactivos inmunoquimicos, tales como su
conservacion o su inmovilizacion sobre la superficie del transductor. Mediante el uso de
técnicas de biologia molecular pueden preparse, como moléculas de reconocimiento,
fragmentos de anticuerpo (Fab o fragmento de cadena sencilla Fv) que conservan la
estructura y la capacidad de reconocimiento del antigeno; asi como anticuerpos
recombinantes, como los anticuerpos monoclonales de segunda generacion o

minibodies.

Por otro lado, los aptdmeros son moléculas que por su tamafio pequefio y su baja
inmunogenicidad pueden sustituir a los anticuerpos en ciertas aplicaciones. Los
aptdmeros son acidos nucleicos de una sola cadena que tienen formas
tridimensionales bien definidas, lo cual les permite unirse a la molécula objetivo en una
forma similar que los anticuerpos. Los aptameros combinan las caracteristicas 6ptimas
de las moléculas pequefias (inmunogenicidad baja, difusion alta, etc.) y de los
anticuerpos (alta especificidad y afinidad, y estabilidad quimica). Otra ventaja con
respecto a los anticuerpos monoclonales, es que son sintetizados quimicamente en

lugar de ser expresados biolégicamente.

Los &cidos nucleicos son capaces de detectar variaciones de una sola base en una
secuencia complementaria de DNA. Pueden utilizarse tanto en procesos de
secuenciacion genética y analisis de la expresion génica, como en la deteccién de
mutaciones y alteraciones del DNA asociadas con determinadas enfermedades; ya que
es posible construir sintéticamente secuencias de nucleétidos que respondan a la
estructura de genes previamente identificados. Actualmente, se esta sustituyendo su
utilizacion por cadenas de PNA, debido a que presentan una mayor estabilidad
bioldgica (frente a la degradacion de diversas enzimas), y quimica (son mas resistentes
a variaciones de pH o fuerza i6nica). Ademas al no contener unidades de 2°-desoxi-D-

ribosa ni enlaces fosfodiéster, como ocurre en el DNA, presentan una estructura neutra,
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lo que reduce la repulsion electrostatica durante la hibridacién, estableciendo enlaces

mas fuertes; ademas de presentar una adsorcion inespecifica menor.

El elemento de reconocimiento del sensor (biomolécula de captura) sera normalmente
inmovilizado sobre un soporte con una superficie termosensible, ya sea por retencién
fisica en el interior de una matriz (atrapamiento), adsorcion fisica sobre una matriz

mediante interacciones iénicas 6 hidrofébicas, 6 unién mediante enlace covalente.

En este sentido, en el contexto de la presente invencion se entiende como soporte con
superficie termosensible a toda aquella superficie capaz de sufrir un cambio estructural
al ser calentado, que derive en revelado de una imagen. Preferiblemente se utilizara
como superficie termosensible, papel térmico que debido a su sensibilidad al calor dara
lugar a una sefal de revelado tras ser sometido a un incremento de temperatura. Se
considera papel térmico aquel papel que conste de una capa térmica donde incorpora
un colorante, un sensibilizador y un desarrollador de color (independientemente de los
componentes quimicos con los que haya sido elaborado) capaces de reaccionar entre
si dando lugar a una imagen, tras ser sometidos a un incremento de la temperatura. En
otra realizacion preferida, se utilizara como superficie termosensible cualquier polimero
inteligente, que tras ser sometido a un estimulo externo, como un cambio de
temperatura, da lugar a una respuesta en las propiedades del polimero como:
contraccién, flexién, cambio de color, de estado, luminiscencia, etc. Tipos de polimeros
sensibles a la temperatura pueden ser: PNIPAM, poli (N-isopropilacrilamida), poli (N-
vinilpiperidina), poli(N-vinilcaprolactama) o poli (N-isopropilacrilamida).

En una realizacién de la invencion el soporte con una superficie termosensible del
sistema comprende al menos un soporte termosensible donde tiene lugar el
reconocimiento molecular, tal y como una membrana de celulosa o derivados de la

misma (nitrato de celulosa, acetato de celulosa, etc) o papel termosensible.

En otra realizacién de la invencion el soporte con una superficie termosensible del
sistema comprende dos soportes. Un primer soporte donde se habra inmovilizado la
biomolécula de captura, que puede tratarse de una membrana de celulosa o derivados
de la misma (nitrato de celulosa, acetato de celulosa, efc), u otros materiales como
poliestireno, ceramica, silicio o vidrio. A este primer soporte ira adherido un segundo
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soporte que consiste en una superficie termosensible que dara lugar a la sefial de

reveladotras ser sometida a un incremento de temperatura.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un biosensor para la
deteccién visual que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de

reconocer el analito diana;

b. Un soporte con una superficie termosensible;
C. Una fuente de luz externa;
d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién),

capaz de reconocer el analito diana, opcionalmente unida a una molécula
etiqueta; y

e. Nanoparticulas metélicas con banda de plasmén de superficie
funcionalizadas con (biomoléculas que reconocen especificamente a la
biomolécula de deteccion o la etiqueta con la que fue modificada la biomolécula

de deteccion;

donde la deteccién del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz
externa. De nuevo se hacer notar que se entiende como deteccion de forma visual a
aquella deteccion que es diferenciable a simple vista sin necesidad de emplear ningtin
tipo de instrumentacion para su deteccion tal y como una camara de infrarrojos. Por lo
tanto, el biosensor del segundo aspecto de la invencién no comprende ningun tipo de
instrumentacion capaz de detectar la conversién de luz a calor de las nanoparticulas

metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz externa.

