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(57) Resumen: Método para detectar la presencia o ausencia de una sustancia biolégica o quimica en una muestra particular mezclada
con una suspension con particulas magnéticas funcionalizadas, que comprende: proporcionar una fuente de luz y un detector, propor-
cionar una fuerza magnética constante perpendicular a la direccidon de propagacion de la luz aplicando un gradiente de campo magné-
tico constante, y con un valor absoluto que es mayor de 0, 1 T y medir el cambio de la transparencia de la suspension de particulas
magnéticas frente al tiempo y compararlo con la variacion en el tiempo en ausencia de la sustancia biologica o quimica diana. El método
de la invencién permite monitorizar la transparencia independientemente de la longitud de onda emitida y las propiedades opticas de
las particulas.
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METODO OPTOMAGNETOFORETICO PARA LA DETECCION DE SUSTANCIAS
BIOLOGICAS Y QUIMICAS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a un método para la deteccion de
sustancias (organicas, inorganicas o biolégicas). En particular, la invencion usa una
técnica magnetoforética novedosa, en la que los materiales en una muestra se
mezclan con particulas magnéticas funcionalizadas, de manera que se monitoriza la
variacién de las propiedades épticas frente al tiempo y se compara con la variacién
en el tiempo en ausencia de la sustancia biolégica o quimica seleccionada como

diana.

Descripcion de la técnica relacionada

Los ultimos afnos han sido testigo de un aumento en el uso de métodos de
diagnéstico clinicos que implican procedimientos inmunoloégicos porque son
especificos y tienen alta sensibilidad. De los muchos métodos de ensayo
inmunoldgico heterogéneos y homogéneos disponibles, los ensayos homogéneos
basados en la aglutinaciéon de particulas de latex continuan usandose ampliamente
en biologia y medicina para la deteccion de pequefias cantidades de un anticuerpo
0 antigeno en una muestra de prueba fluida. Algunas ventajas de estos ensayos
son que los procedimientos son sencillos, aplicables ampliamente, no peligrosos y
los resultados de las pruebas se obtienen en un tiempo muy corto. La reaccion de
aglutinacion implica la agregacién in vitro de particulas portadoras microscopicas
(habitualmente de naturaleza polimérica, denominadas latex). Esta agregacion esta
mediada por la reaccién especifica entre dos moléculas, tales como anticuerpos y
antigenos, uno de los cuales se inmoviliza sobre la superficie de las particulas de
latex para potenciar la sensibilidad y ampliar el punto de equivalencia. Se introduce
un fluido que contiene el ligando de interés en una suspension de las particulas
portadoras sensibilizadas, y la aglutinacién se sefala como indicativa del ligando.
La reaccion de aglutinacién puede usarse de varios modos diferentes para detectar
el ligando de interés, y cada uno tiene sus propias limitaciones y aplicaciones.

Hay varias técnicas basadas en los fendmenos de dispersién de la luz para
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detectar la aglutinacion de particulas de latex: turbidimetria, nefelometria,
anisotropia angular y espectroscopia de correlacién de fotones. La turbidimetria
implica la medicién de la intensidad del haz incidente cuando pasa a través de la
muestra. El haz de luz puede pasar a través de una suspension o puede
absorberse, reflejarse o dispersarse por las particulas. Como consecuencia, la
intensidad de la luz disminuye a medida que se propaga a través de la suspensién.
Para las particulas no absorbentes, la disminucién en la intensidad de la luz debido
a la dispersién se expresa como turbidez. Esta técnica es rapida y facil de usar. De
hecho, la turbidimetria no requiere ningun equipo especial distinto de un
espectrofotdbmetro, que esta disponible generalmente en laboratorios clinicos.

Hay espectrofotometros completamente automaticos que no sélo miden la
luz transmitida automaticamente en un tiempo deseado, sino que también diluyen,
pipetean y transfieren a la cubeta los volumenes convenientes de tampones de
reactivos y muestras, incuban a una temperatura programada y realizan los calculos
necesarios usando las curvas de calibracién y algoritmos seleccionados. La
posibilidad de realizar pruebas de aglutinacién de latex en estos analizadores
automaticos permite el procesamiento de cientos de muestras en un tiempo corto
sin invertir en nueva instrumentacion o personal.

Sin embargo, para optimizar el cambio de turbidez, que se produce durante
la aglutinacion, es importante seleccionar el tamafio de particula apropiado. Por
ejemplo, el numero de puentes de antigeno-anticuerpo entre pares de particulas
durante la inmunoaglutinacién es de aproximadamente 2—-10. Con particulas mas
grandes, los esfuerzos cortantes a través de estos puentes pueden dar como
resultado la alteracion de los materiales aglutinados cuando se bombean a alta
velocidad en maquinas automaticas. Por tanto, las particulas de diametro mas
pequefo pueden producir ensayos mas robustos. Para que las particulas se
aglutinen, en primer lugar deben colisionar de modo que puedan formarse puentes
antigeno—anticuerpo. Para moléculas y particulas pequenas la difusion es lo
suficientemente rapida como para producir las colisiones iniciales necesarias para
la formacion del agregado. Si las particulas son grandes, la difusién es reducida (es
decir, la cinética de aglutinacién) porque el coeficiente de difusidén es inversamente
proporcional al tamano de particula. Son deseables particulas pequefias debido a la
necesidad de aumentar la frecuencia de colisién entre particulas o agregados para

