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DESCRIPCION
Procedimientos para desencadenar la activacion de sustancias encapsuladas generadoras de sefial

La presente invencion se refiere a bioensayos, por e€j., para detectar contaminacién bacteriana en alimentos, para
detectar contaminantes bioldgicos en agua, o para detectar la presencia de sustancias como anticuerpos, antigenos
y &cidos nucleicos en fluidos corporales como la sangre y sus componentes, fluidos nasofaringeos, orina o saliva. El
material que se desee detectar a menudo se denomina generalmente el objeto o analito.

En particular, en bioensayos que utilizan una sustancia que genera una sefial encapsulada para indicar la presencia
del objeto en una muestra (cualitativa) o para determinar la cantidad del objeto presente en una muestra
(cuantitativa), la invencion se refiere a procedimientos para controlar el inicio de la generacion de la sefial desde las
capsulas que contienen un material precursor de sefial que es convertible desde un formato latente en el cual
sustancialmente no se genera una sefial a un formato en el cual puede generar una sefal detectable.

Mas particularmente, la invencién se refiere al control de la liberacién del material precursor de sefial desde las
capsulas, y al control de esta conversion desde su formato latente al formato generador de sefial. En la descripcion
siguiente, este proceso se denominara "desencadenar activacion".

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los bioensayos se basan en la interaccion de al menos una biomolécula etiquetada con un analito (objetivo) para ser
detectado. La etiqueta actia como un marcador indicando que se ha producido una reaccion entre el objetivo y el
receptor escogido deliberadamente o molécula de afinidad sobre la biomolécula que interactia exclusivamente con
el objetivo y se une a este. La etiqueta puede medirse usando diferentes técnicas:

(i) 6pticamente mediante la medicion de la absorcion de una tintura o de la luz fluorescente emitida por fluoréforos, o
la luz luminiscente emitida por compuestos luminiscentes o quimioluminiscente, o la medicion de la turbidez causada
por dispersion de la luz de particulas de latex aglutinadas;

(i) radioactivamente mediante la medicion de los is6topos de radio;

(iii) electroquimicamente mediante la medicién de sustancias mediadoras o electroactivas;
(iv) magnéticamente mediante la medicién de la fuerza magnética; o,

(v) piezoeléctricamente mediante la medicién de los cambios en la masa.

Etiquetas bien conocidas incluyen encimas como las usadas en los ensayos ensayo por inmunoabsorcioén ligado a
enzimas (ELISAs) y los isotopos de radio usados en radioinmunoensayos; otros tipos de etiquetas incluyen
fluoréforos, luminéforos, cromdforos, liposomas, particulas de latex en inmunoensayos de aglutinacion, tinturas,
mediadores y particulas de oro.

La presente invencién se relaciona particularmente, aunque no exclusivamente, con las etiquetas que son
detectables usando técnicas Opticas y con el control del inicio de la salida de sefial maxima de forma que las lecturas
puedan ser tomadas vy, si se desea, repetidas, durante un periodo de tiempo antes de la salida de sefial se deteriore
o0 antes de que la sefial se disipe mediante dilucion y/o difusion.

El propésito de las capsulas en la presente invencion es doble: primero, sirven como vehiculo o sustrato para las
moléculas de afinidad o los receptores que estan adheridos a la superficie de la capsula que se seleccionan por su
capacidad de reconocer especificamente y ligarse a una molécula objetivo en una muestra. Segundo, las capsulas
contienen muchas moléculas (10" a 10° més alto) del precursor de la sefial.

Consecuentemente, tras ligar una molécula objetivo con una de las moléculas de afinidad en la superficie de la
capsula y tras la posterior conversion del precursor de la sefial con la capsula desde su formato latente a su formato
de generacion de sefial, la presencia de una Unica molécula objetivo puede indicarse por muchas decenas de
millones o incluso miles de millones de moléculas generadoras de sefial detectable.

Esta es una técnica de amplificacion muy potente que puede ampliar los limites de deteccién de los bioensayos.

Las capsulas que contienen una sustancia organica generadora de sefial para su uso en bioensayos son conocidas
a partir de la patente internacional publicada, solicitud n°® WO02/12888 A2, la descripcién de la cual se incorpora en
el presente como referencia en su totalidad. Estas capsulas conocidas se preparan tratando una sustancia
generadora se sefial organica solida y sin carga que tiene una baja solubilidad en agua o que es insoluble en agua
(como el diacetato de fluoresceina (FDA)) con una solucion acuosa de una sustancia anfifilica (por ejemplo,
detergente i6nico). La sustancia anfifilica se dispone sobre la superficie de la sustancia sélida generadora de sefial,
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impartiendo una carga eléctrica a su superficie y volviéndola susceptible para un revestimiento posterior con una
capa de un polielectrolito cargado, seguida de mudltiples capas alternativas de polielectrolitos opuestamente
cargados.

Las capas de polimero se auto ensamblan sobre la sustancia sélida generadora de sefial (con su carga inducida de
la sustancia anfifilica) por medio de una deposicién electroestatica capa por capa, formando asi un caparazon
polimérico multicapa alrededor del nicleo sélido.

La etapa de revestimiento también puede realizarse usando una Unica capa de una sustancia portante de grupos
funcionales para el acoplamiento covalente de la capa de revestimiento, no usando deposicion electroestatica.

Las cépsulas obtenidas de esta forma se modifican para su uso en un bioensayo al tener moléculas de afinidad
adheridas a su superficie, las moléculas de afinidad seleccionadas segun el tipo de molécula objetivo que se
pretende detectar.

En una primera etapa de un procedimiento de detecciéon usando las capsulas descritas anteriormente, una solucién
de moléculas objetivos se incuba con capsulas modificadas con moléculas de afinidad que reconocen
especificamente las moléculas objetivo.

La incubacién se realiza durante un periodo de tiempo suficiente para obtener un complejo de moléculas afines al
objetivo; la molécula de afinidad permanece ligada a la capsula.

En una segunda etapa del procedimiento de deteccion, los complejos de capsula de molécula afines al objetivo se
separan de las capsulas cuyas moléculas de afinidad no han formado complejos con las moléculas objetivo.

En una tercera etapa del procedimiento de deteccion, las capsulas se desintegran para liberar la sustancia organica
generadora de la sefial en la solucién, por ejemplo, tratandolas con un disolvente organico como un alcohol, una
cetona, un éster, un éter, etc.

En la etapa final del procedimiento de deteccion, la sefial que se genera por la sustancia organica generadora de
sefial liberada y disuelta se detecta y se mide. La sefial detectada se relaciona con la cantidad de moléculas
objetivo.

Sin embargo, una de las desventajas de este conocido procedimiento de deteccion es que la desintegracion de las
capsulas y la generacién de la sefial por la sustancia organica generadora de sefial es generalmente lenta y puede
tardar diferentes cantidades de tiempo. Esto no es deseable porque, en una prueba de flujo lateral usando una
membrana permeable liquida o una prueba usando canales de microfluidos, por ejemplo, las moléculas generadoras
de sefial se liberan a un flujo de disolvente que se esta sometiendo a un flujo lateral. Por tanto, la liberacion lenta de
las moléculas generadoras de sefial puede llevar a una sefial detectable que es difusa porque ha sido dispersada
por el flujo de disolvente.

RESUMEN DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para controlar el inicio de la generacién de la sefial en un
bioensayo, como se define en la reivindicacion 1.

Se han descubierto procedimientos para controlar la liberacion del precursor de la sefial desde dentro de las
capsulas y para controlar la conversion del precursor de la sefial desde su formato latente a su formato de
generacion de sefial en un corto periodo de tiempo. Se consigue un maximo de sefial en unos segundos,
permitiendo tomar lecturas (y repetidamente si es necesario) mientras la sefial esta en su valor més alto, y antes de
que la fuerza de la sefial disminuya o la sefial se disipe a mediante difusion o dilucién.

Los procedimientos son aplicables para los precursores de sefial que son convertibles por hidrélisis catalizada acida
o0 base, desde el formato latente al formato generador de sefial.

La caracteristica clave es someter las capsulas (realmente, los complejos capsula/molécula de afinidad/objetivo) a
una solucién de tratamiento que tiene un pH equilibrado que es demasiado alto para que se produzca una hidrélisis
basada en &cido significativa o, en la alternativa, demasiado bajo para que se produzca una hidrdlisis catalizada
base significativa, y luego someter la solucién de tratamiento a un golpe de calor para conseguir una temperatura de
la solucién de tratamiento en el rango de 45 °C a 65 °C. Esto acelera la cinética de la reaccion, desencadenando la
activacion de la generacion de sefial: el precursor de sefial esta hidrolizado de su formato latente a su formato
generador de sefial y se vuelve detectable en la solucion como una sefial brillante. En algunas circunstancias, puede
ser suficiente si la sefial generada es detectada a simple vista. Por ejemplo, una sefial fuerte que es detectable a
simple vista puede ser suficiente para una prueba cualitativa para indicar que un objetivo o analito esta presente en
una muestra. En otras circunstancias, puede ser deseable detectar la cantidad de sefial generada para una
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determinacion cuantitativa de la cantidad de objetivo o analito presente en una muestra. En este caso, la deteccién
de la sefal puede realizarse electrénicamente usando un dispositivo lector.

En un flujo lateral o prueba de microfluidos segin la presente invencion, la sefial maxima se genera lo
suficientemente rapido para que ningin efecto de difusion o disipacion interfiera con la lectura de la sefial. Ademas,
la solucién de tratamiento antes del calentamiento puede mantener las capsulas en un formato estable durante un
tiempo suficiente para que los reactantes y reactivos fluyan a lo largo de la membrana de la tira de prueba o los
canales de microfluidos como esta previsto antes de implementarse la etapa de activacion de desencadenante.

Una realizacién de la presente invencidon mejora la cinética de la reaccion, permitiendo obtener los resultados mas
rapidamente. La salida de sefial es gestionable y controlable por el usuario. En una realizacién, la salida maxima de
la sefial se consigue casi inmediatamente. Esto significa que las lecturas pueden completarse casi inmediatamente,
y pueden realizarse lecturas repetidas antes de que la salida de la sefial comience a degradarse.

En una realizacion, la invencion proporciona un procedimiento para desencadenar la generacion de una generacion
de sefial en un bioensayo usando capsulas que contienen un precursor de sefial que es hidrolizable desde un
formato latente en el cual no se genera sustancialmente una sefial a un formato en el cual se puede generar una
sefial detectable. El procedimiento comprende el tratamiento de las capsulas con una solucién de tratamiento cuyo
pH y temperatura son tales que no se produce una hidrélisis significativa del precursor de sefial, y luego calentar las
capsulas en la solucion de tratamiento para iniciar el comienzo de la hidrélisis del precursor de la sefial al formato en
el cual pueda generar una sefal detectable.

