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The invention relates to a system for biodetection

applications, which comprises two basic elements, a substrate having a
functionalised surface, and a nanoparticle, and which can strengthen the
plasmonic effect of the nanoparticle. The invention also relates to a bio-
sensor that includes said system, and to the method for detecting and
quantifying a target analyte selected in a sample using said system. The
invention further relates to a device that can detect the strengthened opto-
plasmonic effect of the nanoparticles using the system according to the
invention, or combine the detection of said opto-plasmonic effect with the
analysis of the changes in the mechanical characteristics of the substrate.

(57) Resumen: La presente invenciéon se refiere a un sistema para
aplicaciones de biodeteccién que comprende dos elementos basicos, un
sustrato con una superficie funcionalizada y una nanoparticula, siendo el
sistema capaz de potenciar el efecto plasménico de la nanoparticula. La
invencién también se refiere a un biosensor que incorpora tal sistema,ademas
de al procedimiento para detectar y cuantificar un analito diana seleccionado
en una muestra usando tal sistema. Finalmente, la invencion se refiere a un
3 ) dispositivo que puede detectar el efecto optoplasménico potenciado de las
nanoparticulas por medio del sistema de la invencién o biencombinar la
deteccion de tal efecto optoplasménico con el andlisis de los cambios en las
caracteristicas mecanicas en el sustrato.
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UN SISTEMA PARA APLICACIONES DE BIODETECCION

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo de los biosensores. Mas particularmente,
la presente invencion se refiere a un sistema para aplicaciones de biodeteccién que
comprende dos elementos basicos, un sustrato con una superficie funcionalizada y
una nanoparticula, pudiendo el sistema potenciar el efecto plasménico de la
nanoparticula. La invenciéon también se refiere a un biosensor que incorpora tal
sistema, ademas de al procedimiento para detectar y cuantificar un analito diana
seleccionado en una muestra usando tal sistema. Finalmente, la invencién se refiere
a un dispositivo que puede detectar el efecto optoplasmoénico potenciado de las
nanoparticulas por medio del sistema de la invencion o bien combinar la deteccion
de tal efecto optoplasmoénico con el andlisis de los cambios en las caracteristicas

mecanicas en el sustrato.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Biosensores

Un biosensor mide los cambios fisicos que una capa de reconocimiento biolégico
unida a un transductor sélido experimenta cuando interacciona con una muestra que
contiene las moléculas elegidas como diana. Asi, emplea la capacidad de algunas
biomoléculas (receptores) para unirse especificamente (reconocer) a biomoléculas
complementarias (ligandos). Las interacciones mas tipicas son hibridacion de acidos
nucleicos complementarios y unién de anticuerpo/antigeno. Los biosensores son
cada vez mas demandados en estudios biologicos fundamentales, investigaciéon de
ciencias de la salud, descubrimiento de farmacos y diagndstico clinico'™.
Dependiendo del cambio fisico medido, los biosensores pueden clasificarse en

opticos, eléctricos y mecanicos.

Los biosensores épticos pueden dividirse principalmente en deteccidn basada en
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marcas y deteccidn sin marcas. Los biosensores basados en marcas mas
comunmente usados se basan en deteccién basada en fluorescencia, las moléculas
diana o bien las moléculas de biorreconocimiento se marcan con marcas
fluorescentes, tales como colorantes; la intensidad de la sefal de fluorescencia indica
la cantidad de moléculas elegidas como diana. Mientras que la deteccion basada en
fluorescencia es extremadamente sensible, sufre de laboriosos procedimientos de
marcado que pueden también interferir con la funcion de la biomolécula. A diferencia,
en la deteccidén sin marcar, las moléculas elegidas como diana no son marcadas o
alteradas, y se detectan en sus formas naturales. Una parte significativa de los
sensores opticos sin marca mide el cambio del indice de refraccién proximo a la
superficie del sensor excitando un campo evanescente que disminuye
exponencialmente en la disolucion a granel con una longitud caracteristica entre
decenas a cientos de nanometros*. El procedimiento de resonancia de plasmones
superficiales (SPR) y los procedimientos de resonancia de plasmones superficiales

localizados (LSPR) son los mas populares entre los biosensores 6pticos sin marca.

Entre los biosensores eléctricos, los dispositivos electroquimicos han recibido
tradicionalmente la mayor parte de la atencién®’. Estos dispositivos normalmente
acoplan enzimas que producen o consumen electrones tras el reconocimiento de
sustratos a un transductor de electrodos. Muchas de estas enzimas catalizan
especificamente las reacciones de analitos clinicamente importantes tales como
glucosa, lactato, colesterol, aminoacidos, urato, piruvato, glutamato, alcohol,
hidroxibutirato, por nombrar algunos. Los avances en la nanotecnologia también
estan proporcionando biosensores eléctricos a escala nanométrica basados en
nanoalambres y nanotubos semiconductores, en los que la apertura electroquimica
se produce a partir de un cambio en el potencial superficial local debido a la unién a

diana®"°.

Entre los biosensores mecanicos, la microbalanza de cristal de cuarzo se ha
convertido en una de las técnicas mas establecidas'''®. Estos dispositivos se basan
en resonadores de cristal de cuarzo (tales como aquellos usados en relojes), que son
piezoeléctricos y asi permiten la medicion directa de la deformacion del cristal por
procedimientos eléctricos. En estos dispositivos, |la frecuencia de resonancia se mide

y relaciona con el cambio de masa inducido por la union del analito a la capa de
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reconocimiento inmovilizada sobre la superficie cristalina. Una subclase de
biosensores mecanicos se denomina biosensores nanomecanicos, que sacan el
mayor rendimiento del tamafio de escala nanométrica de al menos una de sus

dimensiones'+%°,

Entre los procedimientos existentes, los biosensores mas satisfactorios en el campo
biomédico incluyen bioensayos de deteccion del punto final tales como ELISA. Los
ELISA son herramientas esenciales en el campo biomédico debido a su buena
sensibilidad, simplicidad del ensayo, fiabilidad y alto rendimiento.

Por otra parte, dispositivos como los ensayos de flujo lateral son de suma importancia
en el corto tiempo de analisis necesario y se han miniaturizado satisfactoriamente y
simplificado hasta el punto de que incluso es posible la prueba en casa. Sin embargo,
la menor concentracion de analito que pueden detectar es comunmente de hasta 0,1
MM, que no es suficientemente buena para detectar muchas dianas de importancia
biolégica. Por comparacion, el ELISA requiere un tiempo de analisis mucho mayor

(~1 h), pero ofrece mucha mejor sensibilidad de concentracién (~1 pM).

Todavia esta en investigacion la técnica de biodeteccion que pueda combinar
excelente sensibilidad y especificidad con corto tiempo de analisis, junto con
potencial de miniaturizacién. En particular, hay una alta demanda de técnicas que
puedan integrarse en un dispositivo de punto de cuidado que sean dignas de
sensibilidad, capacidad de cuantificacién y buen intervalo dinamico. Hasta la fecha
no se ha demostrado ninguna técnica que proporcione esto. La capacidad para ser
integrado en un dispositivo de punto de cuidado (POC) significa que los protocolos
de deteccién deben ser simples, usar pequefos volumenes de muestra y no deben
requerir etapas de preparacion y/o de lavado complicadas o quimicas complejas para
preparar las muestras y/o dispositivos de deteccion. Un bajo coste para los analisis
completos y la larga estabilidad en almacén también es un requisito para obtener un

producto comercialmente viable.

Biosensores basados en nanoparticulas

Hay enfoques en la técnica anterior que han tenido éxito en muchos, aunque no

todos, los retos citados para dispositivos de POC. El uso de nanoparticulas (NP) ha
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tomado su parte en este éxito. Particularmente, el oro y otras nanoparticulas de
metales nobles se han usado en la deteccidon de analitos. La resonancia de
plasmones superficiales localizados (LSPR) en NP de oro se desplaza cuando
cambia la constante dieléctrica de alrededor, de manera que los desplazamientos en
el pico espectral de LSPR facilitados por la unién de biomoléculas proporcionan un
procedimiento para la deteccion de analitos en muestras clinicas. Diferentes
enfoques de deteccion que hacen uso de este fendmeno a escala nanométrica se

revisan en la referencia 21.

En un enfoque satisfactorio, llamado ELISA plasménico, el desplazamiento de la
resonancia de plasmones localizados facilitado por la agregacioén de nanoparticulas
de oro se usa para colorear la marca de deteccién de muy bajas concentraciones de
un analito de interés. En la referencia 22, tanto PSA como el antigeno p24 de la
capside del VIH1 se detectan a concentraciones de tan solo 1 x 10'"® g/ml. En este
procedimiento, el ciclo biocatalitico de una enzima genera disoluciones de NP
coloreadas debido al hecho de que cuando la concentracion de perdxido de
hidrogeno disminuye se forman NP agregadas. La union del analito promueve la
agregacion de NP que a su vez da un color azul a la disolucién. Este cambio de color
se usa como senal de deteccidén que puede incluso ser seguida a simple vista y asi

proporciona un enfoque de deteccion de bajo coste.

En otra metodologia relevante, el marcado de NP con diversas secuencias de ADN
proporciona la capacidad de multiplexacién que no tendrian NP metalicas solas, ya
que carecen de un intervalo de marcas de color para marcar cada reaccion
especifica. El asi llamado procedimiento de biocddigo de barras no solo se ha usado
para la deteccion de ADN, sino que también ha tratado satisfactoriamente la
deteccion de proteinas. Para después, el biocédigo de barras se basa en sondas de
microparticulas magnéticas con anticuerpos que se unen especificamente a una
diana de interés, por ejemplo, una proteina clinicamente relevante como antigeno
prostatico especifico (PSA) (véase la referencia 23) y sondas de nanoparticulas que
estan codificadas con ADN que es unico para la proteina diana de interés y
anticuerpos que pueden emparedar la diana capturada por las sondas de
microparticulas. La separacidn magnética de las sondas complejadas y diana,

seguido de la deshibridacion de los oligonuclettidos sobre la superficie de la sonda
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de nanoparticulas, permite la determinacion de la presencia de la proteina diana que
identifica la secuencia de oligonucleoétidos liberada de la sonda de nanoparticulas.
Debido a que la sonda de nanoparticulas lleva consigo un gran numero de
oligonucleétidos para el evento de unioén a proteina, hay una sustancial amplificacion
de sefiales y la proteina diana puede detectarse a bajas concentraciones
(concentracién 30 atomolar). Alternativamente, una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en los cédigos de barras de oligonucledtidos puede reforzar la
sensibilidad a 3 atomolar. Ensayos convencionales clinicamente aceptados
comparables tienen limites de sensibilidad de 3 picomolar, seis érdenes de magnitud
menos sensibles al que se observa con este procedimiento®. Una limitacion de esta
técnica es el tiempo de analisis requerido, hasta 100 minutos, dada la necesidad de
separacion de las sondas complejadas y diana de la disolucién de muestra y posterior
identificacion de las marcas de ADN. Con este procedimiento también es posible la
cuantificacion. Un enfoque es realizar una PCR y/o electroforesis en gel, pero éstos
son procedimientos no adecuados para aplicaciones de punto de cuidado y excluyen

el rapido analisis como se trata en la referencia 25.

