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DESCRIPCION
Métodos de produccion de microesferas de amplificacion de sefial.

La presente invencion se refiere a los métodos de produccion de microesferas de proteina que comprenden
moléculas portadoras de la proteina. Estas microesferas de proteina son Utiles en los ensayos bioldgicos in vitro
para la deteccién de las especies objetivo en una muestra.

En la aplicacion de las microesferas de proteina de la presente invencion en el campo de los ensayos biolégicos, las
microesferas de proteina llevan en la superficie moléculas de afinidad para los reconocimientos especificos y
vinculantes de moléculas objetivo en una muestra. Los ensayos biologicos tales como los inmunoensayos
vinculados a enzimas (ELISA), los radioinmunoensayos (RIA), los ensayos de inmuno fluorescencia (FIA), los
ensayos de inmuno aglutinacién o los de ADN, ARN o los ensayos gendmicos son bien conocidos y juegan un papel
importante en la deteccion de los analitos en la investigacion, en el ambito de diagnéstico humano y veterinario,
diagnosis forense, el analisis ambiental, el analisis alimentario y de deteccién para la defensa biolégica de
sustancias peligrosas en el aire o en el agua.

Los ensayos bioldgicos estan basados en la interaccion de por lo menos una biomolécula etiquetada con un analito
(objetivo) que se pretende sea detectado. La etiqueta es el medio para "visualizar" la interaccién. Son conocidas
diversas clases de etiquetas y ellas dan sus nombres a las diferentes técnicas mencionadas: las enzimas en los
ELISA, los is6topos del radio en los RIA, las fluoroforas en los FIA o las etiquetas especificas para las transferencias
por adsorcion (blots) Western, Southern o Northern. Otros tipos de etiqueta incluyen los liposomas, las particulas
latex en los ensayos de inmuno aglutinacion tales como los tintes, los mediadores, las particulas de oro.

Los requisitos mas importantes para los ensayos bioldgicos son la especificidad analitica y la sensibilidad analitica.
La especificidad analitica estad determinada por las moléculas de afinidad o las moléculas de reconocimiento
bioldgico, por ejemplo en el caso de acoplamiento del sitio de vinculaciéon de un anticuerpo a su antigeno (analito) o
la hibridacion de dos filamentos complementarios de acido nucleico. La sensibilidad analitica de un bioensayo esta
también influida por las moléculas de reconocimiento bioldégico debido a la constante de afinidad de su biointeraccién
con las especies objetivo. La etiqueta actia como un marcador que indica que una reaccion ha sido llevada a cabo
entre el objetivo y la molécula de afinidad y puede ser medida con diferentes técnicas:

() Opticamente, por la medicion de la absorcién de un tinte o la luz fluorescente emitida por fluoroforas o
la luz luminiscente emitida por compuestos luminiscentes o quimioluminescentes o la medicién de la
turbidez causada por la dispersién de la luz de las particulas latex aglutinadas;

(i) Radiactivamente, por la medida de los radio isotopos;

(iii) Electroquimicamente por la medida de mediadores o sustancias electro activas; o
(iv) Magnéticamente por la medida de una fuerza magnética.

(V) Piezoeléctricamente por la medicion de los cambios en la masa.

Los ensayo radio inmunes, utilizando radio isétopos como etiquetas, son todavia considerados por muchos como el
método mas sensitivo. Esta técnica muy potente fue introducida en 1959 por Yalow y Berson y represent6 una nueva
era en la quimica analitica, en los diagnésticos y en medicina. Sin embargo, esta técnica tiene la desventaja que el
riesgo de contaminacion dafiina de las personas y el medio ambiente no puede ser eliminado en su conjunto debido
a los isotopos radioactivos utilizados.

Mientras tanto, han sido desarrollados y mejorados los métodos no-radiactivos con la intenciéon de conseguir una
sensibilidad analitica comparable. La importancia de los métodos Opticos basados en la fluorescencia, la
luminiscencia y la absorcion espectroscépica se ha fortalecido a lo largo del tiempo y continGa creciendo.

La tecnologia ELISA utiliza enzimas como marcadores con la finalidad de amplificar la sefial. Después de realizar el
ensayo hiolégico, la biointeracciéon de analito y la sonda es amplificada mediante la producciéon de un elevado
namero de moléculas tinte por una molécula marcador de enzima. Las enzimas tales como la glucosa oxidasa
(GOD, EC 1.1.3.4), la fosfatasa alcalina (AP, EC 3.1.3.1) o la peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7) pueden ser utilizadas,
con nimeros de recambio de 2000 moléculas sustrato por segundo (s'l), 5000 s-1 y 10000 s-1, respectivamente. Las
desventajas de la técnica de la ELISA son el alto nimero de pasos involucrados en el procedimiento y el largo
tiempo necesario para la incubacion del sustrato.

Los métodos de fluorescencia han sido también empleados en los ensayos biolégicos durante muchos afios y
continGan teniendo un alto interés. Todas las técnicas basadas en la fluorescencia aseguran una buena sensibilidad
y un limite de deteccion bajo de 10% a 10™ M. Las técnicas especiales, por ejemplo, el "tiempo de fluorescencia
resuelta”, las técnicas de quimio - y bioluminiscencia o las técnicas basadas en la transferencia de energia entre una
molécula donante y una receptora pueden alcanzar los Iimites de deteccién de 10™° 1078 M.

Los ensayos de inmunofluorescencia conocidos en la Técnica anterior utilizan etiquetas fluorescentes de bajo peso
molecular con grupos de enlace funcionales reactivos (SOUTHWICKP. L., et al., Cytometry, 11, pags. 418-430,
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1990, MUJUMDAR, R.B., et al., Bioconjugate Chemistry, 4, pags. 105-111, 1993, MUJUMDAR, R. B., et al,,
Cytometry, 10, pp. 11-19,1989), particulas coloreadas por tinte y las fluorescentes (US Patent nos. US 4.837.168 y
U.S. 6.013.531 y solicitud de patente internacional num. WO 95/08772) o los dendrimeros punzantes fluoréforos (DE
718 03 197).

También es conocido emplear los liposomas cargado-marcados para la amplificacion de la sefal en los ensayos
inmunolégicos (US Patent nos. US 5.756.362, U.S. 4.874.710 y US 4.703.017). En la practica, la sensibilidad de
estos métodos esté limitada por la cantidad de sustancia marcadora que puede ser incorporada en los liposomas en
forma solubilizada. Un inconveniente adicional de la utilizacion de liposomas etiquetados es la limitada estabilidad de
los liposomas.

Como se mencioné mas arriba, es importante conseguir una muy alta sensibilidad analitica en el desarrollo de los
ensayos biologicos, definida como el grado de respuesta de la sefial para un cierto cambio en la concentracion de
analito (la pendiente de la curva de calibracion). En las determinaciones inmunoquimicas, indiferentemente de si son
tipos de ensayos competitivos o sandwich, la sensibilidad analitica es dependiente del rango de concentracion.