En el pH y temperatura equilibrados, el precursor de sefial es estable, pero se hidroliza cuando se calienta. Puede
usarse vibracion ultrasénica para efectuar el calentamiento, ademas de formas mas tradicionales de calentamiento.

En otro aspecto de la invencién, se proporcionan procedimientos para realizar un bioensayo como se define en las
reivindicaciones 3y 16.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una representacion esquematica de un procedimiento de deteccidon por bioensayo segin una
realizacién de la presente invencién para detectar una molécula objetivo (analito) usando moléculas precursoras de
sefial encapsuladas;

La Figura 2 es una representacion esquematica del aparato experimental usado para investigar el
desencadenamiento de la activacion del precursor de la sefial encapsulada bajo condiciones diferentes de pH y
temperatura;

La Figura 3 es una ilustracion esquematica de parte del aparato experimental representado en la Figura 2,
mostrando el detalle del portatubo de muestra con temperatura controlada;

La Figura 4 es una ilustracién esquematica de parte del aparato experimental representado en la Figura 2 mostrando
el acoplamiento de una fuente de luz de excitacion al portatubo de muestra con temperatura controlada y el
acoplamiento de un detector de fotodiodos al portatubo;

La Figura 5 es un grafico que muestra varias caracteristicas de los datos experimentales de activacion por calor por
diacetato de fluoresceina (FDA) en cépsulas en una solucion de tratamiento basica que tiene un pH de 10.1 (justo
por debajo del valor requerido para la hidrolisis del FDA a fluoresceina);

Las Figuras 6 a 9 son graficos adicionales que muestran los efectos de las diferentes temperaturas y los diferentes
valores de pH sobre la activacion del FDA a fluoresceina en soluciones de tratamiento basicas para capsulas de un
primer tipo;

Las Figuras 10 a 13 son graficos adicionales que muestran los efectos de las diferentes temperaturas y los
diferentes valores de pH sobre la activacion del FDA a fluoresceina en soluciones de tratamiento basicas para
capsulas de un segundo tipo;

La Figura 14 es una vista esquematica en perspectiva de una tira de prueba y un dispositivo lector adaptado para
recibir la tira de prueba.

La Figura 15 es una vista transversal esquematica de un lector mostrado en la Figura 14 tomada en linea 15'-15', y
mostrando en perfil el lado de una tira de prueba insertada totalmente en el lector;

La Figura 16 es una vista de plano esquematica de una tira de prueba de flujo lateral alternativa;
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La Figura 17 es una vista esquematica en perspectiva de la tira de prueba de flujo lateral alternativa de la Figura 16
y su aparato lector asociado;

La Figura 18 es una vista transversal esquematica de un lector mostrado en la Figura 17 tomada en linea 18'-18', y
mostrando en perfil el lado de una tira de prueba insertada totalmente en el lector;

La Figura 19 es un diagrama que muestra una secuencia de etapas para un inmunoensayo alternativo usando
céapsulas que contienen un precursor de sefial;

La Figura 20 es un diagrama que muestra las partes de otro esquema alternativo para realizar un inmunoensayo
usando capsulas que contienen un precursor de sefial;

La Figura 21 es un diagrama que muestra las partes de otro esquema alternativo para realizar un ensayo de
hibridacion usando cépsulas que contienen un precursor de sefial, y

la Figura 22 es un diagrama que muestra las partes de otro esquema para realizar un ensayo de hibridaciéon usando
céapsulas que contienen un precursor de sefial.

DESCRIPCION DETALLADA

En referencia a la Figura 1, esta muestra una representacion esquematica de las etapas de un ejemplo de
procedimiento de deteccion por bioensayo segin una realizacion de la presente invencion, usando capsulas
etiquetadas para ligarse con una molécula objetivo o analito, las capsulas conteniendo un precursor de sefial que es
convertible a un formato de generacion de sefial que se libera de las capsulas.

Etapa 1 - Formacion de complejos entre moléculas objetivo y moléculas de afinidad sobre la superficie de la
capsula

En la primera etapa, una muestra de prueba que se sospecha que contiene el analito 10 se mezcla en solucion con
las capsulas 20 que contienen un material precursor de sefial 30. Las paredes de las capsulas pueden, por ejemplo,
estar formadas de lipidos con cabezas hidrofébicas 21 y colas hidrofilicas 22.

Las capsulas tienen moléculas de afinidad 40 en su superficie que se eligen por su capacidad de interactuar
especificamente con el analito y de ligarse a él. El analito, si esta presente, se ligara a las capsulas mediante la
intermediaciéon de moléculas de afinidad para formar complejos 50.

Etapa 2 - Inmovilizacién de los complejos

En la segunda etapa, los complejos 50 se inmovilizan sobre un sustrato 60 que tiene moléculas de captura 70
adheridas a su superficie. Las moléculas de captura 70 también se eligen por su capacidad de ligarse
especificamente con el analito 10, de forma que las cdpsulas que no se han ligado con el analito no interactuaran
con las moléculas de captura 70 y no se inmovilizardn. Los complejos inmovilizados forman un "séndwich" en el
punto de inmovilizacién, comprendiendo la molécula de captura 70 inmovilizada, el analito 10, y una molécula de
afinidad 40 (que permanece adherida a la capsula 20).

Etapa 3 - Conversion del precursor de sefial a formato generador de sefial - desencadenar activacion

En la tercera etapa, los complejos inmovilizados se tratan en una solucién de tratamiento para convertir el precursor
de sefial 30 a su formato generador de sefial en el cual las moléculas generadoras de sefial 80 individuales se
liberan de las capsulas a la solucién para la deteccion por medios de deteccién de sefial (no mostrados).

Esta tercera etapa se realiza tratando los complejos inmovilizados a una etapa de calentamiento en una solucion con
pH equilibrado. Una solucién de pH equilibrada es una en la cual el pH es ligeramente demasiado alto para que el
precursor de sefial se someta a una hidrélisis catalizada por acido a su formato de generacion de sefial, o una en la
cual el pH es ligeramente demasiado bajo para que el precursor de sefial se someta a una hidrélisis catalizada por
base a su formato generador de sefial. Las capsulas estan estables en la solucion de tratamiento con pH equilibrado
y el precursor de sefial contenido en las capsulas no se somete a ninguna cantidad de hidroélisis apreciable. Sin
embargo, cuando se aplica calor adicional, la cinética de la reaccién se altera y la hidrolisis del precursor de sefial se
produce para convertirlo a su formato de generacion de sefial.

En una realizacion alternativa de la presente invencion, donde se requiere poco intervalo o nada entre la adicién de
la solucion de tratamiento a los complejos inmovilizados y el inicio de la hidrélisis (desencadenante de la activacién),
una solucion de tratamiento fuertemente acida o fuertemente béasica puede usarse y no es necesario realizar la
etapa de calentamiento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2629929 T3

Determinacién experimental de desencadenante de activacion del precursor de sefial encapsulado bajo diferentes
condiciones de pH y temperatura.

Consultando ahora las Figuras 2 a 5, la configuracion experimental se describira como utilizada para evaluar el
desencadenamiento de la activacion para el precursor de sefial encapsulado bajo diferentes condiciones de pH y
temperatura.

La Figura 2 es una ilustracidon esquemética de la configuracién experimental general, que comprende un ordenador
201 para controlar los experimentos, una tarjeta de adquisicion de datos 202, una fuente de luz de excitacién 203
que alimenta la luz de excitacién mediante fibra optica 209 a una muestra que va a ser probada contenida en un
tubo de muestras 205 colocado en un portatubo 204 con temperatura controlada. Un controlador de temperatura
206, bajo el control del ordenador 201, regula la temperatura del portatubo 204. Una segunda fibra éptica 209
alimenta la luz emitida al detector 207 y un medidor de potencia 6ptica 208 convierte la luz emitida detectada a una
lectura numérica que es retroalimentada al ordenador 201.

La Figura 3 es una ilustracion esquematica que muestra el detalle del portatubo de muestra 204 controlado por
temperatura.

El portatubo comprende un bloqueo térmico 301 en el cual el tubo de muestra 205 es insertable, y un bloque aislante
302. En la parte trasera del bloque térmico 301 hay un dispositivo Peltier 303 usado para calentar la muestra en el
tubo 205.

El blogue térmico 301 transfiere el calor del dispositivo Peltier 303 a la muestra en el tubo 205; el bloque aislante 302
aisla el sistema, evitando que el calor escape del montaje y evitando que el aire ambiental del exterior afiada o
elimine calor. El dispositivo Peltier 303 estd montado sobre una placa fria 304 que tiene aletas de refrigeracién 305.
El enfriamiento forzado puede proporcionarse por medio de un ventilador 306. EI montaje del portatubo con
temperatura controlada se monta sobre un soporte disipador térmico 307.

Consultando ahora la Figura 4, se describird la configuracion optica. El portatubo con temperatura controlada 204
estd equipado con dos fibras 6pticas 2009 que estan sustancialmente en angulo recto la una de la otra y en una
orientacion de plano casi perpendicular al eje largo del tubo 205 cuando esta posicionado en el portatubo. Una de
las fibras Opticas 209 esta conectada a una fuente de luz filtrada 401 que puede ser, por ejemplo, un LED. La luz de
la fuente 401 pasa a través de una lente colimadora 402, luego a través de un filtro de excitacién 403 que filtra las
longitudes de onda que no contribuyen a la excitacion de las moléculas generadoras de sefial cuya activacion debe
desencadenarse, y a través de una lente de acoplamiento 404 a la fibra éptica 209. La segunda fibra éptica es para
transmitir la luz emitida desde el tubo de muestra 205 a un medidor de potencia éptico de alta sensibilidad filtrado
Opticamente (208, véase la Figura 2) para medir la cantidad de luz emitida desde las moléculas de excitacion en el
tubo de muestra. La luz de esta segunda fibra éptica 209 pasa a través de una lente colimadora 405, luego a través
de un filtro de emisiones 406 que filtra las longitudes de onda de emisién no deseadas, y luego a través de lentes de
enfoque 407 al fotodiodo 408. Tanto el filtro de excitacion 403 como el filtro de emision 406 son filtros pasa banda de
10 nm de anchura.