En el contexto de la presente invencién se entiende como molecula etiquetas aquellas
que son reconocidas por afinidad por una interaccién de tipo ligando-proteina o por
reconocimiento molecular por hibridacién entre hebras de acidos nucleicos. En el
primer caso se entiende que la biomolécula de deteccién se encuentra modificada con
un antigeno, hormona, vitamina, cola de polihistidina, o dominios de lectinas, entre
otros. Se entiende por lo tanto que las NPs se encuentran funcionalizadas con

anticuerpos, aptameros, receptores, proteinas de unidn, acidos tricarboxilicos
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modificados con iones metalicos divalentes, o azlicares capaces de interaccionar de
forma especifica con la etiqueta del la biomolécula de deteccion respectivamente. En el
segundo caso se entiende que tanto la biomolécula de deteccién como la NP de oro
estan funcionalizadas con cadenas complementarias de acidos nucléicos presentes en
la naturaleza (acido desoxirribonucleico o DNA, acido ribonucleico o RNA) o artificiales
(4cido nucleico peptidico o PNA, morfolinos, etc) o combinaciones de ambos (DNA-
DNA, PNA-DNA, DNA-PNA, PNA-PNA, efc)

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un biosensor para la deteccion
visual tal y como se define en el segundo aspecto de la invencién, que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte con una superficie termosensible;
Una fuente de luz externa;
Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion), capaz
de reconocer el analito diana, unida a una o varias moléculas de biotina; y
e. Nanoparticulas metalicas con banda de plasmén de superficie
funcionalizadas con moléculas de estreptavidina, avidia o similares, que

reconocen especificamente a las moléculas de biotina;

donde la deteccion del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz
externa.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a un biosensor para la deteccion
visual tal y como se define en el segundo aspecto de la invencién, que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte con una superficie termosensible;
Una fuente de luz externa;
Una segunda molécula de reconocimiento (anticuerpo de deteccion),

capaz de reconocer el analito diana; y
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e. Nanoparticulas metdlicas con banda de plasmén de superficie
funcionalizadas con anticuerpos anti-Fc o anti-lgG que se unen al
anticuerpo de deteccioén;

donde la deteccién del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

El dispositivo propuesto se trata de un sistema de reconocimiento tipo “sandwich”, entre
una molécula de “reconocimiento”, biomolécula de captura, (ya sea una proteina como
puede ser un anticuerpo, una sonda de DNA, PNA, etc.), inmovilizada sobre el soporte
donde tendra lugar el reconocimiento del analito, y una segunda molécula de deteccion,
biomolécula de deteccion, (un segundo anticuerpo, o una sonda complementaria de
DNA) unida a la superficie de la nanoparticula metalica ya sea de forma directa o de
forma indirecta indirecta a través de la proteina lectora y/o etiqueta. Funcionalizando
los soportes y las nanoparticulas con las correspondiente moléculas de reconocimiento,

pueden detectarse numerosos analitos siguiendo la misma estrategia.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere especificamente en los aspectos
segundo a cuarto de la invencién, a un sistema universal de deteccién. De hecho se
comprueba como, de acuerdo al tercer aspecto de la invencién, utilizando biomoléculas
de deteccién marcadas con biotina, y funcionalizando las nanoparticulas metalicas con
estreptavidina; se pueden utilizar las mismas nanoparticulas conjugadas con esta
proteina, para el reconocimiento de diferentes analitos, baséandose en la interaccion
avidina-biotina evitando, de esta manera, tener que preparar el conjugado
nanoparticula-biomolécula de deteccién para cada analito a determinar. Otro ejemplo
seria el cuarto aspecto de la invencién, donde un sistema de deteccién basado en la
funcionalizacién de las nanoparticulas metalicas con un anticuerpo anti-Fc, capaz de
reconocer la region Fc de cualquier otro anticuerpo, podra utilizar las mismas
nanoparticulas para el reconocimiento de distintos analitos, siempre que la biomolecula

de deteccién de este sistema sea un anticuerpo.
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Por lo tanto, el dipositivo de la presente invencion, permite el analisis de muiltiples

muestras en un solo ensayo con un limite de sensibilidad del orden de picogramos.

En una realizacién meramente ilustrativa de la presente invencién la deteccién de un
analito en una muestra determinada se puede llevar a cabo inmovilizando en una
primera etapa la molécula de reconocimiento (bimolécula de captura) en un soporte,
por ejemplo en una membrana de nitrato de celulosa. Después se lleva a cabo una
segunda etapa afadiéndose la muestra, donde esta presente el analito a determinar, al
soporte, dejandose el tiempo suficiente para que se produzca el reconocimiento
antigeno-anticuerpo. Finalmente en una tercera etapa, se incuba el soporte con las
nanoparticulas funcionalizadas con la segunda molécula de reconocimiento
(biomolécula de deteccién). Tras el reconocimiento molecular, se coloca el soporte
sobre una superficie termosensible, siempre y cuando el soporte no tenga ya una
superficie termosensible, para ser irradiada con la fuente externa de luz, por ejemplo un
laser de emision en el infrarrojo cercano, produciendose de esta forma la deteccién del
analito.

En el caso de los aspectos segundo a cuarto de la presente invencién, el ensayo
consta de una etapa mas. Por ejemplo en el caso de utilizar el dispositivo tal y como se
define en el tercer aspecto de la invencién, en la tercera etapa se incuba el soporte con
una solucion de la molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién), por ejemplo
un anticuerpo secundario marcado con biotina. Tras realizar los lavados
correspondientes, se lleva a cabo una cuarta etapa de incubacién con las
nanoparticulas funcionalizadas con estreptavidina, para finalmente, una vez lavado el

soporte del exceso de nanoparticulas, éste sea irradiado con el laser de emision.