potenciar la tasa de produccion de inmunoagregados.
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La deteccion turbidimétrica depende fuertemente del tamario de particula y
de la longitud de onda de Ila luz incidente. Es importante seleccionar
cuidadosamente las particulas (tamafo) adecuadas para una longitud de onda
adecuada, puesto que la turbidez alcanza un maximo con el tiempo. El maximo se
produce cuando el cambio de sefial supera los limites Opticos del sistema de
medicion. Se ha observado mediante espectroscopia de correlacidén de fotones que
los cambios en el tamano de los agregados continuan mas alla de la meseta
observada en ensayos turbidimétricos. El rendimiento éptimo puede ser una funcion
de la razon del diametro de particula con respecto a la longitud de onda incidente, y
el indice de refraccion de la particula. Por tanto, la seleccion del material de
particula, el tamano de particula y la longitud de onda de deteccién de la reaccion
de aglutinacién son todos ellos factores importantes en la optimizacién de la
sensibilidad del ensayo. Para particulas que son pequeias en comparacion con la
longitud de onda de luz, la dispersién aumenta con la cuarta potencia inversa de la
longitud de onda. Longitudes de onda mas cortas, tales como 340 nm, dan
diferencias de sefal mas grandes durante la aglutinacién que longitudes de onda
mas largas, tales como 450 nm. Por otra parte, cuanto mayor es el indice de
refraccion de las particulas a la longitud de onda de eleccidén, mayor es la sefial de
dispersioén de la luz.

En general, el indice de refraccion de un material es mayor a longitudes de
onda mas cortas. Se han propuesto particulas con un nucleo de polivinilnaftaleno
para potenciar la sensibilidad de los ensayos de inmunoaglutinacién de latex. Galvin
et al. reivindicaron que para los limites de deteccién mas bajos, las particulas deben
estar en el intervalo de tamario de 40-70 nm, con un alto indice de refraccion pero
baja absorbancia a la longitud de onda de luz usada.

Este equilibrio entre el tamario y el indice de refraccién de las particulas
(material), y la longitud de onda de la luz incidente puede ser decisivo para la
sensibilidad de la prueba. Como consecuencia, pueden ser necesarios detectores
mas avanzados (por ejemplo, detectores de multiples longitudes de onda de alta
resolucién) para concluir la prueba. Desgraciadamente, estos detectores son mas
caros y por tanto mas dificiles de implementar, especialmente en paises en vias de
desarrollo. Ademas, la seleccidn de las particulas mas adecuadas para cada
prueba puede requerir un alto nivel de conocimiento éptico y un acceso facil a una

gran seleccion de particulas.
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Se ha realizado un progreso sustancial en el desarrollo de tecnologias en el
campo de las microesferas magnéticas y las nanoesferas magnéticas. Estas
nanoesferas y microesferas magnéticas que contienen nucleos
superparamagnéticos en una matriz no magnética (a continuacién en el presente
documento, particulas magnéticas) se usan en numerosas aplicaciones biologicas.
Se usan, por ejemplo, como portadores, que pueden dirigirse a un sitio particular
usando un campo magnético externo.

Las particulas magnéticas mencionadas anteriormente se disefan para
crear particulas magnéticas con gran respuesta superparamagnética. De hecho,
estas particulas magnéticas normalmente se obtienen incluyendo nanocristales
superparamagnéticos en una matriz no magnética tal como poliestireno y silice
nanoporosa. Las particulas magnéticas resultantes conservan la respuesta
superparamagnética de sus nanocristales superparamagnéticos constituyentes y
muestran una magnetizacion mayor cuando se aplica un campo magnético externo.
Ademas, no se observa ni coercitividad ni remanencia a la temperatura de trabajo.
Sin embargo, ademas del comportamiento superparamagnético intrinseco de los
nanocristales constituyentes, deben considerarse las interacciones entre los
nanocristales dentro de la matriz de esqueleto debido a proximidad y efectos de
superficie debido al recubrimiento; estos pueden conducir a cambios en la
respuesta magnética global de la particula coloidal.

La separacién biomagnética (usando las particulas magnéticas descritas
anteriormente) tiene numerosas aplicaciones en las ciencias biolégicas. Desde la
separacion celular hasta el diagndstico molecular, esta tecnologia puede usarse
con volumenes que oscilan entre algunos nanolitros (laboratorio en un chip) y
decenas de litros (producciéon de reactivos de IVD). Uno de los problemas de
trabajar con tubos pequenos y separados magnéticos clasicos (o imanes sencillos)
es la falta de definicion de la fuerza magnética. Cuando el campo magnético y su
gradiente cambian con la distancia, la fuerza de la particula magnética en la
suspensidon no es constante y las variaciones en el comportamiento de la
suspension son dificiles de controlar.

El documento EP0339623 da a conocer un método de inmunoensayo
magnético por laser y un sistema basado en reacciones antigeno-anticuerpo. Para
este método, son necesarias nanoperlas y se usan electroimanes para generar la

fuerza magnética. El uso de nanoparticulas magnéticas (D<<100 nm) implica que
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su momento magnético es muy pequeno, por tanto cada particula se mueve in
interaccionar magnéticamente con sus vecinas. La velocidad de separacién es
entonces v=(D%18n)*uo*M(H)*V(H)*p, donde D es el didametro de particula, n la
viscosidad del tampon y p la densidad de la particula. Este comportamiento
magnetoforético individual implica una velocidad de separacion lenta y una fuerte
dependencia de las caracteristicas de nanoperlas individuales. Esto implica una
gran variabilidad debido a la dispersion inherente del tamafo de un conjunto de
particulas magnéticas reales. Ademas, la velocidad también seria dependiente del
perfil de campo magnético. El uso de electroimanes, con piezas polares
ferromagnéticas blandas, hace muy dificil generar variaciones de campo magnético
bien controladas, por tanto el intervalo que puede lograrse de gradientes de campo
magnético es limitado, y de ese modo la fuerza magnética que puede lograrse.
Dado que la permeabilidad de las piezas polares también dependeria fuertemente
del valor local del campo (incluyendo la histéresis inherente de los materiales
ferromagnéticos), la trayectoria de flujo magnético cambiaria suavemente de un
punto a otro. El valor local del campo magnético en las piezas polares (y como
consecuencia en el entrehierro) también variara con la fuerza magnetomotriz
aplicada (Amperio-vuelta) y sus valores anteriores. El valor de la fuerza magnética
sobre una nanoperla magnética individual dependeria del valor de la intensidad
aplicada en el electroiman, pero seria diferente si la corriente estd aumentando o
disminuyendo, y si las piezas polares se han saturado o no (es decir, la corriente
eléctrica aplicada ha alcanzado un valor suficientemente alto como para alcanzar la
magnetizacién maxima del material de las piezas polares). Todos estos efectos
implican que para un conjunto dado de perlas individuales, su gran variacion en el
tiempo necesario para alcanzar la posicion final (o0 cualquier punto especifico), e
incluso para tener exactamente la misma distribucién de caracteristicas fisicas
(tamano, densidad, propiedades magnéticas), la reproducibilidad requeriria un
control preciso de la corriente eléctrica y un control minucioso sobre como se aplica
al electroiman.

