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DESCRIPCION
Cuantificacion de analitos
Campo de la divulgacién

La presente invencién se refiere a métodos para determinar la cantidad de un analito en una muestra usando tiras de
flujo lateral que comprenden nanoparticulas de conversiéon ascendente altamente dopadas.

Antecedentes de la divulgacién

Cualquier analisis de la técnica anterior a lo largo de la memoria descriptiva no debe considerarse de ninguna manera
como una admisién de que tal técnica anterior es ampliamente conocida o forma parte del conocimiento general comun
en el campo.

Las tiras de flujo lateral son unatecnologia prometedora para detectar y cuantificar analitos, tales como biomarcadores
en una muestra. Las tiras de flujo lateral a base de papel son generalmente econémicas, pero las técnicas de ensayo
actuales no proporcionan suficiente sensibilidad para la deteccién y cuantificacién de analitos presentes en bajas
concentraciones, por ejemplo, biomarcadores usados para el diagnéstico de cancer en estadio temprano. Se han
realizado varios intentos para mejorar las técnicas de ensayo conocidas, sin embargo, tales intentos no han tenido
éxito en gran medida.

En este contexto, existe la necesidad de ensayos mejorados basados en tiras de flujo lateral que sean capaces de
detectar y cuantificar analitos presentes en muestras a bajas concentraciones.

El documento de Liang Zhigin et al. “Upconversion Nanocrystals Mediated Lateral-Flow Nanoplatform for in Vitro
Detection”, Applied Material & Interfaces, vol. 9, n.° 4, 19 de enero de 2017, paginas 3497-3504, da a conocer la
preparacién de nanocristales de conversion ascendente de B-N.YF4:Yb®, Er®* dopados de manera conjunta con Li* y
K* mostrando altas intensidades de conversion ascendente y pequefio tamafio. La concentracién de Er®* es del 2 %.

El documento de Zhao Peng et al., “Upconversion fluorescent strip sensor for rapid determination of Vibrio anguillarum”,
Nanoscale, vol. 6, n.° 7, 1 de enero de 2014, paginas 3804-3809, da a conocer un sensor de tira fluorescente de
conversiéon ascendente basado en nanoparticulas de NaYF4:Yb, Er y el ensayo inmunocromatogréfico de flujo lateral
(LFIA) y la sintesis de NPS de B-N.YF4:Yb, Er modificadas con carboxilo. La concentracién de Er®* es del 2 %.

El documento CN 108 196 044 A da a conocer un método de deteccién de papel reactivo de corriente lateral basado
en aptameros fluorescente de conversién ascendente y nanoparticulas fluorescentes de conversién ascendente
dopadas con tierras raras que contienen NaYF4, Er, Ybo Tm.

Sumario de la divulgacién

En un aspecto de la presente divulgacién, se proporciona un método para determinar la cantidad de al menos un
analito en una muestra, como se describe en la reivindicacién 1 adjunta. Realizaciones preferidas del método segtn
la invencién se definen en las reivindicaciones dependientes 2 a 12.

Las nanoparticulas de conversién ascendente altamente dopadas pueden tener un tamafio entre aproximadamente
10 nm y aproximadamente 200 nm.

Las nanoparticulas de conversién ascendente altamente dopadas pueden tener un tamafio de aproximadamente
50 nm.

Las nanoparticulas de conversién ascendente altamente dopadas pueden estar pasivadas con cubierta inerte.

La porcién de captura y/o la porcién de deteccidn pueden incluir uno 0 mas de: un anticuerpo, un aptdmero, un epitopo,
un acido nucleico o un polimero de impresién molecular.

El area irradiada puede ser de entre aproximadamente 1 pm? y aproximadamente 10000000 um?.

El dispositivo de prueba puede comprender ademés una lente o una matriz de lentes interpuestas entre la fuente de
luz de excitacién vy la tira de flujo lateral para enfocar el haz de luz sobre la tira de flujo lateral.

El dispositivo de prueba puede comprender ademas una lente o una matriz de lentes interpuestas entre la tira de flujo
lateral y el detector para enfocar la sefial sobre el detector.

La lente puede ser una lente hemisférica.
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El dispositivo de prueba puede comprender ademas un filtro de paso corto, un filtro de paso largo o un filtro de paso
de banda para minimizar o evitar la dispersién laser.

El filtro puede ser en forma de vidrio absorbente de calor, por ejemplo, vidrio absorbente de calor KG-3.
El detector puede ser una camara, tal como, por ejemplo, una cadmara de teléfono inteligente.

El detector puede ser un detector de elemento Unico, tal como, por ejemplo, un diodo foténico.

La sefial detectable puede ser luz visible o luz infrarroja.

La fuente de luz de excitacién puede ser un diodo ldser o una fuente de luz de IR cercano, tal como una fuente de luz
de LED de IR cercano.

El diodo ladser puede ser un diodo ldser de 300 mw a 980 nm, un diodo laser de 100 mw a 790 nm, o un diodo laser
de 100 mw a 1550 nm.

El haz de luz puede tener una densidad de potencia de al menos aproximadamente 0,001 MW/cm? o al menos
aproximadamente 0,01 MW/cm? o al menos aproximadamente 0,05 MW/cm? o al menos aproximadamente
0,1 MW/cm?, o al menos aproximadamente 0,5 MW/cm? o al menos aproximadamente 1,0 MW/cm? o al menos
aproximadamente 1,5 MW/cm?,

El haz de luz puede tener una densidad de potencia entre aproximadamente 0,001 MW/cm? y aproximadamente
1,5 MW/cm?, o entre aproximadamente 0,01 MW/cm? y aproximadamente 1,5 MW/cm?2.