En el caso del cuarto aspecto de la invencién, donde se ha funcionalizado la
nanoparticula con anticuerpos anti-Fc tras la etapa de incubacién con la muestra, para
la captura del analito a determinar, se lleva a cabo una tercera etapa de incubacién con
un anticuerpo como biomolécula de deteccién. Tras realizar los lavados
correspondientes, en una cuarta etapa, se afiaden las nanoparticulas funcionalizadas
con el anticuerpo anti-Fc, para finalmente, una vez lavado el soporte, éste sea irradiado

con el laser de emision.
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Una posibilidad para mejorar el limite de deteccion del biosensor de la presente
invencién consiste en realizar en primer lugar el reconocimiento del analito en la
muestra, afiadiendo directamente sobre ésta las nanoparticulas funcionalizadas. Asi,
una vez producido el reconocimiento antigeno-anticuerpo puede extraerse el analito
con las nanoparticulas, mediante centrifugaciéon. Esta etapa permite concentrar el
analito independientemente del volumen de muestra y, extraer el analito del resto de
componentes de la muestra donde se encuentra. El resto del procedimiento se
realizaria de la misma forma que se ha descrito anteriormente, una vez recuperados las
nanoparticulas con el analito se incubarian con la superficie sensora donde se ha

inmovilizado la molécula de reconocimiento.

Por lo tanto, con el biosensor descrito, basado en las propiedades de las
nanoparticulas metalicas con banda de plasmén de superficie, como sistema de
transduccion (en el efecto de resonancia de plasmén de superficie), es posible detectar
diversos analitos directamente en una muestra de forma selectiva y rapida, a
concentraciones muy bajas, del orden de picogramos.
Por otro lado, la presente invencién también se refiere a biosensores tiles en métodos
no exclusivamente visuales de deteccion de analitos. En concreto, la presente
invencion se refiere a un biosensor (de aqui en adelante “biosensor de termopilas 17)
que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte donde inmovilizar la molécula de reconocimiento de la etapa
a);
Una fuente de luz externa;
d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion),
capaz de reconocer el analito diana;
e. Una termopila; y
Una nanoparticula metalica que presenta banda de plasmén de superficie;

donde la deteccidn del analito se realiza al detectar la termopila la conversién de luz a

calor de las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz externa.

El ensamblaje de este tipo de biosensor se ilustra en la figura 8 y en el ejemplo 5.
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En otra realizacion preferida de la invencién, el biosensor de termopilas 1 comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana, inmovilizada sobre un soporte con una superficie
termosensible;
5 b. Una fuente de luz externa; y
c. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién),
capaz de reconocer el analito diana, unida a la superficie de una nanoparticula

metalica que presenta banda de plasmoén de superficie.

10  Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un biosensor (de aqui en adelante
“biosensor de termopilas 2”) que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte;
15 C. Una fuente de luz externa;
d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccién),

capaz de reconocer el analito diana, opcionalmente unida a una molécula

etiqueta;
e. Una termopila; y
20 f. Nanoparticulas metélicas con banda de plasmén de superficie

funcionalizadas con biomoléculas que reconocen especificamente a la
biomolécula de deteccién o la etiqueta con la que fue modificada la biomolécula

de deteccion.

25 donde la deteccion del analito se realiza al detectar la termopila la conversién de luz a

calor de las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz externa.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al biosensor de termopilas 2 tal
y como éste se ha definido, que comprende:
30 a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte;
c. Una fuente de luz externa;
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d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion),
capaz de reconocer el analito diana, unida a una o varias moléculas de biotina;
e. Una termopila; y

f. Nanoparticulas metalicas con banda de plasmén de superficie
funcionalizadas con moléculas de estreptavidina, avidia o similares, que

reconocen especificamente a las moléculas de biotina.

Otro aspecto adicional de la presente invencién se refiere al biosensor de termopilas 2
tal y como éste se ha definido, que comprende:
a. Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
b. Un soporte;
c. Una fuente de luz externa;
d. Una segunda molécula de reconocimiento (anticuerpo de deteccion),
capaz de reconocer el analito diana;
e. Una termopila; y
f. Nanoparticulas metalicas con banda de plasmén de superficie
funcionalizadas con anticuerpos anti-Fc o anti-lgG que se unen al anticuerpo de

deteccion.

El dispositivo propuesto se trata de un sistema de reconocimiento tipo “sandwich”, entre
una molécula de “reconocimiento”, biomolécula de captura, (ya sea una proteina como
puede ser un anticuerpo, una sonda de DNA, PNA, etc.), inmovilizada sobre el soporte
donde tendra lugar el reconocimiento del analito, y una segunda molécula de deteccién,
biomolécula de deteccion, (un segundo anticuerpo, o una sonda complementaria de
DNA) unida a la superficie de la nanoparticula metalica ya sea de forma directa o de
forma indirecta indirecta a través de la proteina lectora y/o etiqueta. Funcionalizando
los soportes y las nanoparticulas con las correspondiente moléculas de reconocimiento,
pueden detectarse numerosos analitos siguiendo la misma estrategia.

Adicionalmente, la presente invencién se refiere especificamente en los dos ultimos
aspectos propuestos, a un sistema universal de deteccién. De hecho se comprueba
como, de acuerdo con estos aspectos de la invencion, utilizando biomoléculas de

deteccion marcadas con biotina, y funcionalizando las nanoparticulas metalicas con
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estreptavidina, se pueden utilizar las mismas nanoparticulas conjugadas con esta
proteina, para el reconocimiento de diferentes analitos, basandose en la interaccién
avidina-biotina evitando, de esta manera, tener que preparar el conjugado
nanoparticula-biomolécula de deteccion para cada analito a determinar. Asimismo, el
sistema de deteccion basado en la funcionalizacién de las nanoparticulas metalicas
con un anticuerpo anti-Fc, capaz de reconocer la regién Fc de cualquier otro
anticuerpo, podra utilizar las mismas nanoparticulas para el reconocimiento de distintos

analitos, siempre que la biomolécula de deteccién de este sistema sea un anticuerpo.

Ademas, la presente invencion se refiere a los siguientes procedimientos de deteccién

de analitos.

