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DESCRIPCION
Particulas luminiscentes a base de tierras raras y su uso como agente de diagnostico

La presente invencion se refiere al campo de las sondas para la deteccién y/o cuantificacion de sustancias de interés
en muestras bioldgicas. Tiene mas particularmente por objeto nuevas particulas inorganicas luminiscentes, su
procedimiento de preparacion y su uso para detectar y/o evaluar la presencia de proteinas, anticuerpos, ADN, ARN y
otros compuestos en una muestra biolégica.

La deteccion y/o cuantificacion de las concentraciones de biomarcadores, anticuerpos o ADN y ARN en muestras
biolégicas (sangre, suero, saliva, orina, liquido cefalorraquideo, etc.) son indispensables para el diagnéstico médico.

En el campo del diagnéstico in vitro o ex vivo, del analisis médico y del bioanalisis, se han propuesto un cierto nimero
de métodos para detectar y/o evaluar la presencia de sustancias especificas.

Estos métodos se basan, de manera general, en el uso de una sonda utilizada para detectar y/o cuantificar una
concentracién en disolucion. Estas sondas se acoplan a moléculas, ADN o proteinas que, directamente o via una serie
de reacciones, se fijaran a la especie molecular a analizar. Después, las sondas que han reaccionado pueden ser
detectadas mediante uno 0 mas métodos basados, por ejemplo, en su luminiscencia, su absorbancia, su reactividad
quimica, su radiactividad, etc.

Los ensayos bioquimicos mas habitualmente utilizados son los ensayos de inmunoabsorcién enzimatica (en inglés
“Enzyme-Linked Immuno Ensayo” o ELISA), que se basan generalmente en el uso de la peroxidasa de rabano picante
como enzima para inducir una reaccién con un sustrato y cuantificar la reaccién quimica que tiene lugar por medida
de la absorbancia del producto de reaccion en la disolucion. La eleccion del compuesto molecular al que se acopla la
sonda es determinante para la eficacia de estas sondas. Mas precisamente, la eficacia de estos métodos depende de
la afinidad especifica del compuesto con la sustancia diana. A modo de ejemplos, las publicaciones referenciadas [1]
y [2] detallan las caracteristicas de estos mecanismos.

Las sondas luminiscentes conducen generalmente a una deteccion mas sensible que las sondas detectadas por su
absorbancia debido a que, en el primer caso, las medidas de la intensidad luminosa se realizan sobre un fondo negro,
mientras que, en el segundo, se trata de medir una variacion de la intensidad luminosa (medidas sobre un fondo claro).
Las sondas luminiscentes actualmente disponibles presentan varios inconvenientes que no permiten explotar todo su
potencial como sondas de diagnoéstico. Entre estos inconvenientes, se puede citar por ejemplo el fendmeno de
fotoblanqueamiento en el caso de fluoréforos organicos que, tras modificaciones estructurales irreversibles, se traduce
en una desaparicién de fluorescencia, o también el fenémeno de parpadeo de la emisién de los nanocristales
semiconductores, o “quantum dots”, las sondas dejan entonces de emitir periédicamente y, por lo tanto, son
inadaptadas para producir una seial constante. Otros inconvenientes resultan, por ejemplo, de la amplitud del espectro
de emisién de las sondas luminiscentes. De hecho, un espectro de emisién demasiado amplio dificulta el filtrado de la
sefal de fondo eventualmente presente, y tiene un efecto sobre la calidad de la sefal y, en particular, sobre la relacién
sefal con ruido. Conviene ademas tomar en cuenta, ademas de los factores épticos que contribuyen a la eficacia de
la sonda en un ensayo bioldgico, el caracter practico y la facilidad de uso de la sonda. Asi, ciertas particulas, como es
el caso de los nanocristales de semiconductores, pierden sus caracteristicas de luminiscencia tras la congelacion, lo
que representa un inconveniente para el almacenamiento de agentes bio-conjugados. La facilidad de acoplar las
sondas al compuesto molecular que permite apuntar a las moléculas deseadas es también un aspecto a tener en
cuenta para la eleccién de la sonda adecuada. Por lo tanto, un cierto nimero de particulas, de las cuales los
nanocristales de semi-conductores, se sintetizan en disolventes organicos. De ello se desprende que el uso para
aplicaciones bioldgicas necesita etapas suplementarias de preparacion de la superficie para realizar una dispersion
en agua de estas particulas, un proceso que puede ser complejo de llevar a cabo y poco estable en el tiempo.

Por otro lado, las propiedades coloidales de las particulas/sondas son decisivas para la realizacion de ensayos
biolégicos. De hecho, disoluciones de buena estabilidad coloidal son capaces de proporcionar medios para los
ensayos de buena homogeneidad y, por lo tanto, una mejor reproducibilidad a nivel de los resultados de estos ensayos.

Finalmente, la complejidad y el coste son aspectos importantes en la eleccién de las sondas para el diagnostico. Por
ejemplo, unas nanoparticulas de oro, y sus propiedades en términos de resonancia plasmoénica de superficie se han
propuesto como sondas de diagndstico, pero no se han abierto camino como sondas para el diagnéstico in vitro,
posiblemente debido a la complejidad del método de deteccién [3], o eventualmente debido a un alto coste. En cuanto
a los cristales de semi-conductores, éstos se sintetizan en disolventes organicos y requieren procedimientos de
dispersion en medio acuoso, lo que hace que su sintesis sea compleja y, por tanto, cara. Su funcionalizacion con
grupos quimicos que permiten el acoplamiento a compuestos moleculares de reconocimiento de moléculas dianas se
basa también en enlaces quimicos débiles, lo que limita por lo tanto su estabilidad, lo que es perjudicial para la
reproducibilidad de los ensayos de deteccién.

Por lo tanto, las nanoparticulas dopadas con iones de tierras raras, tales como nanoparticulas de tipo YVOa:Eu,
resultan particularmente ventajosas para su uso como sondas para la deteccion/cuantificacién de biomoléculas.
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Unas nanoparticulas a base de vanadato de itrio dopado con tierras raras se han descrito por ejemplo de manera
detallada por Riwotzki et al. [4] y Huignard et al. [5].

Estas nanoparticulas son particularmente ventajosas en lo que respecta a su excelente fotoestabilidad, que autoriza
la adquisicion de una sefial constante y prolongada, y una ausencia del fenémeno de parpadeo de la emisién. Ademas,
presentan un espectro de emision estrecho y un gran desplazamiento de Stokes de la emision. Estas dos
caracteristicas permiten filtrar eficazmente la sefal de emision de las nanoparticulas librdndose de las sehales
parasitas para obtener excelentes relaciones sefial con ruido. Estas nanoparticulas contienen también varias decenas
de miles de iones que pueden ser excitados y responsables de la luminiscencia. El aumento de la intensidad de
excitacién induce asi un aumento lineal de la luminosidad de las particulas, alcanzandose la saturacion de la emisién
solamente para intensidades impracticables.

Finalmente, estas nanoparticulas no pierden su luminiscencia después de la congelacion.

La sintesis en un medio disolvente organico de nanoparticulas luminiscentes dopadas con iones de tierras raras se ha
propuesto, por ejemplo, en el documento EP 1 232 226 o en publicaciones [6], [7] y [8].

También se ha propuesto ya la sintesis de estas nanoparticulas luminiscentes en medio acuoso, por ejemplo, mediante
la adicién gota a gota de disoluciones de nitratos de itrio y europio a una disolucién de ortovanadato (NasVOas) ([9],
(10], [11], [12] y [13]).

Ademas, las publicaciones [14]-[19] proponen métodos de sintesis por via hidrotermal de nanoparticulas de YVO4
dopadas con iones de tierras raras que utilizan metavanato de amonio u ortovanadato como precursor.

También se puede citar el documento US 8 337 804 que propone un método para la preparacion de nanoparticulas a
base de iones ortovanadato VO.%, por ejemplo de YVOa4:Eu, usando un medio de reaccién que contiene agua y al
menos un poliol.

En cuanto al documento EP 1 282 824, éste describe el uso de nanoparticulas luminiscentes inorganicas, modificadas
en superficie, como sondas para detectar una sustancia biolégica u otra sustancia organica.

La publicacion Giaume et al., Mater. Res. Soc. Symp. Proc. Vol. 942, 2006, describe la sintesis de una disolucion
coloidal de nanoparticulas de tipo Yi-xEuxVO4 (O<x<1) mediante la adicién de una disolucién acuosa que comprende
nitratos de itrio y de europio, a una disolucién acuosa de ortovanadato de sodio. El pH de la disolucién de ortovanadato
de sodio se ajusta a un valor comprendido entre 12,5 y 13 por adicion de hidréxido de tetrametilamonio, de manera a
obtener un pH final de aproximadamente 9. A fin de mejorar la estabilidad coloidal, Giaume et al. proponen la
realizacién de una etapa de tratamiento de superficie de las nanoparticulas, que se realiza al final de su sintesis,
mediante adsorcion de iones silicato cargados negativamente a nivel de las nanoparticulas.

Asimismo, el documento WO 2016/079069 describe un procedimiento para la preparacion por via sol-gel de una
disolucién coloidal de nanoparticulas de tipo YxEu1-xVO4, usando la adicion de disoluciones de nitrato de europio e de
itrio a una disolucién de ortovanadato de sodio, y ajuste del pH por adicién de una base organica o inorganica tal como
hidréxido de tetrametilamonio.

Las nanoparticulas luminiscentes, obtenidas por las vias de sintesis conocidas anteriormente mencionadas, y usadas
en un medio acuoso, estan sin embargo sujetas a fenémenos de floculacion, y no permiten conducir a suspensiones
coloidales estables. En consecuencia, la cantidad de nanoparticulas en suspension es inestable en el tiempo y no se
puede determinar de manera precisa.

Esta incertidumbre a nivel del contenido en particulas luminiscentes en las suspensiones coloidales utilizadas es
altamente perjudicial durante su uso como sondas en métodos de diagndstico, ya que impacta la reproducibilidad de
los resultados obtenidos, por ejemplo, durante la deteccién/cuantificaciéon de las concentraciones de biomoléculas de
la muestra analizada.

En consecuencia, las particulas luminiscentes dopadas con iones de tierras raras obtenidas por los métodos del estado
de la técnica no permiten dar total satisfacciéon para su uso como sondas de diagnostico.

La presente invencion tiene precisamente como objetivo proporcionar nuevas particulas luminiscentes y una nueva
via para su sintesis, que permita superar los inconvenientes antes mencionados.

En particular, la invencién proporciona un medio para acceder a nanoparticulas luminiscentes que presentan una
estabilidad coloidal mejorada en un medio acuoso, y ventajosamente con una mejor reproducibilidad de su sintesis y
de las etapas ulteriores de funcionalizacion y acoplamiento a un agente molecular de direccionamiento.
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Asi, la invencion se refiere, segun un primero de sus aspectos, a una particula luminiscente que comprende una
nanoparticula de formula:

A1-xLnxVOa(1-y)(POa)y )
en la que:
* A se escoge de itrio (Y), gadolinio (Gd), lantano (La), y sus mezclas;
* Ln se escoge de europio (Eu), disprosio (Dy), samario (Sm), neodimio (Nd), erbio (Er), iterbio (Yb), y sus mezclas;
¢ 0<x<1, en particular 0,2<x<0,6, y mas particularmente x vale 0,4; y
e Osy<i;

caracterizada por que la nanoparticula presenta en superficie cationes de tetraalquilamonio en una cantidad tal que
dicha nanoparticula presenta un potencial zeta, anotado ¢, menor o igual a -28 mV, en un medio acuoso de pH =5, en
particular de pH 2 5,5, y con una conductividad i6nica estrictamente menor que 100 pS.cm-.

