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S| STEMA DE LI BERACI ON CONTROLADA ACTI VADO POR
OL| GONUCLEQTI DOS

DESCRI PCl ON
OBJETO DE LA | NVENCI ON
La presente describe un nuevo sistema para la
I i beraci én control ada, preferibl enente de sust anci as

activas, en respuesta a la presencia de oligonuclebtidos
conmo estimulo especifico.

Ademds se ha desarrollado wuna preparacion de una
aplicaci6n de éste sistemn, su uso para |la detecciodn de
ol i gonucl eétidos y especies bioldgicas, entre otros, y una
net odol ogia para su utilizacidn.

ANTECEDENTES DE LA | NVENCI ON

En las uUltims décadas el desarrollo de la quimca de
coordinacién y la quimca supranolecular ha dado |ugar al
naci mento de nuevos conceptos relacionados con el disefio
de dispositivos a escala nanométrica que pernmitan |iberar
sustancias quimcas de forma controlada. EI control de la
|iberaci én de ciertas sustancias es nuy inportante, ya que
cuando se pretende liberar sustancias anticancerigenas,
comb el Taxol o |a Doxorrubicina, se necesita que exista
una |iberacién de esta sustancia Unicanente en zonas
| ocal i zadas, en este caso con células tunorales. La
respuesta a eventos que ocurren en sistenmas bioldgicos, de
forma que estos sean autorregulados , ha sido explorada en
el desarrollo de materiales de |Iliberacidén controlada en
respuesta a la relacion glucosa/insulina o nodificaciones
de pH, o0 anticuerpos. Sin enbargo, hasta el nonento, el uso
de la hibridacion de ADN o ARN con sus conplenmentarios no
ha sido explorado conp estinulo para procesos de |iberacion
control ada .

Ciertos sistemas de liberacidn actuales tienen |ugar
nmedi ante wuna sinple dispersion, mentras que el necanisnp
de otros sistemas, tales conpb |a biodegradacion de soportes

pol i méri cos requi eren disolventes organicos durante el
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proceso de cargado, I|o cual puede afectar a la estructura
de | a sustancia encapsul ada.

Entre el uso de otros tipos de soportes, cono
m crocapsul as (M Hamdi, et al., Adv. Drug Delivery Rev.
2008, 17, 1638;), mcelas (C.W. Pouton, et al., Adv. Drug
Del i very Rev. 2008, 17, 625;), vesi cul as (C J. F.
Ri j ckenet al ., Control | ed Rel éase 2007, 120, 131;), o]
|iposomas (T. L. Andresen, et al., Prog. Lipid Res. 2005,

44, 69), el enpleo de soportes nesoporosos inorganicos ha
sido en conparaci 6n poco enpl eado. Estos soportes pueden
ser sintetizados en una anplia variedad de norfologias con
un tamafio de poro definido, y presentan una el evada
superficie especifica. Entre los diferentes O6xidos que se
pueden utilizar cono soporte, destacan por su uso |as
silices porosas del tipo MCM 41, HVS, MUn, MUV, FSM 16,
KSwW2, SBA-n (n= 1, 2, 3, 8, 11-16) WM7, WMS8, MWM7 o
M UVM 8. Estas se caracterizan por tener un tamafio de
particula conprendido entre 1-100 pm y wuna superficie
especifica de 200-1100 n¥/g.

La nodificacion quimica de este tipo de materiales
permte desarrollar sistemas de |iberacidn controlada més
sofi sticados, ya que se pueden diseflar valvulas noleculares
gue contengan en su interior sustancias quimcas que pueden
ser transportadas a un sitio especifico del organisnb y ser
i beradas de forma controlada nediante estinmulos externos
(Descalzo AB, et al., Angew. Chem Int. Ed 2006, 45, 5924-
48; y Ariga K, et al., Chem Rev 2007, 251, 2562-91;) o
provocados a nivel celular. Recientenente se han descrito
al gunos materiales funcionalizados con puertas nolecul ares
medi ante el enpleo de estructuras s6lidas nanoscépicas
organi zadas (nmesoporosos del tipo MCM41l) en las que se han
anclado nol éculas organicas funcionales en su superficie
ext erna. De esta manera se han descrito mat eri al es
funci onal i zados con puertas nolecul ares cuyos ciclos de
apertural/cierre estan control ados por la presencia de