(1) Procedimiento para la deteccion de un analito que comprende:

a. Anadir la muestra, donde estd presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento del
analito (biomolécula de captura);

b. Incubar el soporte de la etapa a) con nanoparticulas metalicas
funcionalizadas con una segunda molécula de reconocimiento del analito
(biomolécula de deteccion);

Irradiar el soporte de la etapa b) o ¢) con la fuente de luz externa; y

d. Llevar a cabo la deteccion del analito a través de la utilizacién de una

termopila capaz de detectar la conversion de luz a calor de las

nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz externa.

(2) Procedimiento para la deteccién de un analito que comprende:

a. Afnadir la muestra, donde estd presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento del
analito (biomolécula de captura);

b. Incubar el soporte de la etapa a) con una segunda molecula de
reconocimiento (biomolécula de deteccion) del analito unida al menos a
una molécula etiqueta;

c. Incubar el soporte de la etapa b) con nanoparticulas metalicas
funcionalizadas con al menos una molécula que se une especificamente a

la etiqueta;
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. Irradiar el soporte de la etapa c) o d) con la fuente de luz externa; y

Llevar a cabo la deteccion del analito a través de la utilizaciéon de una
termopila capaz de detectar la conversion de luz a calor de las
nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz externa.

En una realizacién preferida del procedimiento arriba indicado, la molécula etiqueta es

biotina y la molécula que se une especificamente a la etiqueta es avidina o

estreptavidina o la molécula etiqueta es avidina o estreptavidina y la molécula que se

une especificamente a la etiqueta es biotina.

(3) Procedimiento para la deteccién de un analito que comprende:

a.

Anadir la muestra, donde esta presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento del
analito (biomolécula de captura);

Incubar el soporte de la etapa a) con una segunda molecula de
reconocimiento (biomolécula de deteccion) que se trata de un anticuerpo
de deteccion;

Incubar el soporte de la etapa b) con nanoparticulas metalicas
funcionalizadas con anticuerpos anti-Fc;

Irradiar el soporte de la etapa c) con la fuente de luz externa y

Llevar a cabo la deteccién del analito a través de la utilizacién de una
termopila capaz de detectar la conversion de luz a calor de las

nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz externa.

(4) Procedimiento para la deteccién de un analito que comprende:

a.

Afiadir a una muestra, donde esté presente el analito a determinar,
nanoparticulas metalicas funcionalizadas con una segunda molecula de
reconocimiento del analito (biomolécula de deteccion);

Extraer el analito con las nanoparticulas de la muestra de la etapa a);
Afadir la extraccion de la etapa b, a un soporte que presente inmovilizada
la molécula de reconocimiento del analito (biomolécula de captura);

Irradiar el soporte de la etapa c) con la fuente de luz externa; y
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f. Llevar a cabo la deteccion del analito a través de la utilizacién de una
termopila capaz de detectar la conversion de luz a calor de las
nanoparticulas metdlicas al ser irradiadas con la fuente de luz externa.

Los biosensores de la presente invencién se pueden utilizar, pero sin limitacién alguna,

para la deteccion de aditivos, farmacos, microorganismos patégenos, componentes de

los alimentos, pesticidas, compuestos toxicos o en el analisis de la demanda

bioquimica de oxigeno. Los biosensores de la presente invencién se pueden utilizar

para la deteccion de cualquier tipo de analito tanto de forma cualitativo como

cuantitativa.

Los siguientes ejemplos tienen una funcién meramente ilustrativa de la presente

invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de nanoparticulas metalicas

Sintesis de nanoparticulas de oro: La sintesis de nanoparticulas de oro se llevé

a cabo siguiendo el método descrito por Turkevich et al. “A sfudy of the
nucleation and growth processes in the synthesis of colloidal gold”, Discussions
of the Faraday Society 1951, 11, 55-75. De acuerdo con este método 200 mi de
un solucién de 0.01% de &acido tetracloralrico en agua se lleva a 100°C en
agitacién, y posteriormente se afiade 5 ml de una solucion 1% de citrato trisddico
como agente reductor. Una vez formadas las nanoparticulas, la disolucién que
presenta color rojo, se deja agitando hasta que alcance la temperatura ambiente.
Se obtienen nanoparticulas esféricas de oro de 14-16nm de diametro con una

banda de plasmén de superficie a 519nm.

Sintesis de nanoprismas triangulares de oro: La sintesis de nanoprismas

triangulares de oro se llevé a cabo siguiendo el método descrito por Pelaz et al.
"Tailoring the synthesis and heating ability of gold nanoprisms for
bioapplications”, Langmuir 2012, 28, 8965-70. De acuerdo con este método, 100
ml de una solucién 2mM de acido tetracloroaurico se mezcla con 120 mi de una
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solucién 0.5mM Na,S,03, dejandose en agitacion durante 9 minutos, tras lo cual
se realiza una segunda adicion de un volumen entre 20-50ml de la solucién
0.5mM de Na,S,0;. Se obtienen nanotridngulos de oro de tamario comprendido
entre 100-160 nm, que presentan una banda de plasmén de superficie entre
750-1075nm. Antes de su conjugacién con distintas biomoléculas, los
nanoprismas deben ser pasivados, mediante la unién de un polietilenglicol (HS-
PEG-COOH, 5000g/mol). Para ello, 10ml de la solucién de nanoprismas es
incubada con 1mg de PEG en una solucién de NaOH pH12, durante toda la
noche. Finalmente estos nanoprismas son centrifugados durante 15 minutos a
10.000 rpm para eliminar el exceso de reactivos.