Segun otro de sus aspectos, la invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de tales particulas, usando
una reaccion de co-precipitacién, en medios acuosos, a partir de precursores de los elementos Ay Ln, y en presencia
de iones de ortovanadato (VO4%), y eventualmente fosfato (PO4%); siendo dicha reaccion llevada a cabo en presencia
de una cantidad eficaz de cationes de tetraalquilamonio tal que dicha nanoparticula presenta un potencial zeta,
anotado ¢, menor o igual a -28 mV, en un medio acuoso de pH = 5, en particular de pH = 5,5, y con una conductividad
idnica estrictamente menor que 100 uS.cm™'.

Preferiblemente, dicha nanoparticula tiene un potencial zeta ¢, en medio acuoso a pH = 6,5, en particularapH =7,y
en particular a pH = 8, menor o igual a -30 mV.

Las particulas luminiscentes segun la invencidn, y su ruta de sintesis, resultan ventajosas en varios aspectos.
Esta nueva via sintética se basa en el uso de contraiones voluminosos del tipo tetraalquilamonio.

Los inventores han descubierto asi que el uso de estos contraiones voluminosos en la sintesis de nanoparticulas a
base de iones de tierras raras asegura una estabilidad coloidal mejorada de las particulas en disolucion, y evita en
particular los fendmenos de floculacién de las particulas.

Como se mencioné anteriormente, la estabilidad de las particulas en disolucion es particularmente determinante para
cumplir las exigencias en términos de reproducibilidad para el uso de estas particulas como sondas para el diagnoéstico
in vitro o0 ex vivo.

Sin estar ligado por la teoria, esta mejora en términos de estabilizacion, que resultan del uso de contraiones de
tetraalquilamonio, en comparacién por ejemplo con el uso de iones de sodio, esta relacionada a la diferencia en el
potencial zeta de las particulas.

El “potencial zeta”, anotado ¢, se puede definir como la diferencia de potencial que existe entre el interior de la
disolucién y el plano de cizallamiento de la particula. Es representativo de la estabilidad de una suspension. El plano
de cizallamiento (o radio hidrodinamico) corresponde a una esfera imaginaria alrededor de la particula en la que el
disolvente se mueve con la particula cuando las particulas se desplazan en la disolucién. El potencial zeta se puede
determinar mediante métodos conocidos por el experto en la técnica, por ejemplo mediante el desplazamiento de la
particula con su capa de solubilizaciéon en un campo eléctrico, como se detalla a continuacién en el texto.

De hecho, como se ilustra en los ejemplos a continuacién, el uso de contraiones de tetraalquilamonio induce un
potencial zeta negativo de la particula de valor absoluto aumentado, en comparacion, por ejemplo, con el caso del uso
de contraiones de sodio. Este potencial zeta negativo de las nanoparticulas, menor o igual a -28 mV, en particular
menor o igual a -30 mV, en un medio acuoso a pH = 5, en particular a pH = 6,5, aumenta los fenédmenos de repulsion
electrostatica de las nanoparticulas en disolucién acuosa las unas con respecto a las otras, lo que permite asi suprimir
los fenébmenos de floculacién. En efecto, es conocido empiricamente por el experto en la técnica que un potencial zeta
de alto valor absoluto, en particular mayor que 28 mV, permite generalmente eliminar los efectos de floculacion en
medios con baja fuerza idnica.

Asi, como se detalla a continuacién en el texto, las nanoparticulas de la invencién, que presentan en superficie unos
cationes de tetraalquilamonio, poseen un potencial zeta, anotado ¢, en un medio acuoso a pH = 5, menor o igual a -
28 mV. En particular, las nanoparticulas de la invencion, que presentan en superficie cationes de tetraalquilamonio,
poseen, en medio acuoso a pH = 6,5, un potencial zeta menor o igual a -30 mV.
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Se entiende que las medidas del potencial zeta se llevan a cabo después de la purificacion de la suspensién acuosa

de las particulas y, por tanto, para una suspension acuosa que presenta una conductividad iénica estrictamente menor
-1

que 100 uS.cm.™.

La conductividad iénica de la suspensién, que permite una apreciacién del porcentaje de iones presentes en dicha
suspension, se puede medir, a temperatura ambiente (25°C), mediante cualquier conductimetro conocido.

La invencion se refiere asi, segun otro de sus aspectos, a una suspension acuosa coloidal que comprende particulas
luminiscentes segun la invencion.

Una suspensién segun la invencion presenta asi excelentes propiedades de estabilidad coloidal.

Por otro lado, en términos de sintesis, las particulas de la invencion se sintetizan directamente en un medio acuoso, y
el protocolo de sintesis solo requiere una reaccion de coprecipitacion. La preparacion de las nanoparticulas de la
invencion permite asi prescindir ventajosamente de las etapas de eliminacion de disolventes organicos y de
transferencia de las nanoparticulas en otros disolventes. Ademas, la sintesis de las nanoparticulas segun la invencion
puede llevarse a cabo ventajosamente a temperatura ambiente.

Asimismo, como se detalla a continuacién en el texto, los iones ortovanadato (VO4*) usados en la reaccion de
coprecipitacion para formar las nanoparticulas de la invencién se puede generar ventajosamente in situ a partir de una
sal de metavanadato, por ejemplo, metavanadato de amonio (NH4VO3) o de sodio (NaVQOs), con adicién de dos
equivalentes de base fuerte, ventajosamente hidréxidos de tetraalquilamonio.

El uso de metavanadato como precursor permite ventajosamente introducir contraiones voluminosos del tipo
tetraalquilamonio como contraiones de la base fuerte utilizada. Asi, el método de sintesis de las particulas segun la
invencion presenta una estabilidad coloidal muy buena.

Finalmente, como se detalla a continuacion, las particulas de la invencién se pueden acoplar facilmente a agentes de
direccionamiento con fines de diagnéstico, in vivo, ex vivo o in vitro, via diversas reacciones de
funcionalizacién/acoplamiento. Las nanoparticulas sintetizadas segun la invencién encuentran asi una aplicacion
especialmente ventajosa como sondas que permiten la deteccion y/o cuantificacion, ex vivo o in vitro, en muestras
bioldgicas, con excelente reproducibilidad.

La invencion se refiere asi, segun otro de sus aspectos, a la utilizacion de particulas segun la invencion, en particular
acopladas a al menos un agente de direccionamiento, como agente de diagndstico, en particular como agente de
diagnéstico in vitro o ex vivo.

Segun también otro de sus aspectos, se refiere a un kit de diagnéstico, en particular in vitro o ex vivo, en otras palabras
un kit de deteccion y/o cuantificacion in vitro o ex vivo de una sustancia de interés biolégico o quimico en una muestra,
que comprende al menos particulas luminiscentes segun la invencién, en particular en forma de una suspension
acuosa coloidal.

A continuacién, en el texto, se designara mas simplemente bajo la denominacion “nanoparticula segun la invencién”
la nanoparticula que responde a la férmula (I) antes citada, en cuya superficie estan localizados los cationes de
tetraalquilamonio.

Por otro lado, se usa la expresion “nanoparticula funcionalizada” para designar la nanoparticula segun la invencion
funcionalizada ademas en superficie con uno o0 mas grupos tales como, por ejemplo, con citrato, acido poli(acrilico)
(PAA), funciones aldehido, funciones acido carboxilico (COOH), funciones amina, etc.

Finalmente, la expresion “nanoparticula acoplada” se utiliza para designar la nanoparticula de la invencién al final de
su acoplamiento, después de la funcionalizacién de la superficie, con uno o mas agentes de direccionamiento, tales
como proteinas, anticuerpos, ADN, ARN, aptamero, etc., como se detalla a continuacién en el texto.

Otras caracteristicas, variantes y ventajas de las particulas segun la invencién, de su procedimiento de sintesis y de
su uso como sondas para el diagnostico destacaran mejor a la lectura de la descripcién, de los ejemplos y de las
figuras a continuacién, dados a modo de ilustracién y no limitativos de la invencién.

A continuacién, en el texto, las expresiones “comprendido entre ...y ...”, “que van de ... a ...” y “que oscila de ... a ...
son equivalentes, y significan que los limites estan incluidos, salvo que se mencione lo contrario.

Salvo que se mencione lo contrario, la expresion “que comprende un(a)” debe entenderse como “que comprende al
menos uno(una)”.
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PARTICULAS LUMINISCENTES

Como se ha especificado anteriormente, las particulas luminiscentes de la invencién comprenden, o incluso estan
formadas, de una nanoparticula de formula A1-xLnxVOa@-y)(POa)y (1), en la que A, x, Ln e y son como se definen
anteriormente, a la superficie de la cual estan presentes cationes de tipo tetraalquilamonio.

La inmovilizacién de los cationes de tipo tetraalquilamonio en la superficie de las nanoparticulas de la invencion resulta
mas particularmente de interacciones electrostaticas entre los iones de superficie de la nanoparticula de formula (1)
cargadas negativamente (O%) y los contraiones de tipo tetraalquilamonio cargados positivamente.

Asi, los cationes de tetraalquilamonio se asocian directamente con la nanoparticula via interacciones electrostaticas
con los iones de superficie cargados negativamente de la nanoparticula. En particular, la inmovilizacion de los cationes
de tetraalquilamonio en la superficie de la nanoparticula no utiliza ningun grupo “espaciador”.

Por cationes “tetraalquilamonio”, se entiende mas particularmente designar cationes tetraalquil(C1-Cs)amonio, es decir,
cationes de formula NR4* con R, idéntico o diferente, que representa un grupo alquilo de C1-Cs, en particular alquilo
de Gi-Ca.

Preferiblemente, los cationes “tetraalquilamonio” son cationes tetraalquil(C1-Cs)amonio, es decir, cationes de féormula
NR4* con R, idéntico o diferente, que representa un grupo alquilo de C1-Cs.

Por “alquilo de C1-Ce¢”, se entiende un grupo alifatico saturado, lineal o ramificado, que comprende de 1 a 6 &tomos de
carbono. A modo de ejemplos, se pueden citar los grupos metilo, etilo, propilo, butilo, isopropilo, isobutilo, tercbutilo,
etc.

Los cationes de tetraalquilamonio se escogen preferiblemente de los cationes tetrametilamonio, tetraetilamonio,
tetrapropilamonio, tetrabutilamonio, y sus mezclas.

Segun una realizacién particular, los cationes presentes a la superficie de las nanoparticulas de la invencién son
cationes de tetrametilamonio.

Como se indic6 anteriormente, los cationes de tetraalquilamonio estan presentes en la superficie de las nanoparticulas
de la invencién en una cantidad suficiente para proporcionar el resultado deseado en términos de estabilidad coloidal
de la suspension acuosa de dichas particulas sintetizadas, en otras palabras, el valor potencial zeta deseado.