Todas estas variaciones enmascararian, parcial o totalmente, los cambios
magnetoforéticos inducidos en las perlas debido a la diana inmunocapturada.

Ademas, el uso de un laser hace que el sistema oéptico sea costoso y
complejo, ya que la necesidad de enfocar el laser a un solo punto y medir la luz

posterior dispersada requiere un entorno Optico bien controlado. Ademas, los
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voluminosos electroimanes usados para generar la fuerza magnética necesaria

requieren un alto consumo de energia que genera calor que es dificil de manejar.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un método para detectar la presencia o
ausencia de una sustancia biolégica o quimica basado en una técnica de opto-
magnetoforesis, en el que los materiales se hacen reaccionar con particulas
magnéticas funcionalizadas en el intervalo de 10-1000 nm en presencia de un
gradiente de campo magnético uniforme. EI método no depende del indice de
refraccion de la matriz no magnética de las particulas magnéticas, como en las
técnicas turbidimétricas conocidas, y el dispositivo no necesita un laser ni
electroimanes, resolviendo por tanto la invencién los problemas comentados
anteriormente. El método comprende las etapas de proporcionar una fuente de luz 'y
un detector, proporcionar una fuerza magnética perpendicular a la direcciéon de
propagaciéon de la luz con un gradiente de campo magnético constante, con un
valor absoluto que es mayor de 0,1 T, y medir el cambio de la transparencia de la
suspension de particulas magnéticas frente al tiempo. Los sistemas para poner la
invencién en practica comprenden una fuente de luz y un detector, un generador de
fuerza magnética compuesto por imanes permanentes para generar una fuerza
magnética perpendicular a la direccién de propagacion de la luz, con un gradiente
de campo magnético constante y con un valor absoluto que es mayor de 0,1 Ty
medios de procesamiento para medir el cambio de la transparencia de la
suspension de particulas magnéticas frente al tiempo. En una realizacion, el
generador de fuerza magnética esta formado por al menos cuatro imanes
permanentes que siguen la progresion de Hallbach para un cuadrupolo en un
soporte cilindrico. En ofra realizacién, el generador de fuerza magnética esta
formado por dos imanes permanentes con polaridades opuestas y la light y el

detector es un espectrofotometro.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para completar la descripcién y proporcionar la mejor comprensiéon de la
invencién, se proporciona un conjunto de dibujos. Dichos dibujos ilustran una
realizacién preferida de la invencién, que no debe interpretarse como restrictiva del

alcance de la invencion, sino s6lo como un ejemplo de cdmo puede llevarse a cabo
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la invencion.

Las figuras 1a-1d muestran el principio de trabajo de un sistema segun la
invencion.

La figura 2a es una vista desde arriba del generador de fuerza magnética
usado en la invencién.

La figura 2b es una representacion del area de trabajo descrita en la figura
anterior.

La figura 3a muestra una vista desde arriba de la invenciéon cuando se
incorporan cuatro recipientes.

La figura 3b muestra una vista desde arriba de la realizacién anterior cuando
ha terminado el procedimiento de separacion.

La figura 3c muestra dos vistas laterales de la realizacion anterior.

La figura 4a muestra una segunda realizacién de la invencién con una
configuracién lineal en lugar de una circular.

La figura 4b es una vista desde arriba de la realizacion anterior.

La figura 4¢ es una representacién del area de trabajo descrita en la figura
anterior.

La figura 5 muestra los datos de la transparencia frente al tiempo durante la
separacion magnética para una suspensién que contiene perlas magnéticas
funcionalizadas con anticuerpos anti-proteina C reactiva (CRP).

La figura 6 muestra los datos de transparencia frente al tiempo durante la
separacion magnética de particulas magnéticas usando el dispositivo descrito en

las figuras 4a-4b.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

En la presente invencion, se hacen reaccionar materiales en una muestra
con particulas magnéticas (disponibles comercialmente) que estan funcionalizadas
para unirse especificamente al material biolégico en disolucion seleccionado como
diana para producir un agregado coloidal magnético. Las particulas magnéticas
pueden recubrirse con antigenos proteicos y hacerse reaccionar con el anticuerpo
correspondiente, o con oligonucledtidos complementarios 0 no complementarios
para la deteccién de enfermedades genéticas y patdgenas. Otras agregaciones se
basan en la interaccién electroestatica entre las particulas magnéticas y los

materiales bioldgicos, 0 mediante la absorciéon del material sobre la superficie de las
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particulas magnéticas. En el caso de microorganismos, las particulas magnéticas
se absorben sobre la superficie del microorganismo. El agregado se dirige por las
fuerzas magnéticas hacia las paredes del recipiente transparente que contiene la
suspension induciendo una mayor transparencia en la suspensién. La transparencia
progresiva de la suspensidn se monitoriza en tiempo real. La velocidad de
separacion en la presente invencién depende de la magnetizacion y el tamario de
las particulas. Estos parametros pueden ajustarse ajustando el tamano y el
contenido magnético de las particulas. Las particulas mas adecuadas para su uso
con la invencién son particulas de 200-300 nm de diametro con un contenido
magnético del 20-60%.