ciertos aniones, canmbios en el pH del nedio, tenperatura,
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reacciones redox y la irraduacion con luz (Casasus, R. Et

al., J. Am Chem Soc , 2008, 130, 1903-1917; Angelos, s.
Et al., Angew. Chem Int. Ed. 2008, 47, 2222-2226; Fu, Q.
Et al., Adv Mater. 2003, 15, 1262; Trewyn, B.G Et al.,

Acc. Chem Res, 2007, 40, 846-853; Radu, DR et al., J.
Am Chem  Soc. 2004, 126, 13216-13217; Sl owi ng, I.1. et
al., Adv Funct. Mat er . , 2007, 17, 1225- 1236; Liu, N. et
al., Nano Lett., 2004, 4, 551-554; \Vivero-Escoto, J. L. et
al., J. Am Chem Soc, 2009, 131, 3462-3463 y Aznar, E. Et
al ., J. Am Chem Soc, 2009, 131, 6833- 6843).

Adi ci onal nent e, hay nuy pocos rmateriales hi bri dos con
puertas noleculares que nuestren wuna |iberacion selectiva
en presencia de bio-noléculas , pero en ningun caso ha sido

descrito un sistema parecido en el que el estimulo sea la
presencia de un oligonucleétido (ADN 0o ARN) . Asi, nuy
reci ent enent e, se han descrito tres ejenplos de materiales

siliceos cuya carga es liberada en presencia de una enzinma

gue es capaz de hidrolizar det er mi nados enlaces en |las

nol éculas organicas que actuan conbp puerta (Patel, K. et
al., J. Am Chem Soc, 2008, 130, 2382-2383; Schl ossbauer
A. et al., Angew Chem Int. Ed., 2009, 48,  3092-3095 vy
Bernardo, A. et al., Angew. Chem Int. Ed. 2009, 48, 5884-

5887), y un ejenplo en el cual se enplean anticuerpos que
i nteraccionan con un hapteno anclado a la superficie del
mat eri al y que permten la |iberaciodn de especies
bi oacti vas en presencia del anti geno correspondi ent e,

debido a que la afinidad del anticuerpo por el antigeno es
mayor que por el hapteno anclado a l|a superficie del

material hibrido disefiado (dinment, E. Et al., J. Am Chem
Soc, 2009, 131, 14075-14080).
De entre los sistemas patentados existentes, en |as

patentes descritas por J. Zink, F. Stoddart y col aboradores
(WO 2009/094580 y WO 2009/097439) utilizan nanodi spositivos
par a produci r una l'i beraci én control ada enpl eando
reacci ones de oxidaci 6n-reducci 6n o canbios de pH conp

estimulos para el necanisno de apertural/cierre, nm entras
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gue en otros ejenplos, tales cono los descritos por V. Lin
y col aboradores en US2006/ 154069 o US2009/0252811 utilizan
nanoparticulas de CdS o diferentes polineros para recubrir
el mat eri al sintetizado. Asi, no existen demasi ados
est i nmul os especificos descritos para producir nuevos
sistemas de liberacién control ada, siendo un canmpo que
debi do a sus potenciales aplicaciones es de gran interés.
DESCRI PCl ON DE LA | NVENCI ON

La invencién se encuentra dentro del canpo del disefo

de sistemas de |iberacioén controlada en respuesta a
estinmul os externos especificos. Debido a que el enpleo de
acidos nucleicos no ha sido descrito conmo un estimulo
especifico en la liberacién controlada de sustancias bio-
activas, la presente i nvenci én conbi na el uso de
contenedores de sustancias activas con 4&cidos nucleicos
para desarrollar un nuevo sistema de |iberaci 6n control ada.