Los cationes de tetraalquilamonio, presentes en la superficie de las nanoparticulas de la invencion, pueden estar
presentes en una cantidad de 100 a 10000 cationes de tetraalquilamonio por nanoparticula.

Las nanoparticulas de la invencion responden asi mas particularmente a la siguiente formula (I'):
A1xLnxVOu(1-y)(PO4)y - (NR4*)z ()

en la que:

* Aseescogede, Gd, La, y sus mezclas, preferiblemente A representa Y;

* Ln se escoge de Eu, Dy, Sm, Nd, Er, Yb, y sus mezclas, preferiblemente Ln representa Eu;

* 0O<x<1, en particular 0,2<x<0,6, y mas particularmente x vale 0,4;

e O=sy<t;

* R, idénticos o diferentes, son como se definen anteriormente, preferiblemente representan un grupo alquilo de C1-
Cs, en particular metilo; y

e zrepresenta el nimero de cationes de tetraalquilamonio NR4* localizados en la superficie de dicha nanoparticula,
en particular z esta comprendido entre 100 y 10000.

Segun una realizacion particular, la nanoparticula responde a la formula (1) o (I') antes mencionada, en la que y vale 0.

En otras palabras, la nanoparticula de la invencion es de férmula A1xLnxVOa (Il), en la superficie de la cual se
encuentran localizados los cationes de tetraalquilamonio.

Asi, una nanoparticula de la invencién puede responder mas particularmente a la formula A1-xLnxVOa - (NR4*)z (II'),
en el que A, x, Ln, Ry z son como se definen anteriormente.
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Segun una realizacién particular, A en la férmula (1), (I'), (1) o (II') anterior representa el itrio (Y).
Segun otra realizacién particular, Ln en la formula (1), (I'), (1) o (II') anterior representa Eu.

Asi, segln una variante de realizacion particular, las particulas de la invencion estan formadas total o parcialmente a
partir de una nanoparticula de férmula Y1-xEuxVOa4 (lll), con 0 <x<1, presentando dicha nanoparticula en superficie
unos cationes de tetraalquilamonio.

Mas particularmente, una nanoparticula de la invencion puede responder mas particularmente a la formula Y1-xEuxVO4
- (NR4*)z (III'), en la que x, Ry z son como se definen anteriormente.

Segun una realizacién particular, el producto entre el porcentaje de dopaje, x, en iones Ln, en particular en europio
(Eu), y el rendimiento cuantico de la emision por la nanoparticula esta maximizado.

En particular, esto es Util cuando se prevé una excitacion dptica de los iones Ln por excitacion directa, es decir, en
resonancia con los estados electrénicos de estos iones, y no por excitacion de la matriz AVOau1.y) - (POa)y, y la transferencia
de energia ulterior hacia estos iones.

Esta optimizacién del producto entre el porcentaje de dopaje x en iones Ln y el rendimiento cuantico puede llevarse a
cabo usando un fuerte dopaje en iones Ln, por ejemplo, entre 0,2 y 0,6, y en particular de 0,4, sin, no obstante,
disminuir el rendimiento cuantico, en particular limitando los procesos de transferencia entre iones de dopaje que
conducen a una extincion de la concentracion. En particular, para mantener un alto rendimiento cuantico, es necesario
que la cristalinidad de la particula no sea perfecta. En efecto, una excelente cristalinidad favorece los procesos de
transferencia entre los iones de dopaje, en particular cuando éstos estan en proximidad inmediata entre si, como es
el caso para dopajes altos y, en consecuencia, favorece los procesos de desexcitacion de los iones por procesos no
radiantes relacionados al solvente. En particular, un procedimiento de sintesis a temperatura ambiente, o al menos a
una temperatura que no supere los 600°C, es favorable para la cristalinidad imperfecta requerida para estas
nanoparticulas.

La cristalinidad de las nanoparticulas se considera como siendo “imperfecta” cuando la longitud de coherencia
determinada por el difractograma de rayos X en al menos una direccion cristalografica dado es inferior al 80% del
tamano de particula en esa direccién, tal como se mide a partir de imagenes de microscopia electronica de transmision.
Se pueden considerar diferentes tipos de cristalinidad imperfecta: policristalinidad, defectos o porosidad.

A modo de ejemplo, la nanoparticula puede ser de férmula Yo,6Eu0,4VO4, en la superficie se localizan cationes de
tetraalquilamonio. En particular, puede responder a la férmula Yo,6Eu0,4VO4 (NR4*)z, representando z el nimero de
cationes de tetraalquilamonio.

Se entiende que se pueden combinar las diversas realizaciones mencionadas anteriormente, en particular en lo que
respecta a la naturaleza de la nanoparticula fotoluminiscente y de los cationes de tetraalquilamonio de superficie.

A modo de ejemplo, una particula fotoluminiscente segun la invencién se puede formar de una nanoparticula de
formula Yo,6Eu0,4VO4 en la superficie de la cual estan inmovilizados los cationes de tetrametilamonio.

Las nanoparticulas de la invencion son mas particularmente de forma globalmente elipsoidal alargada (“prolate” en
inglés).

El tamano se puede medir por microscopia electrénica de transmision. Las imagenes de microscopia electrénica de
transmisién permiten determinar la forma de las nanoparticulas (elipsoide alargado) y deducir las dimensiones medias
de los dos ejes del elipsoide. Se supone generalmente que el tercer eje del elipsoide, no visible en las imagenes de
transmisién que son proyecciones 2D, es de longitud igual al eje de menor tamario.

Las nanoparticulas de la invencion, de forma elipsoide alargado, pueden presentar una longitud del eje mayor, anotado
a, comprendida entre 20 y 60 nm; y una longitud del eje menor, anotado b, comprendida entre 10 y 30 nm. En particular,
las nanoparticulas de la invencién pueden presentar un valor medio de la longitud del eje mayor, a, de 40 nm, y un
valor medio de la longitud del eje menor, b, de 20 nm.

Como se mencion6 anteriormente, las particulas luminiscentes segun la invencién permiten acceder a suspensiones
acuosas que presentan una estabilidad coloidal muy buena. Cabe sefalar que esta estabilidad es importante incluso
en medios de alta fuerza idnica como es el caso en el medio de sintesis incluso antes de la purificacion (fuerza iénica
mayor que 0,1 M). En particular, una suspension acuosa de particulas segun la invencion presenta poco, incluso
ningun, fenémeno de floculacién.
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En particular, las particulas segun la invencion en la superficie de las cuales estan presentes cationes de
tetraalquilamonio presentan un potencial zeta, anotado ¢, menor o igual a -28 mV, en un medio acuoso de pH = 5, en
particular de pH 2 5,5, y que presenta una conductividad idnica estrictamente menor que 100 pS.cm™.

En otras palabras, el valor absoluto del potencial zeta, anotado ||, de las particulas de la invencién, en un medio
acuoso a pH = 5, en particular a pH = 5,5, es mayor que 28 mV.

El “potencial zeta” es uno de los elementos representativos de la estabilidad de una suspensiéon. Puede medirse, por
ejemplo, usando directamente un equipo de tipo Zetasizer Nano ZS de la compania Malvern. Este equipo mide,
mediante dispositivos Opticos, las velocidades de desplazamiento de las particulas en funcion del campo eléctrico que
se les aplica.

Las nanoparticulas de la invencién poseen mas particularmente un potencial zeta menor o igual a -28 mV,
preferiblemente menor o igual a -30 mV, en un medio acuoso de pH = 6, en particular de pH = 6,5, y de conductividad
idnica estrictamente menor que 100 puS.cm-'.

En particular, las nanoparticulas de la invencién poseen un potencial zeta menor o igual a -30 mV, en un medio acuoso de
pH 2 6,5, en particular de pH = 7, en particular de pH = 8, y de conductividad i6nica estrictamente menor que 100 pS.cm™.

Las nanoparticulas segun la invencion son de manera mayoritaria de naturaleza cristalina y policristalina, en particular
de tamafio medio de cristalitos, deducido por difraccion de rayos X, como se detalla en los ejemplos siguientes,
comprendida entre 3 y 40 nm.

Segun una realizacion particular de la invencién, las nanoparticulas segun la invencion estan acopladas (o injertadas)
a al menos un agente de direccionamiento, en particular con vistas a su uso como sondas en métodos de diagndstico,
en particular métodos de diagnéstico in vitro o ex vivo, para la deteccion y/o cuantificacion de especies bioldgicas en
una muestra biolégica.

Dicho de otra manera, las particulas de la invencion pueden comprender al menos un agente de direccionamiento
inmovilizado en la superficie de la nanoparticula.

Los agentes de direccionamiento pueden ser de naturaleza variada como se detalla a continuacién en el texto,
dependiendo de la aplicacién deseada para las particulas luminiscentes de la invencion.

PREPARACION DE PARTICULAS

Como se mencion6 anteriormente, la invencion se refiere también, segun otro de sus aspectos, a un procedimiento de
preparacion de particulas luminiscentes que comprenden una nanoparticula de férmula:

A1-xLnxVO4(1-y)(PO4)y M
en la que:
* A se escoge de itrio (Y), gadolinio (Gd), lantano (La), y sus mezclas, preferiblemente A representa Y;

* Ln se selecciona de europio (Eu), disprosio (Dy), samario (Sm), neodimio (Nd), erbio (Er), iterbio (Yb), y sus
mezclas, preferiblemente Ln representa Eu;

e O<x<1;y

e Osy<i

por reaccion de coprecipitacion, en medio acuoso, a partir de precursores de dichos elementos Ay Ln, y en presencia
de iones ortovanadato (VO4%), y eventualmente iones fosfato (PO4%); llevandose a cabo dicha reaccién en presencia
de una cantidad eficaz de cationes de tetraalquilamonio tal que dicha nanoparticula presenta un potencial zeta,
anotado ¢, menor o igual a -28 mV, en un medio acuoso de pH = 5, en particular de pH = 5,5, y con una conductividad
idnica estrictamente menor que 100 pS.cm-'.

En particular, la invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de particulas luminiscentes que comprenden
una nanoparticula de férmula (I'):

A1-xLnxVOa(1-y)(POs)y - (NR4*); ()

en la que:
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* AvrepresentaV, Gd, La, o sus mezclas, preferiblemente A representa Y;

* Ln se escoge de Eu, Dy, Sm, Nd, Er, Yb, y sus mezclas, preferiblemente Ln representa Eu;
e O<x<1;

o O=sy<1;

* R, idénticos o diferentes, son como se definen anteriormente, preferiblemente representan un grupo alquilo de C1-
Cs;y

* zrepresenta el nimero de cationes de tetraalquilamonio NR4* localizados en la superficie de dicha nanoparticula.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un procedimiento para preparar particulas luminiscentes que
comprenden una nanoparticula de formula (Il), (II'), (111) o (1II') tal como se define anteriormente.

Los precursores de los elementos A y Ln pueden presentarse, de manera clasica, en forma de sales de dichos
elementos, por ejemplo, de nitratos, cloruros, percloratos o acetatos, en particular de nitratos. Los precursores de los
elementos Ay Ln, y sus cantidades, se escogen por supuesto de manera adecuada con respecto a la naturaleza de
la nanoparticula deseada.