La muestra puede ser una muestra biolégica.

La muestra puede ser un fluido corporal, tales como, por ejemplo, orina, sudor, sangre o saliva.

La muestra puede ser una muestra de liquido o una muestra de gas.

La muestra de gas puede ser aliento.

El analito puede ser un biomarcador.

El analito puede ser un biomarcador usado para el diagnéstico del cancer o la evaluacién de la funcién cardiaca.

El analito puede ser un receptor de estrégenos, receptor de progesterona, PSA, EphA2, proteina HER-2, EGFR,
KRAS, UGT1A1, EML4, AL, TGF-B, IDH1, AFP, CEA, BCR-ABL, CEBPA, FLT3, KIT, NPM1, PML-RARx, CD20, JAK2,
CD25, BRAF, NMP22, CA-125, HE4, HGF, CK-MB, LDH, AST, Mb, IMA, BNP o MET, o cualquier combinacién de los
mismos.

El método puede comprender determinar la cantidad de una pluralidad de analitos.

La tira de flujo lateral puede ser una tira de flujo lateral a base de papel o un dispositivo microfluidico.

El dispositivo de prueba puede comprender un alojamiento de pléastico.

El alojamiento de plastico puede producirse mediante impresién 3D.

La cantidad del al menos un analito en la muestra puede determinarse ajustando la intensidad de una imagen
capturada por el detector con una curva de intensidad-concentracidén preestablecida para el analito.

Breve descripcién de dibujos

Figura 1: fotografias TEM de A) UCNP de 2 % de Er/20 % de Yb, B) UCNP de 8 % de Er/60 % de Yb@NaYF,4, C)
UCNP de 0,5 % de Tm/20 % de Yb, y D) UCNP de 8 % de Tm/60 % de Yb@NaYF4. Barra de escala: 100 nm.

Figura 2: Espectro de absorcién de UV de UCNP recubiertas con cPEG y modificadas con I1gG. A) 2 % de Er/20 % de
Yb no segun la invencién; B) 8 % de Er/60 % de Yb@NaYF. C) 0,5 % de Tm/20 % de Yb no segun la invencidn, y D)
8 % de Tm/60 % de Yb@NaYF..

Figura 3: (no segun la invencién) Espectros dependientes de la potencia de 2 % de Er/20 % de Yb (izquierda) y 0,5 %
de Tm/20 % de Yb (derecha) bajo potencia de excitacién baja y alta.

Figura 4: Disefio éptico del sistema de prueba de tira basado en detector de recuento de fotén Unico.
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Figura 5: A) llustracién esquematica de un lector basado en teléfono moévil con disefio 6ptico. B) Estructura de las
UCNP de nticleo-cubierta altamente dopadas con Er®* con laimagen TEM correspondiente. C) Estructura de las UCNP
de nlcleo-cubierta altamente dopadas con Tm>* con la imagen TEM correspondiente. D) Ensayos de LFS de dos
colores para analitos de PSA y EphA2.

Figura 6: A) Perfiles de intensidad de emisién dependientes de la potencia de indicadores de UCNP altamente dopadas
individuales y UCNP menos dopadas. La flecha roja indica la densidad de potencia a 0,5 MW/cm?. B) Espectros de
emision de indicadores de UCNP altamente dopadas con Er®* bajo potencias de excitacion alta (0,5 MW/cm?) y baja
(0,01 MW/cm?). C) Espectros de emision de indicadores de UCNP altamente dopadas con Tm®* bajo potencias de
excitacion alta (0,5 MW/cm?) y baja (0,01 MW/cm?). D) Intensidades de sefial de fluorescencia del area de prueba
sobre tiras cuando se detectan diferentes concentraciones de PSA diana usando indicadores de UCNP altamente
dopadas con Er®* y UCNP menos dopadas. Las estrellas marcan los LOD.

Figura 7: A) Fotografias de una caja impresa en 3D para alojar éptica (izquierda) y el estado de funcionamiento del
dispositivo de LFS basado en teléfono (derecha). B) Respuesta espectral (lineas coloreadas) de la camara de teléfono
CMOS (Sony IMX-214) y la curva de transmisién (linea gris) del vidrio absorbente KG-3. C) Resultado representativo
de un ensayo de PSA tipico que muestra las sefiales del 4rea de prueba, fondo y area de control. D) Deteccién de
diferentes concentraciones de PSA diana sobre tiras usando indicadores de UCNP altamente dopadas con Er3* y
UCNP menos dopadas. Las estrellas marcan los LOD.

Figura 8: A) Fotografias del ensayo de LFS de dos colores para someter a prueba diferentes concentraciones de PSA
y EphA2. B) Intensidades de fluorescencia del area de prueba de PSA para detectar diferentes concentraciones de
PSA. C) Intensidades de fluorescencia del area de prueba de EphA2 para detectar diferentes concentraciones de
EphA2. D) Evaluacién de especificidad de LFS de dos colores para 1 ng/ml de PSA, EphA2 y BSA. Las estrellas
marcan los LOD.

