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PARTICULAS CODIFICADAS

La presente invencidén se refiere a una particula
codificada. Ademds, la presente invencidn se refiere a un
método para la preparacidén de una particula codificada.
Ademés, la presente invencidén se refiere a un método para la
preparacién de una microesfera y a la microesfera obtenida
por el método. Ademés, la presente invencién se refiere a un
método para detectar materiales bioldégicos. Adicionalmente,
la presente invencién se refiere al uso de una particula
codificada.

Las estrategias ideales para el descubrimiento de
farmacos asi como para el andlisis de cualquier material
biolégico deberian permitir a los usuarios investigar
simultdneamente la presencia de un gran nimero de marcadores
biolégicos en cada muestra (p.e. muestreo de alto
rendimiento) y extraer una conclusidn ripida y precisa sobre
la actividad de un grupo de sustancias. En este momento,
muchas de estas estrategias incluyen tipicamente el barrido
de librerias quimicas para compuestos de interés y la
identificacién de moléculas diana especificas, tales como
antigenos, anticuerpos, nucledtidos y péptidos. Herramientas
prometedoras para este propdsito son las ‘tecnologias
multiplex’, las cuales permiten llevar a cabo miltiples
ensayos discretos simulténeamente en la misma muestra.
Quizds uno de los retos mds importantes para el desarrollo
de ensayos multiplex es la necesidad de seguir cada
reaccién. Por ejemplo, si solo sucede una reaccidn de
interés en un grupo de miles de moléculas que se muestrean
frente a un cierto analito-diana, debe ser posible
determinar cudl molécula era responsable de esa reaccidn
particular. US 2011/0046009 Al describe un método para

detectar el estado de metilacién de un locus gendémico diana.
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En el método de US 2011/0046009 Al, la seflal codificada se
basa solamente en deteccién por fluorescencia a través de
conjuntos de particulas codificadas.

Por lo tanto, hay una necesidad continua en el anterior
estado del arte de proporcionar una particular codificada
que sea detectablemediante un amplio rango de técnicas de
deteccidén, y/o cuya presencia pueda ser detectada facilmente
v/o localizada, y/o cuya composicién pueda ser facilmente
analizada. Ademés, hay una continua necesidad en el anterior
estado del arte de proporcionar un método para preparar una
particula codificada. Ademds, hay una continua necesidad de
proporcionar un método de deteccidn mejorado para un
material bioldégico determinado.

La presente invencidén tiene como objetivo, entre otros
objetivos, proporcionar una particula codificada que
presenta las ventajas arriba indicadas. Otro objetivo de la
presente invencidén es proporcionar una particular codificada
que permita la unidén de material bioldégico, y de esta forma
proporcionar el marcaje del material bioldgico con la
particula codificada. Esto se consigue por la presente
invencién por la particula codificada que comprende:

a) al menos un nidcleo metalico;

b) un agente de marcaje unido a la superficie de
dicho ndcleo metdlico, proporcionando un
ntGcleo metdlico marcado;

c) una capa externa de un material inerte que
encapsula dicho nlGcleo metélico marcado; y

d) al menos una biomolécula directamente o
indirectamente unida a dicha capa externa.

En el contexto de la presente invencidn, el nicleo
metdlico en la particula codificada comprende al menos un
nicleo metélico, que puede ser un nlcleo metdlico, dos

ndcleos metdlicos, tres nlcleos metdlicos, cuatro nicleos
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metdlicos o mads. La particular codificada de la presente
invencién puede contener por tanto al menos dos ndcleos
metdlicos. El término “niicleo” se entiende como la parte
interna de la particula codificada.

El al menos un nicleo metdlico en la particular
codificada de la presente invencidén puede estar hecho de un
metal, o una combinacién de metales, de la tabla periddica.
Los metales preferidos pueden ser hierro, cobalto, niquel,
paladio, platino, cobre, plata, oro. Ventajosamente, estan
hechos de plata u oro. Ventajosamente, el al menos un nicleo
metidlico estd hecho de una aleacidén de plata y/u oro.

El al menos un nicleo metdlico puede presentar en la
superficie del ndcleo, moléculas de surfactante que
estabilizan el niicleo metdlico. Alglin surfactante o polimero
puede estar sustancialmente presente en la superficie del
ndcleo metdlico. El surfactante puede ser cualquier complejo
aromatico o alifdtico de amonio, &acido carboxilico o
polimérico que estabiliza el ndcleo metédlico. Ejemplos de
surfactantes son el bromuro de cetil trimetil amonio,
citrato, &cido oleico, poli(vinilpirrolidona), &cido
poliacrilico.

El agente de marcaje también se puede designar como
molécula que comprende un cédigo, o cdédigo molecular, o
cédigo de barras. El agente de marcaje se une, or retiene, a
la superficie de dicho nicleo metdlico. Se debe entender que
el agente de marcaje estd situado en torno al nacleo
metdlico. El agente de marcaje, en el contexto de la
presente invencidén estd proporcionado por la retencidén de
una molécula que comprende un sistema conjugado, como al
menos un grupo aromatico. Ejemplos de agentes de marcaje
adecuados incluyen un anillo fenilo o naftaleno. Un anillo
fenilo, cominmente designado como grupo fenilo comprende 6

dtomos de carbono sp®. Un anillo naftaleno comprende 10



WO 2012/143577 PCT/ES2011/000130
4

dtomos de carbono sp?. El grupo aromidtico puede estar
sustituido con cualquier grupo orgénico. Preferentemente, en
el contexto de la presente invencidn, el anillo aromatico
estd sustituido con un grupo funcional escogido entre: -SH,
-SeH, TeH, aminas (primarias, secundarias, terciarias),
cianuros, -S-, -Se-, -Te-, o cualgquier otro grupo que
permita la fijacidén sobre un niicleo metdlico, por auto-
ensamblaje y/o interacciones electrostiticas. Ejemplos de
agentes de marcaje, en el context de la presente invencion,
incluyen colorantes, tioles aromdticos, selenuros
aromaticos, telururos aromidticos, aminas aromiticas,
cianuros aromdticos o cualquier otra molécula conjugada que
contenga al menos un grupo que presente alta afinidad por
superficies de plata y/u oro.

El agente de marcaje estd unido a la superficie del
mencionado ndcleo metédlico, proporcionando un ndcleo
metédlico marcado. El niGcleo metdlico sobre cuya superficie
se une el agente de marcaje, se designa también como nicleo
metdlico marcado.

El nGcleo metdlico marcado se encapsula a su vez por la
capa externa de material inerte. El material es un material
inerte, y el término “inerte” se debe entender como que no
interacciona con el agente de marcaje.

La capa externa se localiza por tanto sobre la
superficie de la particula marcada, en torno al agente de
marcaje. La capa externa que encapsula el nicleo metdlico
marcado puede ser regular o irregular en grosor.

Por lo tanto, la particular codificada de la presente
invencién estd compuesta de una parte interna hecha de al
menos un ndcleo metdlico, alrededor del cual se une un
agente de marcaje, también designado como fijado, o
retenido, o adsorbido, y subsiguientemente, sigue la capa

externa encapsulante. El agente de marcaje puede estar unido
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alrededor del nicleo metdlico por enlaces covalentes, o por
fuerzas electrostédticas y/o de van der Waals.

La capa externa de material inerte también se puede
designer como capa protectora y puede contener
recubrimientos producidos por &xidos inorgdnicos o
polimeros. Los 6xidos inorgédnicos son cualesquiera &xidos
inorganicos adecuados. Ejemplos de éxidos inorgénicos son
silice (Si0O;) o titania (TiQO,;). Polimeros pueden ser
cualquier polimero adecuado. Ejemplos son copolimeros de
polietilén glicol u homopolimeros de polietilén glicol, o
copolimeros de blogques con biocompatibilidad adecuada y
grupos funcionales reactivos, o proteinas.

Ventajosamente, la capa externa puede estar hecha de al
menos una capa molecular de un siloxano o un titanoxano que
se une al agente de marcaje con un grupo funcional adecuado.
El siloxano o titanoxano proporciona una capa externa de
silice o titania sobre la superficie de la particula
codificada. La superficie de la capa externa est& dotada de
un grupo funcional. El siloxano puede tener la formula
general X-R'-Si(OR?) (OR?) (OR*), donde X es el grupo funcional,
R!, R?, R?® y R* son un hidrégeno o un grupo alquilo de
cualquier longitud, pueden ser los mismos o diferentes.
Cualquiera de los grupos R, R?, R® y R* pueden estar
ausentes. El titanoxano puede tener la formula general X-R-
Ti (OR?) (OR?) (OR*), donde X es el grupo funcional, R*, R?’, R’y
R* son un hidrégeno o un grupo alquilo de cualquier longitud,
pueden ser los mismos o diferentes. Cualquiera de los grupos
R', R?, R® y R*! pueden estar ausentes. Los siloxanos y
titanoxanos usados como capa externa en la presente
invencidén también pueden contener algin siloxano o
titanoxano que contenga cadenas ramificadas o no ramificadas
de &tomos de silicio y oxigeno alternados -Si-0-Si-O- o -Ti-

0-Ti-0O, con grupos alquilo unidos a los &tomos de silicio o
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titanio. Los siloxanos y titanoxanos que contengan al menos
un grupo alquilo también se pueden designar como
alkoxigilanos o alkoxititanos.

El grupo funcional, X, del siloxan o el titanoxano
puede ser cualquier grupo funcional orgénico.
Ventajosamente, se han obtenido Buenos resultados con grupos
funcionales escogidos del grupo: -SH, -SeH, TeH, aminas
(primarias, secundarias, terciarias), cianuro, tiocianuro, -
8-, -Se-, -Te-, -COOH, -COO-, F-, Cl-, Br-.

En el contexto de la presente invencidén, “al menos un
grupo funcional” se debe entender como al menos un tipo de
grupo funcional. La superficie de la capa externa puede
poseer un tipo, dos tipos o tres tipos de grupos
funcionales.