Un procedimiento de deteccién alternativo se basa en el cambio espectral en la luz
dispersa cuando al menos dos NP se ponen proximas entre si*®?’. El cambio de color
es debido a un desplazamiento en la resonancia de plasmones superficiales de las
nanoparticulas de Au cuando al menos dos NP se ponen préximas entre si. Esto
produce un desplazamiento de color detectable y un cambio en la intensidad de luz
recogida que puede medirse opticamente. Los complejos de sonda de NP siempre
comprenden dos 0 mas nanoparticulas unidas a un analito diana especifico, esto se
ha llamado un complejo de dispersion de la luz. Esto tiene la ventaja de que solo se
detectan los agregados de NP, que contienen el analito. Las particulas no agregadas,
que incluyen aquellas que no contienen el analito diana, no son detectadas en este
procedimiento. Esto permite la deteccion de agregados de NP en presencia de un
exceso significativo de particulas no agregadas. Este procedimiento ha demostrado
excelente sensibilidad, mejor que 10 femtomoles de un oligonucleétido. Dentro de
este procedimiento, el uso de iluminaciéon evanescente por medio de una guia de
onda de soporte y deteccién colorimétrica basada en la dispersion ha demostrado

ser 4 oOrdenes de magnitud mejor que las pruebas de manchas basadas en
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absorbancia (documento EP1639370).

Una forma de eliminar la necesidad de amplificacion por PCR a la vez que se
mantiene una buena capacidad de multiplexacion es hibridar los complejos de
dispersion de GNP sobre un soporte sélido funcionalizado con secuencias conocidas
en posiciones definidas, como se hace en las matrices fluorescentes. La posterior
deteccion escanométrica de la luz dispersa sirve de sefal biosensora y la capacidad
de multiplexacién se obtiene por las posiciones predefinidas de las secuencias
inmovilizadas conocidas. Normalmente, se necesita una forma de amplificar esta
sefal éptica. Un procedimiento para la ampliacion de la sefial de luz dispersa de las
marcas de NP es la reduccion de plata promovida por nanoparticulas?® o respuesta
colorimétrica por catalisis enzimatica sobre sustratos de silicio &pticamente
recubiertos?®. Este procedimiento se usa para amplificar la sefial dptica y también

permite cuantificar la cantidad de analito en la muestra®®.

Biosensores basados en resonadores nanomecanicos

Los resonadores nanomecanicos han demostrado limites de deteccion sin
precedentes en la deteccidn de masas de atomos y moléculas a vacio. Los limites
de deteccién de masa se han empujado recientemente al intervalo de yoctogramos,
es decir, puede medirse la masa de un unico protdn. Dos componentes son
esenciales para lograr la sensibilidad de la masa: dispositivos con dimensiones de
escala nanomeétrica y altos factores de calidad (1000-100000) que implican
mediciones a vacio. Sin embargo, la deteccion de biomoléculas debe llevarse a cabo
idealmente en disoluciones acuosas, el entorno natural en el que se producen los
procesos biolégicos. Los resonadores nanomecanicos en liquidos presentan un
factor de calidad muy bajo (1-10) como consecuencia del amortiguamiento viscoso.
Ademas, el liquido es arrastrado junto con el resonador nanomecanico, aumenta su
masa eficaz y asi reduce la sensibilidad. La miniaturizacién de los dispositivos a la
escala nanométrica no mejora estas limitaciones. Y, lo que es mas importante, la
deteccién biolégica requiere muchas mediciones repetitivas que sélo pueden lograrse
con dispositivos desechables y rentables que puedan ser tanto facilmente
manipulados como medidos. Estos requisitos se satisfacen por matrices de

micropalanca que estan comercialmente disponibles, pero no por los resonadores
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mecanicos de escala nanométrica del estado de la materia que todavia se fabrican a
baja velocidad por técnicas de nanofabricaciéon y son altamente irreproducibles en las
dimensiones y respuesta mecanica. Ademas, la medicion de la frecuencia resonante
de estos dispositivos en liquido es cientifica y técnicamente exigente. Estas
limitaciones han limitado el éxito de los resonadores nanomecanicos como sensores

biolégicos.

Resonadores nanomecanicos con marcas de masa.

Los resonadores nanomecanicos han hecho uso de NP para amplificar la sefial, aqui,
la unién a masa mayor proporcionada por las marcas aumenta la respuesta mecanica
del sensor. Aqui, una reduccién en la frecuencia de resonancia esta relacionada con
masa anadida del complejo analito-NP que se une al resonador. A pesar de que los
sensores nanomecanicos dinamicos han demostrado un buen rendimiento sin
marcas; el marcado mejora ampliamente la especificidad y puede reducir el limite de
deteccién. Se ha demostrado que el marcado de muestras para la deteccion
nanomecanica es ventajoso en los ensayos de punto final. Craighead y
colaboradores demostraron en la referencia 31 que el marcado de un anticuerpo
monoclonal con nanoparticulas en un inmunoensayo tipo sandwich pudo mejorar el
limite de deteccion en tres 6rdenes de magnitud para alcanzar 2 ng/ml en la deteccion
de proteinas pridnicas y detectar incluso la presencia de 50 fg/ml de PSA enriquecido
en un ruido de fondo de suero bovino fetal. La técnica también es cuantitativa, ya que
los autores encontraron una clara dependencia lineal de la respuesta de frecuencia
sobre la concentracién de PSA. La capacidad para detectar concentraciones fM de
una proteina diana en un ruido de fondo realista coloca a los sensores de palanca
resonantes marcados en una excelente posicion para competir con todas las técnicas
innovadoras citadas, ademas de las tecnologias mas establecidas. Todavia, los
resonadores nanomecanicos todavia no se usan ampliamente en la clinica. Esto es
debido a que carecen de la robustez necesaria en la respuesta. Los pocos estudios
que muestran un numero estadisticamente significativo de pruebas muestran que el
numero de positivos y negativos falsos es todavia demasiado alto. El desplazamiento
de la frecuencia comunmente usado como sefal de deteccion en estos sensores
depende en gran medida de la adsorcién no especifica sobre la superficie del

dispositivo.
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Una limitacion clave de los resonadores nanomecanicos es la adsorcién no
especifica. Los limites de deteccion definitivos predichos por los enfoques teoricos
pueden estar lejos de los limites de deteccion reales cuando biosensores
nanomecanicos funcionalizados con biorreceptores se sumergen en disoluciones
complejas, tales como suero, para detectar la presencia de biomarcadores en tiempo
real o ex-situ. En esta situacidén, otras moléculas a concentracién mucho mayor,
incluso billones de veces mayor, estan presentes en la disolucién. Aunque estas
moléculas tienen mucha menor afinidad por los receptores injertados con sensores,
su alta concentracién impone el limite de deteccién real. Por ejemplo, los
biomarcadores del cancer estan en plasma sanguineo a una concentracion en el
intervalo de 1 ng/ml, mientras que la concentracion de proteinas no deseadas es de
aproximadamente 70 mg/ml. La sensibilidad para lograr la deteccion de
biomarcadores del cancer se satisface por la mayoria de los biosensores
nanomecanicos. Sin embargo, la selectividad que determina la tasa de positivos
falsos y negativos falsos ha recibido poca atencién. La deteccion de biomarcadores
de cancer en medios complejos tales como suero requiere selectividad superior a 1

parte por millon.

Predicciones teédricas indican que la selectividad requerida para la detecciéon de
biomarcadores en medios complejos puede lograrse funcionalizando los sensores
con una alta densidad superficial de receptores®. Esta prediccion esta de acuerdo
con los hallazgos en biosensores nanomecanicos basados en tension superficial, en
los que los mejores resultados se obtienen a altas densidades de empaquetamiento
de receptores. Una segunda prediccion teérica es que la etapa de pasivacion
superficial intermedia adicional por pequefias moléculas inertes después de la
incubacion del receptor podria reducir significativamente la bioincrustacion y ayuda a
lograr mejor selectividad. De forma interesante, el tamano y geometria de la molécula
bloqueante usada para volver a llenar los vacios en la superficie del sensor
desempefia una funcién critica. Esto esta de acuerdo con los resultados de recientes
analisis estadisticos del efecto de inmunorreacciones sobre la respuesta de
biosensores nanomecanicos en el modo estatico®. El estudio comprendié 1012
palancas con diferentes densidades superficiales de anticuerpo, dos estrategias de

bloqueo basadas en polietilenglicol (PEG) y albumina de suero bovino (BSA),
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controles rigurosos con anticuerpos no especificos y proteinas pequenas tales como
lisozimas. El estudio revel6 que el rendimiento del ensayo depende criticamente de
tanto la densidad superficial de anticuerpos como las estrategias de bloqueo.
Encontraron que las condiciones oOptimas implican densidades superficiales de

anticuerpos préximas, pero inferiores, a la saturacion y bloqueo con PEG.

Ademas, se han propuesto otros enfoques practicos para minimizar la adsorcién no
especifica y potenciar la selectividad. El uso de matrices de elementos
nanomecanicos con una referencia interna ayuda a rechazar fuentes de ruido
comunes, que incluyen adsorcién no especifica. Otro enfoque es la implementacion
de los ensayos de sandwich tradicionalmente usados en ELISA. En este ensayo, el
sistema nanomecanico se funcionaliza con un receptor molecular especifico para el
biomarcador de interés. Después de la exposicion del sistema nanomecanico a la
muestra, el dispositivo se incuba con receptores secundarios unidos a una molécula
o un material que actua de amplificador de sefales, tal como una nanoparticula para
aumentar el efecto de la masa. El uso de dos receptores diferentes potencia
ampliamente la sensibilidad y especificidad. Este enfoque se aplicd para detectar
proteinas  pribnicas con resonador nanomecanico, que en formas
conformacionalmente alteradas se sabe que producen enfermedades
neurodegenerativas en animales, ademas de seres humanos**. La frecuencia de
resonancia se detectd ex-situ en alto vacio. Para la incubacion directa de los
resonadores nanomecanicos funcionalizados con un anticuerpo primario contra la
proteina pridnica, el limite de deteccion fue aproximadamente 20 ug/ml. Cuando los
resonadores se sometieron a una etapa de incubacion posterior con anticuerpos
secundarios que se unen, el limite de deteccién se potencio 3 6rdenes de magnitud,

siendo aproximadamente 2 ng/ml.

Una segunda estrategia prometedora que mantiene la caracteristica sin marca
natural de los biosensores nanomecanicos es implementar microfluidica para la
purificacion y preconcentracién de muestras. El potencial de este enfoque se ha
demostrado con nanosensores de nanoalambre sin marca. En este trabajo, un chip
de purificacion microfluidica captura simultaneamente multiples biomarcadores de
muestras de sangre y los libera, después de lavar, en tampén purificado para la

deteccién por los nanosensores®. Este enfoque de dos etapas aisla el detector del
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entorno complejo de sangre completa, y reduce su sensibilidad requerida minima pre-
concentrando eficazmente los biomarcadores. Los autores demostraron deteccion
cuantitativa y especifica de dos antigenos del cancer modelo de una muestra de 10
ml de sangre completa en menos de 20 min.

A pesar de que la nanotecnologia haya proporcionado biosensores con niveles
impredecibles de sensibilidad sin necesidad de marcado, los nanosensores también
han mostrado dificultades significativas en cuestiones referentes a la especificidad y
reproducibilidad, y de ahi que todavia no estén listos para la selecciéon de
biomarcadores en sangre. Esto surge de la dificultad extrema de ‘encontrar
biomarcadores de proteina de baja abundancia en un ‘pajar de proteinas
plasmaticas, algunas de ellas a concentraciones al menos siete 6rdenes de magnitud
superiores (albumina 40 mg/ml aprox). Asi, la situacion es que el alto ruido biologico
fijado por las interacciones no especificas supera ampliamente el ruido intrinseco de
la mayoria de los nanosensores existentes. En pocas palabras, el problema no es la

sensibilidad, sino:

* Especificidad; para discriminar trazas de biomarcadores en la compleja
mezcla de proteinas de la sangre.
* Fiabilidad, para minimizar los dolorosos positivos falsos y negativos falsos en

el diagnéstico de pacientes.