Descripcion detallada

Los términos “comprender”, “comprende”, “comprendido” o “que comprende”, “que incluye” o “que tiene” y similares
en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones se usan en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la
presencia de las caracteristicas indicadas, pero no excluir la presencia de otras caracteristicas o caracteristicas
adicionales.

Se entiende que el término “aproximadamente” se refiere a un intervalo de +/- 10 %, preferiblemente +/-5% o +/-1 %
0, més preferiblemente, +/- 0,1 %.

El método de la presente invencién se basa en el uso de un haz de luz enfocado que activa nanoparticulas de
conversién ascendente altamente dopadas presentes en una tira de flujo lateral para producir emisiones muy brillantes.
El brillo de las emisiones abre el camino para la deteccién ultrasensible y la cuantificacién de analitos presentes en
muy baja abundancia.

Los métodos descritos en el presente documento permiten el anélisis rapido, cuantitativo y de bajo coste de analitos
presentes en una gama de muestras y son particularmente adecuados para aplicaciones de pruebas en el punto de
atencién, y en particular diagnésticos. En algunas realizaciones, el método puede usarse en la deteccién y
cuantificaciéon de biomarcadores usados para el diagnéstico en estadio temprano de enfermedades tales como cancer.
Los inventores han mostrado que los biomarcadores presentes en cantidades de pg/ml pueden detectarse y
cuantificarse con éxito usando el presente método.

Las tiras de prueba de flujo lateral se han utilizado durante muchos afios en la deteccidén de analitos en campos que
incluyen biomedicina, agricultura, ciencias alimentarias y ambientales y pueden adoptar una serie de formas diferentes.
En un tipo, la tira de prueba se divide en cuatro dominios, que pueden estar hechos de un solo tipo de material o varios
tipos diferentes de material (por ejemplo, hasta cuatro tipos diferentes de materiales). El primer dominio es para adicién
de muestra. Este dominio funciona para retirar cualquier material viscoso o particulado que puede estar presente en
la muestra y también para acondicionar la muestra para reacciones que se producen en los siguientes dominios. El
segundo dominio es una fase mévil con un conjugado de color hecho de conjugacién entre un marcador de color
visible (por ejemplo, perlas coloreadas, oro coloidal, colorantes fluorescentes, etc.) y una porcién de deteccidn, tal
como un anticuerpo. La porcién de deteccién es capaz de unirse a un analito especifico en la muestra (tal como un
antigeno) y forma un complejo de conjugado de analito-color. El tercer dominio es una fase sélida con una porcidén de
captura inmovilizada. La porcién de captura puede unirse al analito del complejo de conjugado de analito-color para
formar un elemento intercalado de complejo de conjugado de porcidn de captura-analito-color capturado. El cuarto
dominio es para absorcién de disolucién y atrae la disolucién de muestra hacia el mismo continuamente.

Las tiras de flujo lateral adecuadas para su uso en el presente método pueden prepararse mediante métodos estandar

conocidos por los expertos en la técnica. La tira de flujo lateral incluye un conjugado que comprende una porcién de
deteccién (tal como, por ejemplo, un anticuerpo) que es capaz de unir el al menos un analito (tal como, por ejemplo,
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un antigeno) y nanoparticulas de conversiéon ascendente altamente dopadas. La tira de flujo lateral también incluye
una porcién de captura que sirve para inmovilizar el conjugado sobre la tira de flujo lateral a través de la interaccion
con el analito una vez que se une al conjugado. La presencia del analito se detecta luego usando la emisién de las
nanoparticulas de conversiéon ascendente altamente dopadas. Normalmente, la tira de flujo lateral es una tira de flujo
lateral a base de papel.

Las tiras de flujo lateral pueden adaptarse para someter a ensayo una gama de diferentes tipos de analitos. Por
ejemplo, se pueden usar tiras de flujo lateral para pruebas de biomarcadores, pruebas de glucosa en sangre, pruebas
metabdlicas (tal como la hormona estimulante de la tiroides), analisis de gases y electrolitos en sangre, pruebas de
coagulacién rapida, diagnéstico rapido de marcadores cardiacos, detecciéon de drogas de abuso, pruebas de orina,
prueba de embarazo, anélisis de sangre oculta en heces, deteccién de patégenos alimentarios, recuento sanguineo
completo, diagnéstico de hemoglobina, pruebas de enfermedades infecciosas (por ejemplo, una prueba de diagnéstico
rapido de multiples analitos para detectar infeccién por malaria), deteccién de colesterol y pruebas hormonales.

En algunas realizaciones, el analito puede ser un biomarcador. Un biomarcador puede ser un farmaco o metabolito de
farmaco, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un hapteno, una proteina o péptido, un aminoacido, un receptor,
un esteroide, una vitamina, un antibiético, un azlcar, una hormona, un antigeno, un acido nucleico tal como ARN o
ADN, un carbohidrato, una glicoproteina, un lipido, un polisacérido, un proteoglicano, un marcador especifico de tejido,
un marcador especifico de célula o tipo celular, un metabolito, un virus o un marcador viral, una bacteria o un marcador
bacteriano, un hongo o un marcador flingico, una toxina, un alérgeno, etc.

En algunas realizaciones, el biomarcador es un biomarcador usado para el diagnéstico de cancer o la evaluacién de
funcidn cardiaca.