Por ejemplo, la sintesis de nanoparticulas de férmula Y1.-xEuxVOa (1) puede utilizar, como compuestos precursores
del itrio y del europio, los nitratos de itrio (Y(NOz)s) y de europio (Eu(NOa)s).

Segun una caracteristica esencial del procedimiento de la invencion, la reaccion de coprecipitacion se lleva a cabo en
presencia de una cantidad eficaz de cationes de tetraalquilamonio.

Los cationes de tetraalquilamonio son més particularmente tales como se definen anteriormente. Preferiblemente, se
escogen de los cationes de tetrametilamonio, tetraetilamonio, tetrapropilamonio, tetrabutilamonio, y sus mezclas. Se
trata preferiblemente de cationes de tetrametilamonio.

Por “cantidad eficaz”, se entiende mas particularmente significar que los cationes se utilizan en una cantidad suficiente
para proporcionar el resultado deseado en términos de estabilidad coloidal de la suspension acuosa de dichas
particulas sintetizadas. Los cationes de tetraalquilamonio se utilizan en una cantidad tal que las nanoparticulas
obtenidas al final del procedimiento de la invencidon presenten un potencial zeta tal como se indica anteriormente.
Como se ilustra en el ejemplo 1 a continuacion, los cationes de tetraalquilamonio, en la reaccion de coprecipitacion
segun la invencidn, son contraiones de los iones ortovanadato (VO4%) y eventualmente fosfato (PO4%) (en el caso en
el quey #0).

Segun una realizacion particularmente preferida, los iones ortovanadato (VO4%) son generadas in situ a partir de una
sal de metavanadato, preferiblemente metavanadato de amonio (NH4VO3).

Los iones ortovanadato se pueden formar mas particularmente in situ por reaccion de dicha sal de metavanadato con
una base (mas precisamente con dos equivalentes de una base fuerte).

En particular, la base utilizada para la formacion in situ de los iones ortovanadato a partir de la sal de metavanadato
es una fuente de cationes de tetraalquilamonio. Puede tratarse, por ejemplo, de un hidréxido de tetraalquilamonio, por
ejemplo, hidréxido de tetrametilamonio.

El uso de una sal de metavanadato tal como, por ejemplo, metavanadato de amonio para la sintesis de nanoparticulas
segun la invencion demuestra ser particularmente ventajoso, en comparacién con el uso de ortovanadato de sodio,
debido a que permite librarse de los problemas de reproducibilidad relacionados con las variaciones en el contenido
de carbonato del ortovanadato de sodio.

A modo de ejemplo, la reaccién de sintesis a partir de metavanadato de amonio y de hidroxido de tetrametilamonio se
representa en el ejemplo 1.

También se puede considerar el uso de metavanadato de alquilamonio (no disponible comercialmente) y otra base
fuerte, tal como el hidréxido de amonio.

Ventajosamente, la presencia de iones de tipo tetraalquilamonio en la superficie de las nanoparticulas no sélo permite
una gran estabilidad coloidal al final de la sintesis, sino también una estabilidad de las particulas formadas a lo largo
de la sintesis, y por lo tanto una mejor reproducibilidad del procedimiento de sintesis en si.
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El procedimiento de preparacion de las particulas segun la invencion puede usar, mas particularmente, al menos las
siguientes etapas, que consisten en:

(i) disponer de una disolucion acuosa, anotada disolucién (1), que comprende iones ortovanadato (VO4%), y
eventualmente iones fosfato (PO4%), y cationes de tetraalquilamonio;

(i) anadir a la disoluciéon acuosa (1), una disolucién acuosa, denominada disolucion (2), que comprende dichos
precursores de los elementos A y Ln, en particular en forma de sales, en particular de nitratos, en condiciones
favorables para la formacion por co-precipitacion de las nanoparticulas de férmula (l); y

(iii) recuperar dichas nanoparticulas de férmula (I) en la superficie de las cuales se localizan los cationes de
tetraalquilamonio, formados al final de la etapa (ii).

La disolucién acuosa (1), se puede preparar mas particularmente por mezcla de al menos una sal de metavanadato,
en particular metavanato de amonio y al menos una base, fuente de cationes de tetraalquilamonio, por ejemplo, de un
hidroxido de tetraalquilamonio.

En el caso de los iones fosfato, se afiade una sal de fosfato, tal como fosfato de sodio o fosfato de amonio.

Asi, segln una variante de realizaciéon particularmente ventajosa, el procedimiento de la invencion comprende al
menos las etapas que consisten en:

(i) preparar una disolucion acuosa (1) por mezclamiento, en medio acuoso, de una sal de metavanadato, en
particular metavanadato de amonio (NH4VOs), y eventualmente una sal de fosfato, y una base, fuente de cationes
de tetraalquilamonio, en particular un hidréxido de tetraalquilamonio;

(i) ahadir a la disolucién acuosa (1), una disolucion acuosa (2) que comprende dichos precursores de los elementos
Ay Ln, en particular en forma de sales, en particular nitratos; en condiciones favorables para la formacién por
coprecipitacion de dichas nanoparticulas de férmula (l); y

(iii) recuperar las nanoparticulas de férmula (l) a la superficie de las cuales se localizan los cationes de
tetraalquilamonio, formados al final de la etapa (ii).

Segun una realizacién particular, la adicion en la etapa (ii) de la disolucion (2) a la disolucién (1) se lleva a cabo gota
a gota.

Segun otra variante de realizacion, la disolucién (2) se puede anadir a la disolucién (1) de una sola vez, y no gota a
gota.

El medio acuoso de las disoluciones (1) y (2) esta formado mas particularmente por agua.

En una realizacion particular, la disolucién acuosa (2) que contiene los precursores de los elementos A y Ln puede
comprender también unos agentes complejantes de estos elementos, tal como citrato, por ejemplo, citrato de
tetraalquilamonio.

Pertenece al experto en la materia ajustar adecuadamente las cantidades de los distintos reactivos, en particular de
los precursores de iones ortovanadato, opcionalmente fosfato, y de dichos elementos A y Ln, con respecto a la
naturaleza deseada para la nanoparticula de férmula (l) segun la invencién.

En particular, las proporciones estequiométricas de los distintos reactivos segun las férmulas (1), (I), (), (IF), (Ill) y
(11'y deben ser respectadas. Cuando se prevé una excitacion optica de los iones Ln por excitacion directa, es decir, en
resonancia con los estados electronicos de estos iones, y no por excitacién de la matriz AVOa(1-y)(POa)y, y posterior
transferencia de energia a estos iones, como se menciona anteriormente, es preferible disponer de un valor alto de x,
preferiblemente entre 0,2 y 0,6, y preferiblemente 0,4.

Ventajosamente, el procedimiento de preparacion de las particulas de la invencién no requiere ningin calentamiento
de la disolucién, a diferencia en particular de los métodos hidrotermales propuestos en las publicaciones [13]-[18]. En
particular, el conjunto de las etapas (i) a (iii) para la sintesis de las particulas segun la invencion se pueden llevar a
cabo ventajosamente a temperatura ambiente (20-25°C).

Sin embargo, los procedimientos de preparacion a temperatura mas altas, por ejemplo, del tipo hidrotermal, pueden
producir nanoparticulas de cristalinidad similares, con la condiciéon de que la temperatura no exceda 600°C, lo que
permite asi acceder a nanoparticulas que presentan una cristalinidad imperfecta como se menciona anteriormente, y
asi obtener un alto rendimiento cuantico.
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La etapa (iii) consiste mas particularmente en purificar la disolucién de particulas obtenidas, en particular para eliminar
el exceso de contraiones.

Las etapas de purificacién pueden comprender mas particularmente etapas de dialisis o centrifugacién y redispersion
de las particulas en un medio acuoso, por ejemplo, por sonificacién.

Las particulas se pueden redispersar en un medio acuoso, en particular en agua. Como se menciona anteriormente,
la suspensién coloidal acuosa de las particulas de la invencion presenta muy buena estabilidad, incluso después de
un almacenamiento durante varios meses.

Segun otro de sus aspectos, la invencion se refiere también a las particulas obtenidas al final del procedimiento tal
como se describe anteriormente.

Segun una variante de realizacién particular, la invencién se refiere a un procedimiento de preparacion de particulas
formadas total o parcialmente a partir de una nanoparticula de férmula Y1-xEuxVOa (lIl), con 0 <x<1, que comprende
al menos las etapas que consisten en:

(i) disponer de una disoluciéon acuosa (1), que comprende iones ortovanadato y cationes de tetraalquilamonio,
siendo dicha disolucién acuosa (1) obtenida preferiblemente del mezclamiento, en medio acuoso, de metavanadato
de amonio (NH4VO3) y de un hidréxido de tetraalquilamonio;

(ii) afadir a la disolucién acuosa (1), una disolucién acuosa, denominada disolucién (2), que comprende
precursores de Y y UE, en particular nitratos de itrio y de europio, en condiciones favorables a la formacion por co-
precipitacion de las nanoparticulas de férmula (ll1); y

(iii) recuperar dichas nanoparticulas de férmula (lll) a la superficie de las cuales se localizan los cationes de
tetraalquilamonio, formados al final de la etapa (ii).

Segun una realizacion particular, el procedimiento puede comprender ademas una o mas etapas de acoplamiento
(injerto) de las particulas obtenidas con uno o méas agentes de direccionamiento, en particular con vistas a su uso para
un método de diagnéstico in vitro, ex vivo, o in vivo.

Pertenece al experto en la materia llevar a cabo los métodos de acoplamiento/injerto adaptados para preparar
adecuadamente las particulas con vistas a su uso como sonda de diagnéstico. La cantidad de agente o agentes de
direccionamiento utilizado se ajusta con respecto a la cantidad de particulas.

El agente de direccionamiento puede ser injertado directamente, o via un espaciador (también designado bajo los
términos “enlazador” o “espaciador”), a la nanoparticula.

Los métodos de acoplamiento (también denominado injerto) de las particulas a biomoléculas son bien conocidos por
el experto en la técnica. Se trata generalmente de un acoplamiento por enlace covalente, por complejacion de
superficie, por interacciones electrostaticas, por encapsulacion, o por adsorcion. En ciertos casos, incluyendo el caso
de un acoplamiento por enlace covalente, las particulas se pueden funcionalizar previamente por uno 0 mas grupos
quimicos capaces de reaccionar después con otro grupo quimico portado por el agente de direccionamiento para
formar un enlace covalente.

Como ejemplos de grupos quimicos que pueden estar presentes en la superficie de nanoparticulas, se pueden citar
los grupos carboxilo, amino, tiol, aldehido y epoxi.

Por ejemplo, las nanoparticulas de la invencion se pueden funcionalizar en superficie con citrato, como se ilustra en
el Ejemplo 4 a continuacion.

Segun otra realizacion particular, las nanoparticulas de la invencion se pueden funcionalizar en superficie por acido
poli(acrilico) (PAA). En el caso de una funcionalizacién con PAA, el nimero de enlaces de coordinacion (enlaces
dativos) formados por cada molécula de PAA es tanto mas importante que el PAA es largo. El PAA puede presentar,
por ejemplo, un grado de polimerizacion que oscila de 3 a 10000.