La particula codificada segin la presente invencidn
comprende al menos una biomolécula directamente o
indirectamente unida a la superficie de la capa externa. Si
la biomolécula estid unida directamente a la capa externa de
material inerte, la al menos una biomolécula puede estar
unida covelentemente a la capa externa, o unida
electrostiticamente y/o por fuerzas de van der Waals. Las
biomoléculas pueden ser aminodcidos, proteinas, &acidos
nucleicos, péptidos, sacédridos, hormonas, lipidos u otras
macromoléculas adecuadas para interacciones.

Si la al menos una biomolécula estd unida
covalentemente (o enlazada covalentemente) a la capa
externa, la al menos una biomolécula puede estar unida a
través de un punto de enlace. El punto de enlace puede ser
la misma o diferente que el siloxano o titanoxano descrito
més arriba. Por lo tanto, en la capa externa de material
inerte, puede estar adicionalmente presente un punto de
enlace. El punto de enlace, o punto de enlace quimico, esta

funcionalizado por al menos un grupo funcional, como pueden
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gser tioles (-SH), selenoles (-SeH), teluroles (TeH), aminas
(primarias, secundarias, terciarias), cianuros (-CN),
tiocianuros (-SCN), sulfuros (-S-), seleniuros (-Se-),
telururos (-Te-), grupos carboxilo (-COOH), ésteres(-C00-).

Estos grupos funcionales pueden permitir la unidén con otras
moléculas, como biomoléculas.

Seglin la presente invencién, el nlcleo metélico de la
particula codificada es esférico, o elipsoidal o cbnico, o
cilindrico, o clGbico, o cuboide, o piramidal de base
cuadrada, o piramidal de base triangular, o triangular
prismdtico, u octagonal prismatico.

Una forma esférica se debe entender como un objeto
geométrico perfectamente redondo en el espacio
tridimensional, o sustancialmente imperfecto. Aqui
vesférico” se debe entender como perfectamente esférico o
sustancialmente esférico. En el contexto de la presente
invencidén, las formas citadas pueden ser formas perfectas o
pueden presentar algunas imperfecciones geométricas, dando
geometrias sustancialmente imprecisas. Una forma elipsoidal
se debe entender como un andlogo de dimensional superior de
una elipse. Una forma cénica se debe entender como una forma
geométrica que se afila suavemente desde una base plana,
normalmente circular hasta un punto llamado vértice. De
forma mids precisa, es la figura sbélida rodeada por una base
plana y la superficie (llamada superficie lateral) formada
por el locus de todos los segmentos lineales rectos que unen
el vértice con el perimetro de la base. Una forma cilindrica
se debe entender como una forma geométrica curvilinea, cuya
superficie estd formada por los puntos a una distancia fija
de un segmento dado, el eje del cilindro. El sdélido
encerrado por esta superficie y por dos planos
perpendiculares al eje también se llama cilindro. Una forma

cibica se debe entender como un sdlido tridimensional
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rodeado por seis caras, facetas o lados cuadrados, de forma
que tres se encuentran en cada vértice. La forma cibica
también se puede llamar hexaedro regular. Es una forma
especial de prisma cuadrado, de paralelepipedo rectangular y
de trapezoedro trigonal. Una forma cuboica se debe entender
como una forma con seis lados, que forman un poliedro
convexo. Existen dos definiciones de un cuboide que compiten
(pero son incompatibles) en la bibliografia matemdtica. En
la definicién mas general de un cuboide, el unico requisite
adicional es que cada una de estas seis caras sea un
cuadrilatero, y que el gréddico no dirigido formado por los
vértices y los lados del poliedro debe ser isomdérfico con el
grafico de un cubo. Alternativamente, la palabra “cuboide”
se puede usar para referirse a una forma de este tipo en la
cual cada una de las caras es un rectangulo (y por tanto
cada par de caras adyacentes se encuentran en un angulo
recto); este tipo més restrictivo de cuboide también se
conoce como cuboide recto, caja rectangular, hexaedro
rectangular, prisma rectangular recto, o paralelepipedo
rectangular. Una forma piramidal de base cuadrada o
piramidal de base triangular se deben entender como una
pirdmide cuadrada o una piréamide triangular,
respectivamente. En una piradmide que tiene una base
cuadrada, si el vértice estd perpendicularmente encima del
centro del cuadrado, tendrd la simetria C; . En una pirémide
gue tenga una base triangular, si el vértice estd
perpendicularmente encima del centro del tridngulo, tendra
la simetria Ci;y. La forma del niicleo metédlico puede ser
prismidtica triangular. Un prisma triangular prisma es un
prisma de tres lados; es un poliedro hecho de una base
triangular, una copia trasladada, y 3 caras gque unen lados
correspondientes. Equivalentemente, es un pentaedro del cual

dos caras son paralelas, mientras que las normales a la
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superficie de las otras tres estédn en el mismo plano (que no
es necesariamente paralelo a los planos base). Estas tres
caras son paralelogramos. Todos los cortes paralelos a las
caras base son el mismo tridngulo. Una forma prismética
octagonal es la sexta en un conjunto infinito de prismas,
formada por lados cuadrados y dos tapas que son octagonos
regulares. Si las caras son todas regulares, es un poliedro
semiregular. En el context de la presente invencidén, si la
forma del al menos un nicleo metdlico es prismética
octagonal, también se puede designar como varilla.

Seglin la presente invencidén, el al menos un ndcleo
metdlico de la particula codificada tiene una superficie
dotada de al menos una punta. Al menos una punta se debe
entender como una punta, dos puntas, tres puntas, cuatro
puntas, cinco puntas, seis puntas, siete puntas, ocho
puntas, nueve puntas, diez puntas, sin limitacidn en cuanto
al ndmero madximo de puntas. Por lo tanto, la superficie
puede estar dotada de miltiples puntas. El nicleo metalico
puede tener cualquiera de las formas recitadas arriba y
ademds estar dotado de al menos una punta. El nicleo
metdlico con una superficie dotada de al menos una punta,
cuando comprende al menos tres puntas, también se puede
designar como una estrella, o nicleo con forma de estrella.
Un ndcleo con forma de estrella también se puede designar
como una particula con forma de estrella (PFE).
Ventajosamente, el al menos un nicleo metédlico es un nicleo
con forma de estrella. La forma de estrella puede ser
regular geométricamente (al menos dos puntas de
aproximadamente el mismo tamafio y grosor) o irregular (al
menos dos puntas de tamaflos y grosores diferentes). La
ventaja de que el al menos un nicleo metdlico sea una
particula en forma de estrella (PFE) es que la presencia de

puntas mejora las propiedades del nicleo metdlico. La
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presente invencidén sorprendentemente muestra que cuando los
nicleos metélicos tienen forma de estrella mejora las
propiedades del nlGcleo metédlico. Ademds, un niicleo con forma
de estrella permite una mejor deteccidén del agente de
marcaje. Por ejemplo, la deteccidén del agente de marcaje
puede llevarse a cabo por espectroscopia de dispersidén Raman
aumentada en superficies (SERS), que presenta la ventaja de
que la deteccién se puede llevar a cabo bajo un microscopio
6ptico convencional unido a un espectrémetro Raman. Por lo
tanto, equipos sencillos pueden permitir la deteccién de las
particulas codificadas. Para deteccién por SERS, las
particulas codificadas se pueden fijar sobre una superficie
bien por ensamblaje electrostdtico capa-por-capa con los
polimeros apropiados o por auto-ensamblaje directo sobre la
superficie, previamente funcionalizada con tioles
aromaticos, seleniuros, telururos, aminas, cianuros u otros
grupos que muestren alta afinidad por superficies de plata
y/u oro.

Para algunas aplicaciones, la posibilidad de observar y
resolver particulas individuales puede ser necesario. Dado
que los sistemas micro-Raman convencionales unidos a
microscopios confocales poseen una resolucidén espacial de
unos 500 nm, estas aplicaciones requieren particulas
codificadas de mayor tamafio, normalmente en las escalas
submicrométrica, o incluso micrométrica. Segln la presente
invencién, particulas codificadas con un ntcleo con forma de
estrella proporcionan mejor deteccidn y una sefial aumentada.

Segin la presente invencién, la al menos una
biomolécula unida a la capa externa se escoge de entre el
grupo aminodcidos, péptidos, proteinas, carbohidratos,
hormonas, lipidos.

Los aminodcidos son moléculas que comprenden un grupo

amino, un grupo acido carboxilico y una cadena lateral que
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varia entre diferentes aminodcidos. Los elementos clave de
un aminodcido son carbono, hidrdégeno, oxigeno, y nitrdgeno.
Son particularmente importantes en bioquimica, donde el
término normalmente se refiere a alfa-aminodcidos. Un alfa-
aminodcido tiene la formula genérica H,NCHYCOOH, donde Y es
un sustituyente orgdnico, el grupo amino estd unido al &tomo
de carbono inmediatamente adyacente al grupo carboxilato (el
carbono o). Otros tipos de aminodcido existen cuando el
grupo amino estd unido a un &tomo de carbon diferente; por
ejemplo, en gamma-aminodcidos (como el gamma-aminodcido -
butirico) el atomo de carbono al gue se une el grupo amino
estd separado del grupo carboxilato por otros dos &tomos de
carbono. Los diversos alfa-aminodcidos difieren en cual
cadena lateral (o grupo Y) est& unido a su carbono alfa, y
puede variar en tamafio desde solo un 4tomo de hidrdégeno en
la glicina hasta un grupo heterociclico grande en el
triptdfano.

Los péptidos son polimeros cortos de aminodcidos unidos
por enlaces peptidicos. Poseen los mismos enlaces peptidicos
que los de las proteinas, pero suelen ser mads cortos en
longitud. Los péptidos mas cortos son los dipéptidos, que
consisten en dos aminoédcidos unidos por un Gnico enlace
peptidico. También puede haber tripéptidos, tetrapéptidos,
pentapéptidos, etc. Los paptidos tienen un extreme amino y
un extreme carboxilo, a no ser que sean péptidos ciclicos.
Un polypéptido es una cadena lineal sencilla de aminoacidos
unidos entre si por enlaces peptidicos. Las moléculas de
proteinas consisten en uno o mads polipéptidos puestos juntos
tipicamente de una forma bioldgicamente functional y a veces
lleva unidos grupos no-peptidicos, que se pueden llamar
grupos prostéticos o cofactores.