En algunas realizaciones, el biomarcador puede ser, por ejemplo, un receptor de estrégeno (ER), receptor de
progesterona (PR), PSA, EphA2, proteina HER-2, EGFR, KRAS, UGT1A1, EML4, AL IDH1, AFP, CEA, BCR-ABL,
CEBPA, FLT3, KIT, NPM1, PML-RARa, CD20, JAK2, CD25, BRAF, NMP22, CA-125, HE4, HGF, CK-MB, LDH, TGF-
B AST, Mb, IMA, BNP o MET.

Se pueden seleccionar porciones de captura y deteccién apropiadas basédndose en el analito o analitos que se van a
cuantificar. En algunas realizaciones, las porciones de captura y deteccién son anticuerpos, aptdmeros, epitopos,
acidos nucleicos y/o polimeros de impresiéon molecular.

En algunas realizaciones, las tiras de flujo lateral pueden adaptarse para la detecciéon de una pluralidad de analitos en
una sola muestra. Esto se puede lograr incluyendo multiples conjugados que tienen porciones de deteccién para los
diferentes analitos y las multiples porciones de captura correspondientes. Cada conjugado incluye diferentes
nanoparticulas de conversiéon ascendente altamente dopadas que emiten diferentes colores. La figura 5 muestra una
tira de flujo lateral adaptada para detectar y cuantificar PSA y EphA2 simultaneamente en un ensayo multiplexado. La
deteccion y cuantificacion de multiples analitos en una sola muestra puede ser de particular interés en el diagnéstico
temprano de céncer, donde es (til someter a prueba la presencia de una pluralidad de biomarcadores que son
indicativos de células malignas.

Normalmente, la muestra es una muestra bioldégica. En algunas realizaciones, la muestra es un fluido corporal, tal
como orina, sudor, sangre, bilis, plasma sanguineo, suero sanguineo, leche materna, saliva, liquido cefalorraquideo,
linfa, esputo, liquido sinovial, lagrimas, fluido peritoneal, fluido pleural, moco o cualquier combinacién de los mismos.
La muestra puede aplicarse a la tira de flujo lateral en forma de liquido, pero alternativamente se puede aplicar como
un gas. El gas puede ser el aliento.

El material huésped es un fluoruro alcalino, un éxido o un oxisulfuro. Los materiales huésped adecuados incluyen,
pero no se limitan a, fluoruros alcalinos, tal como NaGdF4, CasF, NaYF4, LiYF4, NaLuF4 y LiLuF4, KMnF3, y 6xidos,
tales como Y203 También se contemplan mezclas de estos materiales. En una realizacidn, el material huésped es
NaYF4. Cuando las particulas son cristalinas, el NaYF, puede ser una fase hexagonal, o cualquier otra fase cristalina.

En oftras realizaciones, el sensibilizador, el activador y el material huésped estan protegidos contra agentes de
desactivacion de superficie por una cubierta, de modo que las nanoparticulas de conversién ascendente altamente
dopadas son particulas de nucleo-cubierta en las que el nicleo comprende el activador, el sensibilizador y el material
huésped, y la cubierta comprende, o consiste en, un material que evita, retarda o inhibe la desactivacién de superficie.
La cubierta puede encapsular parcial o completamente el nucleo. Preferiblemente, la cubierta comprende o consiste
en el mismo material que el material huésped, pero sin los dopantes metalicos de tierras raras. En el caso de cristales,
esto evita la necesidad de coincidencia de fase.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas de conversiéon ascendente altamente dopadas son 8 % de Er/60 % de
Yb@NaYFs, 8 % de Tm/60 % de Yb@NaYF4 0 40 % de Er/60 % de Yb@NaYF..

El método también incluye la provisién de un dispositivo de prueba para la tira de flujo lateral. El dispositivo de prueba
incluye la fuente de luz de excitacién, que produce un haz de luz para provocar una sefial detectable de las
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nanoparticulas de conversién ascendente altamente dopadas, y puede incluir 6ptica de captacidén para enfocar el haz
y la sefial detectable. La fuente de luz de excitacién puede ser cualquier fuente de luz que sea capaz de provocar una
sefial detectable desde las nanoparticulas de conversiéon ascendente altamente dopadas. En algunas realizaciones,
la fuente de luz de excitacién es un diodo laser o una fuente de luz de IR cercano, tal como una fuente de luz de LED
de IR cercano. La sefial detectable puede ser luz visible o luz infrarroja.

El dispositivo de prueba puede adaptarse para su uso con un detector, tal como, por ejemplo, una camara o un detector
de elemento Unico. En algunas realizaciones, el detector es una camara de teléfono inteligente.

El haz de luz puede tener una densidad de potencia de al menos aproximadamente 0,001 MW/cm?.

En algunas realizaciones, el area irradiada puede ser de entre aproximadamente 1 um? y aproximadamente
10000000 um?. La irradiacién de un area pequefia de la tira de flujo lateral puede servir para minimizar la dispersion
de luz y/o la autofluorescencia y, por lo tanto, optimizar la sensibilidad al analizar pequefios volimenes de muestra.