Ventajosamente, la funcionalizacion de las nanoparticulas con PAA conduce a nanoparticulas funcionalizadas, y a
nanoparticulas que resultan del acoplamiento de estas nanoparticulas funcionalizadas con uno o mas agentes de
direccionamiento, que presentan excelentes propiedades en términos de estabilidad en el tiempo.

Los grupos amino pueden ser proporcionados por moléculas tales como los organosilanos aminados, tal como el
aminotrietoxisilano (APTES). La ventaja de APTES se basa en el hecho de que forma via enlaces covalentes una
capsula alrededor de la nanoparticula. Las aminas proporcionadas por APTES son asi muy estables en el tiempo. Los
grupos amino se pueden transformar en grupos carboxilo por reaccion con anhidrido succinico.

11
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Se pueden proporcionar unos grupos carboxilo por moléculas tales como el &cido citrico o un acido poli(acrilico) (PAA).

Los grupos carboxilo se pueden activar segun cualquier técnica conocida para el experto en la técnica, en particular
por reaccion con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS), para reaccionar
después con las funciones aminas en la superficie de un polipéptido, y forma un enlace amida covalente, cuando el
agente de direccionamiento es una proteina o un anticuerpo.

La funcionalizacion de las nanoparticulas por APTES se puede llevar a cabo ventajosamente después del
recubrimiento de las nanoparticulas con una capa de silice.

APLICACIONES

Como se ha especificado anteriormente, las particulas sintetizadas segun la invencién, en particular acopladas a al
menos un agente de direccionamiento, encuentran una aplicacion particularmente ventajosa como sondas o
biomarcadores en muestras bioldgicas.

La presente invencion se refiere, segun otro de sus aspectos, al uso de las particulas descritas anteriormente u
obtenidas segun el procedimiento descrito anteriormente, en particular acopladas a al menos un agente de
direccionamiento, o de una suspension acuosa coloidal de estas particulas, para como agente de diagnéstico, es decir
para la deteccion y/o cuantificacién de una sustancia de interés biolégico o quimico.

Las nanoparticulas se pueden utilizar en particular como agente de diagnéstico in vitro o ex vivo, es decir, para la
deteccion y/o cuantificacion de una sustancia de interés bioldgico o quimico en una muestra, en particular una muestra
bioldgica.

Las particulas de la invencién se pueden acoplar con varios agentes de direccionamiento.

Por “agente de direccionamiento” se entiende un compuesto que permite un enlace con una sustancia de interés
biolégico o quimico, y cuya identificacion esta buscada.

Las sondas segun la invencion se adaptan perfectamente a una amplia diversidad de direccionamientos biol6gicos,
dependiendo las especificidades de la naturaleza del agente o de los agentes de direccionamiento injertados en la
superficie de la nanoparticula.

El agente de direccionamiento puede ser mas particularmente un anticuerpo policlonal o monoclonal, un fragmento de
anticuerpo, un oligonucleido, un péptido, una hormona, un ligando, una citoquina, un peptidomimético, una proteina,
un carbohidrato, una proteina modificada quimicamente, un acido nucleico modificado quimicamente, un carbohidrato
modificado quimicamente que tiene como diana una proteina de superficie celular conocida, un aptamero, un
ensamblaje de proteina y de ADN/ARN o un cloroalcano utilizado por las etiquetas de tipo HaloTag.

Segun una realizacion particular, se trata de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Fragmentos de anticuerpos adecuados incluyen al menos un dominio variable de una inmunoglobulina, tales como
dominios variables simples Fv, scFv, Fab, (Fab’)?, y otros fragmentos proteoliticos o “nanocuerpo” (anticuerpos de
dominio Unico tales como los fragmentos VHH obtenido a partir de anticuerpos de camélidos, o Vnar obtenidos a partir
de anticuerpos de peces cartilaginosos).

El término “anticuerpo” segun la invencioén incluye anticuerpos quiméricos; anticuerpos humanos o humanizados,
anticuerpos recombinantes y modificados, anticuerpos conjugados, y sus fragmentos.

Segun una realizacién particular, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos usados segun la invencién tienen como
diana marcadores especificos de células cancerosas.

El agente de direccionamiento también puede derivarse de una molécula conocida por enlazarse a un receptor de
superficie celular. Por ejemplo, el fragmento de direccionamiento puede derivar de lipoproteinas de baja densidad,
transferrina, EGF, insulina, PDGF, enzimas fibrinoliticas, anti-HER2, anti-HER3, anti-HER4, anexinas, interleucinas,
interferones, eritropoyetinas, o factores estimulantes de colonias.

Las particulas acopladas a un agente de direccionamiento segun la invencién se pueden usar en métodos de
diagnéstico in vitro, ex vivo, o in vivo, implicando un reconocimiento de una pareja ligando/anti-ligando, por ejemplo
biotina o compuestos Dbiotinilados/avidina o estreptavidina, hapteno/anticuerpo, antigeno/anticuerpo,
péptido/anticuerpo, azlcar/lectina, polinucleétido/complemento polinucleotidico, etc. entendiéndose que uno de los
elementos de estas parejas constituye la molécula de interés bioldgico, o también puede estar acoplado a la molécula
de interés bioldgico.
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Un ejemplo de acoplamiento de particulas segun la invencion de tipo YoeEuo,4VO4 a una proteina, la estreptavidina, y
a un anticuerpo, se da en el Ejemplo 4 a continuacion.

Las particulas segun la invencion permiten determinar, por ejemplo, en una muestra biolégica, la presencia de la
molécula de interés que se asociara con el agente de direccionamiento, estando la revelacién de la asociacion llevada
a cabo gracias a las propiedades de luminiscencia de las particulas de la invencién, en particular después de la
eliminacion de los agentes de direccionamiento que no se enlazaran a la molécula de interés.

Las particulas de la invencion pueden asi ser usadas para la deteccion y/o la cuantificacion de concentraciones de
biomarcadores, anticuerpos, ADN, ARN, etc. en muestras bioldgicas.

Las muestras biolégicas se pueden escoger, por ejemplo, de la lista que comprende sangre, suero, plasma, saliva,
orina, liquido cefalorraquideo, etc.

Los métodos de diagnédstico in vitro o ex vivo, que pueden usar las particulas de la invencion son ampliamente
conocidos por el experto en la materia. A modo de ejemplos, pueden comprender las siguientes técnicas:
inmunoensayo, inmunomarcado, inmunohistoquimica, inmuno-citoquimica, inmunomarcado, técnica de transferencia
Western, técnica denominada “dot blot”, citometria de flujo, método denominado “FACS” para “fluorescence-activated
cell sorting”, y mas generalmente cualquier tipo de deteccion de biomoléculas en la superficie de células vivas o fijadas,
0 en cortes de tejidos criogénicos o no, ELISA, ELOSA, ELISPOT, analisis multiplex/multidetection, hibridacion in situ
en fluorescencia o “FISH” (para “Fluorescence in situ hybridization”), etc.

Las particulas de la invencion pueden también usarse en un método de deteccion de ADN por hibridaciéon o de
deteccion de ARN por RT-PCR seguida de hibridacion.

Los soportes para el andlisis in vitro o ex vivo pueden ser de diversas naturalezas. Puede tratarse de portaobjetos,
multipozos, microplacas, geles, membranas, tiras, microcanales, etc.

La deteccion puede llevarse a cabo por cualquier dispositivo usual, que comprende, de manera general, una fuente
de radiacion para la excitacién de las particulas, por ejemplo un dispositivo de iluminacién laser, en particular
monocromatica, y un medio de deteccion de la intensidad luminosa emitida por las particulas, por ejemplo en forma
de una camara tal como una camara CCD, CCD de multiplicacion de electrones (EM-CCD), o un Unico fotodetector,
en particular del tipo fotomultiplicador o fotodiodo.

Las enfermedades que pueden diagnosticarse con las particulas de la invencion no estan limitadas, e incluyen
cualquier enfermedad revelada por la presencia de uno o mas marcadores especificos de la enfermedad, del tipo de
molécula de interés bioldgico, para el cual existe una pareja de enlace especifica.

A modo de ejemplos, se pueden citar las enfermedades infecciosas (bacterianas, parasitarias, o viricas, tales como
SIDA), las enfermedades inflamatorias y autoinmunes, las enfermedades cardioldgicas, neuroldgicas, u oncoldgicas
(por ejemplo, los canceres soélidos tales como el cancer de mama o de préstata).

La invencién también se refiere, segun otro de sus aspectos, a un kit de diagndéstico, in vitro, ex vivo o in vivo, que
comprende al menos unas particulas segun la invenciéon o una suspension coloidal acuosa de estas particulas.

En particular, se refiere a un kit de deteccion y/o cuantificacion in vitro o ex vivo de una sustancia de interés biolégico
0 quimico en una muestra, que comprende al menos particulas segln la invencion o una suspensiéon acuosa coloidal
de estas particulas.

El kit de deteccion puede comprender méas particularmente:

- un soporte en la superficie del cual estd inmovilizado un agente de direccionamiento del analito a
detectar/cuantificar, por ejemplo, un primer anticuerpo, denominado “anticuerpo de captura”, especifico para la
sustancia de interés bioldgico o quimico a detectar/cuantificar; y

- uno o mas recipientes que comprenden al menos unas nanoparticulas segun la invencion, y al menos un agente
de direccionamiento en forma acoplada o no a las nanoparticulas.

El soporte puede ser de cualquier tipo, en particular de vidrio o de plastico, tal como una placa, una columna, un gel,
unas bolas magnéticas, etc., como se menciona anteriormente. Ventajosamente, se trata de una placa multipocillos.
La inmovilizacion se lleva a cabo tipicamente mediante adsorcion o mediante enlace covalente en la superficie de los
pocillos.

Segun una primera alternativa, el kit puede comprender nanoparticulas segun la invencion ya enlazadas a un agente

de direccionamiento, en particular a anticuerpos, denominados “anticuerpos de revelacion” para distinguirlos de los
anticuerpos de captura inmovilizados a nivel del soporte.
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Las nanoparticulas enlazadas a los anticuerpos, utilizados en un kit segun la invencion, se pueden obtener, por
ejemplo, como se describe en el Ejemplo 4, y esquematizado en la Figura 6, mediante el acoplamiento de las
nanoparticulas acopladas con estreptavidina, con anticuerpos biotinilados, o bien directamente por acoplamiento de
los anticuerpos a las nanoparticulas funcionalizadas con citrato o acido poli(acrilico).

Alternativamente, el kit puede comprender varios recipientes que comprenden, de forma aislada, las nanoparticulas
segun la invencién y el agente de direccionamiento, y a partir de los cuales el especialista puede preparar
nanoparticulas segun la invencién acopladas al agente de direccionamiento.

Por ejemplo, el kit puede comprender un primer recipiente que comprende las nanoparticulas de la invencidon
funcionalizadas con citrato o acido poli(acrilico), y un segundo recipiente que comprende los anticuerpos biotinilados,
implicando la preparacion de las nanoparticulas acopladas a los anticuerpos la activacion de las funciones carboxilicas
contenidas en el primer recipiente como se describe en el Ejemplo 4, seguida del mezclamiento del contenido del
primer y segundo recipientes.

Por supuesto, un kit de deteccion segun la invencion que comprende particulas segun la invencién no se limita a las
variantes de los kits descritos anteriormente.