Otros dos factores que afectan en la sensibilidad analitica son la cantidad de muestra necesaria para la
determinacion y el tiempo total de reaccion para el resultado. Cuanto mayor sea el volumen de la muestra y cuanto
mas largo el tiempo total aplicado a la reaccion, menor sera la concentracion de analito que puede ser detectada y
medida. Sin embargo, en muchas situaciones practicas, no hay suficiente volumen de muestra disponible (por
ejemplo, en la investigacion farmacéutica) o el componente esté distribuido en un volumen muy grande de muestra
(por ejemplo, en los residuos de antibiéticos en la leche o en una sustancia biodefensiva en el aire. Por lo tanto, un
desafio clave es detectar o determinar cantidades muy pequefias de sustancias en los volimenes pequefios
disponibles de muestra o detectar y / o determinar una sustancia distribuida en muy baja concentracién en un
volumen de muestra grande.

En consecuencia, la tecnologia aplicada debe tener alta sensibilidad analitica, especialmente en los rangos muy
bajos de concentracion.

Con el fin de que puedan ser comparadas las sensibilidades analiticas de las diversas técnicas conocidas de
manera objetiva, en rangos de concentracion muy bajos, el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute y/o el
NCCLS en los Estados Unidos) han definido la sensibilidad analitica con tres términos: Limite de Blank (LoB), Limite
de deteccién (LoD) y Limite de Quantitation (Cuantificacién) (LoQ). Los datos de estos parametros son estimados y
utilizados para las comparaciones entre las varias tecnologias.

Con el fin de conseguir altas sensibilidades analiticas, han sido desarrollados para efectuar la amplificaciéon de la
sefial diferentes sistemas de bioetiquetado, tales como las bioetiquetas enzimas, bioetiquetas de micro cristal
organicas y las etiquetas de oro coloidal, etc.

En los sistemas de bioetiqueta de enzima, las moléculas enzimaticas convierten los sustratos en productos con
propiedades dpticas o electroguimicas. Debido a una tasa de alta rotacion, tal como con la peroxidasa de rdbano o
debido a una muy grande reaccidn enzimética linear, tal como con la fosfatasa alcalina, pueden ser generados
enormes cantidades de producto (sefial) con el fin de lograr la amplificacion.

Otro enfoque es la técnica conocida como "enzima ciclante" para amplificar la deteccion de la sefial que mejora la
sensibilidad del ensayo.

En la solicitud de patente Europea publicada nimero EP 1309867 ha sido divulgada una nueva clase de etiqueta
utilizando particulas sélidas de sustancias generadoras de sefial. Billones de moléculas que generan sefial
presentes en cada particula sélida pueden ser liberados inmediatamente una vez expuestas a un reactivo liberador
para crear un " efecto Supernova".

El principio de la amplificacidon de sefial de los sistemas de enzima esta basado en la conversién de los sustratos
enzimaticos para generar las sefiales que estan siendo liberadas en la fase a granel. El principio de la amplificacion
de sefial de sistemas de particula solida estd basado en la generacion y la liberacion de un gran numero de
moléculas sefial en la fase de granel en una camara de reaccién. Sin embargo, la liberacion de las moléculas sefial
en la fase de granel da como resultado una dilucién parcial de la concentraciéon de la molécula sefial y afecta a la
sensibilidad analitica.

También es conocido un bioensayo de sefial amplificada utilizando oro coloidal etiquetado. Taton et al (T. Andrew
Taton, Chad A. Mirkin, Robert L. Letsinger, "Scanometric DNA Array Detection with Nanopatrticle probes”, Science,
289(8) 1757-1760, 2000) informan de un método de amplificacion de sefial basado en oro coloidal seguido de
mejora de plata, en el cual el oro coloidal promueve la reduccién de la plata (I) en las superficies de la particula de
oro, lo que da como resultado la acumulacion de una gran cantidad de metal de plata en la etiqueta de oro coloidal.
El enfoque de mejora de plata puede detectar concentraciones de oligonucleétidos tan bajos como 5 nanomoles por
litro.
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Otro enfoque de la utilizacion de las etiquetas de oro coloidal para los ensayos biolégicos amplificados se basa en
agregacion inducida del oro coloidal, que da como resultado en un cambio de color de rojo a azul que se puede
observar a simple vista. El enfoque de la agregacion inducida por la bioafinidad puede detectar oligonucledtidos en
niveles de concentracion de 10 fentomoles por litro. El principio de amplificacion de sefial de oro coloidal etiquetado
estd basado en la acumulacién o en la agregacion de moléculas sefial en un volumen concentrado pequefio.
Mediante la comparacion de la capacidad de amplificacién de sefial de los sistemas de etiqueta mencionados mas
arriba, el sistema de amplificacion de oro coloidal con acumulacion de moléculas sefial -fijado por otra molécula de
afinidad- en un area enfocada en un portador sélido (por ejemplo, en los dispositivos de flujo lateral) puede alcanzar
alta sensibilidad analitica.

La solicitud de patente Europea publicada nimero EP2014280 Al divulga un método de produccién de microesferas
de proteina que incluye la mezcla de moléculas de proteina con un formador de matriz en solucién, afiadiendo un
reagente de vinculacion transversal a la mezcla, retirar el reagente de vinculacion transversal y retirar la matriz
utilizando un agente quelante de calcio con el fin de dejar las microesferas de moléculas de proteina.

La solicitud de patente de Estados Unidos publicada nimero US 2009/0104275 Al divulga un método de
produccién de microesferas de proteina que incluye la mezcla de moléculas de proteina con un formador de matriz
en solucién, recubriendo las particulas formadas mediante el encapsulado capa por capa utilizando electrolitos y la
retirada de la matriz utilizando un agente quelante de calcio o bajando el pH con el fin de dejar las moléculas de
proteina en las capsulas formadas por la técnica de capa por capa.

La presente invencién proporciona un método de produccion de microesferas de proteina tal y como esta definido en
la reivindicacion 1.

DEFINICIONES
LAS MOLECULAS DE AFINIDAD Y RECONOCIMIENTO BIOLOGICO

Las moléculas de afinidad son sustancias que reconocen y vinculan mediante su estructura o por sus tamafios de
poro o mediante su carga eléctrica especificamente a otra sustancia, con un cierto poder de afinidad (constante
afinidad/avidez).

Existen muchas moléculas de afinidad diferentes que, generalmente, pueden usarse con una cierta clase de
sustancias (por ejemplo, la proteina A/G para anticuerpos IgG) o pueden ser muy especificos para una Unica
sustancia (por ejemplo, un anticuerpo para un antigeno, una secuencia de ADN para otra secuencia, o la Avidina
para la Biotina, ciertas enzimas para sus sustratos).