La figura 5 muestra un dispositivo de prueba que puede usarse en el método de la invencion. En esta realizacion, se
proporciona un alojamiento de pléstico impreso en 3D que encierra un diodo laser de bajo coste de 980 nm y 6ptica
de captacién. La éptica de captacidn incluye un par de lentes hemisféricas, una interpuesta entre el diodo laser y la
tira de flujo lateral, y la otra interpuesta entre la tira de flujo lateral y el detector. También se incluye vidrio absorbente
de calor KG-3 que actla como un filtro de paso corto para eliminar la dispersién de laser. El alojamiento también puede
incluir una abertura (no mostrada) a través de la cual se puede insertar la tira de flujo lateral. Convenientemente, este
dispositivo de prueba se puede producir por menos de 100 A$. Se usa un teléfono inteligente como detector ya que la
emisién desde las nanoparticulas de conversién ascendente altamente dopadas es de suficiente brillo para detectarse
por una cédmara. Como tal, no se requiere un detector de recuento de fotén Unico costoso lo que reduce
sustancialmente el coste de una simplicidad de realizacién del método.

La cantidad del al menos un analito en la muestra puede determinarse ajustando la intensidad de la imagen capturada
por el detector con una curva de intensidad-concentracién preestablecida para el analito. Videos de una serie de
imagenes que registran la intensidad de la sefial detectable por encima del area de prueba, el drea de fondo y el area
de control pueden transferirse desde el teléfono inteligente a un ordenador para su analisis adicional utilizando el
software MATLAB. La intensidad de cada imagen se calcula sumando las intensidades de cada pixel desde el canal
de color correspondiente que luego se promedia adicionalmente a partir de al menos tres fotogramas en ese grupo.
Este proceso de analisis de datos puede programarse en una aplicacién para que los teléfonos inteligentes puedan
informar directamente de la concentracidén de analito baséndose en la intensidad de cada imagen.

Ejemplos

En los siguientes ejemplos, las nanoparticulas de conversién ascendente (UCNP) altamente dopadas con iones Er3*
para emitir emisiones de conversién ascendente amarillentas y los iones Tm3* para emitir emisiones de conversion
ascendente moradas se aplicaron como indicadores de multiples colores en tiras de flujo lateral (LPS). Se imprimid un
soporte de plastico que alinea un diodo laser de excitacion de bajo coste y éptica de captacion. Se apreciara que el
haz de excitacion puede enfocarse de manera estrecha para iluminar especificamente una pequefia regién en el
sustrato de papel, que desbloquea el brillo de las UCNP altamente dopadas, permitiendo que proporcionen deteccién
de alta sensibilidad usando pequefios volimenes de muestras. Como se demuestra a continuacién, las UCNP
altamente dopadas proporcionan un brillo significativamente mayor en comparacién con las UCNP convencionales,
permitiendo la deteccién sensible en un ensayo multiplexado cuantitativo sin interferencia.

1. Sintesis de UCNP

Nanocristales de NaYFs Yb® Er¥*/Tm% con diferentes niveles de dopaje (2 % de Er/20 % de Yb (no segln la
invencién), 8 % de Er/60 % de Yb, 0,5 % de Tm/20 % de Yb (no segun la invencidén) y 8 % de Tm/60 % de Yb) se
sintetizaron como se describe en el documento de Jin et al. Nature Communications 2018, 9 3290. En un experimento
tipico, se afiadié 1 mmol de RECI3*6H>0O (RE =Y, Yb, Tm) con la relacién molar deseada a un matraz que contenia
6 ml de OA y 15 ml de ODE. La mezcla se calenté a 160 °C bajo flujo de argén durante 30 min para obtener una
disolucién clara y luego se enfrié a aproximadamente 50 °C. Se afiadieron después 5 ml de disolucién de metanol de
NH4F (4 mmol) y NaOH (2,5 mmol) y la disolucién se agitdé durante 30 min. La mezcla se calent6 a 150 °C bajo flujo
de argén durante 20 min para expulsar metanol, y luego se calenté adicionalmente a 310 °C durante otros 90 min.
Finalmente, la disolucién de reaccién se enfrié a temperatura ambiente. Los productos se precipitaron usando etanol,
se centrifugaron a 9000 r. p. m. durante 5 min, y se lavaron 3 veces con ciclohexano, etanol y metanol para obtener
las nanoparticulas.

Se empleé crecimiento epitaxial capa por capa para producir nanoparticulas que tienen una estructura de nucleo-
cubierta. El procedimiento para preparar precursores de cubierta es similar al procedimiento usado con respecto a las
nanoparticulas de nucleo, hasta la etapa en la que la disolucién de reaccién se calienta lentamente a 150 °C y se
mantiene durante 20 min. En lugar de calentar adicionalmente a 300 °C para desencadenar el crecimiento de
nanocristales, la disolucién se enfrié a temperatura ambiente. En esas condiciones, se produjeron los precursores de
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cubierta. Para el crecimiento epitaxial, se afiadieron 0,15 mmol de nanocristales de nlcleo preparados de ese modo
a6 mlide OAy 6 ml de ODE. La mezcla se calentd a 170 °C en atmésfera de argdn durante 30 min, y luego se calenté
adicionalmente a 300 °C. A continuacién, se inyectaron 0,25 ml de precursores de cubierta preparados de ese modo
en la mezcla de reaccién y se maduraron a 300 °C durante 4 min. Los mismos ciclos de inyecciéon y maduracién se
realizaron varias veces para obtener nanocristales que tenian el tamafio deseado. Finalmente, la suspensién se enfrié
a temperatura ambiente y los nanocristales formados se purificaron usando el mismo procedimiento que se usé para
obtener los nanocristales de nucleo.