En esta invencion, el sistema se basa en la
nmodi fi caci 6n superficial del mat eri al que contiene la
sustancia activa, el cual por interaccion supranolecular
bloquea la salida de los poros del material nediante un
ol i gonucl e6t i do, i nhi biendo su [|iberacion. La interfase
entre el soporte y el oligonuclebtido se produce a través
de un grupo coordinante wunido al material contenedor por
enlace covalente 'y por i nteracci 6n supr anol ecul ar al
ol i gonucl e6t i do. ElI sistema es activado al ponerlo en
contacto con una disolucién que contenga el acido nucléico
conpl enent ari o, preferi blemente en condiciones ensayadas,
para que se produzca una hibridaci én entre anbas cadenas de
nucl eétidos y de esa nmnera se abrira el poro vy se
producira wuna salida de la sustancia activa del interior
del nanodi spositivo sélido.

Segun el contenido del soporte, se puede aplicar Ila
liberacion del msno para |a deteccién de una hibridacioén
del oligonucle6tido que tapa los poros del soporte & se
puede aplicar a la liberacién controlada de una sustancia
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activa bi ol 6gi ca cuando haya una hi bri daci én del
ol i gonucl edt i do.

Qro obj eto de la presente i nvenci 6n es el
procedimento para la preparacion de sistenas conteniendo
el sistema de liberacidén controlada descrito en |los
parrafos anteriores.

Adenas, es objeto de la presente i nvenci 6n el
desarrollo de un nmétodo para |a determ naci 6n de secuenci as
de &cidos nucl ei cos especificas en disoluciones acuosas.

Se considera incluidos en esta descripcidén por
referencia los distintos nodos particulares de Ilevar a
cabo esta invencion definidos por las reivindicaciones
dependientes 2 a 14, 16 a 18, 20 a 23 y 25 a 27.

DESCRI PCI ON DE_LOS DI BUJOS
Se conplenenta |la presente nmenoria descriptiva con

pl anos, ilustrativos de un ejenplo preferente y nunca
limtativo de la invencidn.

La Figura 1 nuestra una realizacion preferente de la
i nvenci 6n, indicando un conjunto de un nanodi spositivo, en
este caso del tipo MMA41, cargado con fluoresceina vy
nodi fi cado superficial nente por reacci on con
am nopropil trietaxisilano, que a su vez estd unido a un
ol i gonucl eéti do por interacciones supranolecul ares

La Figura 2 representa la reaccion del oligonucleétido
uni do al nanodi spositivo en presencia de su oligonucleétido

conpl etamente conpl enentari o, Il evando a wuna hibridacion
mas especifica y dej ando libre | os por os de
nanodi sposi tivo, liberando 1a fluoresceina contenida del
m sno .

La Figura 3 conpara l|a reaccion del oligonucleétido
unido al nanodi spositivo con varios oligonucle6tidos,
medido en la variacion de la fluorescencia de |a disolucion

medida a 516 nm (A 419 nm segun la cantidad de

exc

fluoresceina liberada tras |a hibridacién
EXPOSI Cl ON DETALLADA DE LA | NVENCI ON
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El primer objeto de la presente invencidn es un nuevo
si stena de apertura activado por la presencia de
ol i gonucl e6ti dos especificos y que pueda ser aplicado en
nuevos formatos de deteccién o en procesos de |iberacidn
control ada, dependiendo del contenido del soporte.

Este sistema se basa en el bloqueo de los poros del
soporte nediante un oligonuclebtido, conteniendo de esta
forma la sustancia activa dentro del soporte. Para |a
activacion de la liberacion de la sustancia se produce en
presenci a de un segundo ol i gonucl e6ti do activante y
conplenentario a este prinmer oligonuclebtido, fijado al
soporte. Conmob la hibridacién del segundo oligonucle6tido
con el prinmer oligonucledétido es una interaccio6n nas fuerte
gue |la existente con el material contenedor de |a sustancia
activa, la hibridacion desbloquea la salida de l|os poros
i berando | a sustancia dentro del soporte.