LAS PROTEINAS PORTADORAS

Las proteinas portadoras estan implicadas principalmente en la formacion de microcapsulas similares a esponjas
mediante la apertura de enlaces SS intracelulares y permitiendo entonces la formacién de auto ensamblaje de
ambos enlaces S-S inter- e intra-moleculares; siendo los enlaces S-S inter-moleculares responsables de la
integridad estructural de las microesferas de proteina.

Los ejemplos de proteinas transportadoras que pueden ser usadas incluyen:

- Proteinas fibrosas (por ejemplo, citoesqueletal, proteinas de matriz extracelular, etc.)

- Proteinas globulares

- Proteinas de la sangre que pueden ser aisladas del suero y del plasma (por ejemplo, hemoproteinas,
proteinas de transporte, proteinas vinculantes de ADN, etc.).

- Lipoproteinas

- Glicoproteinas

- Proteinas del sistema inmune (por ejemplo, anticuerpos mono- y policlonales, antigenos, etc.)

- Proteinas recombinantes

- Proteinas modificadas genéticamente

- Proteinas modificadas quimicamente

- Proteinas sintéticas

- Mezclas de diversas proteinas

- Proteinas de nutrientes (por ejemplo, las proteinas de almacenamiento, proteinas de transporte, etc.)

- Enzimas

- Ribozimas

En general, pueden ser utilizadas cualquiera de las proteinas que contienen azufre de origen humano, animal y
vegetal o péptidos que contienen azufre (incluyendo los péptidos sintéticos).
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LA AMPLIFICACION DE SENAL

Cualquier reaccion entre dos 0 mas sustancias/ componentes de una reaccién que conduce a una sefial fisico-
guimica medible.

En muchos casos, la sefial en las reacciones immunoquimicas y de hibridacion es tan débil que debe ser realizada
una amplificacién de esta sefial antes de que las mediciones conduzcan a resultados interpretables.

La amplificacion puede ser realizada mediante diversas metodologias y tecnologias.

La presente invencion proporciona tanto en un solo paso como en multi pasos un procedimiento de amplificacion
utilizando microesferas para la amplificacion de la sefial. En una variante del procedimiento de multi pasos de la
amplificacion, por lo menos un ciclo de la amplificacion puede utilizar las capsulas que encapsulan las particulas
sdlidas de las sustancias organicas que generan la sefial y portan en su superficie moléculas de afinidad para el
reconocimiento especifico y vinculacién a las moléculas objetivo, del tipo divulgado en la EP 1309867.

LAS MICROESFERAS

Las microesferas producidas de acuerdo con el método de la presente invencién no tienen un limite sélido y podrian
compararse a una bola de esponja con los poros extendiéndose en su interior. Son una red de moléculas de
proteina que se unen conjuntamente covalentemente.

Estan formadas por adsorcion vinculante o por coprecipitacion en una plantilla recién precipitada y mediante la
apertura de los enlaces S-S intra moleculares. Los grupos tiol libres resultantes entonces son permitidos formar
nuevos enlaces S-S inter- e intra-moleculares, contribuyendo los enlaces S-S inter moleculares a la formacién de la
microesfera. Las microesferas tienen una estructura homogénea y no estan divididas en capas como las cdpsulas
formadas por una técnica capa por capa de la manera como aquellas divulgadas en la EP 1309867.

Las microesferas tienen un diametro entre 10nm y 1 mm, preferiblemente de 400 nm a 10 pum. Aungue esos limites
caen, por lo menos en parte, fuera del rango micrométrico, el término "microesferas" sera utilizado sera utilizado en
este documento por conveniencia al referirse a las particulas discretas formadas de redes de moléculas de proteina
de acuerdo con la presente invencion.

LAS MICROESFERAS DE AMPLIFICACION DE SENAL

Las microesferas de amplificacion de sefial son microesferas que consisten en una proteina portadora + una
molécula precursora de sefial + una molécula de afinidad.

Tienen en su superficie caracteristicas especificas de vinculacién a una sustancia (objetivo o analito) que debe ser
determinado.

LOS FORMADORES DE MATRIZ

Los formadores de matriz son materiales tales como el carbonato de calcio, el alginato de calcio, la silice porosa, los
oligo- o los poli sacéridos tales como el dextrano, los cuales estdn mezclados con las proteinas portadoras y/o las
moléculas precursoras de sefial con el fin de formar plantillas de microesfera por co-precipitacion.

EL REACTIVO DE REDUCCION

El reactivo reductor es un material que causa la apertura de los enlaces disulfuro intra moleculares dentro de las
moléculas de proteina en la plantilla de la microesfera. Un ejemplo de un reactivo reductor es el ditiotreitol (DTT).

EL REACTIVO DE RETIRADA DE LA MATRIZ

Los reactivos de retirada de la matriz son materiales tales como el agente quelante (EDTA), &cidos o bases que son
utilizados para retirar el formador de matriz de la plantilla de la microesfera, dejando una microesfera de proteina.

LAS MOLECULAS PRECURSORAS DE SENAL

Las moléculas precursoras de sefial son moléculas que, cuando reaccionan con uno o mas reactivos distintos,
conducen a una sefial medible. Las moléculas precursoras de sefal pueden ser de un tipo directo o indirecto. En el
caso de precursor directo de sefial, las moléculas precursoras de sefial cambian ellas mismas una vez realizada la
activacion con el fin de generar la sefial para ser detectadas. En el caso de un precursor de sefial indirecto, las
moléculas precursoras de sefial reaccionan con otras especies una vez realizada la activacion y estas otras
especies pueden ser las responsables de generar la sefial para ser detectadas. Las moléculas precursoras de sefial
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pueden ser moléculas precursoras de sefal de bajo peso molecular o moléculas precursoras de sefal de alto peso
molecular.

LAS MOLECULAS PRECURSORAS DE SENAL DE BAJO PESO MOLECULAR

Las moléculas precursoras de sefial pueden ser sustancias de bajo peso molecular seleccionadas del grupo
consistente de los fluoréforos y sus derivados, los luminéforos y sus derivados, los cromoéforos y sus derivados, los
grupos prostéticos o las sustancias activas redox seleccionadas de mediadores redox, las sustancias activas por
electrodo.

LAS MOLECULAS PRECURSORAS DE SENAL DE ALTO PESO MOLECULAR

Las moléculas de proteina precursoras de sefial, de alto peso molecular, incluyen, pero no se limitan a, las
sustancias de de alto peso molecular seleccionadas del grupo consistente en las enzimas y sus precursores, las
proteinas bioluminogénicas y fluorogénicas y los ribozimas; los péptidos o proteinas seleccionadas del grupo
consistente en anticuerpos incluyendo los anticuerpos monoclonales y los policlonales, los receptores, los antigenos,
las proteinas recombinantes, las lectinas, las avidinas, las lipoproteinas y las glicoproteinas, los acidos nucleicos, las
ribozimas y los aptdmeros.