2. Bioconjugacién de UCNP con anticuerpos

El intercambio de ligandos se usd para convertir las UCNP recubiertas con OA en productos recubiertos con cPEG
(polietilenglicol modificado con un grupo carboxilo). Se precipitaron 1,5 ml de 20 mg/ml de UCNP en ciclohexano
usando etanol, y después de la centrifugacién, las UCNP se dispersaron de nuevo en 3 ml de THF mediante agitacion
de vértice y sonicacién. Luego se afiadieron 1,5 ml de 200 mg de cPEG en disolucién de THF, y la disolucién mezclada
se agité a temperatura ambiente durante 24 h. Luego se afiadieron 3 ml de agua MiliQ y se mezclé con agitacién. La
disolucion se extrajo luego usando 1 ml de hexano para retirar las moléculas de OA. Después de retirar la fase oleosa,
la disolucién se colocé al vacio durante la noche para evaporar los disolventes organicos. La disolucién se dializd
luego en 1 | de agua MiliQ durante 24 h para retirar el exceso de PEG.

Después de la conversién, las cPEG-UCNP se cambiaron a tampdn MES (pH 4,5) usando centrifugaciéon hasta una
concentracion final de 1 mg/ml. Se mezclaron 10 pl de cPEG-UCNP, 100 ug de EDC y 100 pg de NHS en 90 pl de
tampdn MES (pH 4,5). Después de 2 h de agitacion suave, la muestra se lavé con el tampén MES dos veces
(centrifugado a 14.000 r. p. m. durante 20 min). Después de la etapa final de centrifugacién, el precipitado se suspendié
en tampdn MES 50 pl. Después, la disolucién se mezcld con 50 pl de anticuerpo 1gG (0,1 mg/ml de anticuerpo
monoclonal anti-PSA producido en conejo/anticuerpo monoclonal anti-EphA2 producido en conejo; Sigma) y se
incubaron en un agitador a 37 °C durante la noche. Después de dos lavados con tampén MES (centrifugado a
14.000 r. p. m. durante 20 min), la muestra se suspendid en 100 pl de tampén MES y se sometié a sonicacién durante
5s.

3. Caracterizaciéon de TEM

UCNP de 2 % de Er/20 % de Yb (no segun la invencién), 8 % de Er/60 % de Yb@NaYF4, 0,5 % de Tm/20 % de Yb
(no segun la invencién) y 8 % de Tm/60 % de Yb@NaYF, se caracterizaron por microscopia electrénica de
transmisién. Como se muestra en la figura 1, las UCNP fueron altamente uniformes.

4. Espectro de absorcidén de UV y dispersién de luz dindmica

Se us6 un Nanodrop2000 para determinar el espectro de absorcién de UV de las UCNP recubiertas con cPEG y las
UCNP conjugadas con IgG para confirmar que los anticuerpos se conjugaron con la superficie de las UCNP (figura 2).

Se usé dispersién de luz dindmica (DLS) para determinar la distribucién de tamafios de cada muestra en el tampén
MES (pH 6,8). Los resultados también confirmaron la presencia de IgG sobre las superficies de las UCNP (tabla 1).

Tabla 1
cPEG-UCNP IgG-cPEG-UCNP

2 % de Er/20 % de Yb (no segunla | 50,6 nm 64,4 nm
invencién)

8 % de Er/60 % de Yb 58,1 nm 75,1 nm

05% de TmR20% de Yb (no | 52,4 nm 66,8 nm

segun la invencién)

8 % de Tm/60 % de Yb 60,4 nm 76,2 nm

5. Espectros dependientes de potencia
6. Fabricacién de tira a base de papel

La estructura de tira comprende una almohadilla trasera de PVC adhesiva, una membrana de nitrocelulosa (membrana
FF120HP, GE Life Science), una almohadilla de muestra (CF4, GE Life Science) y una almohadilla absorbente (CF5,
GE Life Science). La almohadilla de muestra, la membrana de nitrocelulosa y la almohadilla absorbente se montaron
en la almohadilla trasera de PVC con una superposicién de 2 mm. Las almohadillas ensambladas se cortaron para
dar tiras que tenian una anchura de 3 mm. El area de prueba y el 4rea de control se recubrieron por separado con
0,5 pl de 0,2 mg/ml de anticuerpos policlonales anti-PSA/EphA2 producidos en ratén (Sigma) y 0,5 pl de 2 mg/ml de
anticuerpos anti-IgG de conejo (Sigma) y se incubaron durante la noche a menos de 4 °C.
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7. Ensayo de deteccién de diana de tira de flujo lateral

Los indicadores de UCNP se transfirieron a un tampén de trabajo (tampdn MES de pH 6,8, tween 20 al 0,5 % p/v, BSA
al 1 % p/v). Después de la mezcla, se aplicaron disoluciones de muestra con indicadores de UCNP a la almohadilla
de muestra de la tira. Después de 10 min, se afiadi6é tampén de lavado (tampén MES de pH 6,8, tween 20 al 0,5 % p/v)
a la almohadilla de muestra. Después de 20 min, la tira fue detectada por el lector.

8. Sistema de prueba de tira basado en detector de avalancha de fotén Unico

Para leer la sefial de emisién de los indicadores de UCNP sobre las tiras, se construyé un sistema confocal de barrido
especialmente construido (figura 4). Se usd un laser de 976 nm para excitar las UCNP, con una unidad de control de
potencia construida internamente que incluye una placa de media onda y un polarizador. La emisién de las UCNP se
captd por una lente objetivo (60X, NA 0,85 Edmund), y luego se enfocd por una lente de tubo a una fibra éptica, que
estaba vinculada a un detector de avalancha de fotén Unico (SPAD). EI movimiento x-y de la platina se usé para leer
10 puntos diferentes de un area de prueba.