La interaccién del prinmer oligonucleétido que se tiene
que fijar al soporte, se produce con este misnp a través de
i nt eracci ones supr anol ecul ares pr ef erent enent e

el ectrostaticas con el material que contiene |a sustancia a

i berar
bt enenos medi ant e este si stena una i nnovador a
aproxi maci 6n para el desarrollo de sistemas de |iberacidn

control ada, que es adenmas de gran selectividad dado que se
basa en la hibridacion de hebras conplenentarias de ADN 6
ARN.

En una realizaci 6n particular, el sistema se encuentra
conpuesto por:

- un soporte poroso con capacidad para contener Ia
sustancia activa o el indicador;

- una capa interfaz entre el soporte poroso y el
ol i gonucl e6tido que asegura su fijacion en la superficie vy

- el oligonucleo6tido conplenentario de aquél que se
desea reconocer, el cual se encuentra adsorbido a la

superficie por interacciones supranolecul ares (tales cono
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i nteracciones electrostéaticas) bloqueando 1la liberacion de
| a sustancia activa.

El soporte puede est ar f or mado por net al es
sem conduct or es, pol i meros  or géani cos, carbones u Oxi dos,
preferiblenente de diferentes especies inorgéanicas, tales
comb el titano, zirconio, silicio, magnesio o boro. Entre
las silices de elevada superficie especifica que se pueden
enpl ear conb soporte, existe el tipo MM 41, HMVS, MU n,
MUV, FSM 16, KSW2, SBA-n (n=l, 2, 3, 8, 11-16) UWM7,
UuvmMs8, MUM7 6 MUMS8, entre otros. Preferiblenente se
ha usado el soporte MCM 41.

La capa interfaz se encuentra unida covalentenente al
soporte y es capaz de dar interacciones supranolecul ares |,
preferentenente electrostaticas, con el oligonucle6tido

La eleccion del soporte ha de realizarse teniendo en
cuenta su conpatibilidad con la sustancia activa a liberar
y la posibilidad de nodificacion superficial con |la capa de
interfaz. La i nt eracci 6n entre esta capa y el
oligonucleétido ha de ser lo suficientemente fuerte para
evitar la separacion del oligonucleétido bl oqueante en
ausencia del oligonucleodtido activador y conplenentario al
100% pero lo suficientenente débil en conparacién con |a
hi bri daci 6n entre | os ol i gonucl e6ti dos par a gue en
presencia del activador se produzca I|a |iberacion. Asi
pues, es fundanental seleccionar |a especie, topologia vy
concentraci 6n  superfici al en la conposicion de la capa
interfaz .

En relacion con el oligonucleétido bloqueante, este
puede ser una cadena de ADN 6 ARN fornmada por entre 10 y 50
nucl eét i dos. En una real i zaci on particul ar, di chos
nucl eétidos pueden ir unidos de forma covalente a otras
particul as i norgani cas, tal es cono nanoparti cul as de
sulfuro de cadmi o o nanoparti culas magnéticas

Los sistenmas asi desarrollados pueden formar parte de
pol i mer os o andam os par a, entre otras aplicaciones,

regeneraci on tisular o diferenciacion celular, dependiendo
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de la sustancia activa bioldgica presente en el soporte vy

gue es | i berada tras | a hi bri daci 6n de | os
ol igonucl edétidos . Si el soporte conprende un indicador,
col orante, sust anci a fl uorescente, o] par eci do, su