Existen muchas sustancias diferentes de diferentes clases quimicas que conducen via una reaccion iniciada a una
sefial medible. La sefial medible puede estar basada en:

- fluorimetria

- luminometria

- cambio de color en el rango ultravioleta, visible y cerca de infrarrojos
- cambio en el potencial redox

- cambio en la masa durante la formacién de complejos o precipitacion

LA MOLECULA OBJETIVO

Este término es sindénimo de "analito", que significa una sustancia o0 componente quimico que es determinado en un
procedimiento analitico, tal como un inmuno ensayo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencidén proporciona un método para hacer microesferas que comprende una proteina portadora vinculada con
moléculas precursoras de sefial, en donde las moléculas precursoras de sefial son activables para generar una
sefial perceptible mientras se mantienen vinculadas con la proteina portadora.

Las microesferas pueden ser hibrido o hetero-particulas, mediante lo cual se entiende que la proteina portadora y
las moléculas precursoras de la sefial son diferentes. Alternativamente, las microesferas pueden ser homo-
particulas, mediante lo cual se entiende que la proteina portadora y la precursora sefial son la misma.

Tal y como se indicé mas arriba, la moléculas precursoras de sefial pueden ser de tipo directo o indirecto. En el caso
de un precursor de sefial directo, las propias moléculas precursoras de sefial son cambiadas una vez realizada la
activacion con el fin de generar la sefial para ser detectadas. En el caso de un precursor de sefial indirecto, las
moléculas precursoras de sefial reaccionan con otras especies una vez realizada la activacion y estas otras
especies pueden generar la sefial para ser detectadas.

Preferiblemente, la proteina portadora es seleccionada de proteinas fibrosas, incluyendo pero no limitandose a las
proteinas citoesqueletales o las proteinas de matriz extracelular; o las proteinas globulares incluyendo, pero no
limitdndose a las proteinas de la sangre, las hemoproteinas, las proteinas de adhesion celular; o las proteinas de
transporte, los factores de crecimiento, las proteinas receptoras, las proteinas vinculantes a ADN, las proteinas del
sistema inmunoldgico, incluyendo pero no limitandose a los anticuerpos mono- o policlonales, las proteinas
nutrientes de almacenamiento/transporte, las proteinas chaperonas o enzimas; o las proteinas genéticamente
modificadas; o las proteinas recombinantes o la proteina quimicamente modificada y las proteinas sintéticas. Mas
preferiblemente, la proteina portadora es una proteina que circula en la sangre, tal como la albumina de suero
bovino. Esta proteina es ampliamente utilizada en aplicaciones bioquimicas, incluyendo los ensayos ELISA y los
ensayos inmunes de transferencia por adsorcion. Tiene buena estabilidad y esta disponible en grandes cantidades a
bajo coste debido a que puede ser facilmente purificada desde la sangre bovina, un subproducto de la industria de la
ganaderia.

Las moléculas precursoras de sefial pueden ser sustancias de bajo peso molecular seleccionadas del grupo
consistente en los fluoréforos y sus derivados, los luminéforos y sus derivados, los cromoforos y sus derivados, los
grupos prostéticos o las sustancias redox activas seleccionadas de los mediadores redox, las sustancias activas por
electrodo.
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Preferiblemente, las moléculas precursoras de sefial de bajo peso molecular son fluoréforos tales como las
fluoresceinas, las cianinas, las carbocianinas, las rodaminas, los xantenos, las sustancias fluorescentes basadas en
diazo tintes y pequefias moléculas aromatico fluorescentes y hetero aromaticas.

Alternativamente, las moléculas precursoras de sefial de bajo peso molecular pueden ser croméforos tales como la
pirazolona, las antraquinonas, los carotinoides y diazo y monoazo, oxazina, afiil o la riboflavina basada en
sustancias tinte.

Mas preferiblemente, las moléculas precursoras de sefial de bajo peso molecular son los derivados de la
fluoresceina tales como la fluoresceina diacetato (FDA), la fluoresceina diacetato isotiocianato (FDA- isotiocianato) o
la fluoresceina maleimida (FDA-maleimida)

Las moléculas precursoras de sefial de proteina de alto peso molecular incluyen, pero no se limitan a, las sustancias
de alto peso molecular seleccionadas del grupo consistente en enzimas y sus precursores, las proteinas
bioluminogénicas y fluorogénicas y las ribozimas; los péptidos o proteinas seleccionadas del grupo consistente en
anticuerpos incluyendo los anticuerpos monoclonales y los policlonales, los receptores, los antigenos, las proteinas
recombinantes, las lectinas, las avidinas, las lipoproteinas y las glicoproteinas, los &cidos nucleicos, las ribozimas y
los aptdmeros.

Preferiblemente, las moléculas precursoras de sefial de alto peso molecular son moléculas de afinidad, tales como
los péptidos y las proteinas y las cadenas de &cido nucleico, los hidratos de carbono, los ligandos con bajo peso
molecular y los polimeros impresos moleculares (MIPs) o las mezclas de los mismos.

Alternativamente, las moléculas precursoras de sefial de alto peso molecular pueden ser enzimas como la
peroxidasa, la oxidorreductasa, la ligasa, la polimerasa y la transferasa.

Mas preferiblemente, las moléculas precursoras de sefial de alto peso molecular son la avidina y NeutrAvidin (Marca
Registrada).

Las microesferas descritas anteriormente tienen dimensiones en la gama de 10 nm a 1 mm, preferiblemente en el
rango de 400 nm hasta 10 um. La estructura de las microesferas es preferiblemente sustancialmente homogénea; es
decir, el material que forma las microesferas esta sustancialmente uniformemente disperso y tienen una densidad
sustancialmente uniforme y porosidad a través del cuerpo de las particulas.

Las microesferas se asemejan a las bolas de esponja o de algodoén lana en miniatura y, aunque tienen un limite
discernible, no son capsulas que tienen un escudo solido externo que define el limite.

Cuando las microesferas estdn combinadas con moléculas de afinidad para vincularse a un objetivo en la solucion,
esas moléculas de afinidad se uniran a las microesferas, Las microesferas estdn compuestas de moléculas de
afinidad o las moléculas de afinidad pueden ser conjugadas o vinculadas directamente o a través de las moléculas
del vinculador a la superficie de las microesferas o vinculadas/unidas por adsorcidon. Sin embargo, algunas
moléculas de afinidad se difundirdn en el interior de las microesferas y se uniran también alli en casos especiales.
Por supuesto, el alcance de tal difusion dependera del tamafio relativo de las moléculas de afinidad y los tamafios de
poro de las microesferas.