Ahora, los autores de la presente invencidon han encontrado un sistema para
aplicaciones de biodeteccion que permite limites de deteccién ultrabajos ya que
discrimina concentraciones al borde de 10 ag/ml. Ademas, el sistema permite la
deteccion de analitos diana en ruidos de fondo bioloégicos complejos como, por
ejemplo, muestras de sangre, sin la necesidad de ninguna etapa de purificacion. La
invencién se basa en un ensayo 6ptico tipo sandwich que se aprovecha del
sorprendente e inesperado potenciamiento del efecto plasménico causado en las
nanoparticulas por la combinacion de la naturaleza y disefio particulares del sustrato
usado en el biosensor y la naturaleza y dimensiones particulares de la nanoparticula.
Este sistema puede adaptarse en un dispositivo nanomecanico con el fin de analizar
tanto sefales optoplasménicas como mecanicas de manera que mejore la fiabilidad
de la deteccion. La robustez de este biosensor dual conduce a una tasa de positivo

falso y negativos falsos extremadamente baja, ~2 x 10** a una concentracion ultrabaja
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de 100 ag/ml, proporcionando asi una excelente solucién para ser integrada en un
dispositivo de POC.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Esta previsto que las siguientes definiciones ayuden en el entendimiento e

interpretacion de la presente invencion:

Biosensor: Dispositivo analitico que comprende un elemento de reconocimiento
biolégico (por ejemplo, enzima, receptor, ADN, anticuerpo, o microorganismo) en
contacto intimo con un transductor de sefales electroquimicas, mecanicas, opticas,
térmicas, acusticas u otras sefales fisicas que juntos permiten el analisis de

propiedades quimicas o deteccion o cuantificacion de analitos diana.

Material dieléctrico: Un material dieléctrico es un aislante eléctrico que puede

polarizarse por un campo eléctrico aplicado.

Superficie funcionalizada o funcionalizacién superficial: Un procedimiento o
técnica para introducir grupos funcionales quimicos en una superficie. Esta se usa en
biosensores para inmovilizar un elemento de reconocimiento en una superficie, en la

presente invencién sobre la superficie del sustrato.

Elemento de reconocimiento: Es el elemento del sistema inmovilizado y que
funcionaliza la superficie del sustrato que puede reconocer y unirse especificamente
al analito diana. El elemento de reconocimiento puede seleccionarse de, pero no se
limita a, un anticuerpo, un receptor, un péptido, una proteina, un hidrato de carbono,

un acido nucleico, una célula, un microorganismo o una parte de los mismos.

Elemento de deteccién: Es el elemento del sistema unido a la nanoparticula y que
puede reconocer y unirse especificamente al analito diana. El elemento de deteccion
conjuntamente con la nanoparticula permiten la deteccidon del analito diana cuando

esta presente en la muestra.

Analito diana: Es el elemento buscado para la deteccidn y/o cuantificacion. Puede



10

15

20

25

30

WO 2015/185778 PCT/ES2015/070434

12

ser de cualquier naturaleza tal como moléculas organicas o inorganicas (farmacos,
hormonas, colesterol, etc.), moléculas biolégicas (péptidos o proteinas, moléculas de
acidos nucleicos, factores de crecimiento, biomarcadores etc.), células (células
protozoicas, células bacterianas, célula fungica, células eucariotas) o fragmentos
celulares (paredes bacterianas, organulos celulares como mitocondrias, vesiculas

celulares, etc.) o virus.

Coeficiente de extincién: El coeficiente de extincidn es la parte imaginaria del indice

complejo de refraccion.

indice de refraccion: El indice de refraccion de una sustancia (medio 6ptico) es un
numero adimensional que describe cémo la luz, o cualquier otra radiacién, se

propaga a través de ese medio.

Material circundante: Es el material subyacente a ambas superficies del sustrato en
el sistema de la invencion. El indice de refraccidn del material circundante es de

relevancia en el logro del efecto plasmonico potenciado.

Efecto plasmoénico: Es el fenomeno producido en las nanoparticulas que tienen
propiedades plasménicas cuando se irradian con una radiaciéon electromagnética
apropiada. El efecto plasmédnico se produce por las oscilaciones de electrones libres

inducidas en un metal por una onda electromagnética.

Anticuerpo: Una proteina en forma de Y (inmunoglobulina) sobre la superficie de
linfocitos B que es secretada en la sangre o linfa en respuesta a un estimulo
antigénico, tal como una bacteria, virus, parasito u érgano trasplantado, y que
neutraliza el antigeno uniéndose especificamente a él. La deteccién de la formacion
de pares anticuerpo-antigeno puede seguirse por varios procedimientos y es la base

de muchos biosensores.

Receptor: Es una estructura biolégica que puede detectar estimulos quimicos de su
entorno. Los receptores normalmente estan presentes sobre la superficie de células
y estan adaptados para detectar un tipo particular de molécula que es responsable

de inducir una respuesta en la célula una vez en contacto con el receptor.
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Péptido: Cadenas cortas de monomeros de aminoacidos unidos por enlaces

peptidicos.

Hidrato de carbono: Se refiere en el contexto de la invencion a moléculas de
oligosacaridos o polisacaridos complejas que tienen capacidad de unirse a dianas

especificas. Como un ejemplo puede citarse lipopolisacarido.

Acido nucleico: Cualquier molécula polimérica u oligomérica que tiene un esqueleto
que contiene una secuencia de bases nitrogenosas -adenina (A), timina (T), citosina
(C) y guanina (G). En el contexto de la presente invencién, las moléculas de acidos
nucleicos incluyen, entre otras, moléculas de ADN, moléculas de ARN, aptameros o

moléculas de PNA.

Nanoparticula de metamaterial plasménico: Es una nanoparticula hecha de un

material artificial manipulado para manifestar propiedades plasmonicas.

Transmitancia: La transmitancia es la fraccion de luz incidente (radiacién
electromagnética) a una longitud de onda especificada que pasa a través de una

muestra.

Reflectancia: La reflectividad o reflectancia es la fraccidbn de potencia

electromagnética incidente que es reflejada de una superficie de separacion.

Deteccién: Es la accién de identificar la presencia o ausencia del analito diana en la

muestra.

Cuantificacion: Es la accidon de determinar la concentracion de un analito diana

dentro de la muestra.

Muestra: Una preparacion de un fluido biolégico que va a analizarse normalmente
en forma liquida aunque también es posible como una forma sélida que va a

resolverse en forma liquida o reconstituible.
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Radiacién electromagnética: La radiacion electromagnética es un fenémeno
fundamental del electromagnetismo, comportandose como ondas que se propagan a
través del espacio y que llevan energia radiante. Una onda electromagnética tiene
tanto componentes de campo eléctrico como magnético, que oscilan en un relacion
fija entre si, perpendiculares entre si y perpendiculares a la direccién de propagacion

de energia y ondas.

Dispersién de la luz: La dispersion de laluz es un tipo de interaccién entre la materia
y una onda electromagnética. Cuando una onda que se propaga es incidente sobre
una superficie, la onda reflejada se concentra normalmente en la direccidén especular
como se ha determinado por las muy conocidas leyes de la reflexidn. Ademas de la
reflexiébn especular también hay un componente difuso que es irradiado sobre un
amplio intervalo de angulos centrados sobre el haz especular que comunmente se
conoce como dispersién de la luz. Los procedimientos de dispersién pueden
producirse a partir de la rugosidad no cero de la superficie o por la presencia de

pequefias particulas depositadas sobre la misma.

Absorciéon: La absorcion de radiacion electromagnética es la forma en la que la
energia de una radiacion electromagnética es recogida por la materia, normalmente
los electrones de un atomo. Asi, la energia electromagnética se transforma en

energia interna del absorbedor, por ejemplo, energia térmica.

Senal de extincion: El término “extinciéon” significa la pérdida de luz en un haz éptico
transmitido cuando pasa a través de un medio u objeto. Dos mecanismos diferentes

contribuyen a la extinciéon: absorcion y dispersion.

Un primer objetivo de la invencion es un sistema para aplicaciones de biodeteccién
que comprende:

a. un sustrato de material dieléctrico que tiene al menos una superficie
funcionalizada con un elemento de reconocimiento que puede unirse
especificamente a un analito diana y

b. al menos una nanoparticula con propiedades plasménicas que

comprende al menos un elemento de detecciéon unido a ella y que
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puede unirse especificamente al analito diana en una disposicion tipo

sandwich,

caracterizado porque:

- el sustrato de material dieléctrico tiene un espesor entre 0,1 um y 5 pm y un
coeficiente de extincion inferior a 0,3,

- la nanoparticula tiene al menos una de sus dimensiones con un tamafo de 2
nm a 300 nmy

- porque la relacion entre el indice de refraccion del material dieléctrico y el

material circundante es superiora 1,1.

El sistema de la invencidn esta adaptado para procedimientos de deteccidén vy
cuantificacion tipo sandwich (véase, por ejemplo, la Figura 1). El uso de un elemento
de reconocimiento y un elemento de deteccién es un primer aspecto que mejora
ampliamente la sensibilidad y especificidad del sistema. Sin embargo, el aspecto mas
sorprendente y ventajoso del sistema de la invencién se deriva del potenciado efecto
plasmoénico que puede lograrse en detecciones optoplasmonicas. Este efecto
particular permite limites de deteccion ultrabajos. El efecto es un modo plasmoénico
hibrido que resulta de la combinacién de la naturaleza y disefio particulares de

elementos que forman el sistema, concretamente el sustrato y la nanoparticula.

El sustrato tiene que ser un material dieléctrico de manera que pueda tener lugar el
fendmeno de resonancia de plasmones superficiales. Cualquier material dieléctrico
en el intervalo espectral electromagnético de interés es adecuado en el sistema de
la invencion. La unica condicion es que su coeficiente de extincion deba ser inferior
a 0,3. En una realizacion particular, el material dieléctrico es cuarzo, silicio, nitruro de
silicio, carburo de silicio, grafeno, polimeros tales como fotorresistentes, por ejemplo
SU8, e hidrogeles tales como mezclas de PEG y PLA o de DEXTRANO y PEG. Los

materiales dieléctricos mas preferidos son silicio o nitruro de silicio.

Otro aspecto importante del sistema de la invencion es el disefio del sustrato. Hay
dos puntos clave en el disefio del sustrato que tienen que cumplirse con el fin de

lograr el efecto plasménico potenciado en el sitio de la nanoparticula.
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Lo primero es que el espesor del sustrato deba estar entre 0,1 um y 5 pym, mas
preferentemente entre 0,25 ym y 2 uym. Para espesores mayores, la radiacion
electromagnética incidente es refractada y no puede producir un efecto multirreflector
dentro de la cavidad del sustrato que es el fenédmeno fisico que al final contribuye a
producir la potenciacion del efecto plasmoénico (véase la Figura 2a). En la practica, la
potenciacion del efecto plasmonico es un modo hibrido que resulta del acoplamiento
del modo de plasmones superficiales localizados sobre las nanoparticulas y el modo
de cavidad optica. Cuando la nanoparticula estéd sobre el sustrato, ademas de la
dispersién hacia atras, multiples rutas ayudan a potenciar la dispersién por una Unica
nanoparticula. Una ruta implica la amplificacién de la dispersion directa por la
nanoparticula por multiples reflexiones. En este mecanismo, el acoplamiento entre la
resonancia de plasmones dipolares de la nanoparticula y las resonancias de las
cavidades del sustrato Optico crea un modo hibrido que refuerza la sefial de
dispersion en el sitio de nanoparticulas. En una segunda ruta, la luz no dispersa
experimenta multiples reflexiones en la cavidad éptica del sustrato, produciendo una
cascada de interacciones de dispersion en los sitios de nanoparticulas vecinos que
conducen a una densidad aparente mayor de nanoparticulas en, por ejemplo, una

imagen de campo oscuro.