Las siguientes partes se utilizaron para construir el aparato experimental:

Controlador de temperatura - calentamiento de tubo y soluciéon (TE Tech, modelo: TC-36-25-RS232) Suministro
eléctrico CC 24 V (Mean Well, modelo: SP 320-24)

Dispositivo de adquisicion de datos (Measurement Computing, modelo: USB-1280FS)

Controlador LED de alta potencia (Luminus, modelo: DK-114N-3)

Cabezal detector (Newport Corp., modelo: 918D)

Fibras dpticas (recubiertas de PVC, 1000um nucleo, NA=.50)

Modulo Peltier (TE Tech, modelo: TE 63-1.0-1.3)

Red de resistores para ajustar la tensién al dispositivo Peltier Cabezal LED conectado con fibra (personalizado para
maximizar la conexion)

Portatubo con temperatura controlada:

A. Bloque adaptador de fibra (personalizado para maximizar el aislamiento)

B. Bloque de tubo térmico (personalizado para maximizar la masa térmica)

C. Montaje de intercambio térmico (placa fria, aletas, ventilador)

Cubierta opaca

El aparato se cubrio con la cubierta opaca (no mostrada) cuando se realizaron los experimentos.

Como se ha descrito anteriormente, el portatubo con temperatura controlada 204, la fuente de luz de excitacion 203,

y el medidor de potencia optico 208 estan conectados al ordenador 201 que controla cuando se aplica el calor,
cuando la luz de excitacion est4 encendida y cuando el medidor de potencia 6ptico recoge datos de emision.
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Al comienzo de cada experimento, un volumen conocido de una solucién de activacion con pH ajustado se coloco en
un tubo de microcentrifugacion como el tubo de muestra 205 que se colocé a su vez en un portatubo con
temperatura controlada 204. El ordenador recogié un flujo continuo de datos de emisiones del tubo que contenia
solo la solucién de activacion. Esto proporcion6 una referencia para las circunstancias donde no haya presente un
precursor de sefial ni moléculas generadoras de sefial.

Cuando se establecidé una referencia estable, una cantidad conocida de una solucién de capsulas que contenian
diacetato de fluoresceina (FDA) como el precursor de sefial fue dispensado en el tubo 205, que contenia la solucién
de activacion con temperatura controlada. La solucion de las capsulas estaba a la misma temperatura que la
solucion de activacion en el tubo de muestra 205 en el portatubo 204. El diacetato de fluoresceina es no-
fluorescente, pero hidrolizable en fluoresceina que fluorece intensamente cuando se somete a excitacion.

El ordenador 201 luego comienza un ciclo de tomar una lectura "oscura" de la luz emitida sin excitacion, luego
encendiendo la luz de excitacion y tomando una lectura de la fluorescencia excitada. Los datos registrados
contenian tres piezas de informacion: nimero de ciclo, lectura oscura, y lectura con excitacion fluorescente.

Cada ciclo fue de 1 segundo de duracion. Cada lectura consistié en un promedio de 1000 muestras individuales del
incidente de luz recogido en el fotodiodo 408 del medidor de potencia 6ptico 208. Este ciclo continué durante el
experimento de calentamiento. Tras cierto nUmero de ciclos (representando un retraso de tiempo deseado), y sin
romper el ciclo, el ordenador 201 encendi6 el calentador Peltier 303 que elevo la temperatura del volumen de
reaccion a su punto establecido elevado en segundos. Una vez que se hubo encendido el calentador y la
temperatura se elevé al nivel deseado, la temperatura se mantuvo constante durante el resto del experimento. Los
datos se registraron continuamente durante todo el experimento.

Cuando las cépsulas fueron introducidas en la solucién de activacion, se produjo cierta hidrdlisis y se inici6 un
proceso de auto-luminiscencia y auto-extincién. La referencia de la salida de luz desde la solucién aumento, y
corriente del detector subié desde aproximadamente 10-'* amperios a 10-° amperios y luego se quedd6 bastante
constante hasta que se aplico calor.

Durante la fase "semi-estable/'retraso de tiempo" del experimento, las lecturas de la luz detectada durante la
excitacion siempre fueron mas altas que los niveles de luz de lectura oscura registrados al mismo tiempo. Esta
diferencia se atribuy6 a dos causas:

(i) Una pequefa cantidad de luz de excitacién pasa a través del filtro de emisiones 406. Esto sucede cuando parte
de la luz de excitacién se acopla en la fibra de recogida de emisiones 209. A pesar de tener tres decenas (10°) de
rechazo de luz fuera de la pasabanda del filtro de emisiones, se detect6 esta luz de excitacion.

(i) Cuando se excitaba, parte de la fluoresceina liberada durante el evento de hidrdlisis inicial fluorece mas alla de la
capacidad de la solucion para auto-extinguirse. Esta fluorescencia se detecto.

Independientemente de qué lectura se utilizé (excitada o no excitada), hay una correlacion directa entre la cantidad
de fluorescente en la solucién, y la cantidad de luz detectada a través del filtro de emisiones. Es un fenémeno bien
conocido que la fluoresceina se auto-extingue, es decir absorbe su propia fluorescencia debido a su amplia banda
de excitacion. El descenso de la luz detectada una vez que se aplico el calor muestra que, cuando la concentracion
de fluoresceina aumenta, la capacidad de la solucion para auto-extinguirse también aumenta. Esto se explicara con
mas detalle a continuacion con referencia a la Figura 5.

Caracteristicas de los datos experimentales de activacion del calor

La Figura 5 es un grafico que muestra trazas tipicas de salida de luz de las cdpsulas formadas a partir del lipido
DSPEPEG2000 Amina y el dodecilsulfato sédico (SDS) y conteniendo FDA como precursor de sefial. Las capsulas
se colocaron en una solucion de activacion con un pH de 10.1, que esté justo por debajo del valor de pH en el cual el
FDA en este tipo de capsula se sometera a hidrdlisis a fluoresceina sin calor adicional. En la siguiente descripcion, el
comportamiento en los puntos A a G se explicara.

A. En tiempo cero, las capsulas se afiadieron a una solucion de activacion a temperatura ambiente con pH 10.1. En
segundos, una cantidad de fluoresceina fue liberada a la solucion.

B. En la curva de excitacidn 5e, un rapido aumento de fluoresceina en la solucién durante los primeros 30 segundos
produjo un impulso en la fluorescencia detectada que estaba activamente extinguida por las moléculas de
fluoresceina adyacentes infraexcitadas.

C. En la curva de no excitacion 5n, un aumento simultdneo en la auto-extincién redujo la auto-luminiscencia
detectable. La salida luminosa total detectable de la solucion se dirigié a un equilibrio semi-estable. A lo largo del
tiempo esta referencia aumenta incluso sin la adicion de calor.
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D. En la curva de excitacion 5e, el valor de referencia registrado durante las lecturas excitadas es siempre
fraccionalmente mayor que las lecturas tomadas sin luz de excitacion. Sin desear estar sujeto a la teoria, se piensa
gue esto se debe en parte a dos factores:

(A) Fuga de luz de excitacion detectable a través del filtro de emision
(B) Una pequefia cantidad de emisiones fluorescentes estimuladas.

E. En la curva de no excitacion 5n, este es el valor de referencia de la auto-luminiscencia detectable que no esta
auto-extinguida.

F. En la curva de excitaciéon 5e, existe un aumento detectable en la salida de luminiscencia debido a la hidrélisis del
FDA en las cépsulas tras la aplicacion de calor para aumentar la temperatura a 651 C (Luz total = Fluorescencia
estimulada + Auto-luminiscencia -Auto-extincion).

G- En la curva de no excitaciébn 5n, existe un aumento detectable en la auto-extincion de la auto-luminiscencia
debido a un rapido aumento de la concentracion de fluoresceina en la solucién. (Luz total = Auto-luminiscencia-
Auto-extincion).

Desencadenante de activacion bajo condiciones diferentes

Consultando ahora las Figuras 6 a 9, estas son una serie de graficos que muestran el comportamiento de las
capsulas que contienen FDA formadas con DSPE-PEG2000 Amina y dodecilsulfato sédico (SDS), como se utiliza en
la evaluacion de la Figura 5 descrita anteriormente.

La Figura 6 es un grafico que muestra la salida de luz desde las capsulas en una solucién de tratamiento con un
valor de pH bajo de 9.5 al cual se aplicé calor tras 250 segundos para aumentar la temperatura de la soluciéon de
tratamiento de temperatura ambiente (23 °C) a 45 °C. No se produjo activacion; la curva de excitacién 6e y la curva
de no excitacién 6n contindan sus caminos sustancialmente paralelos tras la aplicacion de calor. Las capsulas estan
estables a 45 °C a un pH de 9.5.

La Figura 7 es un grafico que muestra la salida de luz desde las capsulas en una solucién de tratamiento con un
valor de pH alto de 11.0. Como antes, la temperatura de la solucién se aument6 desde temperatura ambiente (23 °C)
a 45 °C tras 250 segundos, pero el pH alto causa el inicio de la activacion casi de inmediato tras la adicion de las
capsulas a la solucién y antes de la etapa de calentamiento. La curva de excitaciéon 7e y la curva de no excitacion 7n
se separan ampliamente tras unos 25 segundos.

La Figura 8 es un grafico que muestra la salida de luz de las capsulas en una solucion de tratamiento equilibrada
con un valor de pH de 10.1 a la cual se aplicé calor tras 300 segundos para elevar la temperatura de la solucién de
tratamiento desde temperatura ambiente (23 °C) a 65 °C. Tras el calentamiento se produjo una fuerte activacion. La
curva de excitacion 8e y la curva de no excitacién 8n estan bastante cerca la una de la otra durante el periodo de
tiempo de 50 segundos a 300 segundos tras la adicion de las capsulas a la solucién de tratamiento. Esto demuestra
que las capsulas son estables bajo estas condiciones de pH a temperatura ambiente, pero que la activacion puede
desencadenarse por calor.

La Figura 9 es otro grafico que muestra la salida de luz desde las capsulas en una solucion de tratamiento con un
valor de pH alto; en este experimento, el PH era de 12.5. Tras 250 segundos, la temperatura de la solucion se
aument6 desde temperatura ambiente (23 °C) a 65 °C, pero el pH alto causa el inicio de la activacion casi de
inmediato tras la adicién de las capsulas a la solucion y antes de la etapa de calentamiento. La curva de excitacion
9e y la curva de no excitacién 9n estdn ampliamente separadas tras unos 25 segundos, aunque un ligero aumento
en la salida de fluorescente puede verse en la curva de excitacién 9e tras elevar la temperatura en los 250
segundos, este no es un aumento significativo.

Este experimento demostro que un pH alto puede usarse por si mismo para desencadenar la activacion sin retardo.

Esto puede ser (til en circunstancias donde se desee una activacion inmediata, y no se necesita un periodo de
equilibro estable antes de desencadenar la activacion.

Consultando ahora las Figuras 10 a 13, estas son una serie de graficos que muestran el comportamiento de un tipo
diferente de cépsulas que contienen FDA bajo un pH y condiciones de temperatura especificados. Este lote de
capsulas que contienen FDA fue preparado usando una deposicidon capa por capa de polielectrolitos como se
describe en la solicitud de patente internacional publicada n® WO02/12888 A2.