i beracion puede ser utilizada para la deteccidn del
ol i gonucl e6t i do, tanto para su seguimento conb para su
cuantif icacion .
En una realizacion preferente el soporte es de tipo
6xido de silicio nesoporoso y la capa interfaz consiste en
una capa de conpuestos con carga positiva al pH de ensayo
del sistemn, tales conmb aminas o sales de guanidinio, Yy el
oligonucleétido estd formado por cadenas de ADN O ARN de
entre 15 y 30 nucl e6ti dos.
El segundo aspecto de la invencid6n hace referencia al
procedi m ent o para |la preparacién de los sistemas de
| i beraci 6n control ada. Dicho procedimento conprende |as
si gui entes etapas:
a) Suspender en una disolucién acuosa conteniendo el
ol i gonucl e6tido un material poroso capaz de formar
i nt eracci ones supr anol ecul ar es con
ol i gonucl e6ti dos ;

b) Agitar entre 10 mnutos y 3 horas preferentenente
30 m nut os, | a suspensi 6n mant eni endo
simul tdneanente la tenperatura constante entre 15
y 50°C, preferentenente a 37°C,

c) Elimnar 1la disolucion, preferentemente nedi ante
centrifugaci é6n durante 5 mnutos a 5.000 rnp y

d) Lavar con disoluci é6n acuosa.

Aunque se pueden utilizar diferentes nedios cono
di sol uci 6n acuosa, son preferidos los nedios tanponados a
pH fisiol 6gico, en especial a pH 7.5 con una nezcla Md ,
37.5 mM Tris-HO 20 mM

En tercer lugar, la invencion conprende el uso de |los
sistemas de liberacién controlada anteriornente expuestos
para |a determ naci6n de cadenas de oligonucleétidos - en

el caso de que los nateriales se hallen cargados con
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i ndi cador es, col orantes, sust anci as fl uorescent es 0
parecidos - o para la liberacidén controlada en respuesta a
la presencia de oligonucledtidos en disolucion para la
i beraci 6n de otras sustancias activas (farmacos, biocidas,
etc.) en nedios celulares, o sistenmas biol 0gicos.

Fi nal mente se encuentra conprendido en la invencion el
procedimento para |a deteccidén de oligonucledtidos gue
conprende las siguientes etapas:

a) Suspender en disol uci 6n acuosa el material con
propi edades de |iberaci 6n control ada;

b) Mezclar I|a disolucion a ensayar que contiene el
ol i gonucleotido con la disolucion preparada en la etapa a)
Y

c) Medir Ia seflal macroscopica producida en la etapa
b) y opci onal nent e cuantificar di cha sefal por
i nterpolacion en una curva de calibrado. La sefial producida
dependera del indicador presente en el soporte vy |iberado
por la hibridacion de los oligonuclebtidos. Por ejenplo, se
podria nmedir |a absorbancia, |a fluorescencia, etc.

Aunque se pueden utilizar diferentes nedios conp
di sol uci 6n acuosa, son preferidos |los nedios tanponados a
pH fisiologico, en especial a pH 7.5 con una nezcla MWd ,
37.5 MM  Tris-HO 20 mM

Los siguientes ejenplos ilustran |a invencion.

Ejemplo 1
(bt enci 6n  del soporte con el oligonucleotido especifico
absorbido (slI)

En una realizacion concreta de la invencion se pesaron
5 mg de un soporte tipo MCM 41 cargado con fluoresceina vy
nodi ficado superficialmente con am nopropiltrietoxisilano
(concentraci 6n de am nas det er m nada por analisis
termogravimétrico 1.98 moles/g Si0,) y se suspendieron en
5 mL de una disolucion tanmponada a pH 7.5 (Md , 37.5 nV
Tris-HO 20 mM y conteniendo el oligonucleotido 0-1 (5'-
AATGCTAGCTAAT CAATCGEG-3 ') en una concentraci 6on de 20
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nmol /g sélido y se dejo agitar a 37°C durante nedia hora. A
continuacion se centrifugé |a suspensién durante 5 m nutos
a 5000 rpmy se separ6 |a disolucion, lavando el solido con
5 mL de la disolucion tanponada. Esta suspension se separd
nuevanente por centrifugacion, obteniendo asi el conjunto
Sl .