Sintesis_de nanoprismas triangqulares de plata: La sintesis se llevé a cabo

siguiendo el método descrito por Zhang, Q et al, “A systematic study of the
synthesis of silver nanoplates: Is citrate a “Magic” reagent?”, Journal of the
American chemical Society 2011, 133 (46), 18931-18939. De acuerdo con este
método, 24.14 mL de agua milli Q, se afiade a una solucién de acuosa de nitrato
de plata (0.05 M, 50 uL), citrato trisédico (75 mM, 0.5 mL), y agua oxigenada
(30% wt, 60 uL), y se mezclan agitando vigorosamente a temperatura ambiente.
Finalmente se afiade rapidamente una solucién de borohidruro sédico (NaBHs,,
100 mM, 250 uL) para conseguir la formacién de estos nanoprismas. Después
de 3 minutos aproximadamente, la solucién coloidal pasa de un color amarillo
oscuro debido a la formacién de pequefias particulas de plata a un color azulado
generado por los nanoprismas finales. Se obtienen nanotriangulos de plata de

70 nm, que presentan una banda de plasmoén de superficie sobre 700 nm.

Sintesis de nanocubos de cobre: La sintesis se llevé a cabo siguiendo el método

descrito por Murphy et al. “Solution-phase synthesis of Cu20 nanocubes”, Nano
Letters 2002, 3 (2), 231-234. De acuerdo con este método, se afiade 0.25 mL de
una solucion acuosa de CuSO, a 9 mL de una solucién acuosa de CTAB
(bromuro de cetil-trimetil amonio) con una concentracion variable de 0.01-0.1 M.
Seguidamente, se afiade 0.5 mL de una solucién acuosa 0.1 M de ascorbato
sodico sobre la solucién de Cu(ll)-CTAB. Las soluciones se calentaron durante 5
minutos a 55°C. Una vez concluido este tiempo, se afiade 0.2 mL de hidréxido
sodico 0.5 M, produciendo la aparicion inmediata de un color amarillo en la

solucion. Las soluciones se mantienen a 55 °C otros 10 min y se dejan enfriar a
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temperatura ambiente. Después de 30 minutos, las soluciones viran a un color
morado rojizo, amarillo claro, o a amarillo oscuro dependiendo de la
concentraciéon de CTAB utilizada. Las particulas se centrifugan a 6000 rpm
durante 15 minutos, y luego son resuspendidas en agua. Este proceso se repite
dos veces para la eliminacién del surfactante. En este punto los nanocubos en
solucién presentan un color rojo ladrillo en todos los casos. Se obtienen
nanocubos de cobre con un tamafio aproximado de 420 nm, con diferentes
cambios en su geometria segun la cantidad del surfactante CTAB empleada en

la sintesis.

Ejemplo 2: Funcionalizacién de las nanoparticulas metalicas

Para poner en practica la presente invencion se funcionalizaron distintos tipos de
nanoparticulas sintetizadas con diversos elementos de reconocimiento tales como
anticuerpos, DNA o PNA. Aqui exponemos algunos ejemplos de funcionalizacion.

- Funcionalizacién de nanoprismas triangulares de oro con anticuerpos: La

funcionalizacion se llevé a cabo a través de la inmovilizaciéon del anticuerpo
sobre los grupos carboxilo presentes en la superficie de la nanoparticula, a
través de la quimica de la carbodiimida. Primero se realiza una activaciéon de 0.5
mg de nanoparticula con 1.5 ymoles de EDC y 3.5 umoles de sulfo-NHS, en un
volumen final de 1 ml de MES pH 6 10mM, durante 30 minutos a 37°C. El
exceso de reactivos puede ser eliminado tanto por centrifugacién a 6000 rpm
durante 5 minutos, tras lo cual las particulas son suspendidas en MES pH6
10mM; o mediante el uso de una columna de filtracién en gel. Una vez activados
los grupos carboxilos de las nanoparticula, éstas se incuban con 2.5 ug de
anticuerpo en un volumen final de 1ml de MES pH6 10mM durante 1 hora a
37°C. Tras la unién del anticuerpo, la superficie de la nanoparticula es
bloqueada con 50mM de PEG aminado de 750 Da (O-metoxi-0-amino
polietilenglicol). Finalmente las nanoparticulas son purificadas tras varios ciclos

de centrifugacion a 6000 rpm durante 5 minutos.

- Funcionalizacién de nanoprismas triangulares de oro con estreptavidina: La

funcionalizacion se llevo a cabo a través de la inmovilizacion de las moléculas de

estreptavidina sobre los grupos carboxilo presentes en la superficie de la
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nanoparticula, a través de la quimica de la carbodiimida. Primero se realiza una
activacion de 0.5 mg de nanoparticulas con 1.5 umoles de EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida) y 3.5 umoles de sulfo-NHS (sulfo-N-
hidroxisuccinimida), en un volumen final de 1 ml de MES pH 6 10mM, durante 30
minutos a 37°C. El exceso de reactivos puede ser eliminado tanto por
centrifugacién a 6000 rpm durante 5 minutos, tras lo cual las particulas son
suspendidas en MES pH6 10mM; o mediante el uso de una columna de filtracion
en gel. Una vez activados los grupos carboxilos de las nanoparticulas, éstas se
incuban con 1.25 pg de estreptavidina en un volumen final de 1ml de MES pH6
10mM durante 1 hora a 37°C. Tras la unién de la proteina, la superficie de la
nanoparticula es bloqueada con 50mM de PEG aminado de 750 Da (a-metoxi-
w-amino polietilenglicol). Finalmente las nanoparticulas son purificadas tras

varios ciclos de centrifugacién a 6000 rpm durante 5 minutos.

Ejemplo 3: Deteccion del marcador CEA en una muestra utilizando el biosensor de la

presente invencion.