Cuando las particulas magnéticas se funcionalizan y se mezclan con el
analito, se forman agregados coloidales que contienen las particulas magnéticas y
el analito. Estos agregados, cuando se llevan bajo un gradiente de campo
magnético uniforme, se mueven a una velocidad mayor que las particulas
magnéticas monodispersas iniciales (coloides sin analito). Tal como describe
Andreu et al (J. S. Andreu et a/, PHYSICAL REVIEW E 84, 021402 (2011)), el
movimiento de las particulas magnéticas es un fenémeno cooperativo en el que la
particula individual tiene un momento magnético suficiente como para tener una
interaccion magnética dipolo-dipolo con sus vecinas, suficientemente fuerte como
para superar la agitacion térmica. Si esto ocurre, las particulas magnéticas forman
cadenas que se mueven mucho mas rapido que las particulas magnéticas aisladas.
El numero promedio de particulas que forman una cadena puede estimarse a partir
de la formula N=v(dg*e®"), donde ®o es la concentracién de particulas y T es la
razén entre la energia magnética y térmica I'=(uomrD*M,2)/(72kgT), donde D es el
diametro de particula y Ms es la magnetizacion de saturacién. Cuando N>1, las
particulas magnéticas interaccionan y se mueven mucho mas rapido que cuando
N<<1 y cada particula se mueve aislada. Por tanto, seleccionando el diametro y la
magnetizacion de saturacion correctos para la particula magnética seleccionada, es
posible tenerla moviéndose como una particula aislada (lenta) cuando no esta
aglutinada, pero moviéndose cooperativamente (rapida) cuando esta aglutinada.
Las particulas unidas a través de reaccion con el analito actuan como particulas
que tienen un didmetro mas grande. Debe indicarse que el aumento en el diametro
tiene un mayor efecto sobre el valor de I" (aun cuando la Ms efectiva seria menor

para el material aglutinado) y su efecto sobre N es exponencial.
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Este comportamiento induce una diferencia importante en el tiempo de
separacion magnética de los agregados formados y las particulas magnéticas
monodispersas. Esta diferencia en el tiempo de separacion magnética se monitoriza
opticamente midiendo la transparencia de la suspensién en tiempo real. En el caso
de la formacién del agregado, la suspensiéon alcanza mayores grados de
transparencia en tiempos mas cortos en comparacion con la suspension de las
particulas magnéticas monodispersas. Esta monitorizacion éptica (transparencia de
la suspensidén) puede realizarse en luz blanca (combinacion de diferentes
longitudes de onda en el espectro electromagnético), o a longitudes de onda
especificas tales como el espectro de UV-visible (350 nm, 580 nm). La
monitorizacién optica a una longitud de onda especifica tiene una ventaja adicional
sobre la monitorizacion éptica usando luz blanca, ya que permite la deteccidn de
agregados a concentraciones de tan solo el 0,001%. Ademas, a medida que los
agregados se concentran en las paredes del recipiente transparente, en la regiéon
donde el campo magnético es maximo, este comportamiento permite su recogida
para el analisis posterior.

En la técnica de turbidimetria clasica, dado que los agregados permanecen
en la suspensién aumentando su turbidez (menor transmitancia), deben elegirse
cuidadosamente las caracteristicas de las particulas y la longitud de onda de la luz
incidente para evitar superar los limites O6pticos del sistema de medicion. En
comparacion, en la presente invencién, no es necesario seleccionar las particulas
para una longitud de onda adecuada. Dado que los agregados son magnéticos y se
eliminan por la fuerza magnética de la suspensidén, los resultados de los
experimentos no dependen de la interaccion de la luz incidente con el agregado.
Ademas, pueden usarse muchos tipos de particulas magnéticas (materiales
compuestos de nanoparticulas de 6xido de hierro incluidas en matrices no
magnéticas).

Las figuras 1a y 1b muestran una vista lateral y desde arriba del
procedimiento de magnetoforesis segun la invencién. La luz se propaga en una
direccidn perpendicular a la fuerza magnética (Fmag) a través de la suspensién hasta
alcanzar el detector éptico colocado en el otro lado del recipiente transparente. En
1¢, los agregados dispersos homogéneamente comienzan a moverse hacia la
pared del recipiente debido a la fuerza magnética (Fmag). Al final del procedimiento

en 1d, todas las particulas magnéticas estan cerca de la pared del recipiente y la
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suspension se vuelve transparente a la luz incidente. La luz transmitida se detecta
mediante un detector éptico que indica el final del procedimiento de separacion.

Para evaluar la dependencia del tiempo de la transparencia de muestras con
y sin agregados, se genera una fuerza magnética constante en la totalidad del
volumen de muestra. Para obtener una fuerza magnética constante es necesario
cumplir dos condiciones: un gradiente de campo magnético constante, y la
saturacion del momento magnético de las particulas magnéticas. La fuerza
magnética debe ser perpendicular a la direccién de propagacion de la luz.

La fuerza magnética que actua sobre las particulas magnéticas es el
gradiente del producto del momento magnético por el campo magnético aplicado. Si
el momento magnético de las particulas es constante, la fuerza es constante
cuando el gradiente de campo magnético también es constante. Al mismo tiempo,
el momento magnético de las particulas depende del campo magnético aplicado.
Cuando el campo aplicado es pequerio, el momento magnético es proporcional a
este ultimo. El momento magnético resultante es entonces el producto del volumen
(o la masa) de la particula por el valor de la magnetizacién de las nanoparticulas
magnéticas incluidas en la matriz no magnética (particulas magnéticas). La
magnetizacién es el producto de la susceptibilidad magnética (una constante que es
intrinseca al material) multiplicada por el campo aplicado. Cuando el campo
magnético alcanza un valor particular, la magnetizacion permanece casi constante,
es decir se satura, y el momento magnético de cada particula es constante. El valor
del campo magnético aplicado donde el momento magnético cambia su respuesta
desde lineal hasta saturado se conoce como campo de saturacion (Bs).