La Figura 10 es un grafico que muestra la salida de luz de las capsulas en una solucién de tratamiento con un valor
de pH bajo de 10.5 a la cual se aplicé calor tras 250 segundos para elevar la temperatura de la solucion de
tratamiento desde temperatura ambiente (23 °C) a 45 °C. No se produjo la activacion; la curva de excitacion 10e y la
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curva de no excitacion 10n continuaron su camino de forma sustancialmente paralela tras la aplicacion de calor.
Estas capsulas estan estables a 45 °C a un pH de 10.5.

La Figura 11 es un grafico que muestra la salida de luz de las capsulas en una solucién de tratamiento equilibrada
con un valor de pH de 11 a la cual se aplico calor tras 300 segundos para elevar la temperatura de la solucion de
tratamiento desde temperatura ambiente (23 °C) a 45 °C. Tras el calentamiento se produjo una fuerte activacion. La
curva de excitacion 11e y la curva de no excitacion 11n estan bastante cerca la una de la otra durante el periodo de
tiempo de 75 segundos a 300 segundos tras la adicién de las capsulas a la solucion de tratamiento.

Esto demuestra que las capsulas son estables bajo estas condiciones de pH a temperatura ambiente, pero que la
activacion puede desencadenarse rapidamente solo por calor moderado.

La Figura 12 es un grafico similar al de la Figura 10 que muestra la salida de luz de las capsulas en una solucion de
tratamiento con un valor de pH adn mas bajo de 10.0 a la cual se aplicé mas calor tras 250 segundos para elevar la
temperatura de la solucion de tratamiento desde temperatura ambiente (23 °C) a 65 °C. De nuevo, no se produjo
activacion;

la curva de excitacion 12e y la curva de no excitacion 12n permanecen cercanas la una a la otra y continlan sus
caminos sustancialmente paralelos tras la aplicacion del calor. Estas capsulas estan estables a un pH de 10.0
incluso a 65 °C.

La Figura 13 es un grafico similar al de la Figura 11 que muestra la salida de luz de las capsulas en una solucion de
tratamiento equilibrada con un valor de pH de 11 a la cual se aplicé calor tras 250 segundos para elevar la
temperatura de la solucién de tratamiento desde temperatura ambiente (23 °C) a 45 °C. Se produjo una fuerte
activacion tras el calentamiento. La curva de excitacion 13e y la curva de no excitacion 13n estan bastante cerca la
una de la otra durante el periodo de tiempo de 75 segundos a 250 segundos tras la adicion de las cépsulas a la
solucion de tratamiento. Esto demuestra que las capsulas son estables bajo estas condiciones de pH a temperatura
ambiente, pero que la activacion puede desencadenarse rapidamente por calor.

Este experimento también demuestra que el desencadenamiento de la activacion esté causado por el aumento de la
temperatura.

El calor se aplicé 50 segundos antes en este experimento que en el caso de la Figura 11 y la activacion se produjo
50 segundos antes, correspondientemente. Por tanto, el inicio de la activacion es atribuible al aumento de
temperatura y no a la duracion de la incubacién en la solucién con pH equilibrado.

Determinacion del pH equilibrado de las soluciones de activacion

A partir de los experimentos anteriores que investigan el desencadenamiento de la activacion del precursor de sefial
encapsulado bajo diferentes condiciones de pH y temperatura, los autores de la invencion notaron que para los
diferentes tipos de capsulas era necesario ajustar el pH a un valor diferente para conseguir el equilibrio deseado.

Esto es de esperar porque los diferentes tipos de capsulas tendran diferentes permeabilidades a la solucién de
activacion, diferentes tamafios de poros, diferentes grosores de la pared, etc. Estos son todos los factores que
pueden afectar la tasa de hidrdlisis del precursor de sefial contenido dentro de las capsulas.

Ademas, cambiar el precursor de sefial probablemente significard que la hidrolisis de produce a un pH diferente.

Por tanto, para cada combinacién de tipo de capsula y tipo de precursor de sefial, el pH equilibrado debe
determinarse.

Esto se hace facilmente mediante un experimento:

Para cualquier combinacion seleccionada de tipo de capsula y tipo de precursor de sefial, una serie de soluciones a
temperatura ambiente con pH diferente se prepara y una porcion de cdpsulas se afiade luego a cada solucion. Las
soluciones se irradian con luz de excitacion y, si se detecta una sefial intensa, la solucion se anota como que cae
fuera del rango de pH equilibrado. Si no se detecta ninguna sefial, la solucion se calienta entre 45 °C y 65 °C y de
nuevo se irradia con luz de excitacion. Las soluciones calentadas que emiten una sefial intensa se anotan como que
cae dentro del rango de pH equilibrado. Las soluciones calentadas que siguen sin emitir una sefial se anotan como
que caen fuera del rango de pH equilibrado.

Si es necesario, puede realizarse un ajuste preparando una serie de soluciones con pequefios cambios
incrementales al pH dentro del rango de pH que ha sido anotado como el rango de pH critico a partir de la primera
ronda de experimentos descrita anteriormente.

En resumen, el pH equilibrado puede determinarse:
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(a) afiadiendo una parte de capsulas que contienen el precursor de sefial a una serie de soluciones a temperatura
ambiente y con diferentes pH;

(b) irradiando la serie de soluciones a temperatura ambiente con luz de excitacion;

(c) rechazando las soluciones que emiten una sefial intensa a temperatura ambiente;

(d) calentando las soluciones que no emiten sustancialmente una sefial a temperatura ambiente;
(e) rechazando las soluciones que no emiten sustancialmente una sefial tras el calentamiento, y

(f) anotando el valor de pH de la solucién o soluciones que emiten una sefial intensa tras el calentamiento como que
definen el pH equilibrado.

Preferiblemente, la activacion o solucion de tratamiento se regula para mantener su pH cuando se mezcla con otras
soluciones en un sistema de ensayo.

Preferiblemente el pH de la activacién o solucién de tratamiento con pH equilibrado es demasiado alto en un 0.5
para que el precursor de sefial se someta a una hidrdlisis catalizada por acido significativa a su formato generador
de sefial, o demasiado bajo en un 0.5 para que el precursor de sefial se someta a una hidrdlisis catalizada por base
significativa a su formato generador de sefial. Mas preferiblemente el pH de la activacién o solucion de tratamiento
es demasiado alto en un 0.2 para que el precursor de sefial se someta a una hidrolisis catalizada por acido
significativa a su formato generador de sefial, o demasiado bajo en un 0.2 para que el precursor de sefial se someta
a una hidrdlisis catalizada por base significativa a su formato generador de sefial. AUn mas preferiblemente, el pH de
la activacion o solucion de tratamiento es demasiado alto en un

0.1 para que el precursor de sefial se someta a una hidrélisis catalizada por acido significativa a su formato
generador de sefial, o demasiado bajo en un 0.1 para que el precursor de sefial se someta a una hidrolisis
catalizada por &cido significativa a su formato generador de sefial.

Rango de temperatura para la etapa de calentamiento

Un rango de temperatura de 40 °C a 70 °C, preferiblemente de 45 °C a 65 °C es el rango de temperatura al cual
deberian elevarse las soluciones de prueba. Se ha seleccionado 40 °C como la temperatura "elevada” mas baja a
usar porque, en la mayoria de las ubicaciones geograficas, esto esta bien por encima de la temperatura ambiente
predominante y puede por tango distinguirse de una condicion sin calentar. Por debajo de los 40 °C, la activacion
completa puede tardar demasiado tiempo, lo que provoca el problema de la disipacion de sefial que la presente
invencion pretende resolver. El limite superior de 70 °C fue elegido porque esta caliente, pero no peligrosamente
caliente al tocarlo con la mano. Una temperatura ain mas alta puede causar una inestabilidad no deseada en el
sistema quimico. Ademas, los creadores de la invencién consideraron que no seria practico para un simple
dispositivo lector portatil calentarse tanto.

En el rango de temperatura preferido de 45 °C a 65 °C, es posible conseguir una medicién de control sobre el
retardo de tiempo antes de que se detecte el maximo de sefial.

Esto contribuye a la versatilidad de la presente invencion.
Ejemplo de aparato para poner en practica la invencion
Consultando las Figuras 14 y 15, se muestra un ejemplo de un aparato para realizar una prueba de flujo lateral.

La Figura 14 es una vista esquematica en perspectiva de una tira de prueba de flujo lateral 1410 y un dispositivo
lector 1401 que se adapta para recibir la tira de prueba 1410 y procesarla como se describira con mas detalle a
continuacion.

El lector 1401 comprende una carcasa 1402. En un extremo, la carcasa tiene una ranura 1403 a través de la cual la
tira de prueba 1410 es insertable como indica la flecha 1418.

La ranura lleva a una bandeja 1404 proporcionada en el espacio interior de la carcasa 1402, la bandeja sirve como
guia para la tira de prueba 1410 cuando se inserta en el lector. Posicionado debajo de la bandeja esta el dispositivo
de calentamiento 1406 y sobre la bandeja, en registro con la posicion del dispositivo de calentamiento 1406, esté el
sistema optico 1407 para iluminar una tira de prueba insertada con luz de excitacion y para recibir y procesar la luz
emitida. La superficie superior de la carcasa 1402 tiene una abertura o ventana de observacion 1408 a través de la
cual puede verse la lectura del sistema optico 1407.
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La bandeja 1404 tiene una esquina biselada 1405.

La tira de prueba 1410 comprende un sustrato de soporte 1411 alargado impermeable que puede estar conformado
por una resina termoplastica como cloruro polivinilico, polipropileno o similar, sobre el cual se monta una membrana
porosa 1412 hecha de un material altamente absorbente como la nitrocelulosa o la fibra de vidrio capaz de
transportar una solucioén acuosa mediante accion capilar, empapado o simple humectacion.

La tira de prueba 1410 tiene una esquina de corte 1413 que esta configurada para corresponderse con la esquina
biselada 1405 de la bandeja 1404 en el lector 1401. Esta caracteristica tiene la intencion de impedir que el usuario
inserte la tira de prueba 1410 en el lector 1401 de forma incorrecta porque la tira de prueba 1410 solo puede
insertarse completamente si la tira de prueba esta orientada de tal forma que su esquina de corte 1413 coopere con
la esquina biselada 1405 de la bandeja 1404.

En el extremo que tiene la esquina de corte 1413, la tira de prueba tiene una almohadilla empapadora 1414 que
sirve como depdsito para acumular fluidos a medida que pasan a lo largo de la ruta de flujo definida por la
membrana porosa 1412 en la direccién de izquierda a derecha como se muestra en el dibujo. La almohadilla
empapadora 1414 puede ser, por ejemplo, un material sorbente o supersorbente comprendiendo sales de
poliacrilato entrelazadas que son capaces de absorber muchas veces su propio peso en agua. En o cerca del otro
extremo de la tira de prueba 1410, hay una zona de aplicacion de muestras 1415 sobre la membrana porosa 1412
donde se aplica una muestra sospechosa de contener un analito de interés. La zona de aplicacién de muestras 1415
esté precargada con capsulas que contienen un material precursor de sefial, las capsulas teniendo en su superficie
moléculas de afinidad para el ligado especifico al analito que se pretende detectar.