En la figura 1 se nuestra un esquema de este conjunto
S| obtenido, donde el 1.1 es el primer oligonucleodtido 0-1,
indicado en detalle en la parte inferior de la figura, 1.2
es |la cadena de am nopropilsilano generada por |a reaccion
del am nopropi | atrietoxisilano con la superficie del
soporte, indicado en detalle en la parte inferior a Ila
derecha; 1.3 es el soporte MCM41l; 1.4 es la fluoresceina
contenida en los poros del soporte, indicado en detalle en
la parte superior a la derecha; y 1.5 indica el conjunto
Sl .

Para la caracterizacion y cuantif icacién del conjunto

Sl se utilizé un ol i gonucl eo6ti do 0-1' (5'-
AATGCTAGCTAATCAATCGGG Cy5-3 '), mar cado con Cy5 en el
extreno 3, uni do al soporte nediante el nmecani snmo
anteriornente descrito. La cuantif icacion se realizo

nmediante el calculo de la fluorescencia de la disolucion
después de producirse el anclado al sélido, teniendo un
contenido de 17 nanonoles/g sélido.

Ejemplo 2

Conportanmi ento del conjunto Sl en presencia del

ol i gonucl e6ti do conplenentario y oligonucl eoti dos

simlares.

En una realizacion concreta de la invenciodn se
suspendieron 5 mg del conjunto SI descrito anteriornmente en
5 mL de la disoluciéon tanponada a pH 7.5 (wmd, 37.5 nV
Tris-HO 20 mV) . De esta suspension se pipetearon 100 pL vy
se afladieron 300 uL de la disolucion tanponada conteniendo
el oligonucl e6tido 0-2 (5'-CCCGATTGATTAGCTAGCATT-3 ') en
concentracion 15 nnol/g soé6lido, el cual es conplenmentario
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al 100% con el oligonucledtido 0-1 unido al soporte. En la
Figura 2 se ilustra el funcionam ento de l|la hibridaci6on del
oligonucle6tido 0-1 wunido al soporte en presencia del
ol i gonucl e6tido 0-2 100% conplementario. Al hibridarse |as
dos hebras de los que conprenden los oligonucleétidos , se
destapa el poro del soporte y se libera la sustancia que
estaba contenida en el msm. Se han utilizado las msnas
i ndi caci ones nuneri cas par a | os nm snos conmponent es
conprendidos en la Figura 1y se ha afiadido 2.1 que indica
el oligonucleb6tido 0-2, conpl ementario al 100% con el
ol i gonucl e6tido  0-1; 2.2 es l|la hebra que forman |los
ol igonucle6tidos 0-1 y O0-2 después de su hibridacién,
dest apando el por o del soporte 1.3, dej ando el
am nopropi ltrietoxisilano 1.2 ancl ado al soporte y
liberando la fluoresceina 1.4 contenida en los poros del
soporte 1.3.

Esta experienci a se repitioé en presencia del
ol i gonucle6tido 0-3 (5 - CCCGATTGATTCTCTAGCATT-3 '), con
dos bases diferentes respecto al oligonucle6tido 0-2 en
posicion central, & en presencia del oligonucleb6tido 0-4
(5 ' - CCCGATTGATTGGCTAGCATT-3 ', con solo una base diferente
respecto al oligonucle6tido 0-2 en posicion central) en la
m sma concentraci 6n, O en ausencia de cual quier nucle6ti do.