Las proteinas son compuestos bioquimicos que consisten

en uno o mas polipéptidos tipicamente doblados en una forma
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globular o fibrosa de una forma bioldégicamente funcional. Un
polipéptido es una UGnica cadena polimérica lineal de
aminodcidos unidos por enlaces peptidicos entre los grupos
carboxilo y amino de residuos aminodcidos adyacentes. La
secuencia de aminodcidos en una proteina estd definida por
la secuencia de un gen, que estd codificado en el cddigo
genético. En general, el cdédigo genético especifica 20
aminodcidos estéandar; sin embargo, en ciertos organismos el
cédigo genético puede includir selenocisteina — y en ciertos
archaea—pirrolisina. Poco después o incluso durante la
sintesis, los residuos de una proteina suelen estar
modificados quimicamente por modificacidén post-
translacional, la cual altera las propiedades fisicas y
quimicas, plegado, estabilidad, actividad, y en Gltima
instancia, la funcién de las proteinas. A veces las
proteinas tienen grupos no-peptidicos unidos, que se pueden
llamar grupos prostéticos o cofactores. Las proteinas
también pueden trabajar juntas para conseguir una funcidn
particular, y suelen asociarse para formar complejos
estables.

Los carbohidratos son compuestos orgdnicos con la
formula empirica Cn(H:20),; es decir, solo contienen carbono,
hidrégeno y oxigeno, con una relacién hidrégeno:oxigeno de
2:1 (como en el agua). Los carbohidratos se pueden ver como
hidratos de carbono, de ahi su nombre. Estructuralmente sin
embargo, es mas preciso verlos como polihidroxialdehidos y
cetonas.

Los carbohidratos también se pueden designer como
sacadridos. Los carbohidratos (sacdridos) se dividen en
cuatro grupos quimicos: monosacdridos, disacaridos,
oligosacaridos, y polisacdridos. En general, los

monosacaridos y disacdridos, que son carbohidratos mas
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pequefios (peso molecular més bajo), suelen conocerse como
azlcares.

Las hormonas son liberadas quimicamente por una célula
o una gléndula en una parte del cuerpo que envia mensajes
que afectan a células en otras partes del organismo. Solo se
necesita una pequefia cantidad de hormona para alterar el
metabolismo celular. En esencia, es un mensajero quimico que
transporta una sefial de una célula a otra. Todos los
organismos multicelulares producen hormonas; las hormonas de
las plantas también se denominan fitohormonas. Las hormonas
en animales suelen transportarse en la sangre. Las células
responden a una hormona cuando expresan un receptor
especifico para esa hormona. La hormona se une a la proteina
receptora, dando como resultado la activacidén de un
mecanismo de transduccién de sefial que en Gltima instancia
conduce a respuestas especificas del tipo de célula.

Los lipidos son un grupo amplio de compuestos que
incluye las grasas, ceras, esteroles, vitaminas solubles en
grasa (como las vitaminas A, D, E y K), monoglicéridos,
diglicéridos, fosfolipidos, y otros. Las principals
funciones bioldégicas de los lipidos incluyen el
almacenamiento de energia, como componentes estructurales de
membranas celulares, y como importantes moléculas
seflaladoras.

Los lipidos se pueden definer en general como moléculas
pequefias hidrofébicas o anfifilicas; la naturaleza anfifila
de algunos lipidos les permite formar estructuras como
vesiculas, liposomas, o membranas en un entorno acuoso. Los
lipidos biolégicos se originan por completo o en parte de
dos tipos distintos de subunidades bioguimicas o "bloques
constructores ": grupos cetoacilo e isopreno. Usando esta
aproximacién, los lipidos se pueden dividir en ocho

categorias: acilos grasos, glicerolipidos,
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glicerofosfolipidos, esfingolipidos, sacarolipidos y
policétidos (derivados de la condensacidén de subunidades
cetoacilo); y lipidos esterol y prenol (derivados de la
condensacién de subunidades isopreno). Los lipidos también
incluyen moléculas como &cidos grasos y sus derivados (que
incluyen tri-, di-, y monoglicéridos y fosfolipidos), asi
como otros metabolitos que contienen esterol como el
colesterol.

SegGn la presente invencidn, la al menos una
biomolécula estd directamente unida a la capa externa del
material inerte. Por directamente unido, se debe entender
unido por cualquier interaccidén adecuada para la unién de la
al menos una biomolécula. La al menos una biomolécula puede
unirse ventajosamente a la capa externa de material inerte
por medio de interacciones covalentes, electrostaticas, o de
van der Waals.

Seglin la presente invencidén, la al menos una
biomolécula se une por un enlazador que comprende al menos
un grupo funcional escogido del grupo -OH, -SH, -SeH, -TeH,
-COOH, una amina primaria, una amina secondaria, una amina
terciaria. El enlazador es ventajosamente un siloxano o un
titanoxano, pero también puede ser un alcano funcionalizado
que no interfiere con el agente de marcaje.

Segin la presente invencidén, la al menos una
biomolécula unida indirectamente a la capa externa esté
unida covalentemente a la capa externa, por (o a través) de
una capa de material inerte que comprende la particula
marcada en su interior. Por lo tanto, en esta realizacidn de
la presente invencién, el nidcleo metdlico marcado estéa
incrustado en una capa (que también se puede designar como
primera capa) de material inerte y luego encapsulado por la
capa externa de material inerte. La mencionada (primera)

capa puede o no ser del mismo material inerte que la capa
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externa y por tanto puede ser de cualquier 6xido inorganico
o polimero definido en el contexto de la presente invencién.
Seglin la presente invencidn, el material inerte es un éxido
inorgdnico o un polimero orgdnico que comprende al menos un
grupo escogido de -OH, -SH, -SeH, -TeH, -COOH, una amina
primaria, una amina secundaria, una amina terciaria, acido
bordénico, haluros. Ventajosamente, el al menos un grupo estéa
situado en la superficie de la capa externa. El grupo -OH se
designa como grupo hidroxi, -SH como tiol, -SeH como
selenol, -TeH como telurol, -COOH como carboxilico, amina
primaria es -NH,, amina secundaria es -NH- y tiene dos restos
alquilo, una amina terciaria es una amina con tres restos
alquilo. El &cido bordnico es -B(OH), y en el contexto de la
presente invencidén, los haluros son F-, Cl- o Br-.

En la presente invencién, la particular codificada
comprende ventajosamente una capa externa hecha de un
material inerte escogido del grupo siloxano, titanoxano,
polimeros de polietilén-glicol, polimeros de polivinil-
alcohol.

Siloxanos y titanoxanos son polimeros, que alternan
dtomos de silicio, o titanio respectivamente, y oxigeno,
donde el silicio est& opcionalmente sustituido con un &tomo
de hidrégeno o una cadena alquilica. Un siloxano es
cualquier compuesto quimico compuesto de unidades de la
forma R,8i0, conde R es un 4tomo de hidrdégeno o un grupo
hidrocarburo. Los siloxanos pueden tener esqueletos
ramificados (sustituidos) o no-ramificados (no-sustituidos)
formados por &tomos alternados de silicio y oxigeno -Si-O-
Si-0-, con cadenas laterales R unidas a los &atomos de
gsilicio. También se conocen estructuras mas complicadas, por
ejemplo ocho &tomos de silicio en las esquinas de un cubo,
conectados por 12 atomos de oxigeno como los lados del cubo.

Los siloxanos polimerizados con cadenas laterales orgénicas
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(R # H) suelen conocerse como siliconas o como
polisiloxanos. Ejemplos representativos son [Si0(CH;)2ln
(polidimetilsiloxano) y [Si0(C¢Hs)2]ln (polidifenilsiloxano) .
Las cadenas orgdnicas laterals les confieren propiedades
hidrofébicas mientras que el esqueleto -Si-0-Si-O- es
puramente inorgdnico. Las definiciones para siloxanos ©
polisiloxanos también son aplicables para los titanoxanos o
polititanoxanos, donde el &tomo de Si se sustituye por un
dtomo de Ti. Ventajosamente, la capa externa puede estar
hecha de una primera capa de SiO; o TiO; y una capa siguiente
de un siloxano o titanoxano diferente.

Los polimeros de polietilén glicol (PEG) son compuestos
de poliéter con muchas aplicaciones desde la fabricacidn
industrial hasta la medicina, con la férmula general
ConszHins6Onsz. También se los conoce como 6xido de polyetileno
(PEO) o polioxietileno (POE), en funcidén de su peso
moleclar. El polivinil alcohol (PVOH, PVA, © PVAl) es un
polimero sintético soluble en agua con la férmula general
(C,HO) . Los polimeros de polietilén glicol pueden ser
homopolimeros o cualesquiera co-polimeros de etilén glicol.

Segin la presente invencidn, la al menos una
biomolécula unida a la capa externa comprende una sefial
dirigida. La seflal dirigida también se puede designer como
una sefial de reconocimiento molecular selectivo. En otras
palabras la biomolécula comprende una parte o sitio o regidn
en la biomolécula gque puede reconocer selectivamente, o
detectar, un sitio o regidén correspondiente, de un material
biolégico. Un ejemplo de sefial dirigida es un epitopo o un
paratopo.

Un epitopo, también conocido como determinante
antigénico, es la parte de un antigeno que es reconocida por
el sistema inmune, especificamente por anticuerpos, células

B, o células T. La parte de un anticuerpo que reconoce el
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epitopo se llama paratopo. Aunque normalmente se cree que
los epitopos derivan de proteinas no-propias, las secuencias
derivadas del receptor que se pueden reconocer también se
clasifican como epitopos. Los epitopos de antigenos de
proteina se dividen en dos categorias, epitopos
conformacionales y epitopos lineales, sobre la base de su
estructura y su interaccién con el paratopo. Un epitopo
conformacional estd compuesto de secciones discontinuas de
la secuencia de aminodcidos del antigeno. Estos epitopos
interaccionan con el paratopo por las caracteristicas
superficiales 3-D y la forma o estructura terciaria del
antigeno. La mayor parte de los epitopos son
conformacionales. Un paratopo es la parte de un anticuerpo
gue reconoce un antigeno, el sitio de unidén al antigeno de
un anticuerpo.