Entre la zona de aplicacion de muestras 1415 y la almohadilla empapadora 1414 estéa la zona de prueba 1416 donde
las moléculas de captura se inmovilizan, las moléculas de captura teniendo también la capacidad de ligarse
especificamente al analito que se pretende detectar. Las moléculas de captura pueden inmovilizarse en la zona de
prueba 1416 usando adsorcién, absorcion o conexion idnica o covalente segln los procedimientos que son bien
conocidos en la técnica.

Hacia abajo de la zona de prueba 1416 hay una zona de control 1417 que incluye moléculas de captura no
especificas, es decir, moléculas de captura que no se ligan especificamente con el analito pero que son capaces de
ligarse a las capsulas libres que fluyen mas alla de la zona de prueba 1416. La zona de control no es esencial, pero
sirve para confirmar que la prueba se ha realizado correctamente, por ejemplo, indicando que la tira de prueba se ha
humedecido correctamente y que el flujo de soluciones ha pasado a lo largo de la tira de prueba desde la zona de
aplicacion de muestras 1415 y a través de la zona de prueba 1416.

Aungue el dibujo muestra la zona de prueba 1416 y la zona de control 1417 como dispuestas en serie a lo largo de
la ruta de flujo, las zonas de prueba y control pueden estar dispuestas alternativamente una al lado de la otra en
otras relaciones especiales.

La alta absorcion de la almohadilla empapadora 1414 promueve el flujo de liquido a lo largo de la tira de prueba y
asegura que las soluciones pasan a través de la zona de prueba 1416.

La Figura 15 es una vista esquematica transversal del lector 1401 tomada en linea 15'-15' en la Figura 14 pero
mostrando en perfil el lado de una tira de prueba 1410 insertada completamente en la bandeja 1404 a través de la
ranura 1403. La tira de prueba 1410 se muestra ligeramente elevada de la superficie superior de la bandeja 1404
para mayor claridad.

Como puede verse claramente desde esta vista lateral, la zona de prueba 1416 y la zona de control 1417 de la tira
de prueba completamente insertada 1410 sobreyacen sobre el dispositivo de calentamiento 1406 y estan dispuestas
directamente por debajo del sistema 6ptico 1407.

El uso del aparato ilustrado en las Figuras 14 y 15 se describira a continuacion.

Primero, una solucién de una muestra de prueba que se sospeche que contiene un analito a ser detectado se aplica
a la zona de aplicacion de muestras 1415 de la tira de prueba 1410. Las capsulas que han sido precargadas en la
tira de prueba en la zona de aplicacion de la muestra son asumidas en la solucion de prueba aplicada e interactian
con cualquier analito presente mediante la intermediacién de las moléculas de afinidad sobre la superficie de la
capsula. Como se ha indicado previamente, las moléculas de afinidad se ligan especificamente con el analito.

La solucion fluye a lo largo de la membrana 1412 en la direccion de izquierda a derecha como se muestra en los
dibujos, atraida por la accion de la almohadilla empapadora 1414. Arrastrados en la solucion estan los complejos
formados entre las moléculas del analito y las moléculas de afinidad adheridas a las capsulas, y las capsulas libres
gue no tienen analitos ligados a ellas.

A medida que pasan las moléculas de captura inmovilizadas sobre la membrana en la zona de prueba 1416, los
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complejos se eliminan de la solucion mediante la interaccion entre el analito y las moléculas de captura. Las
céapsulas libres que no tienen analitos ligados a ellas contintan en el flujo de la solucion, pasada la zona de prueba y
a través de la zona de control.

Una solucién de lavado regulada puede aplicarse al flujo ascendente de la membrana de la zona de prueba 1416
para asegurar que las capsulas libres que no tienen analitos ligados a ellas se laven mas alla de la zona de prueba.

Cuando la zona de control 1417 muestra que la prueba se ha realizado correctamente, una solucién de tratamiento
con pH equilibrado se aplica a la membrana 1412 ascendente de la zona de prueba.

La solucién de tratamiento con pH equilibrado puede aplicarse a la membrana 1412 antes de insertar la tira de
prueba 1410 en el lector 1401. Alternativamente, la solucion de tratamiento con pH equilibrado puede afiadirse tras
insertar la tira de prueba 1410 en el lector 1401, en cuyo caso se aplica a la porcion de la membrana 1412 que
sobresale fuera del lector 1401 (véase la Figura 15).

Sin importar el orden en el cual la tira de prueba 1410 se inserte en el lector 1401 y la solucion de tratamiento con
pH equilibrado se aplique a la membrana 1412, se permite un tiempo suficiente para que la solucién de tratamiento
con pH equilibrado fluya a la zona de prueba 1416 antes de accionarse el dispositivo de calentamiento 1406 para
causar un aumento de temperatura del volumen de la solucién de tratamiento por encima de la ubicacion del
dispositivo de calentamiento. Ya que solo participan pequefios volumenes de la solucién en dichas pruebas, el
aumento de temperatura de la solucién de tratamiento a un valor nominal elevado es muy rapido.

El desencadenamiento de la activacion del precursor de sefial en las capsulas se produce en unos segundos o
fracciones de un segundo de la etapa de calentamiento y las moléculas generadoras de sefial individuales se liberan
de las capsulas.

A continuacion, se acciona el sistema Optico 1407. La luz de excitacién, por ejemplo, de un LED, se dirige sobre la
zona de prueba para causar que las moléculas generadoras de sefial fluorezcan y se detecta la fluorescencia
emitida. Una lectura de la fluorescencia detectada es visible a través de la ventana de observacion 1408.

Como se ha indicado anteriormente, solo participan pequefios volimenes de fluido, de forma que el dispositivo 1406
no necesita ser muy potente. Igualmente, el sistema 6ptico 1407 no tiene una gran demanda de energia, asi que el
lector 1401 puede auto suficiente incluyendo una bateria (no mostrada) dentro de la carcasa 1402 para alimentar el
dispositivo de calentamiento 1406 y el sistema O6ptico 1407. Alternativamente, el lector puede alimentarse
externamente.

Ejemplos de aparato alternativo

En el ejemplo descrito anteriormente, la tira de prueba 1410 se precarg6 con capsulas que contenian el material
precursor de sefial y que tenian en su superficie moléculas de afinidad para el ligado especifico con el analito. Por
supuesto, es posible en vez de eso afiadir las capsulas a la muestra de la solucién de prueba antes de la aplicacion
de la solucién de prueba a la zona de aplicacion de la muestra 1415.

Consultando las Figuras 16 a 18, se muestra una forma alternativa de aparato para realizar una prueba de flujo
lateral donde la tira de prueba incorpora las soluciones que se utilizan en la prueba en depdésitos desgarrables y
donde el lector tiene actuadores para desgarrar los depdsitos para liberar las soluciones.

La Figura 16 es una vista de plano esquematica de una tira de prueba 1610 que comprende un sustrato de barrera
impermeable a los fluidos 1611 que puede estar hecho de una resina termoplastica como cloruro polivinilico,
polipropileno o similar. Una tira estrecha de membrana porosa 1612 formada por un material muy absorbente como
la nitrocelulosa o la fibra de vidrio se monta sobre el sustrato 1611. La membrana porosa 1612 define una ruta fluida
para transportar soluciones acuosas mediante accion capilar, empapado o simple humectacién.

En el extremo derecho como se muestra en el dibujo, la tira de prueba tiene una almohadilla empapadora 1614 que
sirve como deposito para acumular fluidos a medida que pasan a lo largo de la ruta de flujo definida por la
membrana porosa 1612 en la direccién de izquierda a derecha como se muestra en el dibujo. La almohadilla
empapadora 1614 puede ser, por ejemplo, un material sorbente o supersorbente capaz de absorber muchas veces
Su propio peso en agua.

En el otro extremo de la tira de prueba 1610 hay un depdésito de solucién portadora regulada desgarrable 1610 con
una linea de alimentacion 1621 en su borde derecho. Justamente en linea descendente de la linea de alimentacién
1621 hay una zona de aplicacion de muestras 1615 en comunicacion fluida con la membrana porosa 1612 para
recibir una muestra que se sospeche que contenga un analito de interés. La zona de aplicacion de muestras 1615
esta precargada con capsulas que contienen un material precursor de sefial; las capsulas teniendo en su superficie
moléculas de afinidad para el ligado especifico al analito que se pretende detectar.
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En linea descendente desde la zona de aplicacién de muestras 1615 hay una segunda linea de alimentacién 1623
conectando la membrana porosa 1612 a un depdsito de agente bloqueador 235 desgarrable. Mas hacia abajo hay
una tercera linea de alimentacion 1625 conectando la membrana porosa 1612 a un depésito de solucién de
activacion 1624 desgarrable.

Entre tercera linea de alimentacién 1625 y la almohadilla empapadora 1614 esta la zona de prueba 1616 donde las
moléculas de captura se inmovilizan, las moléculas de captura teniendo también la capacidad de ligarse
especificamente al analito que se pretende detectar. Las moléculas de captura pueden inmovilizarse en la zona de
prueba 1616 usando adsorcion, absorciébn o conexion idnica o covalente segln los procedimientos que son bien
conocidos.

Consultando ahora la Figura 17, aqui la tira de prueba 1610 se muestra en vista esquematica en perspectiva lista
para insertarse en el aparato lector 1601, también mostrado en la vista esquematica en perspectiva. El lector 1601
comprende una carcasa 1602 con una ranura 1603 a su izquierda como se muestra en el dibujo para recibir la tira
de prueba 1610. La ranura lleva a una bandeja 1604 proporcionada en el espacio interior de la carcasa 1602 que
como guia para la tira de prueba 1610 cuando se inserta en el lector.

Posicionado debajo de la bandeja esta el dispositivo de calentamiento 1606 y sobre la bandeja, en registro con la
posicion del dispositivo de calentamiento 1606, esta el sistema Optico 1607 para iluminar una tira de prueba
insertada con luz de excitacién y para recibir y procesar la luz emitida. La superficie superior de la carcasa 1602
tiene ventana de observacion 1608 a través de la cual puede verse la lectura del sistema 6ptico 1607.