El generador de fuerza magnética segun la invencidon es una fuente de
campo magnético que genera un campo magnético con un gradiente constante y un
valor absoluto mayor que el campo de saturacion en la regién donde se colocan las
muestras para medir los cambios de transparencia. Para fines practicos, es
suficiente un campo de 0,1 T para garantizar la saturacién de cualquier particula
comercial adecuada para su uso con la invencién. La velocidad de las particulas
magnéticas colocadas en el portamuestras es el resultado de la competencia entre
la fuerza magnética y la fuerza de arrastre generada por la viscosidad de la
suspension de tampoén. La velocidad resultante del equilibrio de estas fuerzas es
proporcional al cuadrado del diametro de la perla magnética, el gradiente del campo

magnético aplicado, la magnetizacion y la densidad de la particula, y es
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inversamente proporcionar a la viscosidad del tampén. Para perlas mas grandes
(manteniendo constantes las ofras caracteristicas), la velocidad de separacion es
por tanto mas rapida debido al diametro mas grande. Los agregados actuan como
particulas mas grandes y se mueven por tanto mas rapido que las particulas
individuales.

Para el intervalo adecuado de diametro perlas magnéticas y carga
magnética seleccionada para esta aplicacién (es decir, perlas que se mueven como
particulas aisladas cuando no se unen por la captura de la diana, pero tienen un
movimiento magnetoforético cooperativo cuando se agregan por la captura de la
sustancia diana), son necesarios gradientes de campo magnético de entre 1 T/m y
100 T/m a lo largo de grandes volumenes si la separacién va a realizarse en pocos
minutos y no en varias horas. Estos gradientes (en entrehierros relativamente
grandes) son muy dificiles de obtener con electroimanes debido a las limitaciones
inherentes al uso de piezas polares ferromagnéticas blandas. Sin embargo, usando
imanes permanentes anisotropicos magnetocristalinos actuales, como materiales
basados en tierras raras, es posible anadir el efecto de las fuentes de campo
magnético con diferentes direcciones sin afectar a la direccién de magnetizacion de
los imanes vecinos, generando asi altas variaciones de campo magnético espacial,
incluyendo gradientes constantes lineales mayores que los que pueden obtenerse
con electroimanes mas grandes y mas voluminosos y sin necesidad de usar fuentes
de alimentacién. Obsérvese que para perlas magnéticas muy pequefias como las
usadas para la separacion celular activada por magnetismo o la patente
EP0339623, estos gradientes de campo magnético pueden no ser suficientemente
altos como para realizar la separacién suficientemente rapida para las aplicaciones
practicas.

Cuando la fuerza magnética generada es homogénea en la posicion de la
muestra (es decir, el gradiente magnético es constante y el campo magnético es
mayor que el campo de saturacién), todas las perlas se mueven a la misma
velocidad. Por tanto, una vez que las perlas mas rapidas comienzan a moverse, su
movimiento marca el limite entre el tampén transparente y la regiéon opaca. Dado
que todas las perlas se mueven a la misma velocidad, la densidad optica en la
region delante del limite es constante. En estas condiciones, los cambios en la
transparencia como funcion del tiempo son faciles de parametrizar. Esto conduce a

un modo mas facil de correlacionar la presencia/ausencia de los agregados y por
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consiguiente, la presencia del analito de interés.

Los medios 6pticos pueden ser tan sencillos como un LED que genera la luz
y un detector tal como un fotodiodo o una resistencia dependiente de la luz que
mide la cantidad de luz transmitida a través de la muestra. Esta disposicién sencilla
permite colocar una muestra con su propia fuente de luz y un detector para medir
un solo analito, o varias muestras (cada una con fuente de luz y detector) dentro de
una cavidad cilindrica, lo que permite que un ensayo de multiples analitos o un
numero medio de analitos pueda medir simultdneamente multiples analitos en una
sola serie del ensayo. Esto se distingue de los procedimientos que miden un analito
alavez.

En una primera realizacion, el dispositivo tiene una configuracién cilindrica.
En este caso, el campo magnético requerido es cuadrupolar. De este modo, el
gradiente de campo magnético radial es constante, con intensidad cero en el eje del
cilindro. Esto también tiene la ventaja de que el perfil de campo magnético obtenido
sea lo suficientemente grande como para colocar varias muestras, donde cada
muestra tiene su fuente de luz y sensor éptico. Para este fin, se colocan varios
imanes en un soporte de tipo anillo que sigue la progresién de Hallbach para un
cuadrupolo: la direccién de magnetizaciéon de cada iman debe ser 3 veces el angulo
con respecto a la posicion angular de su centro en los sistemas de coordenadas
cilindricas definidos por la cavidad, tal como se describe en la figura 2a.

En una realizacién preferida, para una fabricacidn mas sencilla y mas facil,
se usan imanes de seccién cuadrada. Se colocan N imanes idénticos, siendo N
mayor de 4, magnetizados a lo largo de uno de sus lados, a la misma distancia
radial, R, desde el centro del eje del cilindro y se distribuyen a intervalos angulares
regulares, 6, donde 8=21/N. La posiciéon angular del iman permanente podria ser
entonces nB, para n=1,...,N, y la direccidn de magnetizacién para cada iman se
define por y(n)=3n0. (Figura 2a). Si es necesario un gradiente de campo magnético
mayor, pueden afadirse varios anillos concéntricos. Con esta configuracion, es facil
obtener gradientes en el intervalo de entre 1 y 100 T/m. Las muestras se colocan a
distancias radiales donde el campo magnético es mayor que el campo de
saturacion de la nanoparticula magnética (Bs). Cuando las muestras se colocan a
una distancia r>rs (rs=Bs/V|B|), donde V|B| es el valor de la componente radial del
gradiente de campo magnético constante generado por el conjunto de iman

permanente (figura 2b).
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Un generador cilindrico de fuerza magnética segun una realizacion de la
invencién usa 12 imanes permanentes de NdFeB de 40 mm de altura y una seccion
cuadrada de 20x20 mm magnetizados a lo largo de sus lados. Los imanes pueden
colocarse con sus centros a lo largo de una circunferencia de 56 mm, con una
distancia angular de 30° entre ellos. Tal como se describe, la magnetizacion debe
rotar 90° (30°x3) entre imanes sucesivos. Este generador de fuerza magnética
generaria un gradiente magnético de 8 T/m en el plano central del cilindro definido
por los imanes.