9. Célculo de LOD

Se usaron métodos 3c para calcular el LOD del sistema de prueba de tira. El ruido N = fondo + 3 D. E. (del inglés,
standard deviation SD) (fondo) y el ajuste lineal de S/N se establecieron con concentraciones diana. El LOD es la
concentracién cuando S/N = 1.

Ejemplo 1

Para obtener UCNP més pequefias y brillantes, se sintetizaron dos tipos de UCNP pasivadas con cubierta inerte
altamente dopadas con Er** y Tm>* (es decir, 8 % de Er/60 % de Yb@NaYF4y 8 % de Tm/60 % de Yb@NaYFy), y su
rendimiento se evalué frente a otras UCNP del mismo tamafio y no segln la invencidn (es decir, 2 % de Er/20 % de
Yb y 0,5 % de Tm/20 % de Yb). El intercambio de ligandos se usé para modificar las superficies de las UCNP con
grupos carboxilo, seguido de una técnica de EDC/NHS para conjugar anticuerpos. La uniformidad de cada muestra
de UCNP se confirmé mediante caracterizacion TEM (figuras 1, 5B y 5C). La conjugacién exitosa de anticuerpos se
confirmé mediante espectros de absorcién de UV que tienen una apariencia de pico caracteristico a 280 nm (figura 2),
y por dispersién de luz dinamica que revel6 un ligero aumento de tamafio (tabla 1).

Las propiedades dependientes de potencia de los indicadores de UCNP preparados de ese modo se sometieron a
prueba con respecto a sus intensidades de emisién y perfiles de espectro usando un sistema de caracterizacioén de
Unica nanoparticula (Wang et al. (2018) Light Sci & Amp Appl 2018: 7, 18007). Con el aumento de densidad de potencia
de excitacion, el brillo de las UCNP altamente dopadas aument6é mas sustancialmente que las UCNP menos dopadas,
que no son segun la invencién (figura 6A). Las relaciones de potenciacién del brillo de emisién para las UCNP dopadas
altamente con Er®* y Tm3 fueron 5 veces y 12 veces mayores que las de las UCNP menos dopadas cuando la potencia
excede 0,5 MW/cm?. Como se muestra en la figura 6B, el espectro de emisién de indicadores de UCNP altamente
dopadas con Er®* emite sustancialmente mas rojo a alrededor de 650 nm bajo mayor potencia de excitacion, dando
como resultado una emision amarillenta brillante. Este efecto de mezcla de pintura también se produce en los
indicadores de UCNP altamente dopadas con Tm3" con apariencia en morado desde la camara de teléfono (los
perfiles de espectro dependientes de potencia de los indicadores de UCNP menos dopadas se muestran en la figura 3).

Ejemplo 2

Los indicadores de UCNP altamente dopadas con Er** se compararon con las UCNP menos dopadas detectando
diferentes concentraciones de PSA diana sobre tiras de flujo lateral. A una densidad de potencia de excitacién de
0,5 MW/cm?, las sefiales desde el drea de prueba y el area de fondo se registraron mediante un detector de recuento
de fotén Unico. Como se muestra en la figura 6D, la sefial desde los indicadores de UCNP altamente dopadas fue
mucho mayor que la sefial desde las UCNP menos dopadas, y la relacién de potenciaciéon de brillo fue consistente
con los resultados de caracterizacién de nanoparticula individual. A pesar de la diferencia de brillo, ambos indicadores
muestran el mismo limite de deteccién de PSA (LOD) de 50 pg/ml. Solo los indicadores de UCNP altamente dopadas
proporcionan suficiente brillo para una camara de teléfono normal.

Ejemplo 3

Se construy6 un dispositivo compacto encerrado por un pequefio alojamiento impreso en 3D como se muestra en la
figura 5A y la figura 7A. El dispositivo us6 un diodo laser de 300 mw de 980 nm como fuente de luz, dos lentes
hemisféricas (una para enfocar el haz de luz de excitacién a la tira y la otra para captar la sefial de emisién a la camara
de teléfono) y un vidrio absorbente de calor KG-3 de bajo coste como filtro de paso corto para eliminar la dispersion
laser. La respuesta espectral de la cAmara de teléfono CMOS (Sony IMX-214) y la curva de transmisién del vidrio KG-
3 indica que la camara de teléfono puede leer la mayoria de las sefiales de emision visibles de los indicadores de
UCNP altamente dopadas con solo una cantidad insignificante de luz de dispersién de excitacién detectada (figura
7B).
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Con fines de demostracién, la configuracién de la éptica y de la camara fueron fijas, pero la tira se movid de un lado a
otro a una velocidad constante de modo que los valores promedio de intensidad de fluorescencia del area de prueba,
el &rea de control y el area de fondo podrian extraerse de los analisis de video (figura 7C). Con referencia a la figura 7D,
los indicadores de UCNP altamente dopadas proporcionaron sefiales detectables cuando la concentracion diana era
baja, mientras que las UCNP menos dopadas no lo hicieron. EI LOD para PSA usando indicadores de UCNP altamente
dopadas con Er®* fue de 61 pg/ml, mientras que el LOD usando las UCNP menos dopadas fue 8,5 ng/ml.