En contraste, los épitopes lineales interaccionan con
el paratopo basédndose en su estructura primaria. Los
aminodcidos que component un epitopo lineal son una
secuencia continua de aminodcidos del antigeno.

La seflal dirigida también puede ser un paratopo. Un
paratopo es la parte de un anticuerpo que reconoce un
antigeno, el sitio de unién a un antigeno de un anticuerpo.

En el contexto de la presente invencién, la biomolécula
puede imitar un epitopo o un paratopo.

Segln la presente invencidén, la capa externa de
material inerte estd hecha de un 6xido inorgénico o un
polimero organico. El material inerte de la capa externa
debe ser inerte en relacidn al agente de marcaje. Esto
significa que segln la presente invencidn, la capa no
deberia inhibir al agente de marcaje cuando lo detecta. Por
lo tanto, el material inerte se puede escoger de un 6xido
inorgdnico, como un éxido de titanio (Ti), zirconio (Zr),

vanadio (V), cromio (Cr), silicio (Si).
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Polimeros orgénicos, como los polimeros de polietilén
glycol (PEG) sustituidos o no sustituidos (homopolimeros o
cualquier copolimero), o polimeros de polivinil alcohol
sustituidos o no sustituidos (homopolimeros o cualquier
copolimero) también son materiales inertes adecuados para la
capa externa de las particulas codificadas segin la presente
invencién. En el contexto de la presente invencidn, el
término “polimeros” se debe entender como cualquier
homopolimero o cualquier copolimero.

La capa externa puede estar formada por al menos una
capa de material inerte, tal como una capa, dos capas, tres
capas, cuatro capas. Las interacciones entre las capas
pueden ser covalentes o electrostlticas. Las capas de
material inerte pueden formarse por auto-ensamblaje,
adsorcién fisica o por polimerizacidén iniciada en la
superficie.

Segln la presente invencidén, la al menos una
biomolécula unida a la capa externa se une a material
biolégico. El material bioldgico puede ser material
biolégico humano, material bioldgico animal o material
biolédgico vegetal. Ventajosamente, la biomolécula se puede
escoger para que se una selectivamente a un tipo particular
de material boldégico.

En el contexto de la presente invencidn, la al menos
una biomolécula se une a la capa externa. El material
bioldgico puede unirse a la capa externa por un enlace
covelente, o por fuerzas electrostaticas y/o de van der
Waals (también designadas como enlaces electrostéticos y/o
de van der Waals).

En el contexto de la presente invencidn, una unidén
covalente se debe entender como un enlace guimico entre la
biomolécula y el material bioldgico. El enlace covalente

incluye muchos timpos de interacciones, incluyendo enlace-o,
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enlace-n, enlace metal a metal, interacciones agdbsticas, y
enlaces de dos electrones entre tres centros,
particularmente, entre atomos de electronegatividades
similares.

En el contexto de la presente invencidn, fuerzas
electrostiticas, o unidén electrostatica, se deben entender
como fuerzas que ejercen cargas eléctricas entre si. Dichas
fuerzas se describen por la ley de Coulomb.

En el contexto de la presente invencidn, lasgs fuerzas de
van der Waals pueden permitir el enlace entre la biomolécula
y el material bioldgico a través de un dipolo permanente y
un correspondiente dipolo inducido (o fuerza de Debye)
interacciones o fuerzas entre dos dipolos inducidos
instantaneos (fuerzas de dispersidén de London) .

En el contexto de la presente invencidn, biomoléculas
gue contienen una parte hidréfila cargada (p.e. anidnica) vy
una parte hidréfoba pueden unirse al materia bioldgico a
través de fuerzas electrostéticas y de van der Waals.

Seglin la presente invencién, el material bioldgico
se escoge de células inmunes, membranas celulares, virus.

El material bioldgico puede ser o proceder de cualquier
membrana celular. Una membrane cellular es una membrana
biolégica que separa el interior de todas las células del
entorno exterior. La membrane cellular es permeable
selectivamene a iones y moléculas orgénicas y controla el
movimiento de sustancias hacia dentro y hacia fuera de las
células. Consiste en una bicapa fosfolipidica con proteinas
incrustadas. Las membranas celulares estan implicadas en una
gran variedad de procesos celulares como la adhesidn
celular, la conductividad idénica y el seflalado cellular y
sirven como superficie de anclaje para el glicocédliz
extracelular y la pared celular y el citoesqueleto

intracelular.
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Las células inmunes pueden ser de cualquier tipo.
Las células T también se designan como linfocitos T y
pertenecen a un grupo de gldébulos blancos conocidos como
linfocitos, y juegan un papel central en la inmunidad
mediada por células. Pueden distinguirse de otros tipos de
linfocitos, como las células B y células asesinas (células
NK) por la presencia de un receptor especial en su
superficie celular llamado receptores celulares T (TCR). La
abreviatura T, en célula T, guiere decir timo, ya que este
es el principal 6rgano responsable de la maduracidén de las
células T. Se han descubierto diferentes subconjuntos de
células T, cada uno con una funcidén distinta. Las células B
son linfocitos que juegan un importante papel en la
respuesta inmune humoral (a diferencia de la respuesta
inmune mediada por células, que se rige por las células T).
Las principales funciones de las células B son producir
anticuerpos contra los antigenos, llevando a cabo la funcidén
de células presentadoras de antigeno (APC) y, finalmente, se
convierten en células de memoria B después de la activacidn
por interaccidén con el antigeno. Las células B son un
componente esencial del sistema inmune adaptativo.

Un virus es un agente infeccioso que se puede replicar
s6lo dentro de las células vivas de organismos. Los virus
infectan todo tipo de organismos, desde animales y plantas a
bacterias y arqueas. Los virus consisten en dos o tres
partes: el material genético compuesto de ADN o ARN,
macromoléculas que portan informacidén genética, una capa de
proteina que protege estos genes, y en algunos casos una
envoltura de lipidos que rodea la capa de proteinas cuando
estan fuera de una célula. Las formas de los virus van desde
simples formas helicoidales e icosaédrica a estructuras mas
complejas. Un virus promedio es alrededor de una centésima

el tamafio de una bacteria promedio.
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Segiin la presente invencidn, la particula codificada
comprende por lo menos por dos nicleos, por ejemplo, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez nicleos.
Los niicleos metdlicos pueden ser agregados. Ventajosamente,
por lo menos uno de estos nicleos metédlicos es un nicleo
metdlico con forma de estrella.

Segin la presente invencidén, el nicleo metalico
comprende plata y oro /, o sus aleaciones.

El nidcleo met&dlico puede estar hecho de plata (Ag), o
oro (Au), o de una aleacidn de plata y oro (AgAu), o de una
aleacién de plata, como AgM, o de una aleacidén de oro (AuM) ,
o una aleacién de plata y oro, y al menos otro metal
(AgAuM), donde M es al menos un metal elegido de los
elementos de transicién de la tabla de elementos quimicos.
Se pueden elegir metales del grupo: Co, Ni, Pd, Pt, Cu.

SeglGn la presente invencién, la particula codificada de
la presente invencidén puede tener cualquier tamafio total o
forma, asi como cualquier tamafio entre 30 nandmetros (nm) y
20 micrémetros (pm).

Segin la presente invencidn, el tamafio del ndcleo
metalico se encuentra en el rango de 10 nm a 2000 nm, como
el de cualquier tamafio por encima de 10 nm, o superior a 20
nm, asi como cualquier tamafio inferior a 2000 nm, o por
debajo de 1000, o por debajo 500 nm. El tamafio del ndcleo
metdlico se puede ajustar. Se pueden obtener buenos
resultados con las particulas de cualquier tamafio o forma.
Si el niicleo metadlico tiene una forma gque comprende picos,
designada como en forma de estrella, se pueden obtener
resultados especialmente buenos.

Segin la presente invencidén, el agente de marcaje
comprende un grupo aromdtico. Un grupo aromdtico puede ser

cualquier hidrocarburo ciclico conjugado.
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El agente de marcaje, o molécula de marcaje, es
cualquier molécula capaz de proporcionar un cddigo o un
seflal detectable por absorcidn de luz ultravioleta,
absorcidn de luz wvisible, absorcidn de luz infrarroja,
absorcién-reflectancia infrarroja aumentada por superficie
(SEIRA), emisidén de luz fluorescente, emisidn de luz
fosforescente, dispersidén Raman, dispersidn Raman aumentada
por superficie mayor (SERS), resonancia de dispersién Raman
aumentada por superficie (SERRS), dispersién de Rayleigh.

La deteccidén en el contexto de la presente invencién
puede llevarse a cabo en una celda de microfluidos o una
celda de la citometria de flujo.

El agente de marcaje puede venir dado por las
moléculas de marcaje, tales como tioles aromaticos,
seleniuro, telururos, cianuros, aminas, &acidos carboxilicos
y otros, incluyendo sistemas moleculares no-resonantes (con
la luz de excitacidn) y colorantes orgénicos y
organometalicos. El agente de marcaje se puede elegir de
entre el grupo de las acridinas, antraquinonas, arilmetanos,
colorantes azo, colorantes diazonio, colorantes nitro o
nitroso, ftalocianinas, quinona-iminas, indaminas, tiazoles,
xantenos, fluorenos, pironinas, rodaminas o perilenos, y sus
derivados.

Segln otro aspecto de la invencidén, el método para la
preparacidén de una particula codificada comprende:

i) preparar un nicleo metdlico con un tamafio y
forma definidos;

ii) unir un agente de marcaje a dicho nlcleo
metdlico proporcionando un nicleo metdlico
marcado;

iii) encapsular dicho niGcleo metdlico marcado

con una capa externa de material inerte;
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iv) unir directamente o indirectamente al menos
una biomolécula en la superficie de dicha
capa externa.