El lector 1601 también tiene actuadores 1632, 1633 y 1638 que son operables desde el exterior de la superficie
superior de la carcasa para desgarrar los depésitos desgarrables 1620, 1622, y 1624 respectivos sobre la tira de
prueba 1610, como se describirh como mas detalle a continuacion. El actuador 1632 se proporciona con un boton
1631 en su extremo superior que sobresale a través de la superficie superior de la carcasa 1602. Una depresion
céncava 1630 rodea el boton. Similarmente, el actuador 1635 tiene un botén 1634 en su extremo superior que esta
rodeado por una depresién céncava 1633 formada en la superficie superior de la carcasa 1602. De igual forma, el
actuador 1638 tiene un botén 1637 en su extremo superior rodeado por una depresion concava 1636 formada en la
superficie superior de la carcasa 1602.

La Figura 18 es una vista esquematica transversal del lector 1601 tomada en linea 18'-18' en la Figura 17 pero
mostrando en perfil el lado de una tira de prueba 1610 insertada completamente en la bandeja 1404 a través de la
ranura 1603. La tira de prueba 1610 se muestra ligeramente elevada de la superficie superior de la bandeja 1604
para mayor claridad.

Como puede verse claramente desde esta vista lateral, la zona de prueba 1616 de la tira de prueba completamente
insertada 1610 sobreyace sobre el dispositivo de calentamiento 1606 y estan dispuesta directamente por debajo del
sistema optico 1607. También, puede verse que el actuador 1632 esta dispuesto sobre el depdsito de solucion
portadora regulada 1620 desgarrable, el actuador 1635 esta dispuesto sobre el deposito de agente bloqueador 1622
desgarrable y el actuador 1638 esta dispuesto sobre el depdsito de solucién de activacién 1624 desgarrable.

El uso del aparato ilustrado en las Figuras 16 y 18 se describira a continuacion.

Primero, la tira de prueba 1610 se inserta en el lector 1601 a través de la ranura 1603. Luego el actuador 1635 se
utiliza para desgarrar el depdsito de agente bloqueador 1622 desgarrable pulsando el botén 1635 hacia abajo. Esto
libera el agente bloqueador, que normalmente consta de PBS/BSA vy fluye a la membrana porosa 1612 a través de la
linea de alimentacion 1623. El agente bloqueador fluye a lo largo de la membrana porosa 1612 en la direccion de
izquierda a derecha como se muestra en el dibujo, atraida por la acciéon de succion de la almohadilla empapadora
1614. El agente bloqueador pasa sobre la zona de prueba 1616 donde las moléculas de captura se inmovilizan. El
agente bloqueador pre-humedece y/o bloquea los puntos de reaccién que no estdn cargados con moléculas de
captura. Esto asegura que dichos puntos de reaccion se neutralizan de forma que no puedan interactuar con una
muestra bajo prueba.

Luego la tira de prueba 1610 se retrae ligeramente del lector 1601 para exponer su zona de aplicacion de muestras
1615. una soluciéon de una muestra de prueba que se sospeche que contiene un analito a ser detectado se aplica
entonces a la zona de aplicacion de muestras 1615 y la tira de prueba se vuelve a insertar completamente en el
lector 1601. Las capsulas que han sido precargadas en la tira de prueba en la zona de aplicacién de la muestra son
asumidas en la solucién de prueba aplicada e interactian con cualquier analito presente mediante la intermediacion
de las moléculas de afinidad sobre la superficie de la capsula. Como se ha indicado previamente, las moléculas de
afinidad se ligan especificamente con el analito.

La solucion fluye a lo largo de la membrana 1612 en la direcciéon de izquierda a derecha como se muestra en los
dibujos, atraida por la accion de la almohadilla empapadora 1614. Arrastrados en la soluciéon estan los complejos
formados entre las moléculas del analito y las moléculas de afinidad adheridas a las capsulas, y las capsulas libres
gue no tienen analitos ligados a ellas.
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A continuacion, el actuador 1632 se utiliza para desgarrar el depdsito de solucién portadora regulada 1620
desgarrable pulsando el boton 1631 hacia abajo. Esto libera la solucién portadora regulada que fluye a la membrana
porosa 1612 a través de la linea de alimentacion 1621. La solucion portadora regulada fluye a lo largo de la
membrana porosa 1612 en una direccion de izquierda a derecha como se muestra en el dibujo, atraida por el poder
de succion de la almohadilla empapadora 1614 y lleva los complejos formados entre las moléculas del analito y las
moléculas de afinidad adheridas a las capsulas, y también las capsulas libres, a la zona de prueba

A medida que pasan las moléculas de captura inmovilizadas sobre la membrana en la zona de prueba 1616, los
complejos se eliminan de la solucion mediante la interaccion entre el analito y las moléculas de captura. La solucién
portadora regulada lava cualquier capsula libre que no tenga analito ligado a ella méas alla de la zona de prueba.

A continuacion, el actuador 1638 se utiliza para desgarrar el depdsito de solucién de activacion 1624 pulsando el
boton 1637 hacia abajo. El depdsito de solucién de activacion contiene una soluciéon de activacion con pH
equilibrado. Cuando el depésito 1624 se desgarra, esto libera la solucién de activacion con pH equilibrado que fluye
a la membrana porosa 1612 a través de la linea de alimentacion 1625. La solucion de activacion con pH equilibrado
fluye a lo largo de la membrana porosa 1612 en la direccion de izquierda a derecha como se muestra en el dibujo,
atraida por la accién de succion de la almohadilla empapadora 1614.

Se permite un tiempo suficiente para que la solucién de activaciéon con pH equilibrado fluya a la zona de prueba
1616 antes de que el dispositivo de calentamiento 1606 se encienda para causar un aumento de la temperatura del
volumen de solucién de activacion sobre la ubicacion del dispositivo de calentamiento. Ya que solo hay presente un
volumen pequefio de solucién en la membrana porosa 1612 sobre el dispositivo de calentamiento 1606, el aumento
de temperatura de la solucién de activacién a un valor nominal elevado es muy rapido.

El desencadenamiento de la activacion del precursor de sefial en las capsulas se produce en unos segundos o
fracciones de un segundo de la etapa de calentamiento y las moléculas generadoras de sefial individuales se liberan
de las capsulas.

A continuacion, se acciona el sistema 6ptico 1607. La luz de excitacion, por ejemplo, de un LED, se dirige sobre la
zona de prueba para causar que las moléculas generadoras de sefial fluorezcan y se detecta la fluorescencia
emitida. Una lectura de la fluorescencia detectada es visible a través de la ventana de observacion 1608.

En una variante del procedimiento anterior, la etapa de bloquear los puntos de reaccidon que no estan cargados con
moléculas de captura usando un agente de bloqueo puede omitirse si las tiras de prueba se tratan previamente con
una solucioén de bloqueo antes de su distribucion a los usuarios finales. En estas circunstancias, no es necesario que
la tira de prueba incluya un deposito de agente de bloqueo desgarrable y la solucién de la muestra de prueba puede
aplicarse a la zona de aplicacion de muestra 1615 antes de que la tira de prueba 1610 se inserte por primera vez en
el lector 1601.

Variantes del calentador

Pueden usarse varios tipos de dispositivo de calentamiento para conseguir el calentamiento deseado de la soluciéon
de activacion para desencadenar la activacién, incluyendo, pero no restringido a, dispositivos resistivos, radiantes,
microondas o inductivos. Otro ejemplo es un dispositivo Peltier como el utilizado en los experimentos descritos
anteriormente para investigar el comportamiento de las capsulas que contienen precursor de sefial bajo diferentes
condiciones de pH y temperatura. También es posible calentar la solucién de activacion mediante la aplicacion de
ultrasonidos.

Por ejemplo, la solucién de activacién puede calentarse aplicando ultrasonidos de baja frecuencia en el rango de 20
a 60 kHz. Alternativamente, la solucidn de activacién puede calentarse aplicando ultrasonidos de alta frecuencia en
el rango de 1 a 8 MHz.

Comportamiento de la capsula tras desencadenar la activacion y variantes de la capsula

El destino de las paredes de la capsula del desencadenamiento de la activacion no parece afectar el rendimiento de
los ensayos del comprador. En WO02/12888 A2 se report6é que las capsulas se desintegraban, pero ahora el mejor
entendimiento del comportamiento de la cépsula se ha conseguido y se sabe que ciertos tipos de capsulas
permanecen intactas una vez que el precursor de sefial activa las moléculas generadoras de sefial liberadas de la
encapsulacién.

Si la pared de la capsula es un tensioactivo, la hidrélisis del material precursor encapsulado resulta en una céapsula
tensioactivo vacia, equivalente a micela, debido a la disipacion de las moléculas generadoras de sefial hidrolizadas,
o la capsula se desintegra debido a una concentracién de tensioactivos menor que la concentracion critica de
micelas.
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Por otra parte, si la pared de la capsula es un tensioactivo acompafiado de un polimero, la cépsula puede
permanecer intacta. Véase Caruso, F. Langmuir 2000, 16, 1485-1488.

Los tensioactivos que pueden ser usados en la preparacion de las capsulas para encapsular precursores de sefial
en conexion con la presente invencion incluyen:

(i) Tensioactivos catidnicos:

DSPE-PEG (2000) Cloruro de benzalconio de amina, Cloruro de bencetonio, Bronidox, Bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), Cloruro de cetiltrimetilamonio, Cloruro de dimetildioctadecilamonio, Lauril metil glucet-10
hidroxipropildiamonio cloruro, Tetrametilamonio hidréxido.

(i) Tensioactivos anionicos:

Lauril sulfato de amonio, Dioctilsulfosuccinato de sodio, Acido sulfénico de perfluorooctano, Acido
perfluorononandico, Acido perfluorooctanoico, Acido perfluorooctanoico, Sulfato lauril de potasio, Dodecilsulfato
sodico, Sulfonato del dodecilbenceno del sodio, Lauril éter sulfato sodico, Lauroil sarcosinato de sodio, Lauril éter
sulfato de sodio, Palmitato de sodio, Paret sulfato de sodio, Estearato de sodio, Sebato de sodio.

(iii) Tensioactivos zwitteridnicos:

Molécula anfifilica, Detergente CHAPS, Cocamidopropil betaina, Cocamidropropil hidroxisultaina, Lecitina,
Lauroanfoacetato de Sodio.

(iv) Tensioactivos no ionicos:

Cetomacrogol 1000, Alcohol cetoestearilico, Alcohol cetilico, Cocamida DEA, Cocamida MEA, Decil glucésido,
Gliceril laurato, Isoceteth 20, Lauril glucosido, Etoxilato de rango estrecho, Nonidet P 40 (Marca comercial
registrada), Nonoxinol-9, Nonoxinoles, NP-40, Eter de glicol monododecil octoetileno, Octil glucésido, Alcohol oléico,
Eter de glicol monododecil pentaetileno, Poloxamero, Poloxamero 407, Polirricinoleato de poliglicerol, Polisorbato,
Polisorbato 20, Polisorbato 80, Monoestearato de sorbitan, Tristerato de sorbitan, Alcohol estearilico, Triton X-100
(Marca comercial registrada).