Ejemplo 4

A continuacion, se usaron indicadores de UCNP altamente dopadas con Er®* y Tm> en una sola tira para pruebas
simultaneas de analitos diana de PSA y EphA2. Para este fin, las UCNP altamente dopadas con Er®* se modificaron
con anticuerpos anti-PSA, y las UCNP altamente dopadas con Tm®* se modificaron con anticuerpos anti-EphA2. La
figura 8A muestra los resultados de someter a prueba dos dianas. Los colores amarillento y morado indican la
presencia de PSA y EphA2, respectivamente, y el brillo aumenta con el aumento de la concentracién diana. El sistema
de LFS de dos colores logré un LOD de 89 pg/ml para PSA (figura 8B), demostrando que el sistema mantiene la alta
sensibilidad que se logré a partir del sistema de un Unico color. EI LOD para EphA2 fue de 400 pg/ml (figura 8C). Como
la energia de emision de indicadores de UCNP altamente dopadas con Tm>* es de alrededor de 800 nm (figura 6C),
que esta mas alld del rango de la 6ptica de deteccién y la cdmara de teléfono (figura 7B), la intensidad de sefial es
menor. La especificidad de un sistema de LFS de dos colores se evalud adicionalmente sometiendo a prueba dos
dianas, PSA y EphA2 por separado, con BSA como analito de interferencia. En comparacién con los grupos de control,
todos los grupos positivos mostraron una intensidad mucho mayor. Los resultados indican que hay interacciones
cruzadas insignificantes.

Aunque la invencién se ha descrito con referencia a realizaciones especificas, los expertos en la técnica apreciaran
que la invencidon puede realizarse de muchas otras formas que se encuentran dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
Método para determinar la cantidad de al menos un analito en una muestra, comprendiendo el método:

proporcionar una tira de flujo lateral que comprende una porcidén de captura y un conjugado que comprende
una porcién de deteccién capaz de unir el al menos un analito y nanoparticulas de conversién ascendente
altamente dopadas para visualizar la interaccién del al menos un analito y la porcién de captura;

aplicar la muestra a la tira de flujo lateral de manera que el conjugado se une al analito para proporcionar un
analito unido que posteriormente se captura por la porciéon de captura;

proporcionar un dispositivo de prueba que comprende una fuente de luz de excitacién configurada para
provocar una sefial detectable desde las nanoparticulas de conversién ascendente altamente dopadas y un
detector para capturar la sefial detectable, siendo el dispositivo de prueba capaz de recibir la tira de flujo
lateral;

insertar la tira de flujo lateral a la que se ha aplicado la muestra en el interior del dispositivo de prueba;

irradiar un area de la tira de flujo lateral que comprende las nanoparticulas de conversién ascendente
altamente dopadas con un haz de luz para provocar una sefial detectable desde las nanoparticulas de
conversién ascendente altamente dopadas; y

detectar la sefial detectable y determinar la cantidad del al menos un analito en la muestra basandose en la
sefial detectable,

en el que las nanoparticulas de conversion ascendente altamente dopadas comprenden un material huésped,
un sensibilizador que es Yb3 y un activador que es Er¥* o Tm®,

en el que el sensibilizador esta presente en una concentracién de al menos el 30 % en moles, y el activador
esta presente en una concentracién de al menos el 3 % en moles.

Método segun la reivindicacién 1, en el que el material huésped es un fluoruro alcalino, un éxido o un
oxisulfuro, preferiblemente NaGdFs, CasF, NaYFs LiYF4 NalLuFs LiLuFs, KMnFs o Y2Os, incluyendo
combinaciones de los mismos, mas preferiblemente NaYF..

Método segln la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que las nanoparticulas de conversién ascendente
altamente dopadas estan pasivadas con cubierta inerte.

Método seguln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las nanoparticulas de conversién
ascendente altamente dopadas son 8 % de Er/60 % de Yb@NaYF4, 8 % de Tm/60 % de Yb@NaYF4 0 40 %
de Er/60 % de Yb@NaYFa.

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la porcién de captura y/o la porcion de
deteccién incluyen uno o méas de: un anticuerpo, un aptdmero, un epitopo, un acido nucleico o un polimero
de impresién molecular.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el dispositivo de prueba comprende
ademas una lente o una matriz de lentes interpuestas entre la fuente de luz de excitacién y la tira de flujo
lateral para asi enfocar el haz de luz sobre la tira de flujo lateral, o en el que el dispositivo de prueba
comprende ademés una lente o0 una matriz de lentes interpuestas entre la tira de flujo lateral y el detector
para asi enfocar la sefial sobre el detector.

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el detector es una cdmara, o un detector
de elemento Unico, preferiblemente una cadmara de teléfono inteligente.

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la sefial detectable es luz visible o luz
infrarroja, y la fuente de luz de excitacién es un diodo laser o una fuente de luz de IR cercano.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el haz de luz tiene una densidad de
potencia de al menos aproximadamente 0,001 MW/cm?,

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el area irradiada estd entre
aproximadamente 1 um? y aproximadamente 10.000.000 pm?.

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la muestra es una muestra biolégica,
preferiblemente un fluido corporal.

10
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12. Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la cantidad del al menos un analito en
la muestra puede determinarse ajustando la intensidad de una imagen capturada por el detector con una
curva de intensidad-concentracion preestablecida para el analito.
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FIGURA 1
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