Para un gradiente de campo magnético radialmente constante de 8 T/m en
una cavidad cilindrica de 8 cm de diametro, el recipiente transparente que contiene
los agregados puede colocarse a una distancia mayor de 1,25 cm de radio
(0,1/8=0,0125 m) desde el eje cilindrico de la cavidad. Cuando las nanoparticulas
se mueven en la direccion radial, el sistema optico se alinea perpendicular a ella, es
decir tangencial a la circunferencia definida por el centro del portamuestras (figuras
3 a-c).

Las figuras 3a y 3b muestran esquemas en vista desde arriba del dispositivo
magnetooptico. Se introducen en el dispositivo cuatro cubetas que contienen las
muestras. Cada muestra se ilumina desde un lado, mientras que el detector 6ptico
se coloca en el lado opuesto del recipiente transparente (muestra). La fuerza
magnética es perpendicular a la direccion de la propagacion de la luz. La figura 3a
representa el estado inicial (t=0) de las muestras cuando se introducen en el
sistema. Las muestras son opacas a la luz incidente, y entonces no se transmite luz
al sensor optico. Al final del procedimiento de separacion (t=ff), todas las particulas
magnéticas quedan atrapadas en una pared del recipiente transparente (figura 3b),
entonces la suspensidén se vuelve transparente a la luz incidente, lo que indica el
final del procedimiento. La figura 3c, la etapa 1 y la etapa 2, muestran vistas
laterales de las figuras 3a y 3b, respectivamente.

Al final del procedimiento de separacién, se obtiene una curva sigmoidea
que muestra el comportamiento de transparencia de la suspension frente al tiempo
t. La diferencia en la velocidad de separacibn magnética debido a Ila
presencia/ausencia de agregados se determina midiendo el tiempo necesario para
alcanzar un determinado nivel de transparencia, por ejemplo el 50% entre la
transparencia minima y la maxima. El tiempo de referencia se obtiene usando una

suspension de perlas magnéticas sin el analito. Cuando es necesario someter a
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prueba una nueva muestra para determinar la presencia del analito, se afade la
misma cantidad de perlas magnéticas, para mantener constante la concentracion.
La muestra se incuba y se introduce en el generador de fuerza magnética. Se
monitoriza el cambio en la transparencia y el tiempo necesario para lograr el nivel
definido de transparencia determinada. Este tiempo puede ser igual al tiempo de
referencia: esto indicaria la ausencia de agregados que no se formarian si el analito
no esta presente en la muestra de prueba. El segundo resultado posible es que el
tiempo necesario para alcanzar el nivel definido de transparencia es mas corto que
el tiempo de referencia. Este segundo resultado indica la presencia de agregados
(que se mueven mas rapido durante el procedimiento de separacion), formados
porque el analito esta presente en la muestra sometida a prueba.

Para mejorar la sensibilidad, los datos experimentales pueden ajustarse a la
curva sigmoidea usando el método de minimos cuadrados (u otro algoritmo similar).
Los datos pueden normalizarse entonces entre la transparencia maxima y la
minima. Los parametros de ajuste permiten obtener una curva analitica y
determinar con mas precision el valor del tiempo. Por ejemplo, los puntos
experimentales (transparencia frente a tiempo) pueden ajustarse mediante la
expresion V() = Vo+(VVo)/(1+(t/ts0)P) usando el método de minimos cuadrados. Los
parametros de ajuste serian Vo, la salida del sensor optico al comienzo del
procedimiento (valor menor de la transparencia); Vs, la salida del sensor éptico a
t=infinito (transparencia maxima); tso, el tiempo cuando la salida del sensor es
exactamente el promedio de Vo y Vi, y p, un exponente proporcional a la pendiente
de la curva en tsp. La curva de transparencia frente al tiempo puede normalizarse
(Vo=0%, V=100%), Va=100%/(1+(t/ts0)P). Si el nivel seleccionado de transparencia
es del 50%, este ajuste proporcionaria directamente el valor del tiempo (tso).

Para experimentos donde la determinacién del tiempo de separacion se
realiza a longitudes de onda especificas, se propone un generador de fuerza
magnética rectangular, de manera que puede incorporarse en un
espectrofotdbmetro. Se proporcionan dos conjuntos de imanes permanentes que
comprenden dos imanes cada uno, lo que genera una fuerza magnética
homogénea. Los imanes tienen diferente grosor incorporado en dos superficies
paralelas y con polaridades opuestas (figura 4a-4b). La fuente de luz para esta
realizacion es una fuente de luz de espectrofotometro (habitualmente luz UV-

visible). La luz se transmite como antes en una direccion perpendicular a la
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direccién de la fuerza magnética. El conjunto genera un gradiente constante en el
volumen de muestra (obsérvese que el volumen requerido es relativamente
pequeno) (figura 4a), del mismo modo que en la realizacién anterior. Mediante el
uso de imanes con grosores diferentes y mediante la colocacion de la muestra mas
cerca del iman mas grueso, se genera un gradiente de campo magnético constante
y un campo magnético mayor que el campo de saturacién de la muestra, tal como
se muestra en la figura 4c. Esta configuracion rectangular presenta las mismas
propiedades que la configuracidn cilindrica (descrita en la figura 2a en lo que se
refiere a la generacién de una fuerza magnética homogénea en el volumen de la
muestra tal como se muestra en las figuras 4a-ab). El disefio de este dispositivo
rectangular permite la insercion de la muestra en el area de trabajo donde el campo
magnético B, es mayor que el campo de saturacidn magnético Bs (tal como se
muestra en la figura 4c¢). El uso de una culata de hierro (o cualquier otro material
ferromagnético blando) permite la maximizacién de la fuerza del gradiente de
campo magnético sin aumentar el tamano del dispositivo, lo que facilita la
integracion dentro de los espectrofotdmetros comerciales (tal como se muestra en
las figuras 4a-4b).