Ventajosamente, el paso i) se lleva a cabo en agua,
preferiblemente desionizada, o un medio acuoso alcohélico.
El paso i) se lleva a cabo a través de la reduccidén de una
sal metdlica con el agente reductor apropiado. Este medio de
agua o acuoso también es adecuado para el siguiente paso del
procedimiento seglin la presente invencidn.

Ejemplos de sales met&licas son AgNO;, AgClO,, HAuCl,.
Ejemplos de agentes reductores son NaBH4, citrato sdédico,
dcido ascérbico, la hidracina. La forma y el tamafio
definidos, o predefinidos, estén determinados por las
condiciones de reaccién de la preparacién del nicleo
metidlico (se entendide que aqui se prepara mds de un nucleo
simulté&neamente, en 1i)).

El paso ii) se lleva ventajosamente a cabo por
chemisorcidén a través de enlace quimico o de complejacidén
con el metal en medio acuoso.

El paso iii) se realiza ventajosamente por medio de
quimica sol-gel. La quimica sol-gel consiste en la
hidrélisis y la condensacidén de alcoxisilanos en una mezcla
de agua, etanol y amoniaco. Ejemplos de alcoxisilanos son
tetraetoxisilano, aminopropiltrietoxisilano o
mercaptopropiltrietoxisilano.

El paso iv) es ventajosamente llevado a cabo por
autoensamblaje (previamente funcionalizado con un
mercaptosilano) o por protocolos de capa sobre capa.

El método para la preparacidén de la particula
codificada seglin la presente invencidén puede comprender una
etapa III2) entre la etapa iii) y la etapa iv), que incluye
la fijacidén de un conector quimico entre la capa externa y

la biomolécula. Ventajosamente, el conector quimico es una
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cadena alquilo que comprende de uno a seis atomos de carbono
funcionalizada a cada extremo de la cadena por un grupo
funcional tal como se define en el contexto de la presente
invencién. El conector quimico también puede ser un siloxano
funcionalizado o titanoxano tal como se define en el
contexto de la presente invencidn.

El método segin la presente invencidn prepara la
particula codificada segln la presente invencidén. En
consecuencia, todas las ventajas, especificaciones y
preferencias definidas por la particula codificada de la
presente invencién son aplicables al método segin la
invencién para la preparacidén de la particula codificada.

Las condiciones del método para la preparacidn de la
particula codificada y las caracteristicas de la particula
codificada (tales como el tamafio y forma del nicleo
metalico, la seleccién del agente de marcaje, la seleccidn
de la capa externa, una posible funcionalizacidén de la capa
externa o su biocompatibilidad) pueden depender de cada
aplicacién especifica. Segin la presente invencidn, el
método para la preparacidén de una particula codificada
comprende la preparacidén de un lote de particulas
codificadas.

Ventajosamente, suspensiones de nilcleos metadlicos donde
el nicleo metdlico consta de picos, proporcionando forma de
estrella al ndcleo metdlico, se puede preparar por el método
de la invenciédn.

Seglin la presente invencidén, la etapa iv) es seguida
por una etapa v) que comprende la unidén covalente de al
menos una de las biomoléculas de interés a la capa externa.
La unidén covalente de biomoléculas como se definid
anteriormente, también se puede designar como
biofuncionalizacién de las particulas codificadas. Las

particulas codificadas segin la presente invencidén en el
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contexto de la presente invencidn pueden ser designadas como
particulas codificadas biofuncionalizadas.

Segln otro aspecto, la presente invencidén se refiere
a un método para preparar una microesfera codificada que
comprende al menos dos particulas codificadas segtun la
presente invencidén gque comprende:

i) preparar al menos dos nicleos meté&licos con
un tamafio y forma definidos;

ii) unir un agente de marcaje a cada uno de los
al menos dos nlcleos meté&licos
proporcionando al menos dos nicleos
metadlicos marcados;

iii) dincrustar al menos dos nilcleos metdlicos
marcados en una capa de material inerte;

iv) unir al menos dos nlcleos metélicos
marcados encapsulados obtenidos en iii)
sobre una microesfera de silice (Si0;) ;

V) encapsular al menos dos nicleos metdlicos
marcados unidos a la microesfera de silice
con una capa externa de material inerte;

vi) unir al menos una biomolécula en la
superficie de la capa externa prevista en
V).

En la etapa iv), la microesfera de silice puede tener
cualquier didmetro. Ventajosamente, el dié&metro es del orden
de 500 nm y 10000 nm.

Otro aspecto de la invencidén esté relacionado con
microesferas codificadas obtenibles por el método para la
preparacidén de microesferas codificadas segin la presente
invencidén. Una microesfera también puede ser designada como
microbead, o microparticula en el contexto de la presente
invencién. Encapsular, en el contexto de la presente

invencidén y en cualquier aspecto de la presente invencién,
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se debe entender como recubrir con una capa de material
inerte o con una capa externa de material inerte.

El método para preparar una microesfera codificada
segln la presente invencidén obtiene la microesfera
codificada usando las particulas codificadas segln la
invencidén o que puedan obtenerse por el método de la
invencidn. En consecuencia, todas las ventajas,
especificaciones y preferencias definidas por la particula
codificada de la invencidén o el método para la obtencidn de
la particula codificada, son aplicables al método segln la
invencién para la preparacidén de la particula codificada.

SeglGn otro aspecto adicional, la presente invencidn
se refiere a un método para la deteccidn de material
bioldégico. El material bioldgico se une a las particulas
codificadas, o a las microesferas codificadas, y es
detectado por la presencia de las particulas codificadas, o
a las microesferas codificadas. El método para la deteccidn
segln la presente invencidn proporciona las ventajas de que
es un método flexible adecuado para diferentes técnicas de
deteccidn y proporciona una fuerte sefilal de deteccidén. En
consecuencia, el método para la deteccidn de material
biolégico que comprende las etapas de:

1) inmovilizar una particula codificada o una
microesfera codificada, seglin la invencidén u
obtenida seglin el método de la invencidn, o
sobre una superficie;

2) localizar dicha particula codificada o
microesfera codificada;

3) poner en contacto la superficie sobre la que se
inmoviliza la particula codificada o la
microesfera codificada, con un medio que

contiene un material bioldgico;
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4) localizar la particula codificada o la
microesfera codificada unida al material
biolégico.

El método para la deteccién de material bioldégico segiin
la presente invencidén detecta el material bioldégico a través
de la presencia de una particula codificada, o una
microesfera codificada, segin la presente invencién. En
consecuencia, todas las ventajas, especificaciones y
preferencias definidas por la particula codificada, o la
microesfera codificada, de la presente invencidén son
aplicables al método descrito en la invencién para detectar
material bioldgico.

En el método de la presente invencién, el método de
deteccidén comprende un paso 1) en el que las particulas
codificadas, o de las microesferas codificadas, segin la
presente invencidn, son inmovilizadas sobre una superficie,
como una superficie de vidrio o una superficie de silicio.
La fijacidén de las particulas o microesferas a la superficie
se lleva a cabo por auto-ensamblaje o ensamblaje dirigido
por interacciones electrostdticas. La superficie puede ser
de cualquier material, como vidrio, una superficie de
silicio, superficies metédlicas, o de un material polimérico,
plano o conformado a través de cualquier método litografico
o no litografico

El paso 2) implica que las particulas codificadas, o
microesferas codificadas, estén localizadas, por tanto son
detectables y por consiguiente identificables por cualquier
técnica de deteccidn, como la absorcién de luz ultravioleta,
la absorcidn de luz visible, de absorcidén de luz infrarroja,
de absorcidn-reflectancia de infrarrojos aumentada por
superficie, la emisidén de luz fluorescente, la emisidn de

luz fosforescente , la dispersién Raman, dispersién Raman
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aumentada por superficie, dispersidén Raman de resonancia
aumentada por superficie, la dispersidn Rayleigh.

El paso 3) se lleva a cabo poniendo en contacto la
superficie sobre la que se ha unido la particula codificada
o la microesfera codificada, con un medio que contiene el
material bioldgico. Ventajosamente, el medio es un medio
acuoso en el que el material bioldgico puede encontrarse en
suspensidén. El material bioldgico se une entonces a la
particula codificada, a través de enlaces covalentes, o de
interacciones electrostaticas y/o fuerzas de van der Waals.

El material bioldgico puede ser cualquier material
biolégico. El material bioldégico puede originarse a partir
de material bioldégico humano, material bioldégico animal,
material bioldégico de origen vegetal. El material biolégico
se puede originarse a partir de microorganismos, bacterias,
virus.

En el paso 4), la localizacidén de la particula
codificada unida al material bioldégico, que permite la
deteccidén de material bioldgico a través de la presencia de
la particula codificada, o la microesfera codificada, fijada
sobre la superficie, se lleva a cabo por cualquier técnica
de deteccidén con el fin de detectar la particula codificada,
o la microesfera codificada, y el sustrato.

Una de las técnicas de deteccidén para la deteccidn de
las particulas codificadas, o de las microesferas
codificadas, es la espectroscopia de dispersidén Raman
aumentada por superficie (SERS). El nicleo metdlico genera
el campo electromagnético necesario para aumentar la sefial
Raman del agente de marcaje, o molécula etiquetada, una vez
excitada con la luz adecuada. Nicleos metdlicos de plata y/u
oro y sus aleaciones poseen resonancias de plasmon
superficial localizadas radiativas, en el espectro visible o

infrarrojo. Ademéds, la baja toxicidad, estabilidad y una
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alta eficiencia déptica de los nlcleos metdlicos segtn la
presente invencidn, permite la mejora en la deteccién del
agente marcador alrededor de al menos un niicleo metdlico. En
consecuencia, cuando la capa externa se une a una
biomolécula, la deteccidn SERS puede identificar el agente
marcador solo, o una combinacién del agente marcador y la
biomolécula.