La relevancia del espesor en la sefial de dispersion se demuestra claramente por una
realizaciéon particular de la invencion en la que el sustrato esta en forma de una
palanca con un disefio de espesor entre 0,1 um y 5 um. Puede observarse una clara
diferencia en la intensidad de la sefal de dispersion entre la regién de chip en la que
el espesor es superior a 5 um y la region de palanca en la que el espesor esta entre
0,1 umy 5 pm (véase la Figura 6a).

El segundo punto clave a tener en cuenta en el disefio del sistema es que la relacién
entre el indice de refraccion del material dieléctrico (sustrato) y el material circundante
debe ser superior a 1,1. Este aspecto también es esencial en el logro del efecto
multirreflector en la cavidad del sustrato. La presencia de materiales circundantes al
sustrato que tienen un indice de refraccion diferente en la relacidn particular superior
a 1,1, hace que las superficies opuestas del sustrato sean como espejos, que permite
la multirreflexién dentro de la cavidad. El material circundante puede estar tanto en

la propia disolucion en la que el sustrato se sumerge para la deteccién como cualquier
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fluido o gases de alrededor, o un material sélido particular circundante con la unica
condicion de que el indice de refraccidén del material circundante se diferencie del

indice de refraccién del sustrato.

El sistema de la invencién puede en principio usarse en cualquier tipo de
conformacién de biosensor o de resonadores mecanicos. En particular, en el sistema
de la invencién, el sustrato puede tener la forma de una micropalanca, un micropilar,
una cuerda, un trampolin, una palanca rectangular, una palanca triangular, una
palanca piramidal, una palanca de pala, una membrana, una placa, un puente, un

tubo hueco o un nanoalambre (véase, por ejemplo, la Figura 11).

El analito diana es el elemento que va a detectarse de la muestra, especialmente de
muestras bioloégicas. El analito diana puede ser de cualquier naturaleza tal como
moléculas organicas o inorganicas (farmacos, hormonas, colesterol, etc.), moléculas
biolégicas (péptidos o proteinas, moléculas de acidos nucleicos, factores de
crecimiento, biomarcadores etc.), células (células protozoicas, células bacterianas,
célula fungica, células eucariotas) o fragmentos de células (paredes bacterianas,

organulos celulares como mitocondrias, vesiculas celulares, etc.) o virus.

Una ventaja del sistema de la invencién es que permite detectar y cuantificar analitos
dentro de muestras complejas, tales como, por ejemplo, sangre o muestras de orina,
sin la necesidad de ninguna etapa de purificacion o etapa de separacién. Esto hace
la manipulacién mas simple y reduce el tiempo para la deteccion, lo que hace que el
presente sistema sea muy adecuado para su implementacién en dispositivos de
POC.

El elemento de reconocimiento que funcionaliza la superficie del sustrato puede ser
cualquier elemento que pueda reconocer y unirse especificamente a un analito diana.
En este sentido, el elemento de reconocimiento puede ser un anticuerpo (un
anticuerpo policlonal 0 monoclonal), un receptor (un receptor de la superficie celular
tal como un receptor de opioides), un péptido (tal como un péptido de opiodes), una
proteina (tal como lectinas), un hidrato de carbono (tal como el antigeno O de
lipopolisacarido), un acido nucleico (una secuencia de ADN o ARN), una célula

(células protozoicas, células bacterianas, célula fungica, células eucariotas), un
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microorganismo o una parte del mismo (tal como paredes bacterianas, organulos
celulares como mitocondrias, vesiculas celulares etc.). En una realizacion preferida
de la invencién, el elemento de reconocimiento es un anticuerpo, mas

preferentemente un anticuerpo monoclonal.

La otra caracteristica esencial del sistema, aparte del sustrato funcionalizado, es la
nanoparticula. Por supuesto, la nanoparticula debe tener propiedades plasmodnicas.
En principio puede usarse cualquier tipo de nanoparticula con propiedades
plasménicas. Asi, la nanoparticula puede ser, por ejemplo, una nanoparticula de oro,
plata o de metamaterial plasménico tal como, pero no se limita a, nitruro de titanio y

oxidos no estequiométricos tales como vanadio, titanio y aluminio.

Ademas, la nanoparticula puede adoptar multitud de formas o estructuras tales como,
por ejemplo, nanoesferas, nanovarillas, nanovarillas afiladas, nanovainas,
nanojaulas/marcos, nanoesferas huecas, tetraedros, octaedros, cubos, icosaedros,
dodecaedros rdombicos, nanocubos concavos, tetrahexaedros, bipiramides
triangulares obtusas, trisohectaedros y nanoprismas (véase la Figura 12), pero es
esencial que al menos una de sus dimensiones tenga un tamarfo de 2 nm a 300 nm,
preferentemente 5 nm a 150 nm, debido a que el pico de resonancia plasmoénica es

altamente dependiente del tamano de la nanoparticula.

La nanoparticula comprende al menos un elemento de detecciéon unido a ella que
puede unirse especificamente al analito diana. El elemento de deteccién puede ser
cualquier tipo de elemento que pueda unirse al analito diana, asi, en principio su
naturaleza puede ser la misma o similar a la del elemento de reconocimiento. Sin
embargo, en una realizacién preferida, el elemento de deteccién tanto se selecciona
de un anticuerpo como de una molécula de acido nucleico. El elemento de deteccion
tiene la funcion de detectar la presencia del analito diana capturado por el elemento
de reconocimiento inmovilizado sobre la superficie del sustrato. Asi, la nanoparticula
solo se unira al sustrato mediante el elemento de deteccion unido a ella si el analito
diana esta presente en la muestra analizada. En tal caso, el elemento de
reconocimiento puede unirse al analito diana que después se detecta por el elemento
de deteccidn en una disposicion tipo sandwich. La ausencia del analito diana en la

muestra tiene la consecuencia de que el elemento de reconocimiento no se unira al
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analito diana y asi no se producira deteccién por el elemento de deteccion.

En resumen, si el analito diana estd presente en la muestra, incluso a
concentraciones ultrabajas, puede detectarse y cuantificarse basandose en la
intensidad de dispersion o intensidad de extincion (dependiendo de los parametros
medidos) producidos por las nanoparticulas. Si el analito diana no esta presente en
la muestra, no tendra lugar efecto plasmoénico detectable sobre el sustrato ya que no

estaran presentes nanoparticulas.

La deteccioén y cuantificacidn pueden hacerse midiendo la intensidad de dispersion
producida por las nanoparticulas cuando el sistema se irradia con una radiacion
electromagnética. Un efecto plasmoénico detectable tendra lugar por irradiacion a
cualquier longitud de onda del espectro de la luz blanca gracias a la amplificacion de

la sefal proporcionada por el sustrato que cumple los parametros de disefio.

Si el tipo de sefial medida es la sefal de dispersién, la medicién se hace en

reflectancia y, en tal caso, el indice de reflectancia del sustrato comprende entre 0,01

y1.

Alternativamente, la deteccion y cuantificacion pueden llevarse a cabo midiendo la
sefal de extincién de las nanoparticulas irradiadas con la radiacion electromagnética.
Si la senal de extincion se mide, la medicion se hace en transmitancia y, en tal caso,

el indice de transmitancia del sustrato comprende entre 0,01 y 1.

La visualizacién de las nanoparticulas en el sistema de la invencion puede realizarse
por medios Opticos tales como un microscopio de campo 0scuro © un microscopio de

polarizacién cruzada.

Un aspecto adicional de la invencién es un biosensor que comprende un sistema
segun la invencién. El sistema de la invencion es en principio aplicable a cualquier

tipo de biosensor sobre el que pueda disponerse el sistema.

En una realizacién particularmente preferida, el sistema esta dispuesto en un

biosensor micro o nanomecanico de manera que sefiales optomecanoplasmoénicas
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puedan detectarse y analizarse. Este tipo particular de biosensor dual permite una
fiabilidad superior, ya que la respuesta del biosensor solo se considera positiva
cuando tanto las sefales plasmoénicas como mecanicas dan un resultado positivo.
Aunque el biosensor dual no mejora el limite de deteccion del sistema
optoplasmonico de la invencion solo, claramente mejora la especificidad del ensayo,

mejorando asi su fiabilidad.

Por ejemplo, en una realizacién particular, de un biosensor de sefal dual basado en
un sustrato en forma de una micropalanca, en la que se midieron tanto las sefales
plasmoénicas como mecanicas, se observd que la tasa de error para las
concentraciones menores era mas pequefia en la transduccion optoplasmonica. Para
concentraciones superiores a 1 fg/ml, la tasa de error de tanto transduccién mecanica
como optoplasménica se volvié comparable, pero positivamente, la combinacién de
sefales mecanicas y optoplasmoénicas (sefal optomecanoplasmoénica) potencid
significativamente la confianza del ensayo que conduce a una tasa de positivos falsos
y negativos falsos extremadamente baja, de aproximadamente 2 x 10* a una

concentracion ultrabaja de 100 ag/ml del analito diana (Figura 10).

En una realizacién particular, el biosensor esta dispuesto en forma de una matriz que
comprende multiples sistemas segun la invencién, comprendiendo cada sistema un
sustrato diseflado para detectar un analito diana diferente o diferentes

concentraciones del mismo analito.

Otro aspecto de la invencidn es un procedimiento para detectar y/o cuantificar un

analito diana seleccionado en una muestra que comprende:

a) poner en contacto una muestra con un sustrato de material dieléctrico que
tiene una superficie funcionalizada con un elemento de reconocimiento que
puede unirse especificamente al analito diana, teniendo el sustrato de
material dieléctrico un espesor entre 0,1 um y 5 um y un coeficiente de
extincion inferior a 0,3 y siendo la relacién entre el indice de refraccion del
material dieléctrico y el material circundante superior a 1,1

b) afadir al sustrato resultante de a) al menos una nanoparticula con

propiedades plasmonicas y que tiene al menos una de sus dimensiones con
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un tamano de 2 nm a 300 nm, que comprende al menos un elemento de
deteccién unido a ella y que puede unirse especificamente al analito diana,
con el fin de detectar la presencia del analito diana unido al elemento de
reconocimiento

¢) irradiar el sustrato resultante de b) con una radiacién electromagnética en la
que la presencia del analito diana en la muestra produce un efecto plasmoénico
en las nanoparticulas amplificadas por la presencia del sustrato que puede
detectarse por medios 6pticos,

d) medir la dispersién de la luz o intensidad de la sefial de extincidon de manera
que detecte la presencia 0 ausencia del analito diana en la muestra y para la

cuantificacién de la misma.

El procedimiento de la invencién se basa en el uso del sistema de deteccién tipo

sandwich de la invencién como se ha explicado anteriormente.

La etapa a) es la etapa de reconocimiento, en la que la muestra se pone en contacto
con la superficie funcionalizada del sustrato. La superficie del sustrato se disefia para
detectar un tipo particular de analito diana. Asi, después de un tiempo de incubacién
adecuado de manera que pueda tener lugar la reaccién si el analito diana esta
presente en la muestra, se unira al elemento de reconocimiento y asi se inmovilizara

sobre la superficie.

Como se ha explicado anteriormente, el material dieléctrico usado en el
procedimiento puede ser cualquier material dieléctrico en tanto que tenga un
coeficiente de extincion inferior a 0,3. En una realizacion particular, el material
dieléctrico es cuarzo, silicio, nitruro de silicio, carburo de silicio, grafeno, polimeros
tales como fotorresistentes como SU8 e hidrogeles tales como mezclas de PEG y
PLA o de DEXTRANO y PEG. Los materiales dieléctricos mas preferidos son silicio

0 nitruro de silicio.