Las moléculas de afinidad unidas a la microesferas pueden ser moléculas de bio reconocimiento tales como los
péptidos especificos y las proteinas, las cadenas de acidos nucleicos, los hidratos de carbono, los ligantes con bajo
peso molecular y los polimeros impresos molecularmente (MIPs) o las mezclas de los mismos.

Los péptidos o las proteinas pueden ser anticuerpos incluyendo los anticuerpos monoclonales y policlonales, los
receptores, los antigenos, las lectinas, las avidinas, los oligopéptidos, las lipoproteinas, las glicoproteinas, las
hormonas peptidicas y los alérgenos o partes de los mismos. Los acidos nucleicos pueden ser ADN, ARN, los
oligonucleétidos, las ribozimas, los aptameros y las partes de los mismos. Los ejemplos de carbohidratos incluyen
mono-, oligo- y polisacéridos, los glicolipidos, los proteo-polisacaridos y partes de los mismos. Los ligandos de bajo
peso molecular pueden ser biotina o derivados de la biotina, los esteroides u hormonas, los cofactores o coenzimas,
los activadores, los inhibidores, los pseudosustratos o los grupos prostéticos de enzimas, los farmacos, los
alérgenos o los haptenos.

El método de producir microesferas tal como esta definido en este documento comprende: mezclar la proteina
portadora y las moléculas precursoras de sefial con un formador de matriz en solucion, preferiblemente solucion
acuosa, mediante la agitacion; afiadir una pequefia molécula del reactivo de reduccion con agitacion; lavar con el fin
de retirar la pequefia molécula del reactivo de reduccion; afiadir un reactivo para retirar el formador de matriz con
agitacion; y lavar con el fin de retirar el formador de matriz y dejar las microesferas de la proteina portadora
vinculadas con las moléculas precursoras de la sefial.
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Preferiblemente, el método se lleva a cabo en una soluciébn acuosa con reactivos acuosos, preferiblemente a
temperatura ambiente. El método preferente de mezcla es la agitacion con un agitador magnético.

La funcion del formador de matriz es atrapar las moléculas de proteina en una plantilla de microesferas. El formador
de matriz es seleccionado de carbonato de calcio, alginato de calcio, silice porosa o un oligo- o un polisacérido tal
como dextrano. El carbonato de calcio es preferiblemente formado mediante la adicion de solucién de carbonato
sodico a una mezcla de proteina portadora, las moléculas precursoras de la sefial y cloruro de calcio en una
solucion.

El tamafio de las microesferas puede ser controlado mediante el control de la velocidad de agitacion. La densidad de
las microesferas puede ser controlada ajustando las proporciones relativas de la proteina portadora, las moléculas
precursora de sefial, el formador de la matriz y el reactivo reductor.

El método de producir la microesferas pude ademas comprender la union de las moléculas de afinidad a la superficie
de las microesferas. Las moléculas de afinidad pueden ser conjugadas a la superficie externa de las microesferas,
por ejemplo mediante fuerzas de van der Waals, enlaces de hidrégeno o interacciones electrostaticas o pueden ser
vinculadas covalentemente a la superficie exterior de las microesferas ya sea directamente o a través de moléculas
vinculadoras. Si son indirectamente enlazadas, las moléculas vinculadoras incluyen, pero no se limitan a, las
biomoléculas, por ejemplo la avidina, la estreptavidina, la NeutrAvidin (Marca Registrada), la proteina A, la proteina
G, las lectinas o los vinculadores cruzados de bajo peso molecular. Las moléculas de afinidad pueden ser afiadidas
a la mezcla de la reaccion antes del paso de la adicion del reactivo de retirada de la matriz.

Una forma particularmente preferida para las microesferas es una en el cual la proteina portadora es suero de
albumina bovina (BSA) y las moléculas precursoras de sefial estan seleccionadas de fluoresceina diacetato (FDA),
fluoresceina diacetato isotiocianato (FDA-isotiocianato) o fluoresceina diacetato maleimida (FDA-maleimida). Un
reactivo desarrollante es conveniente para la "activacion" de estos derivados de la fluoresceina en un paso de la
activacion, convirtiéndolos en fluoresceina, por ejemplo, mediante reaccion quimica, por ejemplo con reactivo
alcalino o una reaccién bioquimica, por ejemplo esterasa, generando de esta manera una sefial detectable.
Alternativamente, la activacion puede ser llevada a cabo por medios fisicos tal como el calentamiento con
microondas.

Los reactivos quimicos liberadores utilizados para desunir las microesferas y desbloquear la moléculas precursoras
de sefial pueden ser reactivos de reduccién de molécula pequefia los cuales son efectivos para romper los enlaces
azufre-azufre (intermoleculares e intramoleculares) en las microesferas. El ditiotreitol (DTT) es un reactivo liberador
especialmente recomendado. La desunién de las microesferas también puede ser conseguido a través de la
sonicacion, alta temperatura, la radiacién de la luz o por cambio de pH.

Ahora se describira la invencion a manera de ejemplo sdlo con referencia a los dibujos, en los cual:

La figura 1 es un diagrama que ilustra la técnica para la fabricacion de las microesferas de acuerdo con la
invencion;

La figura 2 es una micrografia de contraste de fase de microesferas de proteina de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion,

La figura 3 muestra imagenes escaneadas del microscopio electrénico de microesferas de proteina con
diferente porosidad; las imagenes de la fila de arriba muestran un aumento de 22.000 y las imagenes de la
fila inferior muestran un aumento de 150.000;

La figura 4 es un diagrama que muestra el principio de trabajo de la acumulacion y la localizacion de la
sefial un bioensayo de sandwich.

Refiriéndose en primer lugar a la figura 1, la vista (a) muestra un primer recipiente 100 que contiene una solucién
mixta de cloruro de calcio (CaCly), proteina portadora y moléculas precursoras de sefial y un segundo recipiente 200
que contiene un solucion de carbonato de sodio (Na;COs). El contenido de los dos recipientes es mezclado
rapidamente para que las moléculas de proteina y las precursoras de sefial, por ejemplo las BSA-FDA, queden
atrapadas en las plantillas soporte de microesferas de carbonato célcico (CaCOs3) 300 por co-precipitacion.

La vista (b) ilustra lo que ocurre en los pasos siguientes. Las plantillas de microesferas de CaCO3 300 con la
proteina atrapada y las moléculas precursoras de sefial son tratadas con un reactivo reductor, ditiotreitol (DTT), que
causa la apertura de los enlaces de disulfuro intra moleculares dentro de las moléculas de proteina. Entonces, el
DTT es retirado en un nimero de repetidos pasos de lavado. Nuevos enlaces de disulfuro inter-moleculares e intra
moleculares son formados entre las moléculas de proteina. Los nuevamente formados enlaces disulfuro
intermoleculares contribuyen a la organizacion de las moléculas de proteina en las microesferas 20 que contienen
también las moléculas precursoras de sefial. El material de plantilla de CaCOs; es retirado, dejando las moléculas de
proteina/ precursoras sefial de las microesferas 20 sin la necesidad de la utilizacion de reticulantes quimicos.