Seglin la presente invencién, el método de deteccidn
implica la localizacidén de acuerdo a los pasos 2) y/o 5) y
requiere la deteccidn mediante al menos una técnica de
deteccidén del grupo formado por: espectroscopia de absorcidn
y/o espectroscopia de absorcidén-Reflectancia infrarroja
aumentada por superficie y/o espectroscopia de emisién de
luz fluorescente y/o emisién de luz fosforescente y/o
dispersién Raman, y/o espectroscopia de dispersidén Raman
aumentada por superficie, y/o espectroscopia de dispersién
Raman resonante aumentada por superficie, y/o espectroscopia
de dispersién Rayleigh.

Ventajosamente, se pueden utilizar dos o tres técnicas
de deteccidén al mismo tiempo o por lo menos sustancialmente
al mismo tiempo. Si las dos o tres técnicas de deteccidn se
llevan a cabo sustancialmente al mismo tiempo, se debe
entender que se llevan a cabo una tras otra, pero en una
misma muestra dentro de la misma regién de una muestra.

Ventajosamente, una de estas técnicas es la
espectroscopia de dispersidén Raman aumentada por superficie
o la espectroscopia de dispersién Raman resonante aumentada
por superficie.

La espectroscopia de absorcidn se refiere a las
técnicas espectroscépicas que miden la absorcién de la
radiacidn, en funcién de la frecuencia o 1la longitud de
onda, debido a su interaccién con la muestra. La muestra

absorbe energia, es decir, los fotones, del campo de 1la
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radiacién. La intensidad de la absorcidén varia en funcidén de
la frecuencia, y esta variacidn es el espectro de absorcién.
La espectroscopia de absorcidén se realiza a través del
espectro electromagnético. La espectroscopia de absorcidén se
emplea para determinar la presencia de una sustancia en una
muestra y, en muchos casos, para cuantificar la cantidad de
sustancia presente. Las espectroscopias infrarroja y
ultravioleta-visible son particularmente comunes en las
aplicaciones analiticas. Existe una amplia gama de
aproximaciones experimentales para medir los espectros de
absorcién. El disefilo mads comin consiste en dirigir un haz de
radiacidén sobre una muestra y detectar la intensidad de 1la
radiacién que pasa a través de ella. La energia transmitida
se puede utilizar para calcular la absorcidén. La fuente, la
disposicidén de la muestra y la técnica de deteccidén varian
considerablemente en funcidn del rango de frecuencia y el
propdsito del experimento.

La espectroscopia de absorcidén-reflectancia infrarroja
aumentada por superficie (SEIRA) utiliza la luz visible y
una Optica reflectante para visualizar una imagen ampliada
de una muestra y para seleccionar una superficie
microscdpica de la muestra para el andlisis por
espectroscopia de reflexidén-absorcién infrarroja. La
seleccién de la zona se basa en una serie de propiedades
fisicas y otras caracteristicas materiales de la superficie
de la muestra. Una vez que se ha seleccionado el area de la
muestra, la informacién molecular de la superficie
seleccionada se puede almacenar espectroscdpicamente en la
regidén espectral infrarroja.

La espectroscopia de fluorescencia de emisidén, también
denominada espectroscopia de fluorescencia, o fluorometria o
espectrofluorometria, es un tipo de espectroscopia

electromagnética que analiza la fluorescencia de una
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muestra. Se utiliza un haz de luz, por lo general la luz
ultravioleta, que excita los electrones en las moléculas de
ciertos compuestos y los hace emitir luz de una energia mias
baja, por lo general, pero no necesariamente, la luz
visible. Una técnica complementaria es la espectroscopia de
absorcidén. La espectroscopia de emisidén de fosforescencia es
una técnica similar para medir la fosforescencia, es decir,
un tipo especifico de fotoluminiscencia relacionada con la
fluorescencia. A diferencia de fluorescencia, un material
fosforescente no reemite inmediatamente la radiacidén que
absorbe. Las escalas de tiempo mis bajas de la re-emisidn se
asocian con transiciones entre estados energéticos
"prohibidas" en mec&nica cudntica. Dado que estas
transiciones se producen con relativa lentitud en ciertos
materiales, la radiacién absorbida puede ser reemitida con
menor intensidad hasta varias horas después de la excitacidn
inicial.

La espectroscopia de dispersidn Rayleigh mide la
dispersidén elédstica de la luz o radiacidén electromagnética
por particulas mis pequefias que la longitud de onda de la
luz, que pueden ser &tomos individuales o moléculas. Puede
ocurrir cuando la luz viaja a través de sélidos y liquidos
transparentes, pero es mids frecuentemente observado en
gases. La dispersidén Rayleigh depende de la polarizabilidad
eléctrica de las particulas. La dispersién originada por
particulas similares o mayores que la longitud de onda de la
luz se puede explicar mediante la teoria de Mie, o 1la
aproximacién de dipolos discretos.

La espectroscopia de dispersién Raman es una técnica
espectroscdpica usada para el estudio vibracional,
rotacional y de otros modos de baja frecuencia en un
sistema. Esto depende de la dispersién ineléastica, o la

dispersién Raman, de luz monocromitica, normalmente desde un
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laser en el intervalo del visible, infrarrojo cercano o
ultravioleta cercano. La luz del laser interacciona con un
sistema molecular perdiendo energia en forma de vibraciones,
fotones u otras excitaciones en el sistema, dando como
resultado un desplazamiento, hacia arriba o hacia abajo de
la energia de log fotones del léaser. El desplazamiento en
energia proporciona informacidén sobre el sistema. La
espectroscopia de infrarrojo produce informacidén similar
pero complementaria. Por lo general, la muestra es iluminada
con un rayo laser. La luz del punto iluminado se recoge con
una lente y es enviada a través de un monocromador. Las
longitudes de onda cercanas a la linea del laser se han de
filtrar, debido a la dispersidén elastica de Rayleigh,
mientras que el resto de la luz recogida se dispersa sobre
un detector, por muescas o por el borde del filtro para el
léser y los espectrdgrafos (ya sea transmisible axial (&),
monocromador Czerny- Turner (TC)) o FT (basada en la
espectroscopia por transformada de Fourier), y recogidos en
los detectores de fotones (incluidos los tubos
fotomultiplicadores, matrices de diodos, CCD u otros). Tipos
avanzados de espectroscopia de Raman, incluyen la
espectroscopia de dispersidén Raman resonante, la de
dispersién Raman aumentada en superficie , la de dispersidn
Raman resonante aumentada en superficie, la dispersidén Raman
aumentada por puntas , dispersidén Raman polarizada,
dispersién Raman estimulada (similar a la emisidn
estimulada), la transmisidén Raman, Raman con desplazamiento
espacial, Raman coherente anti-Stokes e hiper-Raman.

En el contexto de la presente invencidn, 1la
espectroscopia de disgpersidn Raman aumentada por superficie
(SERS) y la espectroscopia de dispersidén Raman resonante
aumentada por superficie (SERRS) ofrecen ventajas Unicas,

como la deteccidn ultrasensible, un nGmero ilimitado de
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cddigos ya que los espectros SERS / SERRS son esencialmente
las huellas dactilares de vibracién, tnicas para cada
molécula, que se pueden acoplar a otras técnicas de
andlisis, como las técnicas inmunolégicas (ELISA, RIA o la
FIA).

Segln la presente invencién, la deteccidn se lleva a
cabo en una celda de microfluidos o en una celda de
citometria de flujo.

Una celda de microfluidos es una celda o un recipiente
adecuado para la microfluidica, u otras aplicaciones donde
el control preciso y la manipulacidén de fluidos son
geométricamente restringidos a una pequefia escala, por lo
general inferior al milimetro.

Una celda de citometria de flujo es una celda, o un
recipiente adecuado para llevar a cabo la citometria de
flujo. La citometria de flujo es una técnica utilizada para
contar y examinar particulas microscédpicas, como células y
cromosomas, mediante la suspensidén en una corriente de
fluido y pasé&ndolas por un aparato electrdnico de deteccién.
Esto permite el andlisis simultdneo multiparamétrico de las
caracteristicas fisicas y quimicas de hasta miles de
particulas por segundo. La citometria de flujo se utiliza de
forma rutinaria en el diagnéstico de trastornos de la salud,
especialmente céncer en la sangre, pero tiene muchas otras
aplicaciones en investigacién y en la préctica clinica.

En otro aspecto de la invencidn, la particula
codificada se utiliza en la deteccién espectroscdpica o
microscépica in vitro, de la presencia de microorganismos,
preferiblemente bacterias o virus.

En otro aspecto de la invencidn, la particula
codificada se utiliza en la deteccién espectroscédpica o
microscdpica de agentes patégenos o células inmunogénicas, o

anticuerpos.
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En otro aspecto de la invencidn, la particula
codificada se utiliza en la deteccién espectroscépica y
microscdpica de hormonas, o lipidos, o liposéaridos o
sacaridos.

En otro aspecto de la presente invencién, la particula
codificada se utiliza en la deteccidédn espectroscédpica o
microscépica de reacciones quimicas en un locus gendmico
dirigido.

En otro aspecto de la presente invencidén, la
microesfera codificada se utiliza en la deteccién
espectroscdpica o microscédpica in vitro, de la presencia de
microorganismos, preferiblemente bacterias o virus.

En otro aspecto de la presente invencién, la
microesfera codificada se utiliza en la deteccién
espectroscdpica o microscépica de agentes patdgenos o
células inmunogénicas, o anticuerpos.

En otro aspecto de la presente invencién, la
microesfera codificada se utiliza en la deteccién
espectroscédpica y microscépica de hormonas, o lipidos, o
lipos&ridos o sacéridos.

En otro aspecto de la presente invencidén, la
microesfera codificada se utiliza en la deteccidn
espectroscépica o microscépica de reacciones quimicas en un
locus gendmico dirigido.

Los usos mencionados no son limitativos de ninguna
manera. Ademds, la particula codificada y/o la microesfera
segln la presente invencidédn, pueden ser utilizadas para
otros fines. En consecuencia, en el contexto de la presente
invencidén, todas las ventajas, caracteristicas y
preferencias definidas para la particula codificada y/o para
la microesfera codificada, de la presente invencidén son

aplicables a todos los métodos y usos segiin la invencién, en
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relacién con la particula codificada y/o la microesfera

codificada.

La presente invencidén estd ilustrada, sin estar

limitada, por los siguientes Ejemplos y figuras.