También como se ha explicado anteriormente, el elemento de reconocimiento usado
en el procedimiento de la invencidon puede ser cualquier elemento que pueda
reconocer y unirse especificamente a un analito diana deseado. En este sentido, en

una realizacion particular, el elemento de reconocimiento puede ser un anticuerpo
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(un anticuerpo policlonal o monoclonal), un receptor (un receptor de la superficie
celular tal como un receptor de opioides), un péptido (tal como un péptido de
opiodes), una proteina (tal como lectinas), un hidrato de carbono (tal como el
antigeno O de lipopolisacarido), un acido nucleico (una secuencia de ADN o ARN),
una célula (células protozoicas, células bacterianas, célula fungica, células
eucariotas), un microorganismo o una parte del mismo (tal como paredes
bacterianas, organulos celulares como mitocondrias, vesiculas celulares, etc.). En
una realizaciéon preferida de la invencion, el elemento de reconocimiento es un

anticuerpo, mas preferentemente un anticuerpo monoclonal.

La etapa b) del procedimiento de la invencion comprende la etapa de deteccién. La
nanoparticula que actua de marca para la deteccion y cuantificacion esta unida a un
elemento de deteccion que puede unirse especificamente al analito diana en una
posicion o area diferente del elemento de reconocimiento. Si el analito diana esta
presente en la muestra, la estructura resultante de la etapa a) se detectara por el
elemento de deteccion después de un tiempo de incubacion adecuado. Una vez ha
tenido lugar la reaccién de deteccion, las nanoparticulas se inmovilizan sobre la
superficie del sustrato y estan en condicién de ser detectadas y/o cuantificadas

basandose en sus propiedades plasménicas.

El elemento de deteccidn unido a la nanoparticula usada en el contexto del
procedimiento puede ser cualquier tipo de elemento que pueda unirse al analito
diana, asi, en principio su naturaleza puede ser la misma o similar a la del elemento
de reconocimiento. Sin embargo, en una realizacién preferida, el elemento de
deteccion tanto se selecciona de un anticuerpo como de una molécula de acido

nucleico.

También como se explica antes, el tipo de nanoparticula usada en el procedimiento
de la invencidn puede ser cualquier nanoparticula que presente propiedades
plasménicas. En este sentido, la nanoparticula puede ser una nanoparticula de oro,
plata o de metamaterial plasmoénico. Con respecto a la forma, la nanoparticula puede
adoptar cualquier estructura tal como nanoesferas, nanovarillas, nanovarillas
afiladas, nanovainas, nanojaulas/marcos, nanoesferas huecas, tetraedros,

octaedros, cubos, icosaedros, dodecaedros rombicos, nanocubos céncavos,
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tetrahexaedros, bipiramides triangulares obtusas, trisohectaedros y nanoprismas en

tanto que una de sus dimensiones tenga un tamano de 2 nm a 300 nm.

La etapa ¢) comprende la irradiacion de la superficie del sustrato con una radiacién
electromagnética de manera que revele la presencia o no de la nanoparticula en el
sustrato. La radiacion electromagnética incidente en el sustrato resultante de la etapa
b) revelara si la muestra contiene o no el analito diana. Si el analito diana esta
presente en la muestra, la radiacion electromagnética incidente producira un efecto
plasmoénico en la nanoparticula que se potenciara enormemente por los fenémenos
particulares que tienen lugar dentro de la cavidad del sustrato debido a su disefio
particular. Como se ha explicado anteriormente, el efecto plasménico potenciado
producido cuando las nanoparticulas estan presentes en el sustrato es un modo
hibrido que resulta del acoplamiento del modo de plasmones superficiales

localizados sobre las nanoparticulas y el modo de cavidad 6ptica.

La ultima etapa del procedimiento de la invencidn, etapa d), comprende medir la
dispersion de la luz o intensidad de la sefial de extincidon de manera que se detecte
la presencia o ausencia del analito diana en la muestra y para la cuantificaciéon de la
misma. Las mediciones pueden hacerse por dispositivos 0 medios opticos adaptados
para tal tarea tal como microscopio de campo oscuro O un microscopio de

polarizacién cruzada.

La cuantificacion puede hacerse basandose en la intensidad de la sefal de la
dispersion de la luz o la intensidad de la sefial de la extincion de la luz. La intensidad
de la sefal medida puede relacionarse con una concentracion de analito desconocida
por comparacion con una curva de calibracién obtenida de muestras con

concentraciones previamente conocidas de un analito.

El procedimiento de la invencién puede disefiarse para medir el efecto plasménico

potenciado sobre las nanoparticulas en reflectancia o transmitancia.

Si la medicién se hace en reflectancia, entonces la intensidad de la sefal de
dispersion se mide y asi el sustrato de material dieléctrico debe tener indice de

reflectancia comprendido entre 0,01 y 1.
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Alternativamente, si la medicion se hace en transmitancia, entonces la intensidad de
la sefial de extincidén se mide y asi el sustrato de material dieléctrico debe tener indice

de transmitancia comprendido entre 0,01y 1.

El procedimiento de la presente invencién permite limites de deteccién ultrabajos ya
que discrimina concentraciones al borde de 10 ag/ml y tiene la ventaja de que permite
la deteccién de analitos diana en muestras complejas bioloégicas tales como muestras
de sangre o de orina sin la necesidad de ninguna preparacién o purificacion previa

de la muestra.

En una realizacién particularmente preferida, el procedimiento de la invencion se
realiza en un sistema micromecanico por el cual el sustrato de material dieléctrico
esta dispuesto como un elemento mecanico que puede sufrir un cambio en al menos
una caracteristica mecanica cuando el analito diana esta presente en la muestra, y

cuando se realizan las siguientes etapas adicionales:

e) medir la al menos una caracteristica mecanica en el elemento mecanico de
manera que detecte la presencia o ausencia del analito diana en la muestra,
f) combinar los datos épticos obtenidos en la etapa d) con datos mecanicos de

la etapa €) con el fin de mejorar la fiabilidad del procedimiento de deteccion.

Los inventores han encontrado que en esta realizacion particularmente preferida, el
procedimiento de la invencién, aunque no mejora el limite de deteccion
espectacularmente, mejora la fiabilidad del procedimiento cuando se compara con el
procedimiento solo basado en el efecto optoplasménico. El procedimiento de la
invencion en esta realizacion particularmente preferida conduce a una tasa muy baja
de positivos falsos y negativos falsos. La superior fiabilidad se explica debido a que
el resultado del procedimiento solo se considera cuando tanto las sefales

plasmoénicas como las mecanicas dan un resultado positivo.

En esta realizacion particular, el sustrato de material dieléctrico que es esencial en la
presente invencion debido a sus propiedades oOpticas esta dispuesto para también

actuar de elemento mecanico que puede sufrir un cambio en al menos una
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caracteristica mecanica cuando el analito diana esta presente en la muestra. Este
cambio en una caracteristica mecanica puede medirse de manera que se obtenga
una senal mecanica, ademas de la sefial optoplasmoénica. La presencia de la
nanoparticula cuando el analito diana esta presente en la muestra también produce
una sefial mecanica amplificada debido a la mayor masa proporcionada por la

nanoparticula.

El elemento mecanico puede estar en forma de una micropalanca, un micropilar, un
resonador de cuerda, un resonador de trampolin, una palanca rectangular, una
palanca triangular, una palanca piramidal, una palanca de pala, un resonador de
membrana, un resonador de placa, un puente, una palanca hueca o un nanoalambre.
En una realizacién particularmente preferida, el sustrato esta dispuesto para actuar

de elemento mecanico en forma de una micropalanca.

Ademas, un cambio de cualquier caracteristica mecanica del elemento mecanico
puede medirse con el fin de detectar la presencia del analito diana en la muestra. El
cambio de la caracteristica mecanica detectado puede seleccionarse, aunque no
limitarse a, la posicion de una porcion del elemento mecanico, la caracteristica de
vibraciéon del elemento mecanico, tal como la fase de la vibracién del elemento
mecanico, la frecuencia de la vibracién del elemento mecanico, la amplitud de la
vibracion del elemento mecanico o la tensién superficial sobre una porciéon del

elemento mecanico o los cambios de disipacién del elemento mecanico.

La combinacion de los datos épticos obtenidos en la etapa d) con los datos
mecanicos de la etapa e) del presente procedimiento proporciona una fiabilidad

mejorada del procedimiento.

Finalmente, otro objetivo de la invencion es un dispositivo que puede detectar el
efecto optoplasmonico potenciado de las nanoparticulas por medio del sistema de la
invencién o bien combinar la deteccién de tal efecto optoplasménico con el analisis

de los cambios en las caracteristicas mecanicas en el sustrato.

Mas precisamente, el dispositivo para la inspeccién superficial dispuesto para

detectar el efecto optoplasmoénico en al menos una nanoparticula de un sistema
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segun las etapas c) y d) del procedimiento de la invencién comprende:

- una fuente de radiacién electromagnética dispuesta para generar al menos
un haz de radiacion electromagnética;

- un primer detector sensible tal como un microscopio de campo oscuro o un
microscopio de polarizacién cruzada dispuesto para recibir la radiacién
electromagnética cuando se refleja o transmite a través del sustrato para
producir al menos una primera sefial de salida en respuesta a la dispersiéon
y/o la extincidén de dicha radiacidon electromagnética;

- un sistema de control electrénico;

Adicionalmente, con el fin de realizar las etapas e) y f) del procedimiento de la
invencién, en las que se miden cambios en las caracteristicas mecanicas cuando el

analito diana esta presente en la muestra, el dispositivo también comprende:

- un subsistema para detectar un cambio en una caracteristica mecanica en el
sustrato, comprendiendo dicho subsistema un segundo detector sensible
dispuesto para detectar un cambio mecanico en el sustrato para producir al
menos una segunda senal en respuesta a dicho cambio mecanico,
concretamente:

o una luz de iluminacién o rayo laser y un fotodetector sensible a la
posicion lineal (PSD) para registrar el cambio en la caracteristica
mecanica sobre el sustrato

o un sistema de control electrénico;

o medios de barrido para el desplazamiento relativo de dicha luz o rayo
laser con respecto al sustrato de manera que se barra el sustrato con
el haz de luz siguiendo instrucciones del sistema de control
electronico.

- medios para producir una sefial de salida final basada en la combinacion de
la primera y segunda sefales de salida del primer y segundo detectores
sensibles.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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Figura 1: Representaciéon esquematica del ensayo de sandwich sobre el sustrato en
forma de una palanca. (a) La palanca esta funcionalizada con anticuerpos de captura.
La funcionalizacién comprende silanizacién, unién de anticuerpo sobre la superficie
superior de la palanca y bloqueo con polietilenglicol para minimizar interacciones no
especificas sobre la superficie inferior de la palanca y huecos entre los anticuerpos.
(b) La palanca se sumerge entonces en la muestra de suero para unir la proteina de
biomarcador, si esta presente, por inmunorreaccién con los anticuerpos de captura
(elemento de reconocimiento). (¢) Finalmente, las inmunorreacciones se revelan
exponiendo la palanca a un anticuerpo primario (elemento de deteccidén) que esta
unido a una nanoparticula de oro de 100 nm de didmetro que reconoce una region

libre especifica del biomarcador capturado.