Una vez sintetizados y caracterizados los nanoprismas de oro (tanto por microscopia
electrénica de transmisién y barrido como por espectroscopia ultravioleta-visible),
fueron funcionalizados con anticuerpos monoclonales anti-CEA, Ab3C6 (Monoclonal
mouse anti-carcinoembryonic antigen 4CA30-3C6, HyTest) y también con la proteina
estreptavidina. Para comprobar que las moléculas inmovilizadas sobre los nanoprismas
mantenian su actividad biolégica, se inmovilizé la correspondiente biomélecula a
distintas concentraciones (el marcador CEA o el anticuerpo conjugado con biotina)
sobre una membrana de nitrocelulosa; tras incubar con las nanoparticulas
funcionalizadas se irradiaron con el laser las membranas depositadas en la superficie

termosensible.

El reconocimiento CEA + Anticuerpo anti-CEA 3C6-nanoprismas se ilustra en la figura
2a. El

reconocimiento anticuerpo anti-CEA 3C6-Biotina + Estreptavidina-nanoprismas se
ilustra en la figura 2b.
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Al producirse el reconocimiento molecular, los nanoprismas de oro quedan sobre la
membrana, y tras ser irradiada con el laser, la energia absorbida por las nanoparticulas
es liberada en forma de calor registrandose una sefial en la superficie termosensible
(ver figuras 2a y 2b). En ambos casos las sefiales obtenidas tras irradiar las muestras
con el laser indicaban que se habia producido el reconocimiento antigeno-anticuerpo 6
estreptavidina-biotina, y por tanto las biomoléculas conjugadas a los nanoprismas
mantenian su actividad. Por otro lado tanto las superficies donde tiene lugar el
reconocimiento como la superficie de la nanoparticula habian sido pasivadas de forma
que no se producen interacciones inespecificas cuando no hay proteina inmovilizada
en la membrana de nitrocelulosa, tal como puede observarse en la muestra 0.

El elemento de reconocimiento del sensor, en este caso el anticuerpo anti-CEA Ab3C1,
Monoclonal mouse anti-carcinoembryonic antigen 4CA30-3C1, HyTest se inmovilizé
sobre la superficie sensora siguiendo diversas metodologias. Se uni6 mediante enlaces
covalentes a superficies de vidrio, asi como mediante adsorcidn fisica sobre diferentes
membranas de celulosa y nitrocelulosa. A continuacion se muestran los resultados
obtenidos utilizando membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo adsorbido sobre la
superficie. Se probaron las dos estrategias descritas anteriormente; se utilizaron los
nanoprismas funcionalizados con el anticuerpo directamente y se utilizaron los
nanoprismas fucionalizados con estreptavidina después de afiadir el anticuerpo anti
CEA 3C6 conjugado con biotina. Fueron analizadas distintas muestras con una
concentracion decreciente del marcador tumoral CEA diluido en PBS. Tras realizar las
etapas de reconocimiento descritas en el procedimiento experimental, y una vez secas
las membranas se depositaron sobre la superficie termosensible, en este caso sobre
papel térmico, para ser irradiadas durante unos segundos con un laser de emisién en
el infrarrojo cercano (con una longitud de onda de 1000 nm).

El reconocimiento Anticuerpo antiCEA 3C1 + CEA + Anticuerpo anti-CEA 3C6-
Nanoprismas se ilustra en la figura 3a. El reconocimiento anticuerpo anti-CEA 3C1 +
CEA + Anticuerpo anti-CEA 3C6-Biotina + Estreptavidina-Nanoprismas se ilustra en la
figura 3b.

Como puede observarse en las figuras anteriores, la sefial producida en la superficie

termosensible generada por la irradiacién de los nanoprismas una vez producido el
reconocimiento del analito, es mas intensa para el sistema Anticuerpo 3C1-CEA-
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Ab3C6-nanoprismas que para el sistema Anticuerpo 3C1-CEA-Ab3C6 Biotina-
Estreptavidina-nanoprimas de oro; pero en ambos casos se llega a detectar una
concentracién de 0.5 ng CEA/mI. Por otro lado, como control negativo, se comprobé
que al realizar el mismo experimento pero utilizando nanoparticulas esféricas de oro de
16 nm de diametro funcionalizadas con anticuerpo anti-CEA 3C6 (que no presentan
banda de absorcidn a la longitud de onda de emisién del laser utilizado), no se obtenia
ninguna sefial, tal como se muestra en la figura 4 (ver figura 4 donde se muestra el
reconocimiento Anticuerpo anti-CEA 3C1 + CEA+ Anticuerpo anti-CEA 3C6-
Nanoparticulas de oro, donde se utilizaron nanoparticulas esféricas de oro de 16 nm de
diametro que no presentan banda de absorcién a la longitud de onda de emisién del

laser utilizado).

Para mejorar la sensibilidad del método pueden variarse diferentes parametros como
son el tiempo de irradiacién de la muestra con el laser y la distancia del mismo a la
superficie sensora. En la figura 5 puede observarse como a una menor distancia entre
el laser y la superficie, es necesario menos tiempo de irradiacion y se obtiene una sefal

mas intensa.

La figura 5 ilustra el reconocimiento anticuerpo anti-CEA 3C1 + CEA + Ab anti-CEA
3C6-nanoprismas de oro con distintos tiempos de irradiacién, y diferente distancia entre
la superficie y el laser. En la figura 5a se utiliza un tiempo de irradiacion de 10
segundos auna distancia de 0.5cm ; en la figura 5b se utilize un tiempo de irradiacién
de 2 segundos 0.1 cm.

Finalmente se llevo a cabo el mismo experimento tipo “sandwich” (Ab3C1 + CEA +
Ab3C6-Nanoprismas de oro) para la deteccién del marcador tumoral CEA en muestras
de plasma sanguineo, para comprobar la especificidad del sistema asi como el limite
de deteccion del analito en una muestra compleja. Se comparé con los resultados
obtenidos para la determinacion de CEA disuelto en tamp6n PBS. En ambos casos se
obtuvo un limite de deteccién de 10 pg de CEA/mI, como puede observarse en la figura
6. Ademas ni en el control ni en la muestra de plasma sin CEA se obtuvo ningtn tipo de

interaccién inespecifica.
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Ejemplo 4. Ejemplo comparativo utilizando como medio de deteccidén una camara de

infrarrojos.