En una realizacidon particular, se colocan 2 imanes de NdFeB de 20x20x40
mm sobre una placa de hierro de 5 mm de grosor. Ambos imanes se magnetizan a
lo largo de uno de los lados mas cortos. Los imanes se colocan de manera que sus
lados mas largos son paralelos, separados por 1 mm, alineados en su parte
superior, y con la direccion de magnetizacion sefialando hacia fuera de la placa de
hierro. Un segundo conjunto de imanes de NdFeB, con dimensiones de 10x10x40
mm, se colocan sobre una segunda placa de hierro de 5 mm de grosor. Los 4
imanes se magnetizan a lo largo de una de las direcciones de 10 mm, y se colocan
paralelos a lo largo del lado de 40 mm (separados 1 mm) y alineados en la parte
superior. La direccidbn de magnetizacion sefiala la placa de hierro. Las caras
internas de las dos placas de hierro (las que tienen los imanes unidos) deben
colocarse paralelas y con el centro de los imanes alineados. Con esta
configuracién, el gradiente de campo magnético es constante en el area central,
con un valor de 7 T/m. El valor del campo magnético es cero a 20 mm de la
superficie de los imanes de 10x10x40, que estd a 15 mm del plano equidistante a
las caras internas de las placas de hierro. Como consecuencia, el campo en el

centro (donde se coloca la muestra para la monitorizacion éptica) es de 0,113
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Tesla, suficientemente alto como para saturar las perlas magnéticas.

La ventaja de este disefio rectangular con respecto a la realizacién anterior
es la posibilidad de su facil incorporacién en cualquier espectrofotobmetro comercial,
y luego la seleccién de longitudes de onda especificas para medir la variacién de
transmitancia de la suspension en funcidon del tiempo mientras que las
nanoparticulas magnéticas estan moviéndose hacia la posicidn de retencion.
Usando esta combinacion de conjunto de iman permanente y &ptica de
espectrofotdmetro, es posible distinguir muestras con/sin agregados incluso con
una concentracion de nanoparticulas magnéticas por debajo de 0,001% (p/v)
comparando sélo la dependencia del tiempo de la transmitancia.

En una realizacidon preferida, para una prueba de inmunoensayo, las
particulas magnéticas se funcionalizan con un anticuerpo o antigeno, luego se
mezclan con la muestra que va a analizarse (que contiene el analito). Tras la
incubacién, un tiempo de separacion mas corto indica la aglutinacién de las
particulas magnéticas, que puede ser directa o indirectamente proporcional al
contenido en analito presente en la muestra, dependiendo de si el formato es de
tipo inmunosandwich o competitivo, respectivamente. El sistema también podria
funcionar sin el uso de anticuerpo o antigeno como captura de molécula, sino con el
uso de aptameros (basados en nucleétidos o en péptidos), con pares bioldgicos
usados ampliamente (tales como estreptavidina y biotina...), con moléculas que
presentan una capacidad natural para unirse a otra molécula, y con cualquier otra
alternativa donde hay una union especifica o0 no especifica entre particulas
funcionalizadas o no funcionalizadas con el analito presente en la muestra. El
método incluye la aplicacién a microorganismos y bacterias mediante el mezclado
de particulas magnéticas funcionalizadas que reconocen el microorganismo en la
muestra que va a analizarse. Las particulas magnéticas pueden funcionalizarse con
anticuerpos (o cualquier molécula que pueda reconocer y unirse especificamente a
determinadas moléculas expuestas en el microorganismo de interés). Entonces, se
forman agregados de microorganismos-particulas magnéticas y se monitorizan por
el sistema magnetodptico. Ademas, pueden recogerse los agregados de
microorganismos separados para su incubacion y analisis posteriores.

En ofra realizacién preferida, para la prueba de hibridacion de
oligonucledtidos, se funcionalizan dos poblaciones de particulas magnéticas cada

una con oligonucledtidos complementarios 0 no complementarios y se mezclan con
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la muestra que va a analizarse, que podria contener un oligonucleétido
complementario con uno o0 ambos recubiertos sobre las particulas magnéticas. Esta
muestra podria ser el producto de una amplificacién de nucleétidos (ADN) por PCR,
el resultado de la extraccion de ADN o ARN de una célula o microorganismo
particular, o cualquier otra fuente de ADN o ARN. Tras la incubaciéon de la mezcla,
si el tiempo de separacidon es mas corto que el tiempo de separacién de las
particulas magnéticas, esto indica la formacién de aglomerados, y luego la
hibridacién de los oligonucleétidos de ambas particulas, lo que indica que la
muestra no contiene el oligonucleétido complementario. Alternativamente, la
agregacién de las particulas podria deberse a la hibridacion o formacién de puentes
entre el ADN/ARN presente en la muestra y los oligonucledtidos conjugados con las

particulas.