Figura 2: Deteccién plasmoénica del biomarcador de proteina CEA sobre la
microcavidad éptica de la palanca. (a) Esquemas que ilustran las diferentes rutas
para la generacion de la sefial éptica en la palanca mediante multiples reflexiones
internas. (b) Espectros de dispersién del ensayo de sandwich en las regiones de chip
y de palanca para el ensayo de detecciéon de CEA. La dispersién se normaliza a la
del chip de silicio. El acoplamiento entre los modos plasménicos dipolares y los
modos individuales de la microcavidad de la palanca conduce a un efecto doble,
primero la dispersion asistida por plasmones se potencia por la cavidad de la palanca
oOptica por casi un orden de magnitud, y segundo, el espectro de plasmones de

nanoparticulas se discretiza por los modos de cavidad optica de la palanca.

Figura 3: Esquemas del procedimiento de deflexiéon del rayo éptico para medir la
vibracion de la palanca. Un rayo laser se enfoca sobre la region del extremo libre de
la palanca. La deflexion del haz reflectado debido a la vibracién de la palanca se mide
por un fotodetector sensible a la posicién lineal (PSD). Un generador de frecuencia
barre la frecuencia excitando un actuador piezoeléctrico localizado debajo de la base
de la matriz de la palanca. La amplitud de vibracién frente a la frecuencia se ajusta
al modelo de oscilador arménico para derivar la frecuencia de resonancia y el factor

de calidad de la palanca.

Figura 4: Imagenes del microscopio electronico de barrido (SEM) de una region de

la palanca que cumple el disefio que conduce al efecto plasmoénico potenciado
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(superficie de la micropalanca) y chip que tiene dimensiones que no conducen al
efecto plasménico potenciado, tanto después del ensayo de sandwich en un
experimento de control como en un ensayo de deteccidon de 1 pg/ml de CEA en suero.
La superficie de la palanca y la superficie del chip muestran la misma cantidad

promedio de nanoparticulas.

Figura 5: Densidad de nanoparticulas sobre las micropalancas y chip en tampén
medido con un microscopio electrénico de barrido y usando un algoritmo basado en

contraste de sefales implementado en el software Matlab.

Figura 6: Deteccidén plasmonica del biomarcador de proteinas CEA. (a) Imagenes
Opticas de campo oscuro de la palanca después de la etapa de reconocimiento con
los anticuerpos unidos a las nanoparticulas para un experimento de control riguroso
y para el ensayo de detecciéon de CEA con una muestra de 1 pg/ml en solucién salina
tamponada con fosfato. La sefal de dispersion es insignificante en el experimento de
control, mientras que es significativamente mayor en la region de micropalanca en el
ensayo de deteccién. La micropalanca actua de cavidad oOptica mientras que la
dispersioén en la regiéon de prepinzamiento del chip es baja, y no puede usarse para
discriminar la presencia de CEA en la muestra. (b) Sefal de dispersion media en la
micropalanca y el chip frente a la concentracion de CEA en tampdn y suero. La seial
se obtiene de una rapida inspeccién de las palancas con un simple microscopio 6ptico
comercial y objetivo de campo oscuro con bajo aumento. Los datos de la palanca se
comparan con los datos del chip para evaluar el efecto de la cavidad de la palanca
optica. La dispersién para los experimentos de control en las regiones de palanca y
de chip se representan como regiones discontinuas que representan la desviacion

estandar de los datos.

Figura 7: (a) Espectros de dispersion del efecto de las nanoparticulas que se unen
sobre el chip que tiene dimensiones que no conducen al efecto plasmoénico
potenciado, y regiones de palanca que cumplen el disefio que conduce al efecto
plasmonico potenciado. La dispersiéon se normaliza a la de un chip de silicio en bruto.
El recuadro ilustra las diferentes rutas para la generacion de la sefial dispersada en
la palanca mediante multiples reflexiones internas (también representadas en la

Figura 2.) (b) Esquemas del efecto de la carga de masa de nanoparticulas sobre la
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frecuencia de resonancia de la palanca. La reduccion resultante de la frecuencia de

resonancia es proporcional al aumento de masa.

Figura 8: Resonancia de plasmones de nanoparticulas y cavidad de la palanca
optica. (a) Las nanoparticulas de oro usadas en el ensayo de sandwich caracterizan
resonancias de plasmones asociadas a oscilaciones de electrones colectivas en la
nanoparticula. Estas resonancias dan lugar a dispersiéon y absorcién potenciadas
préximas a la frecuencia de resonancia éptica. (b) Imagen oéptica de campo oscuro
de una unica nanoparticula de 100 nm de diametro después de realizar un ensayo
de sandwich sobre un sustrato de silicio. La nanoparticula de oro presenta el muy
conocido patron de Airy debido a la difraccion de la luz. (¢) Espectros de dispersion
recogidos de un area de 20 x 20 um? con una Unica nanoparticula. (d) Imagen de
microscopia electronica de barrido que muestra la frontera entre el chip, 6 um de
espesor, y la palanca, 1 um de espesor. El espesor de la palanca hace que la luz
pueda rebotar eficazmente multiples veces entre los lados de la palanca opuestos
gue dan lugar a un potenciamiento de la reflectividad éptica a longitudes de onda en
las que se producen interferencia constructiva y, en cambio, a supresién de la
reflectividad para longitudes de onda en las se produce interferencia destructiva. (e)
Imagenes de campo brillante de las regiones de palanca y chip que muestran la
modulacion de la reflectividad de la palanca con la longitud de onda de iluminacion
en la region del espectro visible. La modulacion de la reflectividad del chip es

insignificante. (f) Reflectividad relativa en la palanca con respecto al chip.

Figura 9: Biomarcador de la proteina CEA de deteccién mecanica. (a) Frecuencia de
resonancia mecanica de una palanca de silicio antes y después de la etapa de
reconocimiento con los anticuerpos unidos a nanoparticulas para un experimento de
control y para un ensayo de deteccién de CEA (1 pg/ml en PBS). Las mediciones se
llevaron a cabo en aire a temperatura ambiente. La frecuencia de resonancia
fundamental y los factores de calidad de las palancas sin recubrir fueron 4,8 + 0,5
kHz y 5,5 + 0,5, respectivamente. (b) Desplazamiento relativo de la frecuencia de
resonancia del modo de vibracion fundamental frente a la concentracion de
biomarcador en tampén y muestras de suero (simbolos rojos). Las lineas son una
guia para los o0jos. Los desplazamientos de la frecuencia medidos en disolucién de

tampon se comparan con el desplazamiento de la frecuencia tetrica predicho de la
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distribuciéon de nanoparticulas sobre la palanca obtenida por microscopia electrénica
de barrido. La buena concordancia confirma que el desplazamiento de la frecuencia
se produce a partir de la carga de masa de nanoparticulas. El desplazamiento de la
frecuencia para los experimentos de control se representa como una region

discontinua que representa la desviacion estandar de los datos.

Figura 10: (a) Curvas de DET para una concentracion de 10 fg/ml usando las sefales
nanomecanicas y plasménicas y una combinacion lineal 6ptima de ellas. (b) Tasa de
negativos falsos frente a la tasa de positivos falsos para cada mecanismo de
transduccioén y para un procedimiento hibrido que usa una combinacion lineal 6ptima
de las sefales de desplazamiento de frecuencia de resonancia de dispersion y
mecanicas. Los colores indican la concentracion diana.

Figura 11: Ejemplos de diferentes formas para el sustrato del sistema (a)
micropalancas comerciales, (b) resonadores de micropilar, (¢) resonador de cuerda,
(d) resonadores de trampolin, (e) palancas rectangulares, triangulares y de pala, (f)
resonadores de membrana, (g) resonadores de placa, (h) imagen de SEM de una

palanca hueca y representacion esquematica, (i) nanoalambre.

Figura 12: Nanoparticulas de oro de diverso tamaro y forma utiles en el sistema de
la invencién. Nanoesferas pequefias (a) y grandes (b), (¢) nanovarillas, (d)
nanovarillas afiladas, (e) nanovainas, (f) nanojaulas/marcos, (g) nanoesferas huecas,
(h) tetraedros/octaedros/cubos/icosaedros, (i) dodecaedros rombicos, (j) octaedros,
(k) nanocubos coéncavos, (l) tetrahexaedros, (m) dodecaedros rémbicos, (n)

bipiramides triangulares obtusas, (0) trisoctaedros y (p) nanoprismas.

DESCRIPCION DE UNA REALIZACION PREFERIDA DE LA INVENCION

Como experimento de prueba de concepto para soportar la invencion se realizé un
inmunoensayo de sandwich para la deteccién de un biomarcador de cancer. La
deteccion del antigeno carcinoembrionario (CEA) se eligié como modelo. Primero, se
aplicdé un procedimiento de biofuncionalizacion a palancas con eficiencia de
reconocimiento optima y capacidad de incrustacion ultrabaja®® (véase la Figura 1a).
Las palancas de silicio tuvieron 500 um de longitud, 100 um de anchura y 1 um de

espesor. Esta biofuncionalizaciéon se produce para inmovilizar la capa de receptor
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que reconoce y atrapa el biomarcador de cancer. Después de eso, la palanca
biofuncionalizada se sumergié en la muestra de liquido durante un periodo de tiempo
determinado y temperatura fija para permitir la unién del biomarcador elegido como
diana a los anticuerpos de captura inmovilizados sobre la superficie de la palanca
(véase la Figura 1b). Después del aclarado riguroso, la palanca se expuso a una
disoluciéon que contenia el anticuerpo de deteccion unido a la nanoparticula que
reconocié y se unié a una region especifica del biomarcador capturado de superficie
(véase la Figura 1c); aqui también se determiné el tiempo y temperatura ideales para
el segundo reconocimiento. Basicamente, se llevé a cabo un ensayo de sandwich
que implica dos etapas de reconocimiento para potenciar la selectividad y amplificar
la respuesta del sensor. El anticuerpo de deteccién se unié a una nanoparticula de
oro de 100 nm de diametro que convirtié y amplifico el producto de
biorreconocimiento en dos sefales fisicas detectables: (i) un aumento de masay (i)
un aumento de dispersion de la luz debido a las propiedades plasmonicas de la

nanoparticula (véanse la Figura 7a 'y 7b).
Para estos experimentos, el protocolo detallado para la inmovilizacién del anticuerpo
de captura, deteccién del biomarcador y el ensayo de sandwich se aplicé como se

describe a continuacién.

Conjugacion de anticuerpo con nanoparticulas de oro esféricas de polimero de

carboxilo

El anticuerpo primario, monoclonal de raton anti-antigeno carcinoembrionario 3C1
(MAb3C1), se inmovilizé sobre la superficie de las nanoparticulas de oro esféricas de
polimero de carboxilo de 100 nm de diametro siguiendo el procedimiento
proporcionado por Nanopartz™. La muestra se almacené en el frigorifico a 4 °C hasta

SuU uUso.

Funcionalizacién de la palanca y activacién de los grupos carboxilo sobre la superficie

Antes de la funcionalizacién de la superficie, las matrices de palancas se limpiaron
con disolucidon pirada (3H>SO041 H202) (cuidado: la disolucion pirana es

extremadamente corrosiva, reactiva y potencialmente explosiva) durante 15 minutos
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a temperatura ambiente (TA). Las palancas se aclararon tres veces con agua Milli-Q
y se secaron bajo una corriente de nitrégeno. Las palancas se sumergieron en una
disoluciéon al 0,2 % de (3-glicidiloxipropil)trimetoxisilano en tolueno seco durante la
noche a temperatura ambiente. Después de eso, las muestras se lavaron con
tolueno, agua Milli-Q y se secaron bajo N.. Se prepard una disolucién de NTA 100
mM en tampén carbonato 50 mM a pH 9,5 y las palancas se incubaron durante la
noche a 25 °C bajo agitaciéon suave. Entonces, las palancas se aclararon con tampon
carbonato 50 mM a pH 9,5, agua Milli-Q y se secaron bajo N». Los grupos carboxilo
en la superficie de la palanca se activaron por inmersion en una disolucion mixta de
EDC 100 mM y sulfo-NHS 150 mM, ambos disueltos en MES 10 mM a pH 5,5. Las
palancas se incubaron durante 45 minutos a 37 °C bajo agitacién suave. Las

muestras se aclararon ampliamente con MES 10 mM.