(v) Moléculas polares sin carga:
Esteroles, carbohidratos, etc.

Los polimeros que pueden ser usados en la preparacion de las capsulas para encapsular precursores de sefial en
conexion con la presente invencién incluyen:

(vi) Polimeros bésicos:

Poli PAH (hidrocloruro de alanina), PVP (polivinilo pirrolidone), PEI (polietilenimina), PEG (glicol de polietileno),
Polilisina, polipéptidos incliyendo histonas, proteina ribosomal, protamina, (vii) Polimeros acidos:

Poli PSS (estirenesulfonato 4 de sodio), poliglutamato, poliaspartato, acidos nucleicos, etc.
Las capsulas pueden prepararse también usando combinaciones de tensioactivos y polimeros.
Otras variantes de bioensayo

En lo anterior, un procedimiento de bioensayo ha sido descrito con referencia a la Figura 1, en el cual, en la primera
etapa, una muestra de prueba sospechosa de contener el analito 10 se mezcla en una solucién con capsulas 20 que
contienen material precursor de sefial 30. Por supuesto se entiende bien que este no tiene que ser necesariamente
la primera etapa para realizar un bioensayo. Ahora se describirdn brevemente procedimientos alternativos con
referencia a las Figuras 19 a 22.

La Figura 19 es un diagrama que muestra una secuencia de etapas para realizar un inmunoensayo usando capsulas
gue contienen un precursor de sefial.

Se utiliza un dispositivo que comprende un anticuerpo de captura 191 especifico inmovilizado sobre un sustrato 192.
El anticuerpo de captura 191 inmovilizado sobre el sustrato 192 podria, por ejemplo, corresponderse a las moléculas
de captura inmovilizadas en una zona de prueba en un aparato de prueba de flujo lateral como el descrito
anteriormente en conexioén con las Figuras 14 a 18. El anticuerpo de captura 191 tiene una afinidad para, y es capaz
de ligarse especificamente a, un antigeno 195 que es la especie de destino a detectar en el inmunoensayo.
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En en una primera etapa (no mostrada) el sustrato 192 con el anticuerpo de captura 191 inmovilizado sobre su
superficie se humedece previamente y/o se bloquea mediante el tratamiento con una solucién de albimina de suero
bovino en un salino regulado con fosfato (PBS/BSA) para asegurar que cualquier punto reactivo sobre el sustrato
192 se neutralice de forma que no puedan interactuar con el antigeno aplicado mas tarde. Los puntos reactivos no
bloqueados podrian, de lo contrario, dar lecturas falsas.

En la segunda etapa, mostrado en la parte superior del dibujo, una solucién sospechosa de contener el antigeno 195
se hace fluir sobre el dispositivo. Si el antigeno esté presente, al menos parte de él serd capturado al ligarse con el
anticuerpo de captura 191. Para simplificar las cosas, la Figura 19 muestra un Unico antigeno 195 que se liga a un
Unico anticuerpo de captura 191. En la practica, la zona de captura del dispositivo tendra muchos anticuerpos de
captura 191 inmovilizados sobre el sustrato 192 y cualquiera de estos anticuerpos de captura seran capaces de
ligarse a un antigeno 195. Cada anticuerpo de captura 191 es solo capaz de ligarse a un Unico antigeno 195 debido
a la naturaleza altamente especifica de la geometria del punto de ligado anticuerpo/antigeno.

En la tercera etapa, una solucién de capsulas 193 que contiene un precursor de sefial 30 y con moléculas de
afinidad sobre su superficie en la forma de anticuerpos 194 se hace fluir sobre el dispositivo. Igual que los
anticuerpos de captura 191, los anticuerpos 194 sobre la superficie de las cdpsulas 193 tienen una afinidad por, y
también pueden ligarse especificamente a, el antigeno 195. Por conveniencia, las capsulas que tienen anticuerpos
194 en su superficie se denominaran capsulas emparejadas 196. En virtud de los anticuerpos 194 actuando como
las moléculas de afinidad de las capsulas 193 y en virtud de la afinidad de los anticuerpos 194 por el antigeno 195,
las capsulas emparejadas Ab 196 se ligan a los antigenos 195 que han sido capturados por los anticuerpos de
captura 191. De este modo se forma un complejo capturado 197.

En la cuarta etapa, el dispositivo con sus complejos capturados 197 se lava para eliminar cualquier capsula
emparejada Ab y luego se aplica al dispositivo una solucion de tratamiento con pH equilibrado. Tras el periodo de
incubacién deseado, la solucién de tratamiento se calienta para desencadenar la activacion de las cépsulas. El
precursor de sefial 30 se hidroliza y se libera de las capsulas en forma de moléculas individuales 80 de sustancia
generadora de sefial.

En la etapa final (no mostrado) las moléculas generadoras de sefial 80 se irradian con luz de excitacion y la luz
emitida (sefial generada) se detecta y mide.

La Figura 20 es un diagrama que muestra las partes de otro esquema alternativo para realizar un inmunoensayo
usando capsulas que contienen un precursor de sefial.

En este esquema alternativo, un anticuerpo de deteccion etiquetado 207 se utiliza, y se liga al anticuerpo de captura
201 inmovilizado sobre un sustrato 202 de un dispositivo de deteccion. Al utilizar una etiqueta adecuada (denotada
en el dibujo mediante el subindice L) que es capaz de ligarse al anticuerpo de captura 201, el mismo anticuerpo de
captura 201 puede usarse para muchos ensayos diferentes porque el ensayo se deriva especificamente del
anticuerpo de deteccion 207.

En una primera etapa (no mostrado) el sustrato 202 con el anticuerpo de captura 201 inmovilizado sobre su
superficie se humedece previamente y/o se bloquea mediante el tratamiento con una solucién de albimina de suero
bovino en un salino regulado con fosfato (PBS/BSA) para asegurar que cualquier punto reactivo sobre el sustrato
202 se neutralice de forma que no puedan interactuar con el antigeno aplicado més tarde. Los puntos reactivos no
bloqueados podrian, de lo contrario, dar lecturas falsas.

En la segunda etapa, una solucion sospechosa de contener un antigeno 205 se mezcla previamente con las
capsulas emparejadas Ab 206 y los anticuerpos de deteccion 207 etiquetados. Las capsulas emparejadas Ab 206 se
forman a partir de las capsulas 203 que contienen un precursor de sefial 30 con moléculas de afinidad en la forma
de anticuerpos 204 en su superficie. Los anticuerpos son capaces de ligarse al antigeno 205. Igualmente, los
anticuerpos de deteccion etiquetados 207 también son capaces de ligarse al antigeno 205. Esta etapa de mezclado
previo resulta en la formacién de un complejo tipo sandwich 208 cuando el antigeno 205 esta presente. El antigeno
205 se intercala entre uno de los anticuerpos 204 de la cdpsula emparejada Ab 206 y uno de los anticuerpos de
deteccion etiquetados 207.

En la siguiente etapa, la solucion mezclada previamente de los complejos intercalados 208 se hace fluir sobre el
dispositivo. Por virtud de la afinidad de las etiquetas L de los anticuerpos de deteccion etiquetados 207 para los
anticuerpos de captura inmovilizados 201, los complejos intercalados 208 se capturan como un complejo capturado
209.

En la cuarta etapa, el dispositivo con sus complejos capturados 209 se lava para eliminar cualquier complejo
intercalado no capturado 208. Tras el lavado, se aplica una solucién de activacion de pH al dispositivo y luego, tras
el periodo de incubaciéon deseado, la soluciéon de activacion se calienta para desencadenar la activacién de las
capsulas.
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El precursor de sefial 30 se hidroliza y se libera de las capsulas en forma de moléculas individuales 80 de sustancia
generadora de sefial.

En la etapa final (no mostrado) las moléculas generadoras de sefial 80 se irradian con luz de excitacion y la luz
emitida (sefial generada) se detecta y mide.

El esquema descrito en la Figura 20 tiene los siguientes requisitos: Primero, el anticuerpo de captura 201 se
inmoviliza sobre el sustrato 202. Esto puede hacerse mediante emparejamiento quimico o alternativamente
permitiendo que el anticuerpo de captura se absorba directamente a un sustrato plastico, como el poliestireno.
Segundo, las capsulas 203 tienen que ser emparejadas con los anticuerpos 204 como las moléculas de afinidad que
son capaces de ligarse al objetivo a ser detectado. Tercero, un anticuerpo que se especifica con la etiqueta "L" se
requiere, que debe ser capaz de ligarse al objetivo a ser detectado. La etiqueta "L" puede ser cualquier conjugado
disponible cominmente para un anticuerpo, por ejemplo, DNP, digoxina o diferentes tinturas.

La Figura 21 es un diagrama que muestra las partes de otro esquema alternativo para realizar un ensayo de
hibridacion usando capsulas que contienen un precursor de sefial. En este esquema, el dispositivo de deteccion
tiene un fragmento de 4cido nucleico (oligonucleotido) 211 inmovilizado sobre un sustrato 212. El fragmento de &cido
nucleico 211 funciona casi de la misma forma que los anticuerpos de captura 191 y 201 descritos arriba en conexion
con las Figuras 19 y 20 y, como esos anticuerpos de captura, podria considerarse como un ejemplo de una molécula
de captura en una zona de captura de un dispositivo de prueba de flujo lateral como el descrito anteriormente en
conexion con las Figuras 14 a 18.

En una primera etapa (no mostrado) el sustrato 212 con el oligonucleétido 211 inmovilizado sobre su superficie se
humedece previamente y/o se bloguea mediante el tratamiento con una solucién de albimina de suero bovino en un
salino regulado con fosfato (PBS/BSA) para asegurar que cualquier punto reactivo sobre el sustrato 212 se
neutralice de forma que no puedan interactuar con la solucion objetivo aplicada més tarde que contiene secuencias
de &cido nucleico complementarias porque los puntos reactivos no bloqueados pueden causar falsas lecturas.

En una etapa independiente, una solucidon de capsulas 213 que contienen el precursor de sefial se prepara, las
capsulas 213 son conjugadas a los oligonucleétidos 214 que se van a detectar. Por conveniencia, las capsulas
conjugadas a los oligonucleétidos se denominaran complejos de acido nucleico 216.

La siguiente etapa se muestra en el dibujo; la solucién de complejos de acido nucleico 216 se hace fluir sobre el
dispositivo. Esos complejos 216 que tienen un oligonucleétido 214 que es complementario al oligonule6tido 211
sobre el sustrato 212 sera capturado mediante hibridacién de los dos oligonucleétidos 211 y 214 complementarios,
formando asi complejos capturados 215. [0126] El dispositivo con sus complejos capturados 215 se lava para
eliminar cualquier complejo de acido nucleico 216 no capturado.