Figuras

Figura 1 Imdgenes de TEM de nanoparticulas de oro
(A) esféricas, y (B) en forma de estrella
codificadas con azul de toluidina y
cubiertas con una capa de silice. (C)
espectros de resonancia de plasmén
superficial localizada de nanocesferas y
nanocestrellas, recién preparados (linea
punteada) y después de la codificacién y
deposicidén de la capa de silice (linea
continua). La flecha roja punteada indica
la longitud de onda de la linea léaser de
excitacidén. (D) Espectros SERS de las
esferas y las estrellas codificadas, una
vez excitadas con una linea de léser de

IR cercano, 830 nm.

Figura 2 Imagen de TEM, espectro de resonancia de
plasmén superficial localizada y
respuesta SERS de un ndcleo
submicrométrico en forma de estrella
siempre con el marcaje de azul de

toluidina (TB) y una capa de silice.

Figura 3 Esquema de deteccidén de sustratos de

interés, es decir, marcadores
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patolégicos, con experimentos en
suspensién o en una micromatriz.

(A) Proteccidn- funcionalizacién y
bioconjugacién de Si0,@SSP o SPP
sumicrométricas. (B) Diferentes nilcleos
codificados, cada uno con un solo
anticuerpo, se ponen en contacto con el
fluido biolégico de interés. Después de
lavar las particulas, se afladen los
anticuerpos de deteccidn con marcaje
fluorescente, y la muestra se lava de
nuevo. Una alicuota se deposita en un
portacbjetos de vidrio y se lleva a cabo
el barrido con dos lineas léaser. La linea
laser de 488 nm provoca la fluorescencia
de las particulas que han reaccionado.
Los anticuerpos que han reaccionado se
identifican por el cédigo de barras SERS
de la particula (785 nm). (C) Fabricacidén
de una micromatriz para ELISA. La muestra
de particulas se deposita sobre un chip
de silicio microperfilado con una
espadtula de punta de goma bajo un
microscopio éptico. La matriz se pone en
contacto, primero con el fluido biocldégico
de interés, se lava y luego se pone en
contacto con los anticuerpos de deteccidén
con marcaje fluorescente. La micromatriz
se barre entonces con dos lineas de
laser: la linea de l&ser de excitacidn de
488 nm provoca fluorescencia en las
particulas que han reaccionado, mientras

que el anticuerpo gque ha reaccionado es
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identificado por el cdédigo de barras SERS

de la particula (785 nm).

Particulas codificadas para identificar
fa&rmacos activos en bibliotecas
combinatorias complejas.

(A)Particula codificada en sintesis
peptidica de fase sbélida estandar con 9-
fluorenil-metoxicarbonil (FMOC-SPPS)

(B) Identificacidén por SERS y
clasificacidén de la biblioteca peptidica:
(Bl) espectros SERS de P1, P2 y Pn,
asignacidén de bandas (composicidn) y
elucidacidén estructural (estructura
primaria, es decir, secuencia), (B2)
fotografia déptica de una mezcla de
particulas codificadas cada una con un
solo péptido; y (B3) clasificacidn SERS
de las particulas codificadas

(C) Prueba de concepto de la adecuacidn
de este método para el descubrimiento de
fadrmacos. En resumen, el sustrato
biolégico, en este caso estreptavidina-
fosfatasa alcalina (SAP), marcada con una
sonda fluorescente (FAI) se pone en
contacto con un grupo de granos que
portan péptidos diferentes. La SAP se une
de forma selectiva al péptido de interés.
Esta unidén se detecta por fluorescencia
(excitando la muestra con la linea léaser
de 488 nm). Cada péptido activo se
identifica a través de su espectro SERS

excitando la muestra con la linea lé&ser
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de 633 nm. Esta linea estd muy lejos de
las bandas de absorcién del marcador, por

lo que no se espera emisidén electrénica.

Imédgenes de TEM que muestran la captacién
celular de (A, C) Au-nanoesfera-TB@SiO,,
y (B, D) SSP-TB@SiO, (Figura 1). La barra
de escala representa 1 micra. ImaAgenes
Spticas y mapas SERS de cortes ultrafinos
de una pelicula que contiene las células
HeLa teflidas de (E) Au-nanocesferas-
TB@SiO;, y (F) SSP-TB@SiO,. Mapa SERS
(intensidad de la linea base a 1419 cm™*,
70 x 70 pm’, tamafio de paso de 1um)
adquirido utilizando una linea de

exXcitacidén léser de 830 nm.

Ejemplo de traceo de consumibles.
Imédgenes Spticas de tejidos codificados
con SSP@SiO, portando diferentes
moléculas codificadoras. Andlogamente, la
codificacién se puede realizar en papel,
plédstico o cualquier otra superficie
s6lida. Azul: espectros SERS de la SSP
codificada recién preparada; Negro:
espectros SERS de la SSP codificada sobre
el tejido.

Ejemplo 1 - Preparacién del nidcleo metdlico

Las nanoparticulas en forma de estrella, o nanoestrellas se

preparan mediante la adicién de semillas de oro con

cualquier morfologia y/o tamafio recubiertas con PVP, se
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dispersan en etanol u otro disolvente en una mezcla de
HAuCl, y PVP en DMF con agitacidén répida a temperatura
ambiente. En el tiempo comprendido entre 20 min a 10 h, el
color de la disolucién cambia indicando la formacidén de las
nanoparticulas en forma de estrella. Es posible obtener
cualquier forma y tamafio de particula en funcidén del tamafio
vy la forma de la semilla utilizada. Las particulas finales
y la forma final, asi como las propiedades oépticas,
dependen del tamafio y la forma inicial de las semillas

utilizadas.

Ejemplo 2 - Marcaje y recubrimiento con silice del nicleo

metdlico

Las nanoparticulas en forma de estrella, preparadas segin
el Ejemplo 1 de la presente invencidén se protegen afiadiendo
un polietilenglicol tiolado, mPEGSH, (calculado para
proporcionar 4 moléculas/nm?) a las nanoparticulas en forma
de estrella. La muestra se agita, se centrifuga y se
redispersa en etanol. A continuacidén, se aflade el cdédigo
molecular gota a gota con agitacidén suave a las
nanoparticulas en forma de estrella estabilizadas con PEG.
Inmediatamente después de la adicidén del céddigo molecular,
el recubrimiento con silice se lleva a cabo a través de un
proceso sol-gel mediante la mezcla de las nanoparticulas en
forma de estrella estabilizadas con PEG con una disolucién
de etanol/amoniaco y la adicidn posterior de
tetraetoxisilano. La mezcla de reaccidn se deja reaccionar
durante 24 h, a continuacidén las particulas se centrifugan
y se lavan con etanol. Cuando el tiempo de la reaccidn ha
terminado, las particulas se centrifugan y se lavan con

etanol.

Ejemplo 3 - Deposicidn, marcaje y proteccidén de los
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coloides sobre microesferas de SiO,

Las nanoparticulas en forma de estrella se adsorben sobre
microesferas (previamente funcionalizadas con un mercapto
silano) mediante autoensamblaje o mediante protocolos
capa-sobre-capa. Las isotermas de adsorcién determinan las
condiciones necesarias para maximizar la densidad de
nanoparticulas. Los materiales asi preparados tienen
aplicaciones en la sintesis en fase sélida y aplicaciones
en el descubrimiento de f&rmacos. Para los sensores de tipo
llave-cerradura, los marcadores espectroscdpicos
(colorantes o tioles aromdticos) son entonces
quimiadsorbidos sobre las microesferas compuestas siguiendo
el protocolo de isoterma de adsorcidén. El sistema activo
resultante se protege finalmente con una capa delgada de
Si0, para evitar la lixiviacidén de los marcadores, mejorar
la estabilidad en medio acuoso, y facilitar la
funcionaliacidén para otras aplicaciones. En este caso, el
espesor de SiO, se controla con precisidn para obtener
microesferas homogéneas finales que, ademis, puedan actuar

como potenciadores de la fluorescencia.

Ejemplo 4 - Sintesis en fase sélida y descubrimiento de

farmacos con nanoparticulas construidas sobre microesferas

0 particulas codificadas para el barrido de alto

rendimiento y sensores de tipo llave-cerradura

Las particulas submicrométricas en forma de estrella
marcadas y protegidas por un recubrimiento de silice
externo obtenidas segin el Ejemplo 2 y/o las microesferas
compuestas obtenidas segln el Ejemplo 3 se funcionalizan
con un mercaptodcido alifédtico de cadena corta o una amina,
proporcionando un grupo funcional adecuado (-COOH, -NH,, -
OH, Cl, u otros) para la sintesis peptidica en fase

s61ida (SPPS) y se une a los aminodcidos. La fijacidén del
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primer aminodcido se realiza de la siguiente manera. El
correspondiente aminocdcido modificado con &acido
fluorenilmetiloxicarbonil (aminodcido-Fmoc),
hidroxibenzotiazol (HOBT) y diisopropilcarbodiimida
(DIPCDI) se disuelven en dimetilformamida (DMF) y se dejan
en reposo durante 10 minutos. A continuacidn, la mezcla se
afiade a las particulas (suspendidas en DMF) y se deja
reaccionar durante varias horas. A continuacién se acoplan
los aminocécidos en condiciones estandar de SPSS, utilizando
HBTU / DIEA (AA/HBTU/DIEA-4/3, 8/8) en DMF. La fijacidén de
los péptidos a las microesferas compuestas se confirma por
cromatografia liquida acoplada a un espectrdmetro de masas
LC/MS (m/z) y resonancia magnética nuclear RMN, tras
obtener una pequefla muestra peptidica por escisién del
soporte sélido con TFA 95%.

La deteccidén se realiza colocando una mezcla de particulas
(cada una con un péptido diferente), en un portaobjetos de
vidrio y mapeando cada particula con un microespectrdémetro
Raman con laser rojo o infrarrojo cercano para evitar dafios
en la muestra. La clasificacidén y elucidacidén de la
naturaleza peptidica se lleva a cabo mediante andlisis de

vibracién convencionales.