Ejemplos

La figura 5 muestra los datos de la transparencia frente al tiempo durante la
separacion magnética para dos suspensiones con una concentracion del 0,1% p/v.
Las particulas tienen 230 nm de diametro y el 60% de contenido en magnetita, y el
procedimiento de separacién se realizé usando un generador de fuerza magnética
cilindrico con un gradiente radial de 14 T/m. La transparencia se mide iluminando la
muestra con LED blancos y colocando una LDR en el lado opuesto. La muestra, los
LED y el detector estan alineados y son perpendiculares al radio del cilindro
definido por el generador de fuerza magnética. Los simbolos rellenos son los datos
de transparencia frente al tiempo obtenidos para una perla magnética
funcionalizada con una suspensidén de anticuerpos anti-proteina C reactiva (CRP)
incubada con una muestra sin CRP. La curva de simbolos rellenos corresponde a la
suspension incubada con una muestra sin CRP. La curva de simbolos no rellenos
corresponde a la suspensién incubada con una muestra con CRP. Al inicio del
procedimiento de separaciéon (t=0), ambas suspensiones son opacas y no se
transmite luz al detector 6ptico. Tras 10-20 s aproximadamente, las suspensiones
se vuelven parcialmente transparentes y la luz incidente se transmite parcialmente
al detector y tras 60 segundos ambas suspensiones son casi completamente
transparentes. Los datos experimentales se han ajustado, usando el método de
minimos cuadrados para la expresion, V(t)=Vo+(V+Vo)/(1+(t/ts0)?), donde Vo y Vs son

la transparencia minima y maxima.
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El valor de tso para la muestra sin la presencia de CRP (simbolo relleno) es
de 14,5 segundos. La curva de simbolos no rellenos tiene un tso de 8,7 segundos,
mas corto que el valor de referencia de 14,5 segundos, indicando por tanto la
presencia de agregados de perlas magnéticas debido a la presencia de CRP en la
muestra. EI método puede aplicarse para la deteccion de proteinas, moléculas
pequenas, microorganismos y ADN entre otros.

La figura 6 muestra los datos de transparencia frente al tiempo durante la
separacion magnética de particulas magnéticas (240 nm de diametro y el 40% de
contenido en ferrita), usando el dispositivo descrito en las figuras 4a-4b. El
dispositivo descrito genera un gradiente de campo magnético de 7 T/m. Se
prepararon dos suspensiones de particulas magnéticas (el 0,001% p/v) y se realizd
el procedimiento de separacién magnética en un espectrofotometro comercial a 350
nm de longitud de onda. En una de las suspensiones no esta presente la secuencia
de ADN de interés (simbolos rellenos). Para la segunda (simbolos no rellenos), esta
presente la secuencia de ADN de interés. Al inicio del procedimiento de separacion
(t=0), las particulas magnéticas en la suspensiéon absorben la luz incidente y luego
la luz se transmite parcialmente al detector (el detector del espectrofotometro). A
medida que las particulas magnéticas comienzan a moverse hacia la pared bajo la
fuerza magnética aplicada, se transmite mas luz al detector. Al final del
procedimiento, la transmitancia alcanza su maximo lo que indica el final del
procedimiento. Los datos experimentales se han ajustado, usando el método de
minimos cuadrados, para la expresion V(t)=Vo+(V+-Vo)/(1+(t/ts0)P), donde Vo y Vs son
la transparencia minima y maxima. Para la muestra sin la secuencia de ADN diana,
el tso obtenido es de 219 segundos. Para el grafico de simbolos sin rellenar, se
obtuvo un tsg de 176 segundos, lo que indica la presencia de agregados producidos
por la presencia de la secuencia de ADN. En comparacién con el ejemplo para
detectar CRP (figura 4), los tiempos de separacion son mas largos debido a la
menor concentracion de las particulas magnéticas en las suspensiones. Los
tiempos de separacion pueden acortarse usando generadores de fuerzas
magnética con gradientes magnéticos mayores.

Tal como se usa en el presente documento, el término “comprende” y
derivaciones del mismo (tal como “que comprende”, etc.) no deben entenderse en
un sentido excluyente, es decir, estos términos no deben interpretarse como que

excluyen la posibilidad de que lo que se describe y se define puede incluir
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elementos, etapas, etc. adicionales.

Por ofra parte, la invencibn no se Ilimita obviamente a la(s)
realizacién/realizaciones especifica(s) descrita(s) en el presente documento, sino
que también engloba cualquier variacion que cualquier experto en la técnica puede
considerar (por ejemplo, en lo que se refiere a la eleccion de materiales,
dimensiones, componentes, configuracion, etc.) que esta dentro del alcance general

de la invencion tal como se define en las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Método para detectar la presencia o ausencia de una sustancia biolégica o
quimica en una muestra particular mezclada con una suspension con
particulas magnéticas funcionalizadas, teniendo las particulas un diametro
de entre 10 y 1000 nm, mediante la monitorizacion de las propiedades
opticas de la suspensién, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

- proporcionar una fuente de luz y un detector;

- proporcionar una fuerza magnética constante perpendicular a la direccion
de propagacion de la luz aplicando un gradiente de campo magnético
constante, y con un valor absoluto del campo magnético que es mayor de
01T,

- medir el cambio de la transparencia de la suspensién de particulas
magnéticas frente al tiempo.

- comparar la variacidon a lo largo del tiempo de la transparencia de la
suspension de particulas magnéticas en presencia y en ausencia de la
sustancia biolégica o quimica de interés.

Método para detectar la presencia de una sustancia biolégica o quimica en
una suspensién con particulas magnéticas funcionalizadas, segun la
reivindicacién 1, en el que la fuerza magnética se proporciona por un
generador de fuerza magnética que comprende imanes permanentes.
Método segun la reivindicacidén 2, en el que el generador de fuerza
magnética estd formado por al menos cuatro imanes permanentes que
siguen la progresidon de Hallbach para un cuadrupolo en un soporte
cilindrico.

Método segun la reivindicacidén 2, en el que el generador de fuerza
magnética esta formado por dos conjuntos de imanes con polaridades
opuestas.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
detector es un espectrofotometro.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
momento magnético de las particulas es de menos de 107" A/m?

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la

fuente de luz es una fuente de UV-visible.
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