Inmovilizacidon covalente vy orientada de los anticuerpos de captura y control sobre la

palanca

Justamente después de la etapa de activacion superficial, la inmovilizacién del
anticuerpo se realizd solo sobre el lado superior de las palancas. Se preparé una
disolucion de 50 ug/ml del anticuerpo de captura, monoclonal de ratén anti-antigeno
carcinoembrionario 3C6 (MAb3C6), en MES 10 mM a pH 5,5. Las palancas se
incubaron durante 2 horas a 37 °C. Después de eso, las muestras se lavaron con
MES 10 mM a pH 5,5 y se incubaron durante 45 minutos a 37 °C con tampdn fosfato
de sodio 10 mM a pH 8,0 con NaCl 0,3 M para desorber anticuerpos que no estaban
covalentemente unidos a la superficie. Para los experimentos de control, anticuerpo
anti-peroxidasa producido en conejo (anti-HRP) se inmovilizé sobre el lado superior
de la superficie de la palanca en lugar de MAb3C6. Para las muestras de control se
usaron la misma concentracién de anticuerpo y procedimiento aplicados a la
inmovilizacién covalente y orientada de MAb3C6. Antes de la inmovilizacién del
anticuerpo de control sobre las palancas, 1 ml de una disolucién de 4 mg/ml de anti-
HRP en agua Milli-Q se dializé durante la noche a 4 °C. La concentracién de la
disoluciéon de anticuerpo después de la didlisis se determind usando el ensayo de
Bradford [M. M. Bradford, M. M. Analytical Biochemistry, 1976, 72, 248-254]. Se hizo
una curva de calibracion usando albumina bovina de suero (BSA) como patrén de

proteina. El intervalo de linealidad del ensayo fue de 5 ug/ml a 2500 ug/ml.
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Después de la inmovilizacién de anticuerpos de captura (MAb3C86) y control (anti-
HRP) en un modo covalente y orientado y desorcion de los anticuerpos que no se
unen covalentemente a la superficie, la superficie de la palanca se bloqueé para
prevenir adsorciones no especificas. Las palancas se sumergieron en 1 mg/ml de
(aminoetil)polietilenglicol (PEG), durante la noche a 4 °C. Después de eso, las

muestras se lavaron con MES a pH 5,5 con 0,05 % de Tween® 20 (pH 5,5).

Reconocimiento de biomarcadores y ensayo de sandwich

Las palancas se incubaron durante 1 hora a 37 °C en disoluciones de CEA con
concentraciones que oscilan de 1 pg/ml a 1 ag/ml en disolucién de PBS con 0,05 %
de Tween® 20 a pH 7,4 (PBST). Con el fin de tener experimentos de control
rigurosos, la concentracion de CEA en disoluciéon usada para estas muestras fue de
1 pg/ml. Para simular una muestra real se prepararon disoluciones de CEA con
concentracion que oscila de 100 fg/ml a 10 ag/ml en SBF y para los rigurosos
experimentos de control en SBF la concentracion de CEA se mantuvo a 1 pg/ml.
Justo después, las palancas se lavaron dos veces con PBST y una vez con PBS a
pH 7,4. Después de eso, las muestras se aclararon con agua Milli-Q y se secaron

bajo una corriente de Na.

Para el ensayo de sandwich, las palancas se sumergieron en 1 ug/ml de disolucién
de nanoparticulas de oro esféricas funcionalizadas con el anticuerpo de deteccion
(GNPs-MADb3C1) preparado en MES 10 mM con 0,05 % de Tween® 20 pH 5,5. Las
muestras se incubaron a 37 °C durante 1 hora bajo agitacion suave, se lavaron tres
veces con MES con Tween, dos veces con MES, se aclararon ampliamente con agua

Milli-Q y se secaron bajo una corriente de No.

La eficiencia del reconocimiento de biomarcador puede afectarse por la capa de
biorreceptor inmovilizada sobre la palanca y también por las condiciones
experimentales a las que la reaccion de reconocimiento tiene lugar tales como
temperatura, pH y tiempo. Las estrategias para inmovilizar la capa de biorreceptor
deben optimizarse para cada caso; pueden incluir la orientacion y densidad de los

receptores sobre la superficie, y las estrategias de bloqueo para evitar interacciones
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no especificas. Por ejemplo, si el biomarcador de deteccion es una proteina pequenia,
la estrategia para inmovilizar los anticuerpos sobre la superficie de la micropalanca,
como su densidad y orientacion, y la molécula de bloqueo elegida no seran las
mismas si ahora el biosensor se revela para la detecciéon de una célula bacteriana,
que es mayor. Incluso cuando se trabaja solo con anticuerpos las condiciones pueden
cambiar; deberian determinarse y optimizarse condiciones ideales como
concentracion, pH, tiempo y temperatura que va a usarse. La inmovilizacion y
condiciones experimentales para el reconocimiento de analitos tienen que
personalizarse cada caso; pero el principio del procedimiento presentado aqui,

basado en la deteccién dual, sigue siendo el mismo.

Las mediciones 6pticas se realizaron usando un microscopio 6ptico comercial en
modo reflectivo de campo oscuro (Axioskop 2 MAT equipado con AxioCam MRc 5y
objetivos de campo brillante/campo oscuro EC Epiplan Neofluor® de Zeiss 50x de
Zeiss - Oberkochen, Alemania). Las superficies del chip y la palanca se observaron
después de la etapa de reconocimiento de CEA sobre la palanca y después del
ensayo de sandwich (unién de las nanoparticulas funcionalizadas con el anticuerpo

de deteccion).

La frecuencia de resonancia se obtuvo de la vibracién accionada de la palanca que
se detecta Opticamente por medio del simple procedimiento de palanca optica®
(véase la Figura 3). La frecuencia de resonancia del modo de vibracion fundamental
de la palanca se mide en aire antes y después de la exposicién de la palanca a las

nanoparticulas de oro funcionalizadas con el anticuerpo primario.

Las muestras usadas en los experimentos para la prueba de concepto se analizaron
por microscopia electronica de barrido (SEM) como se ilustra en la Figura 4. Al menos
100 imagenes sobre la palanca y el chip se tomaron para cada concentracion de CEA
detectada y ambas superficies presentaron la misma densidad de nanoparticulas
(Figura 5). La informacion obtenida de las imagenes de SEM se usaréa para soportar

los resultados encontrados de las mediciones épticas y mecanicas.

La Figura 6a muestra las imagenes de campo oscuro de la regién de chip para un

experimento de control y para un experimento de deteccion con 1 pg/ml de CEA en
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PBS. La senal de dispersién es despreciable en el experimento de control. En el caso
del ensayo de deteccion de CEA, un aumento despreciable de la dispersiéon se
observa en la region de chip, la regidén de chip tiene dimensiones fuera de las reglas
del disefio para el sustrato en la invencion, no conduciendo asi al efecto plasmonico
potenciado, mientras que las nanoparticulas unidas hacen que el area de la palanca
brille, ya que la palanca cumple con el disefio que conduce al efecto plasmonico

potenciado.

La sefial de dispersién media obtenida de las imagenes de campo oscuro se
representa en la Figura 6b en funcién de la concentracion de CEA en tampén o suero.
El limite de deteccion encontrado para los experimentos realizados en medio tampédn
es 0,1 fg/ml. La senfal de dispersidén en la palanca es aproximadamente 6 veces la
sefial en el chip, mostrando los aumentos de la sefial 6ptica por el sustrato disefiado.
El potenciamiento resonante de la sefial de dispersién desempefia una funcién de
determinacion en la deteccién de CEA a concentraciones ultrabajas en suero. Asi, la
sefal de dispersion en el chip se basa en la region obtenida en los experimentos de
control para concentraciones de CEA de 0,1 fg/ml a 100 fg/ml. Impresionantemente,
el potenciamiento inducido por la cavidad de la palanca de la sefial de dispersién

permite la discriminacion de concentraciones de tan solo 0,1 fg/ml.

El aspecto brillante de la palanca esta relacionado con su efecto como cavidad éptica,
como se bosqueja en la Figura 7a. Si la luz interacciona con una nanoparticula sobre
el chip de la palanca (un soporte que no cumple las reglas de disefio del objetivo de
la invencién), la luz dispersa recogida se da solo por la dispersién hacia atras de la
dispersion procedente de la superficie de separacién entre el medio medioambiental
y el sustrato en bruto. Si la nanoparticula esta sobre la palanca, ademas de la
dispersién hacia atras observada en el chip de soporte en bruto, multiples rutas
ayudan a potenciar la dispersion por una unica nanoparticula que potencia
espectacularmente la sefial de dispersidén hacia atras medida. Una ruta implica la
amplificacion de la luz dispersada por la nanoparticula hacia la palanca por multiples
reflexiones, produciendo procedimientos de dispersion multiple. Una segunda ruta
encierra los procedimientos en los que la luz que golpea en las regiones de la palanca
entre nanoparticulas experimentan multiples reflexiones en la cavidad de la palanca

optica, produciendo una cascada de interacciones de dispersion en el sitio de
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nanoparticulas.

Con el fin de determinar el acoplamiento entre la cavidad éptica y la respuesta de
plasmones se analizé la respuesta espectral de la dispersién en la palanca y el chip
de soporte. Los espectros mostraron el potenciamiento resonante de la dispersién
asistida por plasmones de la cavidad de la palanca o6ptica por casi un orden de
magnitud. Los procedimientos de multiple reflexion en la cavidad de la palanca dan
lugar a la modulacién de la sefial de dispersién con la longitud de onda, reminiscente

de la modulacién de reflectividad mostrada en la Figura 8.

La Figura 9 muestra la respuesta de frecuencia mecanica de la palanca debido a la
masa afiadida dada por nanoparticulas recubiertas de anticuerpo que se unen. La
resonancia mecanica se midié por un instrumento con un procedimiento de deflexion
de rayo laser como se representa en la Figura 3 para la lectura. La Figura 9a muestra
el pico de frecuencia de resonancia mecanica antes y después de la etapa de
reconocimiento de nanoparticulas en medios tampon para el experimento de control
y durante 1 pg/ml de CEA. Los picos de resonancia mecanica antes y después de la
exposicion de la palanca de control a la disolucion que contiene los biomarcadores
de CEA presentan diferencias despreciables. En el ensayo de deteccién de CEA se
observa un desplazamiento significativo del pico de resonancia mecanica a
frecuencias menores. Los desplazamientos de la frecuencia de resonancia mecanica
frente a la concentracion de CEA se representan en la Figura 9b para tampdn
purificado (izquierda) y disoluciones en suero (derecha). Los desplazamiento de
resonancia mecanica en disolucion de tampdén se muestran en la Figura 9b
(izquierda) junto con el ruido base biologico determinado en los ensayos de control.
Los datos experimentales muestran una coincidencia excelente con la prediccion
tedrica basandose en la masa de las nanoparticulas unidas a la palanca que los
presentes inventores han evaluado por SEM. El limite de deteccidén en estas curvas
de calibracion es 0,1 fg/ml. El limite de deteccién aumenta un orden de magnitud
cuando los ensayos se realizan en suero debido a la enorme cantidad de
interacciones no especificas de competicion entre las biomoléculas de plasma y la

superficie de la palanca.