Las particulas de la invencion se pueden usar también, segln otra realizacion, como un agente de diagnostico
destinado a la formaciéon de imagenes opticas in vivo, o como agente amplificador de tratamientos in vivo por
irradiacion.

El presente texto describe asi particulas luminiscentes segun la invencion, acopladas o no a al menos un agente de
direccionamiento, para su uso in vivo como agente de diagnéstico destinado a la formacién de imagenes oOpticas o a
la formacion de imagenes por resonancia magnética cuando las particulas contienen gadolinio, o a la formacion de
imagenes por rayos X. En particular, se pueden usar como un agente de contraste de IRM.

Las nanoparticulas de la invencion también se pueden usar en radioterapia debido a su poder sensibilizante.

El presente texto describe asi particulas luminiscentes segun la invencion, acopladas o no a al menos un agente de
direccionamiento para su uso in vivo como agente amplificador in vivo en el tratamiento de canceres mediante
irradiacion ionizante (electrones, protones, fotones X oy, etc.).

Las nanoparticulas se utilizan asi para reforzar la potencia destructora de la radioterapia en las células tumorales,
disminuyendo al mismo tiempo la toxicidad para los tejidos sanos.

Los ejemplos y figuras que se presentan a continuaciéon se dan Unicamente a modo ilustrativo, y no limitativo de la
invencion.

Figuras

Figura 1: Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de transmisién (MET) de las nanoparticulas obtenidas
segun el Ejemplo 1 (barra de escala: 60 nm (Figura la) y 5 nm (Figura 1b), respectivamente);

Figura 2: Histograma de tamafo de las nanoparticulas determinado a partir de imagenes MET para un conjunto de
aproximadamente 300 nanoparticulas segun el Ejemplo 1;

Figura 3: Difractogramas de rayos X obtenidos para las nanoparticulas sintetizadas segun el Ejemplo 1 (linea
negra) y 3 (linea gris);

Figura 4: Representacion esquematica de las nanoparticulas de la invencion funcionalizadas con citrato (Figura
4a) o con acido poli(acrilico) (PAA) (Figura 4b). Para mayor claridad, se muestra una sola molécula de citrato o
PAA. Se entiende que cada nanoparticula puede comprender en su superficie numerosas moléculas de citrato o
de PAA.

Figura 5: Representacion esquematica de las reacciones para el acoplamiento de una nanoparticula segun la
invencion con estreptavidina, segun el Ejemplo 4;

Figura 6: representacién esquematica del acoplamiento de nanoparticulas acopladas con estreptavidina, con un
anticuerpo biotinilado.

Se entiende que las Figuras 4 a 6 son esquemas de principio, en particular en lo que se refiere a la estructura de las
moléculas de superficie que pueden tener varias configuraciones distintas a las mostradas en estas figuras.
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EJEMPLOS
EJEMPLO 1
Sintesis de nanoparticulas de Yo,6Euo,4VOas segln la invencién

Como fuente de iones de metavanadatos VOs, se utiliza metavanadato de amonio NH4VOs, siendo el ortovanadato
V043 obtenido in situ después de una reaccidén con una base, aqui hidréxido de tetrametilamonio, N(CH3)4OH. Se
utilizaron nitratos de itrio y de europio como fuentes de iones Y3+ y Eud+.

Una disolucion acuosa de 10 ml de NH4VOs a 0,1 My 0,2 M de N(CH3)sOH (disoluciéon 1) esta recientemente
preparada.

Un volumen de 10 ml de otra disolucion de Y(NOs)s y Eu(NOz)s a 0,1 M en iones (Y3+ + Eud*) se afade gota a gota
usando una bomba de jeringa en la disoluciéon 1 a un caudal de 1 ml/min.

La relacién de concentracion molar entre Y(NOs)s y Eu(NOs)s se escoge en funcion de la relacion entre iones Y3+ y
Eu®* deseada en la nanoparticula, tipicamente la relacién molar Y3+:Eu3* es 0,6:0,4.

Directamente después de la adicién de la disolucion Y(NOs)2/Eu (NOa)s, la disolucion se vuelve difusa, y aparece
blanca/lechosa sin formacion de precipitado. La sintesis se prosigue hasta la adicién total de la disolucion
Y(NO3)2/Eu(NOs)s.

La disolucion final de 20 ml ser ahora purificada para eliminar el exceso de contraiones. Para ello, se usan
centrifugaciones (tipicamente tres) a 11000 g (Sigma 3K10, Bioblock Scientific) durante 80 minutos seguidas cada una
de una redispersion por sonificacion (Branson Sonifier 450 que trabaja al 50% a una potencia de 400 W) hasta alcanzar
una conductividad estrictamente menor que 100 uS.cm-'.

La conductividad se mide con un conductimetro de quimica.

La sintesis de nanoparticulas de YoeEu04VO4 en la superficie de las cuales estan inmovilizados los cationes de
tetrametilamonio se puede esquematizar de la siguiente manera:

NH4VOs3 + 2 (N(CH3)4) OH s VO4% + 2 N(CHs)a* + NH4*
VO43 + 2 N(CHg)a* + NHa* + 0,6 Y(NO3)s + 0,4 Eu(NO3)3 — Yo,6EU0,4VO4 + 2 N(CH3s)4* + NH4* + 3NO3"
Se lleva a cabo dos ensayos de sintesis (“sintesis 1” y “sintesis 27).
Resultados

La observacion visual de la disoluciéon de nanoparticulas segun la invencion, después de dejarla reposar durante 16
horas en un matraz, muestra una disolucién de difusién uniforme.

La disolucién final permanece muy estable en agua, incluso después de varios meses en el pH final de la sintesis
(aproximadamente pH 7-9). La disolucién permanece estable incluso en el medio de sintesis (antes de la eliminacion
del exceso de contraiones), que tiene sin embargo una alta fuerza i6nica (>0,1 M).

El potencial zeta de las nanoparticulas se determina con un dispositivo DLS-Zeta Potential (Zetasizer Nano ZS90,
Malvern). Los resultados de los potenciales zeta medidos para las nanoparticulas de las dos sintesis se dan en la tabla
1 a continuacion.

Para las observaciones por microscopia electrénica de transmisién (MET), se depositan unas disoluciones diluidas de
nanoparticulas en una rejilla de carbono. Las observaciones se llevan a cabo usando un microscopio Philips CM30
que funciona a 300 kV con una resolucién de 0,235 nm.

La observacion de las nanoparticulas por MET (Figura 1) muestra que las nanoparticulas son de forma elipsoide
alargada. Las dimensiones de las nanoparticulas se determinan a partir de imagenes de MET para un conjunto de
aproximadamente 300 nanoparticulas (Figura 2). Las nanoparticulas de la invencion presentan una longitud del eje
mayor, anotada a, comprendida entre 20 y 60 nm, con un valor promedio de aproximadamente 40 nm, y una longitud
del eje menor, anotada b, comprendida entre 10 y 30 nm, con un valor promedio de aproximadamente 20 nm.

Las imagenes de MET (Figura 1) no permiten distinguir los planos cristalinos, lo que se debe probablemente al hecho
de que la nanoparticula esta constituida de varios cristalitos de menor tamafo que el tamafo de la nanoparticula. La
naturaleza predominantemente cristalina y policristalina de las nanoparticulas se confirma mediante experimentos de
difraccion de rayos X.
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El difractograma de rayos X obtenido con un difractémetro Philips X-pert con la linea Kai del cobre (A = 1,5418 A), se
representa en la Figura 3. La intensidad difractada se registra usando un detector X'Celerator area detector
(PANalytical).

La longitud de coherencia en una direccién cristalografica, y por tanto el tamafio medio de los cristalitos que constituyen
la nanoparticula en esta direccion cristalografica, se puede estimar a partir de la anchura de los picos en el
difractograma RX por aplicacion de la formula de Scherrer. Los valores de longitud de coherencia obtenidos para las
diferentes direcciones cristalograficas estan comprendidos entre 3 y 40 nm. La longitud de coherencia en al menos
una direccion cristalografica es menor que la dimensién de la nanoparticula en esta direccion, se puede deducir que
las nanoparticulas son de cristalinidad imperfecta (policristalinidad, defectos o porosidad). En la direccion (200) (Fig.
3, pico a 26=25°), la longitud de coherencia es de 10,2 nm, ligeramente inferior a la longitud de coherencia para las
nanoparticulas del Ejemplo 3 (11,1 nm).

EJEMPLO 2 (fuera de la invencion)

Sintesis de nanoparticulas Yo,sEuo,4VO4 a partir de metavanadato de sodio, sin contraiones voluminosos

Para la sintesis por coprecipitacion de sales metélicas, se utilizaron nitratos de itrio y de europio como fuentes de iones
Y3+ y Eu®+. Como fuente de iones metavanadatos VOs", se utiliza metavanadato de sodio NaVOs, ortovanadato VO4*
, que se obtiene in situ después de una reaccioén con una base, aqui el hidréxido de sodio, NaOH.

Se prepara recientemente una disolucién acuosa de 10 ml de NaVOs a 0,1 My de 0,2 M de NaOH (disolucion 1).

Un volumen de 10 ml de otra disolucion de Y(NOs)s y Eu(NOs)s a 0,1 M en iones (Y3+ + Eud*) se ahade gota a gota
usando una bomba de jeringa en la disoluciéon 1 a un caudal de 1 ml/min.

La relacién de concentracion molar entre Y(NOs)s y Eu(NOs)s se escoge en funcion de la relacion entre iones Y3+ y
Eud* deseada en la nanoparticula, tipicamente la relacién molar Y3+:Eu3+ es 0,6:0,4.

Directamente después de la adicion de la disolucién Y(NOsz)2/Eu(NOs)s, aparece un precipitado lechoso. La sintesis
se prosigue hasta la adicion total de la disolucion Y(NOs)2/Eu(NOs)s.

La disolucién final de 20 ml debe ser purificada ahora para eliminar el exceso de contraiones. Para ello, se usan
centrifugaciones (tipicamente tres) a 11000 g (Sigma 3K10, Bioblock Scientific) durante 80 minutos, seguidas cada
una de una redispersion por sonificacion (Branson Sonifier 450 que funciona al 50% con una potencia de 400 W) hasta
alcanzar una conductividad estrictamente menor que 100 uS.cm™.

Resultados

Una comparacién de la disolucién obtenida con la disolucién de nanoparticulas segun la invencién obtenido en el
Ejemplo 1 (para una misma concentracion final de iones de vanadato), después de 16 horas en reposo, muestra que,
a diferencia de la disolucién del Ejemplo 1, la disolucién difunde menos (menos blanca); se forma un ligero depdsito
en el fondo del matraz.

El potencial zeta de las nanoparticulas, determinado como se describe en el Ejemplo 1, se presenta en la Tabla 1 a
continuacion.

EJEMPLO 3 (fuera de la invencion)
Sintesis de nanoparticulas de Yo,6Euo,4VO4 de ortovanadato de sodio, sin contraiones voluminosos

Para la sintesis por coprecipitacion de sales metalicas, se utilizan nitratos de itrio y de europio como fuentes de iones
Y3+ y Eud*. Como fuente de iones de ortovanadatos, VO4%, se usa ortovanadato de sodio NazVOa.