Se midio la intensidad de la fluorescencia durante un
total de 180 mnutos. Los resultados se ilustran en la
Figura 3, donde a) representa Ila fluorescencia nedida
afiadi endo el ol i gonucl e6ti do 0- 2; b) representa | a
fluorescencia nedida afiadiendo el oligonucled6tido 0-3; «¢)
representa I a fl uorescenci a nedi da afiadi endo el
ol igonucle6tido 0-4 y d) representa |la fluorescencia nedida
en ausencia de cual quier nucleétido, pero si afadiendo el
resto de 1los conponentes de l|a nezcla. Se observa una
ligera |iberacion del contenido de los poros incluso cuando
no hay ningdn nucleo6tido presente, por |o que puede haber
una pequefia e insignificante degradacién de Ila unio6n del
ol igonucleétido 0-1 <con el soporte. La |iberacion del
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contenido de los poros es luego nmucho nenor al afiadir el
ol igonucledtido 0-4 con respecto a la liberacién con Ila
presencia del oligonucled6tido 0-3. La respuesta mas eficaz
se observa afadiendo el oligonucled6tido 0-2, indicando Ia
especificidad del oligonucled6tido 0-1 para hibridar con su
parej a conpl enentari a al conpl eto y a un ni vel
significativanmente nmenor con ol igonucl eétidos que se
difieren en una u dos bases.

Todas estas realizaciones no son |limtativas vy
presentan ejenplos de las posibilidades de |a invencion.
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REI VI NDI CAClI ONES

1.- Un sistemn de liberaci6n controlada caracterizado

por que la activacion de la liberacidén se produce por Ila
hi bri daci 6n de un oligonucle6tido unido a y tapando poros
de un soporte, activando la |iberacidon de una sustancia
contenida en los poros del soporte.

2.- Un sistema de |Iliberacion controlada segun |Ia
reivindicacion 1 caracterizado por que el oligonucleétido
unido a y tapando poros de un soporte se encuentra unido a
| a superficie del soporte nmedi ant e i nt eracci ones
supr anol ecul ar es

3.- Un sistena de |iberacién controlada segun Ia
reivindicacion 2 caracterizado por que la uni6n entre el
oligonucledtido y Ila superficie del soporte se debe a
fuerzas el ectrostéticas.

4.- Un sistema de |iberacion contr ol ada segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado por
gue la union entre el oligonucledtido y el soporte es lo
suficientemente fuerte para unir un oligonucled6tido a la
superficie del soporte, bloqueando |os poros del soporte vy
l o suficiente débi | par a que pueda hi bri dar el
ol i gonucl e6tido unido al soporte <con el oligonucledtido
conpl enentari o

5.- Un sistema de |iberacion control ada segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado por
gue el sistenma conprende un soporte poroso con capaci dad
para contener una sustancia activa o un indicador, un
ol i gonucl e6ti do bloqueante de los poros del soporte y una
capa interfaz entre el soporte poroso y el oligonucledtido
que asegura la fijacidén entre estos el enmentos.

6.- Un sistema de liberaci6on controlada segun la
reivindicacion 5, caracterizado por que el soporte poroso
estd conpuesto por netales, sem conduct or es, pol i mer os
organi cos, carbones u Oxidos de especies tales conm el
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silicio, al um ni o, titanio, zi rconi o, magnesio o0 boro,
entre otros.

7.- Un sistema de liberacion controlada segun Ila
reivindicacion e, caracterizado por que el soporte poroso
es una silice de elevada superficie especifica.

8.- Un sistema de liberacion controlada segun Ila
reivindicacion 7, caracterizado por que el soporte poroso
es una silice tipo MCM41, HwS, MU n MUV, FSM 16, KSW2,
SBA-n (n = 1, 2, 3, 8, 11-16) UWWM7, WMSE8 MUWM7 o M
UVM 8, entre otros.

9.- Un si stema de I i beraci én control ada segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 caracterizado por
que el oligonucledtido bloqueante de los poros del soporte
es una cadena de ADN o ARN formada por entre 10 y 50
nucl eéti dos.

10. - Un sistema de |iberacidn control ada segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 caracterizado por
que el oligonucleé6tido blogueante de |os poros del soporte
es conplenentario a un oligonucle6tido a ser detectado.

11. - Un sistema de |iberacidn control ada segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 caracterizado por
que el oligonucleé6tido bloqueante de |os poros del soporte
puede ir wunido de forma covalente a otras particulas
i norgani cas, tales cono nanoparti culas de sulfuro de cadmo
0 nanoparti cul as magnéti cas.