Para el presente experimento se se utilizaron las mimas muestras preparadas para el
ejemplo 3. El elemento de reconocimiento del sensor, en este caso el anticuerpo anti-
CEA Ab3C1, se inmovilizd mediante adsorcion fisica sobre una membrana de
nitrocelulosa. A continuacion fueron analizadas distintas muestras con una
concentracion decreciente del marcador tumoral CEA diluido en plasma sanguineo.
Tras realizar las etapas de reconocimiento, mediante las nanoparticulas
funcionalizadas con el anticuerpo anti-CEA Ab3C6, descritas en el procedimiento

experimental, y una vez secas las membranas se depositaron sobre papel térmico,

Se utilizé un laser de emisidn en el infrarrojo cercano, a una longitud de onda de 1000
nm para irradiar las nanoparticulas. Como sistemas de deteccion del calor generado
por las nanopatrticulas tras ser irradiadas con el laser, se utilizé6 una camara térmica de
deteccién en el infrarrojo (camara IR), capaz de trasformar el calor generado por las
nanoparticulas irradiadas, en una medida cuantificable.

Se comprobd el incremento de temperatura, con la camara IR, tras irradiar las muestras
preparadas para la detecciéon del antigeno CEA en plasma sanguineo a distintas
concentraciones. Tras ser irradiadas unos segundos con el laser, la camara IR resgitr6
un incremento de temperatura de 2-3°C para la muestra de 0.05ng CEA/ml, pero no se
obtuvo sefial en el caso de la muestra de 0.01 ng CEA/ml. Para estas mismas
concentraciones de analito si se habia visto sefial en el caso del papel térmico, tras ser

irradiadas las muestras con el laser.

Se obtuvo un limite de deteccion de menor orden mediante la detecciéon visual
utilizando el soporte sobre una superficie termosensible como es el papel térmico, que

utilizando la camara de infrarrojos como medio de deteccion.
La figura 7 compara el reconocimiento anticuerpo anti-CEA 3C1 + CEA + Ab anti-CEA

3C6-nanoprismas de oro entre la deteccion visual mediante el papel térmico (figura 7a)

y la cdmara IR como sistema de deteccion (figura 7b).
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Ejemplo 5. Experimentos de deteccién con termopila:

En este caso se midié el calor generado por las nanoparticulas tras ser irradiadas por
el laser mediante una termopila, capaz de transformar el incremento de temperatura,

generado en un area determinada a su alrededor, en una sefial eléctrica cuantificable.

Con el disefio descrito en la figura 8, se irradiaron con el laser (a una potencia de
350mW) tanto la muestra concentrada como la diluida, en la membrana y en el cubre
de vidrio. El primer problema que se encontré es que si el laser incide directamente en
la pila, se obtiene una sefial de fondo muy elevada (por lo que era necesario un
incremento de la temperatura suficientemente alto para ser distinguible de la sefial de
fondo). También se obtiene una respuesta si se irradia solo la membrana o el cubre sin
nanoparticulas (el vidrio dan una sefial mas alta que la membrana de nitrocelulosa).
Con la muestra diluida se obtuvo una respuesta muy similar al control, mientras que
con la concentrada podia medirse perfectamente el incremento de temperatura. Hay
que tener en cuenta que en este disefio la muestra quedaba alejada 3-4 cm del laser,
por lo que la sensibilidad va a ser mas baja que si esta directamente en contacto con el

laser.

Se intenté realizar un calibrado con distintas concentraciones de nanoparticulas
depositados sobre la membrana de nitrocelulosa, para los disefios representados en la
figura 8, esquemas 2 y 3. En el caso del esquema 2, no se obtuvieron resultados ya
que no podia irradiar la muestra de forma reproducible con el laser en esa posicién. Se

llevo a cabo el experimento con el disefio como se indica en el esquema 3.

Se prepararon tres disoluciones de 140ug/ml, 14ug/ml y 1.4ug/mi de NNs y se depositd
1ul de cada una sobre membranas de nitrocelulosa (140ng, 14ng y 1.4ng NNs >
6x10°, 6x10% y 6x107 nanoparticulas). Se irradi6 con el laser durante unos segundos, y
se realizé la lectura con la termopila antes y después de poner la muestra. Entre
muestra y muestra, se recuperaba la sefial de fondo. Para la solucién mas diluida
(1.4ng NNs) se registraba una sefial un poco superior a la sefial de fondo; con la
muestra de 14ng se obtenia claramente distinguible; la muestra mas concentrada daba

una sefial muy elevada. Para realizar un calibrado que se ajuste a un rango lineal
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habria que utilizar una serie de disoluciones de baja concentracién, ya que a partir de
un cierto valor de concentracién, se obtiene un incremento exponencial de la

temperatura con la concentracién de nanoparticulas.
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Reivindicaciones

1. Un biosensor para la deteccion visual que comprende:

a.

Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;

Un soporte con una superficie termosensible donde inmovilizar la
molécula de reconocimiento de la etapa a);

Una fuente de luz externa;

d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion),

capaz de reconocer el analito diana; y

Una nanoparticula metélica que presenta banda de plasmén de superficie;

donde la deteccién del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las

zonas del soporte en que el analito esté presente. producido como consecuencia del

calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

2. Un biosensor que para la deteccion visual comprende:

a.

b.
c.

Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana, inmovilizada sobre un soporte con una
superficie termosensible;

Una fuente de luz externa; y

Una nanoparticula metalica que presenta banda de plasmén de superficie
funcionalizada con una segunda molécula de reconocimiento

(biomolécula de deteccién), capaz de reconocer el analito diana;

donde la deteccién deteccion del analito se realiza de forma visual por el cambio de

color en las zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como

consecuencia del calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con

la fuente de luz externa.