Volviendo ahora a la figura 2, esta es una micrografica de contraste de fase de las microesferas de proteina
producidas de acuerdo con el procedimiento de mas arriba. Muestran una uniformidad de buen tamafio con
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pequefia desviacion de un promedio. También es importante que las microesferas porten la misma carga de
superficie de tal manera que no se peguen juntas. En la figura se muestra claramente la ausencia de pegado
conjunto. Ademas, una distribucién de tamafio estrecha es importante para el analisis cuantitativo.

La figura 3 muestra micrografias de escaneado con microscopio electrénico SEM de microesferas BSA (albumina de
suero bovino) preparadas utilizando concentraciones de DTT que varian desde 0,01 a 1 mM durante un periodo de
15 a 60 minutos. Las microesferas resultantes fueron similares en el diametro, la rugosidad de la superficie y el
tamafio de los poros de la microesferas incrementandose con la disminucién de la concentracion de DTT.

Una mas alta concentracion de DTT dio lugar a un mas alto grado de rotura de enlaces de disulfuro intra
moleculares dentro de las moléculas BSA, es decir, aumentaron el nimero de grupos de tiol libres dentro de las
moléculas de proteina. Después de la retirada mediante lavado del DTT (fueron utilizados repetidos pasos de
lavado), los grupos tiol libres dentro de las moléculas de BSA se auto juntaron para formar nuevos enlaces de
disulfuro inter- e intra moleculares, contribuyendo los enlaces de disulfuro inter moleculares a la formacion de
microesferas de proteina que sobrevivieron después de la retirada de la plantilla de carbonato de calcio.

Las microesferas fabricadas utilizando una concentracién baja de TDT contienen menos enlaces disulfuros inter
moleculares y son por lo tanto mas porosas.

Volviendo ahora a la figura 4, esta es un diagrama esquematico que muestra el principio de funcionamiento de la
acumulacion y de la localizacion de sefial en un bioensayo sandwich usando las microesferas de la presente
invencion.

En la vista (a), se muestra un soporte sélido 10 que tiene las moléculas de afinidad 50 en su superficie. La
microesfera 20 esta representada aqui como un circulo ligeramente aplastado que contiene las proteinas portadoras
30 vinculadas a moléculas precursoras de la sefial 40. Debe tenerse en cuenta que este es un diagrama
esquematico y a la microesfera se le ha dado un borde soélido para propdsitos solamente de ilustracién. Ademas, las
lineas de enlace S-S entre las moléculas portadoras de proteina (y los enlaces entre las moléculas portadora de
proteina y las moléculas precursoras de sefial) se han omitido para mayor claridad. En realidad, la microesfera no es
una cépsula con un limite solido; por el contrario, es como una bola de esponja en miniatura con poros
extendiéndose en su interior y estando formada por una distribucion uniforme de las moléculas de proteina
portadoras y las moléculas precursoras de sefial enlazadas las unas con las otras.

La microesfera 20 tiene las moléculas de afinidad 50 unidas a su superficie.

Intercalada entre una de los moléculas de afinidad 50 en el soporte sélido 10 y una de las moléculas de afinidad 50
en la microesfera esta una molécula objetivo o analito, 60. El soporte sélido puede ser una membrana, un pocillo de
una placa de microtitulacion, una tira magnética o, mas generalmente, cualquiera de las plataformas de fase soélida
gue son utilizadas en ensayos inmunolégicos o de hibridacion.

En la vista (b), la misma microesfera 20 se muestra todavia unida al soporte sé6lido 10 mediante el "sandwich" de la
molécula objetivo 60 entre dos moléculas de afinidad 50. Sin embargo, en esta vista, la microesfera 20 estd
mostrada después del tratamiento con un reactivo desarrollante y tiene ahora las moléculas de sefial 40*
representadas por los simbolos de soles en miniatura, donde previamente tenia moléculas precursoras de sefial 40
representadas por diamantes.

Representada de manera simple, la Figura 4(a) muestra la microesfera apagada, mientras que la Figura 4(b)
muestra la microesfera iluminada.

Solamente para los propositos de ilustracion, la Figura 4 muestra el mismo tipo de molécula de afinidad 50 en el
soporte solido 10 y en la superficie de la microesfera 20. Sin embargo, en la mayoria de las situaciones précticas, las
dos moléculas de afinidad no serian la misma excepto cuando se utilizan anticuerpos policlonales o si el analito
objetivo tiene epitopos repetitivos.

En la practica, muchas bioetiquetas de microesferas seran enlazadas especificamente a los analitos objetivo en un
bioensayo, dependiendo del tamafio de la molécula del analito (objetivo) y en el tamafio de las microesferas. En un
ensayo inmunoldgico, una bioetiqueta de microesfera enlazara especificamente al epitopo de una molécula objetivo
antigeno; en un ensayo de hibridacion, una bioetiqueta de microesfera enlazara a un analito objetivo de secuencia
especifica de ADN.

Una vez realizada la adicion de un reactivo desarrollante, millones de moléculas precursoras generadoras de sefial
dentro de las bioetiquetas se convertiran a moléculas altamente fluorescentes y el bioetiquetas se iluminaran y
produciran una sefial localizada.

La invencién sera ahora descrita particularmente con referencia a varios ejemplos, aunque debe ser entendido que
éstos son no limitantes.
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Ejemplo 1:

Preparacién de Microesferas BSA-FDA

Paso 1: Formacién de un marco de BSA

Una solucion de de BSA (10 mg/mL) en cloruro de calcio (0,5 mol/L) fue rapidamente mezclada con una solucién de
carbonato de sodio (0,5 mol/L).

Se formé carbonato de calcio y siendo solo ligeramente soluble, atrap6 el BSA en el nucleo/interior de la matriz de
carbonato de calcio. El carbonato de calcio sirvi6 como una plantilla para el atrapamiento del BSA.

El siguiente paso fue la apertura de los enlaces S-S de BSA intramoleculares y la formacion de nuevos enlaces S-S
intermoleculares de BSA.

Cada paso incluyé varios ciclos de lavado y centrifugacion.

Las microesferas resultantes de carbonato de calcio cargadas de BSA fueron incubadas con soluciones de
ditiotreitol (DTT) con concentraciones que oscilan desde 0,01 a 1 mM con pH 7,5 durante 15-60 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, las microesferas de carbonato de calcio cargadas de BSA fueron lavadas
cinco veces con un tampoén (pH 7,4) mediante centrifugacion (2000 rpm, 2 minutos) y ciclos de re-dispersion.