Ejemplo 5 - Sistemas inmunolégicos para la deteccidén de

patégenos

La funcionalizacidén adecuada de las particulas se consigue

mediante silanizacidén de la superficie de SiO, de las
particulas, con funciones amino o acido, seguiendo los
procedimientos de bioconjugacidén estandar en suspensidn
acuosa (es decir, quimica de carbodiimida, con 1l-etil-3(3-
dimetilaminopropil-carbodiimida, EDC, y N-
hidroxibenzotriazol, HoBt, como agentes de acoplamiento) de

un antigeno de captura (diagndstico) o anticuerpos
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(biodeteccidn) (Fig. 3A).

Las microparticulas codificadas se utilizan como
plataformas para los sensores tipo sé&ndwich llave-cerradura
con aplicaciones en diagnéstico y deteccidn. En pocas
palabras, cada particula codificada porta un marcador
especifico de un determinado patdgeno, tumor o enfermedad.
Las microparticulas se ponen en contacto directamente con
el fluido bioldégico de interés, o incorporado en una matriz
microperfilada. Después de un lavado cuidadoso, las
particulas o matrices se sumergen en una disolucidén que
contiene un marcador fluorescente (anticuerpo o antigeno),
se lava otra vez y luego se mapea con un microespectrdémetro
Raman con dos lineas de laser diferentes: un léser azul
(488 nm), para detectar la fluorescencia de las particulas
que han reaccionado, y una roja (633 nm) o laser infrarrojo
(785 nm) para identificar los agentes o los marcadores de
la enfermedadconcreta. Esta aproximacidn presenta numerosas
ventajas respecto a las técnicas convencionales. La
intensidad de los espectros SERS/SERRS es muy alta, lo cual
permite tiempos de deteccidén muy cortos, del orden de
milisegundos. Por otra parte, aprovechando la presencia de
las nanoparticulas, se deberia obtener también la
fluorescencia aumentada por superficie del colorante de
deteccidén. Se han descrito mejoras en torno a 100 veces (en
comparacidn con la espectroscopia de fluorescencia l&ser
normal, de alrededor 20 veces la de los microscopios de
fluorescencia normal, dando lugar a un factor de mejora
final de cerca de 2000 veces), a la distancia déptica
optimizada entre la sonda (nanoparticula) y la molecula.
Esta Gltima permite una dramidtica disminucién en 1la
sensibilidad (la cantidad de agente/marcador de enfermedad

presente detectado) con limites de deteccidén por debajo de
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concentraciones picomolar o femtomolar (Fig. 4).

Ejemplo 6 - Cultivo celular y captura de nanoparticulas

Se ponen en contacto organismos celulares, tejidos u
érganos con las particulas codificadas funcionalizadas o
no. Los cultivos se incuban con nanoparticulas dispersas en
un medio de cultivo celular siempre a una concentracidn de
6 nM (en placas de cultivo celular de 3 cm) durante 2 horas

a 37°C en una atmésfera humidificada de 5%CO,;.

Ejemplo 7 - Uso de las particulas codificadas para la

codificacién y la trazabilidad de dinero, documentos y

consumibles

Las particulas codificadas previamente descritas se
dispersan en la concentracidén adecuada con polimeros
transparentes con las propiedades adecuadas para ser
adsorbidos en la superficie deseada. El proceso de
codificacién comprende impresidn, recubrimiento por
rotacidén, recubrimiento por inmersién de una pelicula sobre

una superficie deseada (figura 5 y 6).
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REIVINDICACIONES

1. Particula codificada que comprende:

a) al menos un nicleoc metalico;

b) un agente de marcaje unido a la superficie de
dicho nlGcleo metdlico, proporcionando un
nicleo metédlico marcado;

c) una capa externa de un material inerte que
encapsula a dicho nicleo metdlico marcado; y

d) al menos una biomolécula directamente o
indirectamente unida a dicha capa externa.

2. Particula codificada seglin la reivindicacién 1,
donde la forma del nicleo metdlico es esférica, o
elipsoidal, o cbnica, o cilindrica, o cibica, o cuboide, o
piramidal de base cuadrada, o piramidal de base triangular,
o prismatica triangular, o prismidtica octagonal.

3. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, donde el nlcleoc metdlico posee una
superficie dotada de al menos una punta.

4. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, donde al menos una biomolécula unida
a la capa externa se escoge del grupo aminodcidos,
proteinas, péptidos, carbohidratos, hormonas, lipidos.

5. Particula codificada segtGn cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, donde la al menos una biomolécula
directamente unida estd unida covalentemente a la capa
externa.

6. Particula codificada segtn la reivindicacidén 5,
donde la al menos una biomolécula estd unida a la capa
externa por un enlazador que comprende al menos un grupo

funcional escogido del grupo -OH, -SH, -SeH, -TeH, -COOH,
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una amina primaria, una amina secundaria, una amina
terciaria.

7. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, donde la al menos una biomolécula
estd indirectamente unida a la capa externa a través de una
capa de material inerte que contiene la particula marcada
codificada incrustada en su interior.

8. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, donde la al menos una biomolécula

unida a la capa externa comprenda una seflal dirigida.

9. Particula codificada segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, donde el material inerte es un 6xido
inorgédnico o un polimero orgénico.

10. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde la al menos una biomolécula
unida a la capa externa estd unida al material bioldgico.

11. Particula codificada segin la reivindicacién 12,
donde el material bioldgico se escoge de células inmunes,
membranas celulares, virus.

12. Particula codificada segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, comprendiendo al menos dos nfcleos

metdlicos.

13. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde el nlicleo metalico comprende
plata y/u oro o sus aleaciones.

14. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, donde el tamafio del nlGcleo metélico
estd en el intervalo 10 nm a 2000 nm.

15. Particula codificada segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, donde el agente de marcaje

comprende un grupo aromatico.
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Particula codificada segin cualquiera de las

donde el material inerte de la capa

titanoxano, polimeros

de polietilén-glicol, polimeros de polivinil-alcohol.

17. Método para preparar una particular codificada

por cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 que comprende:

i)

ii)

iii)

iv)

preparar un nicleo metédlico con una forma y
tamaflo definidos;

unir un agente de marcaje a dicho ntGcleo
metdlico proporcionando un nicleo metélico
marcado;

encapsular el mencionado nicleo metélico
marcado con una capa externa de material
inerte;

unir directamente o indirectamente al menos
dicha

una biomolécula en la superficie de

capa externa.

18. Método para preparar una microesfera codificada

que comprende al menos dos particulas codificadas segin

cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 16,

i)

ii)

iii)

iv)

gue comprende:
preparar al menos dos nlcleos metalicos con
forma y tamafio definidos;

unir un agente de marcaje a cada uno de los
al menos dos nlGcleos metélicos
proporcionando al menos dos nilcleos

metdlicos marcados;

incrustar cada uno de
dos nicleos metalicos
de material inerte;

unir los al menos dos
marcados encapsulados

sobre una microesfera

los dichos al menos

marcados en una capa

nacleos metéalicos
obtenidos en iii)

de silice;
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encapsular los al menos dos ndcleos
metdlicos marcados unidos a la microesfera
de silice con una capa externa de material

inerte;

vi) unir al menos una biomolécula en la

superficie de la capa externa creada en v).

19. Microesfera codificada obtenible por el método

seglin la reivindicacién 18.

20. Método para la deteccién de material bioldégico

que comprende

1)

2)

4)

los siguientes pasos:

inmovilizar una particular codificada como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1
a 16 o una microesfera codificada como se
define en la reivindicacién 19, sobre una
superficie;

localizar dicha particula codificada o dicha
microesfera codificada;

contactar la superficie sobre la que se ha
inmovilizado la particula codificada, o la
microesfera codificada, en un medio que
comprende un material bioldégico;

localizar la particular codificada, o
microesfera codificada, unida al material

bioldégico.

21. Método para la deteccidén de material biolégico

segin la reivindicacidén 20, donde la localizidén segin los

pasos 2) y/o 4) consiste en detectar la particular

codificada o la microesfera codificada mediante al menos una

técnica de deteccidén escogida del grupo: espectroscopia de

absorcidén y/o

espectroscopia de absorcidén-reflectancia

infrarroja aumentada en superficies y/o espectroscopia de

emisién de luz fluorescente y/o emisién de luz fosforescente

y/o dispersién Raman, y/o espectroscopia de dispersién Raman
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aumentada en superficies, y/o espectroscopia de dispersién
Raman de resonancia aumentada en superficies, y/o
espectroscopia de dispersidn Rayleigh.

22. Método para deteccidn seglin la reivindicacién 20
o 21, donde el método se lleva a cabo en una celda
microfluidica o una celda de citometria de flujo.

23. Uso de la particular codificada segln cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, para la deteccidn
espectroscdpica o microscdpica de la presencia de
microorganismos, preferentemente bacterias o virus.

24. Uso de la particula codificada segln cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, para la deteccidn
espectroscdpica o microscdpica de agentes patdgenos o
células inmunogénicas, o anticuerpos.

25. Uso de la particular codificada segln cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, para la deteccidn
espectroscdpica o microscédpica de hormonas, o lipidos, o
liposacéridos, o sacaridos.

26. Uso de la particular codificada segiin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, para la deteccidén
espectroscédpica o microscdpica de reacciones quimicas sobre
un locus gendmico determinado.

27. Uso de la microesfera codificada segln la
reivindicacidén 19, para la deteccidn espectroscdpica o
microscdpica de la presencia de microorganismos,
preferentemente bacterias o virus.

28. Uso de la microesfera codificada segtn la
reivindicacidén 19, para la deteccidn espectroscdpica o
microscépica de agentes patdgenos o células inmunogénicas o
anticuerpos.

29. Uso de la microesfera codificada segln la

reivindicacién 19, para la deteccidén espectroscédpica o
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microscdédpica de hormonas, o lipidos, o liposacéridos, o
sacéridos.

30. Uso de la microesfera codificada segln la
reivindicacidén 19, para la deteccidn espectroscédpica o
microscépica de reacciones quimicas sobre un locus gendmico

determinado.
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