El hecho de que la técnica éptica alcance un mayor limite de deteccién al obtenido
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con la medicibn mecéanica no indica que sea un mejor biosensor. Un analisis
estadistico de la fiabilidad de los sensores Opticos y mecanicos puros indica que
ambos biosensores tienen rendimientos similares, pero la combinacién de los dos
mecanismos de transduccién condujo a un biosensor dual con rendimiento mejorado

como puede observarse en la Figura 10.

Estudio estadistico de la fiabilidad del sensor optomecanoplasmoénico (senal hibrida)

La sensibilidad y especificidad de una prueba de diagnostica son funcién de un valor
umbral elegido. El cambiar el valor umbral de manera que aumente la sensibilidad
disminuira la especificidad, y viceversa. La curva de la caracteristica operativa del
receptor (ROC) es una grafica de todos los pares de sensibilidad/especificidad
resultantes de variar continuamente el umbral de decision con respecto al intervalo
complejo de resultados observados. Este es un grafico de la tasa de positivos
verdaderos (o0 sensibilidad) en el eje y y la tasa de negativos verdaderos
(especificidad 1) en el gje x. La tasa de positivos verdaderos (TPR) es la probabilidad
de que un caso de enfermedad se clasifique correctamente y la tasa de negativos
verdaderos (TNR) es la probabilidad de que un caso normal verdadero se clasifique
correctamente. La curva de ROC también puede usarse para comparar el
rendimiento de dos 0 mas pruebas de diagnéstico’®. Una alternativa a la curva de
ROC es la gréfica de la compensacién del error de deteccién (DET), que representa
la tasa de negativos falsos (detecciones perdidas) frente a la tasa de positivos falsos
(alarmas falsas) en eje x e y logaritmicos. Esta alternativa gasta mas area de grafica
en la region de interés, es decir, la regidon con tasa de falsos minima. La grafica de
DET se realiza suponiendo una distribucién normal determinada por el valor medio y
desviacion estandar experimentalmente obtenidos. La Figura 10a muestra las curvas
de DET para una concentracién de 10 fg/ml por los procedimientos de transduccion
plasménica y nanomecanica. La linea de rayas-puntos se corresponde con un
parametro aleatorio. Ambos procedimientos de transduccién proporcionan curvas de
DET muy por debajo de esta curva de no discriminacién. El valor éptimo de la sefial
umbral es aquel que da un minimo en la distancia entre la curva de DET y el origen.
Ahora se considera el caso en el que la sefial de los presentes inventores sea una
combinacién de la intensidad de dispersion y el desplazamiento de la frecuencia de

resonancia mecanica’. La combinacion lineal se optimiza minimizando la distancia
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minima entre la curva de DET y el origen. De esta forma, gracias a la sefial dual, la
tasa de falsos de la deteccién de los presentes inventores siempre se potencia como
se muestra en la Figura 10a. La potenciacion en la fiabilidad es modesta para las
menores concentraciones como puede apreciarse en la Figura 10b, en la que la
transduccién plasménica es claramente superior a la transduccidon nanomecanica.
Sin embargo, a medida que aumenta la concentracion, la fiabilidad de ambos
procedimientos de transduccion se vuelve comparable, y la optimizacion por
combinacién lineal de ambas sefales es claramente ventajosa (véanse los simbolos

de esferas en la Figura 10b).
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema para aplicaciones de biodeteccién que comprende:

a. un sustrato de material dieléctrico que tiene al menos una superficie
funcionalizada con un elemento de reconocimiento que puede unirse
especificamente a un analito diana y

b. al menos una nanoparticula con propiedades plasménicas que
comprende al menos un elemento de deteccion unido a ella y que
puede unirse especificamente al analito diana en una disposicién tipo

sandwich,

caracterizado porque:

- el sustrato de material dieléctrico tiene un espesor entre 0,1 umy 5 pm y un
coeficiente de extincion inferior a 0,3,

- la nanoparticula tiene al menos una de sus dimensiones con un tamafo de 2
nm a 300 nmy

- porque la relacion entre el indice de refraccion del material dieléctrico y el

material circundante es superiora 1,1.

2. Un sistema segun la reivindicacién 1, en el que el material dieléctrico esta
seleccionado de cuarzo, silicio, nitruro de silicio, carburo de silicio, grafeno, polimeros

e hidrogeles.

3. Un sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el sustrato
tiene la forma de una micropalanca, un micropilar, un resonador de cuerda, un
resonador de trampolin, una palanca rectangular, una palanca triangular, una
palanca piramidal, una palanca de pala, un resonador de membrana, un resonador

de placa, un puente, una palanca hueca o un nanoalambre.

4. Un sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el sustrato
esta funcionalizado con un elemento de reconocimiento seleccionado de un

anticuerpo, un receptor, un péptido, una proteina un hidrato de carbono, un acido
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nucleico, una célula, un microorganismo o una parte del mismo.

5. Un sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el elemento

de deteccion esta seleccionado de un anticuerpo o una molécula de acido nucleico.

6. Un sistema segun la reivindicacién 1 a 5, en el que la nanoparticula es una

nanoparticula de oro, plata o de metamaterial plasmonico.

7. Un sistema segun la reivindicacién 1 a 5, en el que la nanoparticula tiene una
estructura seleccionada del grupo de nanoesferas, nanovarillas, nanovarillas
afiladas, nanovainas, nanojaulas/marcos, nanoesferas huecas, tetraedros,
octaedros, cubos, icosaedros, dodecaedros rombicos, nanocubos concavos,

tetrahexaedros, bipiramides triangulares obtusas, trisohectaedros y nanoprismas.

8. Un sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el sustrato
tiene un indice de transmitancia comprendido entre 0,01 y 1 y/o un indice de

reflectancia comprendido entre 0,01y 1.

9. Un biosensor que comprende un sistema segun cualquiera de las reivindicaciones
1a8.

10. Un biosensor dispuesto en forma de una matriz que comprende multiples
sistemas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, comprendiendo cada
sistema un sustrato disefado para detectar un analito diana diferente o

concentraciones diferentes del mismo analito.

11. Un procedimiento para detectar y/o cuantificar un analito diana seleccionado en

una muestra que comprende:

a) poner en contacto una muestra con un sustrato de material dieléctrico que
tiene una superficie funcionalizada con un elemento de reconocimiento que
puede unirse especificamente al analito diana, teniendo el sustrato de
material dieléctrico un espesor entre 0,1 um y 5 ym y un coeficiente de

extincion inferior a 0,3 y siendo la relacién entre el indice de refraccion del
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material dieléctrico y el material circundante superior a 1,1

b) afadir al sustrato resultante de a) al menos una nanoparticula con
propiedades plasmonicas y que tiene al menos una de sus dimensiones con
un tamafo de 2 nm a 300 nm, que comprende al menos un elemento de
deteccién unido a ella y que puede unirse especificamente al analito diana,
con el fin de detectar la presencia del analito diana unido al elemento de
reconocimiento

¢) irradiar el sustrato resultante de b) con una radiacién electromagnética en la
que la presencia del analito diana en la muestra produce un efecto plasmonico
en las nanoparticulas amplificadas por la presencia del sustrato que puede
detectarse por medios 6pticos,

d) medir la dispersién de la luz o intensidad de la sefal de extincidon de manera
que detecte la presencia 0 ausencia del analito diana en la muestra y para la

cuantificacion de la misma.

12. Un procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que el material dieléctrico esta
seleccionado de cuarzo, silicio, nitruro de silicio, carburo de silicio, polimeros,

hidrogeles o grafeno.

13. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en el que el
elemento de reconocimiento esta seleccionado de un anticuerpo, un receptor, un
péptido, un hidrato de carbono, un acido nucleico, una célula y un microorganismo o

una parte del mismo.

14. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el
elemento de deteccidn esta seleccionado de un anticuerpo o una molécula de acido

nucleico.

15. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que la

nanoparticula es una nanoparticula de oro, plata o un metamaterial plasménico.

16. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, en el que la
nanoparticula tiene una estructura seleccionada del grupo de nanoesferas,

nanovarillas, nanovarillas afiladas, nanovainas, nanojaulas/marcos, nanoesferas
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huecas, tetraedros, octaedros, cubos, icosaedros, dodecaedros rombicos,
nanocubos coéncavos, tetrahexaedros, bipiramides ftriangulares obtusas,

trisohectaedros y nanoprismas.

17. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, en el que el
medio O6ptico comprende microscopio de campo Oscuro O un microscopio de

polarizacién cruzada.

18. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17, en el que:
e el sustrato de material dieléctrico tiene un indice de reflectancia comprendido
entre 0,01 y 1 cuando la sefal de intensidad de dispersién se mide o
e el sustrato de material dieléctrico tiene un indice de transmitancia
comprendido entre 0,01 y 1 cuando la sefal de intensidad de extincién se
mide.
19. Un procedimiento segun cualquiera de la reivindicacién 11 a 18, en el que el
procedimiento se realiza en un sistema microelectromecanico por el cual el sustrato
de material dieléctrico esta dispuesto como elemento mecanico que puede sufrir un
cambio en al menos una caracteristica mecanica cuando el analito diana esta

presente en la muestra, y, en el que se realizan las siguientes etapas adicionales:

e) medir al menos una caracteristica mecanica en el elemento mecanico de
manera que detecte la presencia o ausencia del analito diana en la muestra,
f) combinar los datos épticos obtenidos en la etapa d) con datos mecanicos de

la etapa e) con el fin de mejorar la fiabilidad del procedimiento de deteccion.

20. Un procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que el elemento mecanico
puede estar en forma de una micropalanca, un micropilar, un resonador de cuerda,
un resonador de trampolin, una palanca rectangular, una palanca triangular, una
palanca piramidal, una palanca de pala, un resonador de membrana, un resonador

de placa, un puente, una palanca hueca o un nanoalambre.

21. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 19-20, en el que la al
menos una caracteristica mecanica puede seleccionarse de: la posicion de una

porcion del elemento mecanico, la caracteristica de vibracion del elemento mecanico,
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tal como la fase de la vibracién del elemento mecanico, la frecuencia de la vibracién

del elemento mecanico, la amplitud de la vibracién del elemento mecanico o la

tension superficial sobre una porcion del elemento mecanico o los cambios de

disipacion del elemento mecanico.

22. Dispositivo para la inspeccion superficial dispuesto para detectar un efecto

optoplasmdnico en al menos una nanoparticula de un sistema segun la reivindicacion

1, comprendiendo dicho dispositivo:

una fuente de radiacién electromagnética dispuesta para generar al menos
un haz de radiacion electromagnética;

un primer detector sensible dispuesto para recibir la radiacion
electromagnética cuando se refleja o transmite a través del sustrato para
producir al menos una primera senal de salida en respuesta a la dispersion
y/o la extincidén de dicha radiacidn electromagnética;

un sistema de control electrénico;

23. Un dispositivo segun la reivindicacién 22, en el que el dispositivo comprende

ademas:

un subsistema para detectar un cambio en una caracteristica mecanica en el
sustrato, comprendiendo dicho subsistema un segundo detector sensible
dispuesto para detectar un cambio mecanico en el sustrato para producir al
menos una segunda sefal en respuesta a dicho cambio mecanico; y

medios para producir una sefial de salida final basada en la combinacién de
primera y segunda sefales de salida del primer y segundo detectores

sensibles.

24. Un dispositivo segun la reivindicacién 23, en el que dicho subsistema de

deteccién comprende:

una luz de iluminacion o rayo laser y un fotodetector sensible de posicién
lineal para registrar el cambio en la caracteristica mecanica sobre el sustrato
un sistema de control electrénico;

medios de barrido para el desplazamiento relativo de dicha luz o rayo laser

con respecto al sustrato de manera que barran el sustrato con el rayo de luz
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siguiendo instrucciones del sistema de control electrénico.
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