La adicion del DTT causo la reduccién/rotura de los enlaces azufre-azufre intramoleculares en el BSA mientras que
la retirada del DTT en estos pasos lavado condujo a la formacién de nuevos enlaces azufre-azufre intramoleculares
y intermoleculares entre las moléculas de BSA para mantener junta la proteina y formar las microesferas.

Paso 2: Enlace de moléculas de sefial al marco-matriz BSA

A las microesferas que contenian carbonato de calcio re-suspendido fue afiadido fluoresceina diacetato 5-
isotiocianato (1 mg/mL) y la mezcla de la reaccién fue incubada durante una hora a temperatura ambiente formando
enlaces covalentes entre grupos amino BSA vy el tiocianato de fluoresceina diacetato.

Paso 3: Funcionalizacién de las microesferas de BSA-FDA

El enlace de los anticuerpos de Cabra-Anti-Ratdn para microesferas que portan las moléculas de sefial fue realizado
utilizando la quimica EDC/NHS. (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida/N-hidroxisuccinimida ester)

Paso 3.1: Preparacion de una solucion de las moléculas de afinidad

Una solucion que contenia Cabra-Anti-Ratén IgG (0,2 mg/mL) fue afiadida a 2 mM y 5 mM respectivamente de 1-etil-
3(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) en tampdn MES (acido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico) en pH 7,4. Se permitié reaccionar la solucion durante 15 minutos a temperatura ambiente con batido.

Paso 3.2: Funcionalizacién de microesferas con anticuerpo

Después de los 15 minutos de incubacion, una solucidon de las moléculas de afinidad activadas mediante enlace
Cabra-Anti-Ratén IgG fue afiadida a una suspension prelavada de microesferas BSA-FDA y la mezcla fue
reaccionada durante 2 horas a temperatura ambiente con batido. La solucién de las moléculas de afinidad enlazada
a las microesferas BSA-FDA fue centrifugada a 1800 rpm durante 2 minutos.

El sobrenadante fue retirado y el pellet fue reconstituido mediante 2 mL del tamp6n MES (pH 7,4). Las microesferas
BSA-FDA funcionalizadas con moléculas de afinidad fueron lavadas 3 veces con tampén MES (pH 7,4) y re-
suspendidas en 2 mL de tamp6n MES (pH 7,4).

Paso 4: Retirada de la plantilla de carbonato de calcio

Entonces, fueron afadidos 10 mL de EDTA (acido etildiaminotetraacético) de 0,2 M a la suspension de microesferas
BSA-FDA y el conjunto completo fue agitado durante cinco minutos. El tratamiento de EDTA retir6 la matriz de
carbonato de calcio de las microesferas. Entonces, la reaccion de la mezcla fue sometida a centrifugacién a 3000
rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente. Fue retirado el sobrenadante y pellet de microesferas anticuerpo
funcionalizadas BSA-FDA fue re-suspendido en 2 mL de tampén MES (pH 7,4).

Ejemplo 2:

Formacién de un marco de BSA utilizando un formador de matriz de alginato de calcio
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Una solucion de BSA (10 mg/mL) en cloruro de calcio (0,5 mol/L) fue mezclada rapidamente con una solucién de
alginato de sodio (0,5 mol/L).

Se form6 alginato de calcio y siendo solo ligeramente soluble, atrap6 el BSA en el nucleo/interior de la matriz de
carbonato de calcio. El alginato de calcio sirvié6 como una plantilla para el atrapamiento de BSA.

El siguiente paso fue la apertura de los enlaces S-S de BSA intramoleculares y la formacion de nuevos enlaces
intermoleculares S-S de BSA.

Cada paso incluyé varios ciclos de lavado y centrifugacion.

Las microesferas resultantes de alginato de calcio cargadas de BSA fueron incubadas con soluciones de ditiotreitol
(DTT) con concentraciones que oscilaban desde 0,01 hasta 1 mM con pH 7,5 durante 15-60 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, las microesferas de alginato de calcio cargadas de BSA fueron lavadas cinco veces con
tampon (pH 7,4) mediante centrifugacion (2000 rpm, 2 minutos) y ciclos de re-dispersion.

La adicidon de DTT causo la reduccién/rotura de los enlaces azufre-azufre intramoleculares en el BSA mientras que
la retirada del DTT en estos pasos de lavado condujo a la formacion de nuevos enlaces azufre-azufre

intramoleculares e intermoleculares entre las moléculas de BSA para mantener junta la proteina y formar las
microesferas.

Ejemplo 3:

Preparacién de microesferas de Avidina

El ejemplo 3 es un ejemplo en el cual la proteina portadora y la molécula de afinidad vinculante son una y la misma
molécula.

Paso 1: Formacién de un marco de avidina

Una solucién de avidina (10 mg/mL) en cloruro de calcio (0,5 mol/L) fue mezclada rapidamente con una solucién de
carbonato de sodio (0,5 mol/L).

Se formé carbonato de calcio y, siendo solo ligeramente soluble, precipité y atrajo/adsorbié avidina en su superficie
formada de cristal. El carbonato de calcio sirvio como una plantilla para la precipitacion de avidina.

El siguiente paso fue el entrecruzamiento de avidina mediante la apertura de sus enlaces S-S intramoleculares y la
formacion de enlaces S-S intermolecular en la avidina.

Cada paso incluyé varios ciclos de lavado y centrifugacion.

Las microesferas resultante de carbonato de calcio cargadas de avidina se incubaron con soluciones de ditiotreitol
(DTT) con concentraciones que van desde 0,01 a 1 mM en pH 7,5 durante 15-60 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, las microesferas de carbonato de calcio —cargadas de avidina fueron lavadas cinco veces con
tampon (pH 7,4) mediante centrifugacion (2000 rpm, 2 minutos) y ciclos de re-dispersion.

La adicion de DTT causo6 la reduccion/rotura de los enlaces azufre-azufre intramoleculares en la avidina mientras la
retirada de DTT en estos pasos de lavado condujo a la formacién de enlaces azufre-azufre intramoleculares e
intermoleculares entre las moléculas de avidina para mantener junta la proteina y formar las microesferas. Los
enlaces reducidos SH (sulfihidril) en la proteina se someten a la propia formacion de ensamblaje de nuevos enlaces
de azufre-azufre intramoleculares e intermoleculares.

Paso 2: Funcionalizaciéon de las moléculas sefial

Esto se logra mediante la vinculacién de moléculas de deteccion especificas (moléculas de afinidad) a la avidina que
contiene grupos amino libre, SH y grupos carboxilo para la vinculacion covalente de las moléculas de afinidad a las
microesferas aun sin las moléculas de afinidad vinculantes.

Véase el Ejemplo 2 de mas arriba para méas detalles del procedimiento de funcionalizacién para microesferas que
contienen avidina.