Se prepara recientemente una disolucién acuosa de 10 ml de Na3VO4 0,1 M (disolucion 1). El pH se mide y se ajusta
si es necesario para alcanzar un valor comprendido entre 12,6 y 13.

Un volumen de 10 ml de otra disolucion de Y(NOs)s y Eu(NOs)s a 0,1 M en iones (Y3+ + Eud*) se ahade gota a gota
utilizando una bomba de jeringa en la disolucién 1 a un caudal de 1 ml/min.

La relacién de concentracion molar entre Y(NOs)s y Eu(NOs)s se escoge en funcion de la relacion entre iones Y3+ y
Eud* deseada en la nanoparticula, tipicamente la relacién molar Y3+:Eu3+ es 0,6:0,4.

Directamente después de la adicion de la disolucién Y(NOsz)2/Eu(NOs)s, aparece un precipitado lechoso. La sintesis
se prosigue hasta la adicion total de la disolucion Y(NOsz)2/Eu(NOz)s.
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La disolucién final de 20 ml debe ser purificada ahora para eliminar el exceso de contraiones. Para ello, se usan
centrifugaciones (tipicamente tres) a 11000 g (Sigma 3K10, Bioblock Scientific) durante 80 minutos, seguidas cada
una de una redispersion por sonificacion (Branson Sonifier 450 que funciona al 50% a una potencia de 400 W) hasta
alcanzar una conductividad estrictamente inferior a 100 puS.cm-'.

Resultados

Una comparacion de la disolucién obtenida con la disolucién de nanoparticulas segun la invencion obtenida en el
Ejemplo 1 (para la misma concentracion final en iones de vanadato), después de 16 horas en reposo, muestra que, a
diferencia de la disolucién del Ejemplo 1, la mayoria de la las nanoparticulas se depositan en el fondo del matraz; la
parte superior de la disolucion es casi transparente, lo que indica una ausencia de difusion, y por lo tanto de
nanoparticulas en disolucion.

El potencial zeta de las nanoparticulas, determinado como se describe en el Ejemplo 1, se presenta en la Tabla 1 a
continuacion.

El difractograma de rayos X obtenido con un difractometro Philips X-pert se representa en la Figura 3.

Al igual que para el ejemplo 1, el tamafo medio de los cristalitos que constituyen la nanoparticula en la direccion
cristalografica (200) se puede estimar mediante la aplicacion de la formula de Scherrer, y da un valor comprendido
entre 3 y 40 nm. El tamafo de los cristalitos es generalmente menor que las dimensiones de la nanoparticula, por lo
tanto, se puede deducir que las nanoparticulas sintetizadas segun el Ejemplo 3 también son policristalinas.

Ejemplos Ejemplo 1 (segun la Ejemplo 2 (fuera la Ejemplo 3 (fuera de la
invencion) invencion) invencion)
Sintesis 1 Sintesis 2
Conductividad 93 80 53 66
(uS/cm)
pH 4,8 5,0 5,4 9,6
Potencial Zeta C* -33,3 -34,6 -2,30 -18,00
* medidas del potencial zeta realizadas después de la purificacion para tener una conductividad <100 uS.cm™, y
después de la diluciéon en agua Milli-Q® &cida.

TABLA 1: Comparacion del potencial zeta ¢ de las nanoparticulas obtenidas segun el ejemplo 1 segun la invencion
(sintesis a base de metavanadato de amonio con contraiones voluminosos), y segun los Ejemplos 2 y 3 no conformes
a la invencion (sintesis a base de metavanadato de sodio sin contraiones voluminosos y sintesis a base de
ortovanadato sin contraiones voluminosos).

La comparacion de los potenciales zeta de las nanoparticulas obtenidas segun los Ejemplos 1 a 3 confirma que las
nanoparticulas segln la invencion (Ejemplo 1) presentan una estabilidad coloidal mejorada con ||>30 mV en
comparacion con las nanoparticulas obtenidas sin cationes de tetraalquilamonio (Ejemplos 2 y 3).

Se realizd una sintesis alternativa de nanoparticulas de Yo,6Eu0,4VO4 segln la invencién segun el mismo protocolo que
la sintesis del Ejemplo 1, con la Gnica diferencia de que la disolucién de 10 ml de Y(NOz)s y Eu(NOs)s a 0,1 M en iones
(Y3* + Eu®*) no se afiade a la disolucién 1 gota a gota, sino de una vez.

Al final de la sintesis, después de la purificacion, el potencial zeta es de -35 mV a un pH de 7,8.

EJEMPLO 4

Acoplamiento de nanoparticulas con la proteina estreptavidina

i. Injerto del citrato a la superficie de las nanoparticulas

Al final de la sintesis de las nanoparticulas segun el ejemplo 1, se centrifuga la disolucién de nanoparticulas a 17000
g durante 3 minutos, para precipitar los eventuales agregados de nanoparticulas, y se recupera el sobrenadante.

Se extraen aproximadamente 250 pl de particulas Yo,6Euo,4VO4 con una concentracién de 5 mM en iones vanadato, y
se dispersan en 1 ml de una disolucién de agua destilada que contiene el i6n citrato (concentracién 0,2 M).

La disolucion se sonifica después durante 5 minutos, y después se centrifuga a 17000 g durante 3 minutos. Esta etapa
se repite 3 veces.

Al final de este injerto, las particulas se dispersan en agua destilada, disolvente en el que son estables.
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La funcionalizacién de las nanoparticulas con citrato se puede sustituir por una funcionalizacién con PAA (por ejemplo,
con un grado de polimerizacion comprendido entre 3 y 10000), usando una sal de PAA, tal como, por ejemplo, una sal
de sodio o de amonio.

En la Figura 4, se representan esquematicamente las nanoparticulas de la invencién funcionalizadas con (a) citrato y
(b) acido poli(acrilico).

ii. Acoplamiento de nanoparticulas con estreptavidina

Se centrifugan las nanoparticulas (NPs) injertadas con los iones citrato a 16000 g durante 1 hora, después se recupera
el pelete.

El acoplamiento de las nanoparticulas injertadas en superficie por citrato con estreptavidina se lleva a cabo segun el
siguiente protocolo:

1. Preparar recientemente una disolucién mixta de EDC '/Sulfo-NHS 2 (concentracién 30 y 30 mg/ml,
respectivamente) en un amortiguador MES 2 (pH 5-6).

2. Dispersar por sonificacion (bafio de ultrasonidos) el pelete de las NPs en 250 pl de la disolucion preparada en
la etapa paso 1. Las pérdidas durante las centrifugaciones son bajas, por lo tanto la concentracioén de iones de
vanadato sigue siendo del orden de 5 mm, lo que da una concentracion en nanoparticulas de 48 nM. (La
concentracién de vanadato de las disoluciones de nanoparticulas se determiné por disolucion de las particulas en
un medio acido seguida de una determinacién colorimétrica de la concentracion de iones vanadato, tal como se
describe en la referencia Abdesselem et al., ACS Nano 8, 11126-11137 (2014). La concentracién molar en
nanoparticulas se determiné a partir de la concentracion de iones vanadato, tal como se describe en la referencia
Casanova et al., Appl. Phys. Lett 89, 253103 (2006)).
3. Preparar una disolucién de estreptavidina (SA) 100 nM en un amortiguador fosfato pH 7,4 con NaCl 10 mM.
Diluir la disolucién de estreptavidina hasta alcanzar una concentracién determinada por el niUmero de proteinas
injertadas por nanoparticulas deseado (para una relacién estreptavidina:NPs de 1:1, 5:1 y 10:1, seleccionar,
respectivamente, las concentraciones de 4,8 nM, 24 nM y 48 nM). Anadir 250 pl de esta disolucion a la disolucion
de nanoparticulas.
4. Dejar incubar entre 2 y 4 horas a temperatura ambiente.
5. anadir 1 ml de PBST # y agitar en un mezclador de vortice.
6. Realizar una centrifugacion de 6500 g durante 30 min y recoger el pelete para eliminar las proteinas no acopladas
a las NPs. Eliminar completamente el sobrenadante. Redispersar las NP acopladas con las proteinas en 1 ml de
PBST, y sonificar en un bafo de ultrasonidos. Repetir esta etapa dos veces.
7. Recuperar las NPs acopladas con las proteinas en 250 pl de PBS 5 con 1% de BSA ©.
8. Almacenar a 4°C para uso inmediato, o alicuotar y almacenar a -80°C.

El acoplamiento de nanoparticulas con estreptavidina se representa esquematicamente en la Figura 5.

Material usado para el ensayo de funcionalizacién:
' Hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N*etilcarbodiimida (EDC) (sigma, cat# E1769).
2 Sal sédica de N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) (sigma, cat# 56485).
8 Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) (10 mM, pH 5-6).
4 Amortiguador fosfato salino pH 7,4 (10 mM NaCl) + 0,05% Tween 20 (PBST).
5 Albimina de suero bovino (BSA) (sigma, cat# A3059).
6 Amortiguador fosfato salino (PBS) (pH 7,4, 10 mM NaCl).

Se determina el niUmero de moléculas de estreptavidina (SA) por nanoparticula (NP), anotado R, caracterizado al final

del protocolo de acoplamiento via la evaluacion de la estreptavidina mediante el método denominado de BCA, segln
el protocolo detallado anteriormente.
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Protocolo de caracterizacién de la relacion estreptavidina:nanoparticulas (SA:NPs)
I. Evaluacion de SA por el método denominado de BCA
Principio

En un medio alcalino, las proteinas reducen el Cu?* en Cu. La sal del acido bicinconinico (BCA) forma un complejo
coloreado con iones Cu?*. Este complejo es cuantificable gracias a su absorcion a 562 nm.

Modo de realizacion

Kit de ensayo de BCA de ThermoFisher (Pierce™ BCA Protein Assay Kit Cat. Num 23225)

* Preparacion del reactivo del ensayo Cu?*/BCA segun el protocolo del kit de ThermoFisher.

* Preparacién de la SA para la curva de calibracion. Para la curva de calibracion, el ensayo se realiza tres veces.

TABLA 2: concentracion en estreptavidina de las disoluciones de calibracion

Tubos Concentracion final en SA (ug/ml)
2000
1500
1000
750
500
250
125
25
0 = blanco

o>

—|T|®mMm|O0

El modo de realizacién es el siguiente:

- Coger una placa de 96 pocillos. Colocar 25 pL de cada tubo de patrén A a | (de concentracién conocida en SA) o
de proteinas conjugadas a las nanoparticulas a evaluar en los pocillos correspondientes.

- Anadir 200 pl del reactivo de ensayo de Cu?*/BCA en cada pocillo. Homogeneizar, tapar y dejar incubar durante
30 min a 37°C.

- Leerlas absorbancias (A) a 562 nm en funcion de la concentracion final, teniendo en cuenta la dilucién. Establecer
la relacién de calibracion A = f (concentracion de SA en pg/ml) por regresion lineal.

La concentracion de las proteinas conjugadas con las nanoparticulas a evaluar se deduce de la ecuacion de la
regresion lineal obtenida con la curva de calibracion.

ii. Caracterizacion de la relacion SA:NPs

La concentracion masica de estreptavidina obtenida con el ensayo de BCA se convierte en una concentracién molar
utilizando la siguiente formula:

___[SAlmasica (g/1)
[SA]moIar(fﬂOlGS/l) ~ Masa molar (g/mol)

Para obtener la relacion (R) del nimero de SA:NP, se aplica finalmente la siguiente ecuacion:

_ [SA]lmolar

[NPs]molar

La Tabla 3 a continuacién recopila los valores obtenidos para las diferentes relaciones de concentracién entre la
disolucién de estreptavidina y la disolucién de nanoparticulas de partida.