12.- Un sistema de |liberacidn control ada, segun |a
reivindicacion 5, caracterizado por que la capa interfaz
esta conmpuest a por compuest os con carga positiva
coval entemente unidos a la superficie del soporte poroso.

13.- Un sistema de |liberacidon controlada segun Ila
reivindicaci 6n 12, caracterizado por que |os conpuestos con
carga positiva conprendidos en la capa interfaz son am nas,

sales de anonio o sales de guanidinio.
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14. - Un sistema de |I|iberaci6n control ada, segun
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, caracterizado
por que conprende ademéds un polinero o andam o.

15. - Procedimento de preparacién de un sistema de
i beraci 6n controlada segun las reivindicaciones 1 a 14,
caracterizado por que conprende :

a) Suspender en una disoluci6n acuosa conteniendo el
ol i gonucl eéti do un material por 0so capaz de formar
i nteracci ones supranol ecul ares con oligonucl eéti dos;

b) Agitar entre 10 mnutos y 3 horas, |la suspension
mant eni endo sinmultaneanente |a tenperatura constante entre
15 y 50°C;

c) Elimnar I|a disolucién vy

d) Lavar con disolucién acuosa.

16. - Procedi m ento segun | a rei vi ndi caci 6n 15,
caracterizado por que la disoluci6on se agita durante 30
mnutos y se nmantiene la suspensién a una tenperatura

constante de 37°C en el paso b) y se elimna |a disolucion
nmedi ante centrifugaci6n durante 5 minutos a 5000 rpm en el

paso c) .
17. - Procedi m ento segun cual qui era de | as
rei vi ndi caci ones 15 6 16 caracterizado por que | a

di sol uci 6n acuosa estéa tanponada.

18. - Procedi m ento segun | a rei vi ndi caci 6n 17,
caracterizado por que l|a disolucion acuosa tanponada tiene
un pH de 7.5 y conprende una nezcla de MO , 37.5 MM vy
Tris-HO 20 mM

19. - Uso de un sistema de liberacién control ada
descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para
la deteccidon de oligonuclebtidos, especies bioldégicas o
restos de especies bioldgicas, entre otros.

20. - Uso de wun sistema de |iberacid6n controlada
descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para

la |liberaci6n de sustancias activas en disol ucidn.
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21. - Uso de un sistena de |iberacién controlada segun
la reivindicacion 20, donde |la disolucién acuosa es un
nmedi o celular o biol 6gico.

22. - Uso de un sistena de l|iberacién controlada segun
cualquiera de las reivindicaciones 20 O 21, donde la
sustancia a liberar tiene actividad.

23. - Uso de un sistena de |iberacién controlada segun
la reivindicacion 22 donde la sustancia a |iberar es un
farmaco, wun biocida, un aromm, 0 parecido.

24.- Procedimento de uso del sistema de |iberacion
control ada de acuer do con cual qui era de | as
rei vindi caci ones 19 a 23, caracterizado por que conprende:

a) Suspender el material con propiedades de |iberacién

controlada segun las reivindicaciones 1 a 14 en
di sol uci 6n acuosa,;
b) B) Mezclar l|a disolucidén a ensayar que contiene el

ol i gonucl eétido <con la disolucién preparada en la

etapa a) Yy
c) Medir 1la seflal nmacroscopica producida en la etapa
b)
25. Procedi m ento segun | a rei vi ndi caci 6n 24,
caracterizado por que adenmas se cuantifica la sefial

macroscopi ca producida en la etapa b) por interpolaciodn en
una curva de cali brado.

26. - Procedi m ento segun cual qui era de | as
rei vindi caci ones 24 6 25, caracterizado por que la
di sol uci 6n acuosa estéa tanponada.

27.- Procedimiento segun la reivindicacion 17 a 26
caracterizado por que l|a disolucion acuosa tanponada tiene
un pH de 7.5 y conprende una nezcla de WMdA , 37.5 MM y

Tris-HO 20 nM
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