3. Un biosensor que para la deteccion visual comprende:

a.

Una molécula de reconocimiento (biomolécula de captura), capaz de
reconocer el analito diana;
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b. Un soporte con una superficie termosensible;
C. Una fuente de luz externa;
d. Una segunda molécula de reconocimiento (biomolécula de deteccion),

capaz de reconocer el analito diana, opcionalmente unida a una molécula
etiqueta; y

e. Nanoparticulas metalicas con banda de plasmén de superficie
funcionalizadas con biomoléculas que reconocen especificamente a la
biomolécula de deteccion o la etiqueta con la que fue modificada la biomolécula

de deteccion;

donde la deteccion del analito se realiza de forma visual por el cambio de color en las
zonas del soporte en que el analito esté presente, producido como consecuencia del
calor generado por las nanoparticulas metalicas al ser irradiadas con la fuente de luz

externa.

4. Un biosensor segun la reivindicaciéon 3, donde la molécula etiqueta es biotina y la
molécula que se une especificamente a la etiqueta es avidina o estreptavidina o
donde la molécula etiqueta es avidina o estreptavidina y la molécula que se une

a la etiqueta es biotina.

5. Un biosensor segun la reivindicacion 3, donde la segunda molécula de
reconocimiento (biomolécula de deteccion) es un anticuerpo y la nanoparticula
metalica que presenta banda de plasmoén de superficie esta funcionalizada con
un anticuerpo anti-Fc capaz de reconocer la regién Fc de la biomolécula de

deteccion.

6. Un biosensor seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 é 5, donde las
moléculas de reconocimiento se seleccionan de la lista que consiste en
anticuerpos, péptidos, enzimas, polisacaridos, acidos nucleicos (DNA),
aptameros o acidos nucleicos peptidicos (PNAs).

7. Un biosensor segun revindicacién 6, donde las moléculas de reconocimiento

son anticuerpos, DNAs o PNAs.
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8. Un biosensor segln reivindicaciones 1-7, donde la fuente de luz externa es una

luz monocromatica.

9. Un biosensor segun reivindicaciones 1-8, donde la nanoparticula metalica se
selecciona de la lista que consiste en:
a. Nanoparticulas de oro
b. Nanoparticulas de plata; o

c. Nanoparticulas de cobre.

10.Un biosensor segun la reivindicacién 9, donde la nanoparticula metalica es un
nanoprisma triangular de oro.

11.Un biosensor segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la
superficie termosensible del soporte es un papel termosensible.

12.Un biosensor segun la reivindicacién 11 donde el papel termosensible se
combina con un soporte seleccionado de la lista que consiste en membranas de
celulosa, nitrato de celulosa, acetate de celulosa, poliestireno, ceramica, silicio o
vidrio.

13.Procedimiento para la deteccién de un analito que comprende:

a. Anadir la muestra, donde estd presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento del
analito (biomolécula de captura);

b. Incubar el soporte de la etapa a) con nanoparticulas metalicas
funcionalizadas con una segunda molécula de reconocimiento del analito
(biomolécula de deteccidn); y

c. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el
soporte no comprendiese ya dicha superficie; e

d. Irradiar el soporte de la etapa b) o ¢) con la fuente de luz externa.

14.Procedimiento para la deteccién de un analito que comprende:

a. Afadir la muestra, donde esta presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento del
analito (biomolécula de captura);
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Incubar el soporte de la etapa a) con una segunda molecula de
reconocimiento (biomolécula de deteccién) del analito unida al menos a
una molécula etiqueta;

Incubar el soporte de la etapa b) con nanoparticulas metalicas
funcionalizadas con al menos una molécula que se une especificamente a
la etiqueta; y

Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el
soporte no comprendiese ya dicha superficie; e

Irradiar el soporte de la etapa c) o d) con la fuente de luz externa.

15.Procedimiento segtn la reivindicacion 14, donde la molécula etiqueta es biotina y

la molécula que se une especificamente a la etiqueta es avidina o estreptavidina

o donde la molécula etiqueta es avidina o estreptavidina y la molécula que se

une especificamente a la etiqueta es biotina.

16. Procedimiento para la deteccién de un analito que comprende:

a.

o

Anadir la muestra, donde esta presente el analito a determinar, a un
soporte que presente inmovilizada la molécula de reconocimiento del
analito (biomolécula de captura);

Incubar el soporte de la etapa a) con una segunda molecula de
reconocimiento (biomolécula de deteccion) que se trata de un anticuerpo
de deteccion;

Incubar el soporte de la etapa b) con nanoparticulas metalicas

funcionalizadas con anticuerpos anti-Fc; y

. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el

soporte no comprendiese ya dicha superficie; e
irradiar el soporte de la etapa ¢) o d) con la fuente de luz externa

17.Procedimiento para la deteccion de un analito que comprende:

a. Anadir a una muestra, donde esté presente el analito a determinar,

b.

nanoparticulas metalicas funcionalizadas con una segunda molecula de
reconocimiento del analito (biomolécula de deteccién);
Extraer el analito con las nanoparticulas de la muestra de la etapa a);
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c. Afadir la extraccién de la etapa b, a un soporte que presente inmovilizada
la molécula de reconocimiento del analito (biomolécula de captura);

d. Opcionalmente, colocar el soporte sobre una superficie termosensible si el
soporte no comprendiese ya dicha superficie; e

5 e. lrradiar el soporte de la etapa c) o d) con la fuente de luz externa.

18.Uso de un biosensor segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, para la
deteccion de aditivos, farmacos, microorganismos patégenos, componentes de
los alimentos, pesticidas, compuestos toxicos o en el analisis de la demanda

10 bioguimica de oxigeno.
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