El procedimiento de funcionalizacién es mas sencillo con Streptavidina o una avidina desglicosilada tal como
NeutrAvidin (marca comercial) porque éstas se vinculan directamente a la molécula objetivo reconocedora (analito),
es decir, a la molécula de afinidad. Si son utilizadas Streptavidina o NeutrAvidin (marca registrada) entonces
normalmente las moléculas de afinidad biotiniladas como por ejemplo, los anticuerpos biotinilados son vinculadas
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directamente a la Streptavidina o NeutrAvidin (marca comercial) por el poder de fuerte vinculacion de las
Streptavidinas a la biotina (K alrededor de 1016). Por lo tanto, no es necesaria la conjugacion quimica por ejemplo
con EDC/NHS.

Paso 3: Disolucion del carbonato de calcio fuera de las microesferas

Esto fue realizado mediante la adicion de EDTA (0,2 mol/L) a una suspension de las microesferas de avidina.
Después de este procedimiento, las microesferas de avidina precursoras de sefial han sido preparadas:

Téngase en cuenta que, como en el Ejemplo 1 de mas arriba, el paso de retirar la plantilla de carbonato de calcio
puede ser llevado a cabo antes del paso de la funcionalizacion.

12
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REIVINDICACIONES

1. Un método de producir microesferas de proteina que comprende:

La mezcla de moléculas de proteina con un formador de matriz en una solucion;
La adicién de un reactivo reductor a la mezcla

La retirada del reagente de reduccion, y

La retirada de la matriz dejando microesferas de moléculas de proteina;

En donde se selecciona el formador de la matriz de carbonato de calcio, de alginato de calcio, de silice porosa y de
oligo- o polisacarido.

2. Un método tal como se reivindica en la reivindicacion 1 en donde la matriz es retirada por medios fisicos
seleccionados de tratamiento por alta temperatura o cambio de pH.

3. Un método tal como se reivindica en la reivindicacion 1 en donde el paso de retirada de la matriz incluye la
adicion de un agente para la retirada de la matriz seleccionado de un agente quelante, EDTA, un &cido o una base.

4, Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde el reactivo de
reduccion es ditiotreitol (DTT).

5. Un método tal como se reivindica en la reivindicacion 1 en donde el formador de matriz es el carbonato de
calcio formado por adicién de una soluciéon de carbonato de sodio a una mezcla de proteina y cloruro de calcio en
una solucion.

6. Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde dichas moléculas de
proteina son moléculas de afinidad por vinculacién a un objetivo en solucién.

7. Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde dicha proteina es
una proteina portadora y en donde dicho método comprende ademas la vinculacion de las moléculas precursoras de
sefial a dicha proteina portadora.

8. Un método tal como se reivindica en la reivindicacién 7 en donde se selecciona la proteina portadora de
proteinas fibrosas, de proteinas citoesqueletales o de proteinas de matriz extracelular; o de proteinas globulares, de
proteinas de la sangre, de hemoproteinas, de proteinas de adhesion celular o de proteinas de transporte, de
factores de crecimiento, de proteinas receptoras, de proteinas de vinculacion a ADN, de proteinas del sistema
inmunitario, de anticuerpos mono- o policlonales, de proteinas de almacenamiento/transporte nutrientes, de
proteinas chaperonas o enzimas; o de proteinas genéticamente modificadas; o de proteinas recombinantes o de
proteinas quimicamente modificadas. y de proteinas sintéticas.

9. Un método tal como se reivindica en la reivindicacion 8 en donde dicha proteina portadora es albumina de
suero bovino.

10. Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 en donde las moléculas
precursoras de sefial son sustancias de bajo peso molecular seleccionadas del grupo consistente de

0] fluoréforos seleccionado del grupo consistente de fluoresceinas, cianinas, carbocianinas, rodaminas,
xantenos, sustancias fluorescentes basadas en diazo tinte y moléculas pequefias fluorescentes
aromaticas y heteroaromaticas;

(i) lumindforos y sus derivados;

(i) croméforos seleccionados del grupo consistente de la cianina, pirazolona, antraquinona, carbocianina,
rodamina, xanteno, carotinoide y diazo- y monoazo, oxazina, afiil, 0 sustancias de tinte basadas en la

riboflavina;
(iv) sustratos enzimaticos;
(V) grupos prostéticos, o
(vi) sustancias redox activas seleccionadas de mediadores redox, sustancias activas por electrodo;

0 sustancias de alto peso molecular seleccionadas del grupo que consiste en:

(vii) las enzimas y sus precursores;
(viii) proteinas bioluminogénicas y fluorogénicas;

(ix) acidos nucleicos;
x) ribozimas y
(xi) aptameros.
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11. Un método tal como se reivindica en la reivindicacion 10 en donde las moléculas precursoras de sefial son
fluoréforos seleccionados de fluoresceina diacetato (FDA), de fluoresceina diacetateisotiocianato (FDA-isotiocianato)
y de fluoresceina maleimida (FDA-maleimida).

12. Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 que ademas comprende el
paso de la vinculacion de las moléculas de afinidad a la superficie de la microesferas.

13. Un método tal como se reivindica en la reivindicacion 12 que comprende la conjugacion o enlace de las
moléculas de afinidad a las microesferas via moléculas del vinculador seleccionadas del grupo consistente de la
avidina, estreptavidina, avidina desglicosilada, proteina A, proteina G, lectina o vinculadores transversales de bajo
peso molecular.

14. Un método tal como se reivindica en la reivindicacién 6, la reivindicacién 12 o la reivindicacion 13 en donde
las moléculas de afinidad son moléculas de bioreconocimiento.

15. Un método tal como se reivindica en la reivindicacién 14 donde se seleccionan las moléculas de afinidad del
grupo que consiste de:

0] Los péptidos y proteinas seleccionadas del grupo consistente de anticuerpos incluyendo los
anticuerpos monoclonales y los policlonales, los receptores, los antigenos, las proteinas
recombinantes, las lectinas, las avidinas, los oligopéptidos, las lipoproteinas, las glicoproteinas, las
hormonas peptidicas y los alérgenos o partes de los mismos;

(i) Los acidos nucleicos seleccionados del grupo consistente de ADN, ARN, los oligonucleétidos, las
ribozimas, los aptameros y partes de los mismos;

(iii) Los carbohidratos seleccionados del grupo consistente de los mono-, oligo- y polisacéridos, los
glicolipidos, los proteo-polisacéridos y partes de los mismos;

(iv) Los ligandos con bajo peso molecular seleccionados de la biotina o derivados de la biotina, los

esteroides, las hormonas, los cofactores o las coenzimas, los activadores, los inhibidores, los
pseudosustratos o los grupos prostéticos de las enzimas, los farmacos, los alérgenos o los
haptenos, y

(v) polimeros impresos moleculares (MIPs) o mezclas de los mismos.
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Figura 2

Figura 3
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