Relaciones de concentracion entre la disolucién de estreptavidina y la disolucién de | 1:1 5:1 | 10:1
nanoparticulas

Numero determinado de moléculas de estreptavidina por nanoparticula al final del acoplamiento | 0,97 | 3,8 | 9,29

TABLA 3: Caracterizacion del acoplamiento nanoparticula-estreptavidina para diferentes relaciones de concentracion
entre la disolucidn de estreptavidina y la disolucion de nanoparticulas.
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Como destaca de los resultados presentados en la Tabla 3, el nimero de moléculas de estreptavidina por
nanoparticula después del acoplamiento es del mismo orden que la relacién de concentracién en las disoluciones
iniciales, y por lo tanto indica una muy buena eficiencia de acoplamiento.

Las nanoparticulas asi acopladas a estreptavidina pueden usarse ventajosamente en un método de diagndstico in
vitro acoplando las nanoparticulas a un anticuerpo biotinilado, como se ilustra esquematicamente en la Figura 6.

Alternativamente, también es posible acoplar directamente anticuerpos a las nanoparticulas injertadas con iones
citrato. En este caso, se utilizara el mismo protocolo que anteriormente, sustituyendo la disolucion de estreptavidina
por una disolucién de anticuerpos.

EJEMPLO 5 (fuera de la invencion)

Sintesis de nanoparticulas Yo,6Eu0,4VO4 a partir de metavanadato de sodio, con adicion de iones de tetraalquilamonio
al final de la sintesis

Se prepara una suspensién coloidal de nanoparticulas YosEu0,4VOa4 a partir de sales de sodio segun la sintesis del
Ejemplo 2.

La purificacion se realiza mediante didlisis.

Se afade 1 equivalente (con respecto a los iones vanadato) de hidroxido de tetrametilamonio N(CHs)4sOH, se deja 20
minutos, después se dializa nuevamente para eliminar el exceso de contraiones hasta alcanzar una conductividad
estrictamente menor que 100 uS.cm.™.

El potencial zeta, determinado como se describe en el Ejemplo 1, al pH de la suspension obtenida de 8,9 es -2,20 mV.
No es posible obtener el mismo resultado que aquel obtenido con el procedimiento de la invencion, usando un
procedimiento de sintesis de las nanoparticulas estandar y después afadiendo, al final de la sintesis, iones
voluminosos de tipo tetraalquilamonio.

Referencias

[1] “Bioconjugate Techniques”, GT Hermanson, Academic Press, 1996;

[2] “Fluorescent and Luminescent Probes for Biological Activity. A Practical Guide to Technology for Quantitative
Real-Time Analysis”, Segunda edicién, Mason WT, Ed., Academic Press, 1999;

[3] Nam et al., Science 301, 1884-1886 (2003);

[4] Riwotzki et al., J. Phys. Chem. B 1998, 105, 12709-127;

[5] Huignard et al., Chem. Mater. 2000, 12, 1090-1094;

[6] Riwotzki et al., Angew. Chem. 2001, 40(3), 573-576;

[7] Lehmann et al., J. Am. Chem. Soc. 2004, 126(45), 14935-14942;
[8] Riwotzki et al., J. Phys.Chem. B.1, IB., 2000, 104, 2824-2828;

[9] Huignard et al., Chem. Mater. 2000, 12, 10920-1094;

[10] Giaume et al., Langmuir 2008, 24, 11018-11026;

[11] Huignard et al., Chem. Mater. 2002, 14, 2264-2269;

[12] Riwotzki et al., J. Phys. Chem. B 1998, 102, 10129-10135;

[13] Mialon et al., Acs Nano, 2008 - ACS Publication, vol. 2, N® 12, 2505-2512;
[14] Li et al., J. Phys. Chem. C 2008, 112, 6228-6231;

[15] Wu et al., J. Mater. Chem., 2003, 13, 1223-1228;

[16] Liang et al., J. Alloys and Compounds 552 (2013) 289-293;

20



ES 2900239 T3

[17] Wu et al., J. Phys. Chem. B 2006, 110, 15791-15796;
[18] Xu et al., Inorg. Chem. 2010, 49, 6706-6715;

[19] Takeshita et al., Journal of Luminescence 128 (2008) 1515-1522.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2900239 T3

REIVINDICACIONES
1. Particula luminiscente que comprende una nanoparticula de férmula:
A1-xLnxVOa(1-y)(POa)y )
en la que:
- A se selecciona de itrio (Y), gadolinio (Gd), lantano (La), y sus mezclas;

- Ln se selecciona de europio (Eu), disprosio (Dy), samario (Sm), neodimio (Nd), erbio (Er), iterbio (Yb), y sus
mezclas;

-0 <«x<1;y

- 0 sy<1;
caracterizado por que la nanoparticula presenta en superficie cationes de tetraalquilamonio en una cantidad tal que
dicha nanoparticula tiene un potencial zeta, anotado ¢, menor o igual a -28 mV, en un medio acuoso de pH = 5, en
particular de pH 2 5,5, y con una conductividad i6nica estrictamente menor que 100 pS.cm-'.
2. Particula segun la reivindicacion anterior, caracterizado por que dichos cationes de tetraalquilamonio estan
asociados con la nanoparticula via interacciones electrostaticas con los iones de superficie de la nanoparticula
cargadas negativamente O%.
3. Particula segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que dichos cationes de tetraalquilamonio son cationes de
féormula NR4* en la que R, idénticos o diferentes, representan un grupo alquilo de C1-Cs, en particular alquilo de C1-Ca,
y mas particularmente alquilo de C1-Cs; preferiblemente dichos cationes de tetraalquilamonio se seleccionan entre
tetrametilamonio, tetraetilamonio, tetrapropilamonio, tetrabutilamonio, y sus mezclas, en particular dichos cationes de
tetraalquilamonio son cationes de tetrametilamonio.
4. Particula segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dicha nanoparticula presenta
un potencial zeta { menor o igual a -30 mV, en un medio acuoso de pH = 6,5, en particular de pH = 7, y con una
conductividad idnica estrictamente menor que 100 pS.cm™.
5. Particula segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, siendo dicha nanoparticula de formula (I’)

A1-xLnNxVOa(1-y)(POs)y - (NR4*); (8]

en la que:

- A se selecciona de Y, Gd, La, y sus mezclas;

- Ln se selecciona de Eu, Dy, Sm, Nd, Er, Yb, y sus mezclas;

- O<x<1;

- Osy<1;

- R, idénticos o diferentes, representan un grupo alquilo de C1-Cs, en particular alquilo de C1-C4, particularmente
alquilo de C+-Cs, y muy particularmente metilo; y

- z representa el numero de cationes de tetraalquilamonio NR4* localizados en la superficie de dicha nanoparticula,
en particular z esta comprendido entre 100 y 10000.

6. Particula segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que:
y vale 0; y/o
A representa Y; y/o
Ln representa Eu.
7. Particula segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dicha nanoparticula es de

formula Y1-xEuxVOs - (NR4*)z (III'), en la que x, Ry z son como se definen en la reivindicacion 5, en particular de
formula Yo,6Euo04(VOa) - (NR4*)z (II'), en la que z es como se define en la reivindicacién 5.
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8. Particula segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la nanoparticula de férmula
(I) es de forma elipsoidal alargada, que presenta en particular una longitud del eje mayor, a, comprendida entre 20 y
60 nm y una longitud del eje menor, b, comprendida entre 10 y 30 nm.

9. Particula segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el producto entre el porcentaje de
dopaje, x, en iones Ln, en particular en Eu, y el rendimiento cuantico de la emision por la nanoparticula esta
maximizado, en particular en la que la nanoparticula presenta una cristalinidad imperfecta.

10. Particula segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dicha nanoparticula esta
acoplada a al menos un agente de direccionamiento.

11. Procedimiento para preparar particulas luminiscentes que comprende una nanoparticula de férmula:
A1-xLnxVOa(1-y)(POa)y )
en la que:
- A se selecciona entre itrio (Y), gadolinio (Gd), lantano (La), y sus mezclas;

- Ln se selecciona entre europio (Eu), disprosio (Dy), samario (Sm), neodimio (Nd), erbio (Er), iterbio (Yb), y sus
mezclas;

- O<x<1;y
- Osy<1;

por reaccion de coprecipitacion, en medio acuoso, a partir de precursores de dichos elementos Ay Ln, y en presencia
de iones ortovanadato (VO4%) y eventualmente fosfato (PO4%);

estando dicha reaccion llevada a cabo en presencia de una cantidad eficaz de cationes de tetraalquilamonio tal que
dicha nanoparticula presenta un potencial zeta, anotado ¢, menor o igual a -28 mV, en un medio acuoso de pH =5, en
particular de pH 2 5,5, y con una conductividad i6nica estrictamente menor que 100 pS.cm-.

12. Procedimiento segun la reivindicacién anterior, caracterizado por que comprende al menos las etapas que
consisten en:

(i) disponer de una disolucion acuosa, anotada disolucién (1), que comprende iones ortovanadato (VO4%), y
eventualmente iones fosfato (PO4%), y cationes de tetraalquilamonio;

(i) anadir a la disolucion acuosa (1) una disoluciéon acuosa, denominada disolucién (2), que comprende dichos
precursores de los elementos A y Ln, en particular en forma de sales, especialmente nitratos, en condiciones
propicias para la formacién por coprecipitacion de las nanoparticulas de férmula (l); y

(iii) recuperar las nanoparticulas de férmula (l) a la superficie de las cuales se localizan unos cationes de
tetraalquilamonio, formadas al final de la etapa (ii).

13. Procedimiento segun la reivindicacion 11 o 12, en el que los cationes de tetraalquilamonio se seleccionan entre
tetrametilamonio, tetraetilamonio, tetrapropilamonio, tetrabutilamonio, y sus mezclas, en particular dichos cationes de
tetraalquilamonio son cationes de tetrametilamonio.

14. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, para preparar particulas tales como se definen
en una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9.

15. Procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que los iones ortovanadato (VO4%) son
generados in situ haciendo reaccionar una sal de metavanadato, en particular metavanadato de amonio (NH4VOs3),
con una base, en particular una base fuente de cationes de tetraalquilamonio, y muy particularmente con un hidréxido
de tetraalquilamonio.

16. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, caracterizado por que comprende ademas
una o mas etapas de acoplamiento de las particulas con uno o mas agentes de direccionamiento.

17. Suspensién acuosa coloidal que comprende particulas como se definen en una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10, u obtenidas segun el procedimiento definido seglin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16.
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18. Uso de particulas tales como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 u obtenidas segun el
procedimiento definido en una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, o de una suspension acuosa coloidal de
estas particulas, como agente de diagnostico.

19. Kit de diagnostico, que comprende al menos unas particulas tales como se define segin una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 10 o tales como se obtienen mediante el procedimiento definido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 16, 0 una suspension acuosa coloidal de estas particulas.
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