En la segunda etapa mostrada en el dibujo se aplica una solucién de activacion de pH al dispositivo y luego, tras el
periodo de incubacion deseado, la solucion de activacion se calienta para desencadenar la activacion de las
capsulas. El precursor de sefial 30 se hidroliza y se libera de las capsulas en forma de moléculas individuales 80 de
sustancia generadora de sefial.

En la etapa final (no mostrado) las moléculas generadoras de sefial 80 se irradian con luz de excitacion y la luz
emitida (sefial generada) se detecta y mide.

El esquema de hibridacion descrito en la Figura 21 tiene los siguientes requisitos: Primero, los oligonucledtidos 211
se inmovilizan sobre el sustrato 212. Esto requiere cierta forma de emparejamiento quimico y control sobre la
direccionalidad de forma que la direccion 5'-3' sea la misma para cada oligonucle6tido inmovilizado y la direccion
opuesta desde como los oligonucleétidos 214 se inmovilizan en las cdpsulas 213. Segundo, los oligonucleétidos 214
se conjugan a las capsulas 213 de nuevo con direccionalidad controlada. Tercero, los oligonucleétidos 211 deben
tener complementariedad para los oligonucleétidos 214 que vayan a ser detectados.

La Figura 22 es un diagrama que muestra las partes de otro esquema alternativo para realizar un ensayo de
hibridacion usando céapsulas que contienen un precursor de sefial.

En este esquema, el dispositivo de deteccion tiene un fragmento de &cido nucleico (oligonucleétido) 221
inmovilizado sobre un sustrato 222, casi de la misma forma que el dispositivo usado en el esquema de hibridacion
descrito en la Figura 1. Por tanto, el oligonucleétido 221 podria considerarse como un ejemplo de una molécula de
captura usada en la zona de prueba de un dispositivo de prueba de flujo lateral como el descrito anteriormente en
conexién con las Figuras 14 a 18.

Como antes, el dispositivo de deteccion que comprende los primeros oligonucleétidos 221 inmovilizados sobre el

sustrato 222 se humedece previamente y/o bloqguea mediante un tratamiento con PBS/BSA para asegurar que
cualquier punto reactivo sobre el sustrato 222 se neutraliza para eliminar falsas lecturas.
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Para esto se provee una solucion que contiene el tercer fragmento de &cido nucleico (oligonucleétido) que se
denominard aqui como un oligonucleétido 227 "puente". Los oligonucledtidos puente 227 se hibridan con los
oligonucleétidos 224 conjugados a las capsulas 223 formando completos de oligonucleétido puentes 226 que tienen
una cola 228 que es capaz de una posterior hibridacion.

En la siguiente etapa, la solucion de complejos de oligonucleétidos puente 226 se hace fluir sobre el dispositivo. Las
colas 228 de los complejos 226 son complementarias a los oligonucleétidos inmovilizados 221 sobre el sustrato 222
y por tanto se produce una posterior hibridacion y los complejos 226 son capturados por el dispositivo por esta
hibridacion adicional, formando complejos capturados 225.

El dispositivo con sus complejos capturados 225 se lava para eliminar cualquier complejo de acido nucleico 226 no
capturado.

En la siguiente etapa, se aplica una solucion de activacion con pH equilibrado al dispositivo y luego, tras el periodo
de incubacion deseado, la solucion de activacion se calienta para desencadenar la activacion de las capsulas. El
precursor de sefal 30 se hidroliza y se libera de las capsulas en forma de moléculas individuales 80 de sustancia
generadora de sefial.

En una etapa final (no mostrado) las moléculas generadoras de sefial 80 se irradian con luz de excitacion y la luz
emitida (sefial generada) se detecta y mide.

El esquema de hibridacion descrito en la Figura 22 tiene los siguientes requisitos: Primero, los oligonucledtidos 221
tienen que ser inmovilizados sobre el sustrato 222.

Esto requiere cierta forma de emparejamiento quimico y control sobre la direccionalidad de forma que la direccion 5'-
3' sea la misma para cada oligonucledétido inmovilizado y la misma que la direccion 5'-3' de los oligonucledtidos 224
conjugados con las capsulas 223. Segundo, los oligonucleétidos 224 tienen que conjugarse a las capsulas 223 de
nuevo con direccionalidad controlada. Tercero, los oligonucleétidos 221 deben tener complementariedad para los
oligonucledtidos puente 227 que deben tener al mismo tiempo complementariedad para los oligonucleétidos 224 que
se pretende detectar.

Ejemplos de tipos de molécula de afinidad diferentes para su uso sobre las capsulas y sus procedimientos de
conjugacion.

Dependiendo de las moléculas de destino a detectar, las moléculas de afinidad pueden ser moléculas de
biorreconocimiento seleccionadas a partir de los siguientes grupos de materiales.

(2) péptidos o proteinas seleccionados del grupo consistente de anticuerpos, anticuerpos modificados
genéticamente, anticuerpos policlonales, receptores, antigenos, lecitinas, avidinas, oligopéptidos, lipoproteinas,
glicoproteinas, hormonas péptidas, y alérgenos y sus partes;

(b) los acidos nucleicos seleccionados del grupo consistente de ADN, ARN, oligonucledtidos, altdmeros y partes de
los mismos.

(c) carbohidratos seleccionados del grupo consistente de mono-, oligo-, y polisacaridos, glucolipidos, proteo-
polisacéridos y partes de los mismos; o

(d) ligandos de bajo peso molecular seleccionados del grupo consistente de biotina, derivados de la biotina,
esteroides, hormonas, cofactores, activadores, inhibidores, drogas, alérgenos o haptenos.

Las moléculas de afinidad pueden conjugarse a la superficie externa de las capsulas, por ejemplo, mediante fuerzas
van der Waals, ligaduras de hidrégeno o interacciones electroestéticas, o pueden ligarse covalentemente a la
superficie exterior de las capsulas directamente o mediante moléculas de enlace. La molécula de enlace es
normalmente una biomolécula, preferiblemente avidina, estreptavidina, neutravidina, proteina A, proteina G, lecitina,
0 un reticulante molecular bajo.

Aunque la invencion ha sido descrita anteriormente con referencia a realizaciones y ejemplos particulares, estos no

son limitantes y una persona experta en el material comprenderd que son posibles otras variaciones y
modificaciones sin apartarse del alcance de la invencion como se define en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para controlar el inicio de la generacién de la sefial es un bioensayo usando
capsulas que contienen un precursor de sefial que es hidrolizable desde un formato latente en el cual no se genera
sustancialmente una sefial a un formato en el cual puede generar una sefial detectable, las capsulas teniendo en su
superficie exterior moléculas de afinidad para el reconocimiento especifico de y el ligado a cualquier molécula
objetivo en una muestra a evaluar para permitir la formaciéon de complejos de capsula de destino, el procedimiento
comprendiendo:

(i) el tratamiento de las capsulas con una soluciéon cuya temperatura es tal que sustancialmente no se produce
hidrélisis del precursor de sefial y cuyo pH esta equilibrado de forma que:

(@) el pH es demasiado alto para que el precursor de sefial se someta a una hidrdlisis catalizada por &cido
significativa a temperatura ambiente, pero al cual el precursor de sefial se somete a una hidrélisis significativa a una
temperatura elevada;

o:

(b) el pH es demasiado bajo para que el precursor de sefial se someta a una hidrélisis catalizada por base
significativa a temperatura ambiente, pero al cual el precursor de sefial se somete a una hidrolisis significativa a una
temperatura elevada;

y

(i) el calentamiento posterior de las capsulas en la solucién de tratamiento para iniciar el inicio de la hidrdlisis del
precursor de sefial al formato en el cual puede generar una sefial detectable.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que el pH equilibrado esté predeterminado por:

(a) la adicidon de una parte de dichas capsulas que contienen el precursor de sefial a una serie de soluciones a
temperatura ambiente y con diferentes pH;

(b) irradiando la serie de soluciones de temperatura ambiente con luz de excitacion;

(c) rechazo de las soluciones que emiten una sefial intensa a temperatura ambiente;

(d) calentamiento de las soluciones que no emiten sustancialmente una sefial a temperatura ambiente;

(e) rechazo de las soluciones que no emiten sustancialmente una sefial tras el calentamiento, y

(f) anotacion del valor de pH de la solucidon o soluciones que emiten una sefal intensa tras el calentamiento
definitorias del pH equilibrado.

3. Un procedimiento para realizar un bioensayo por la deteccién de una o0 mas moléculas objetivo en una
muestra, el procedimiento comprendiendo:

(i) adherir una pluralidad de moléculas de captura a un sustrato, las moléculas de captura teniendo una afinidad por
las moléculas objetivo;

(ii) mezclar la muestra en la solucién con capsulas que contienen un precursor de sefial que es hidrolizable desde un
formato latente en el cual no se genera sustancialmente una sefial a un formato en el cual puede generar una sefal
detectable, las capsulas portando en su superficie exterior moléculas de afinidad para el reconocimiento especifico
de y el ligado a cualquier molécula objetivo en una muestra a evaluar para permitir la formacién de complejos de
capsula de destino;

(iii) poner en contacto la solucién con las moléculas de captura sobre el sustrato y permitir que cualquier complejo de
capsulas de captura se ligue con las moléculas de captura;

(iv) separar las capsulas que no estan en complejo con las moléculas objetivo desde cualquier complejo de capsulas
objetivo ligado a las moléculas de captura;

(v) tratar cualquier complejo de cédpsulas objetivo ligado a las moléculas de captura con una solucion de tratamiento
cuya temperatura y pH estan equilibrados segun la etapa (i) de la reivindicacion 1;

(vi) tratar cualquier complejo de capsulas objetivo ligado a las moléculas de captura con una solucion de tratamiento
con pH equilibrado segun la etapa (ii) de la reivindicacion 1;

(vii) irradiar la solucién de tratamiento con pH equilibrado con luz de excitacion en los alrededores de las moléculas
de captura en el sustrato, y

(viii) detectar cualquier sefial generada.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la etapa de calentar las
céapsulas en la solucién de tratamiento comprende calentar la solucidén de tratamiento a una temperatura en el rango
de 40°C a 75 °C.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que la etapa de calentar las

capsulas en la solucién de tratamiento comprende calentar la solucién de tratamiento a una temperatura en el rango
de 45°C a 65 °C.
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6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la etapa de calentar las
capsulas en la solucién de tratamiento comprende calentar la soluciéon de tratamiento usando un dispositivo
calentador seleccionado del grupo que consiste en un dispositivo de calentamiento resistivo, un dispositivo de
calentamiento radiante, un dispositivo de calentamiento por microondas, un dispositivo de calentamiento inductivo y
un dispositivo Peltier.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que la etapa de calentar las
céapsulas en la solucion de tratamiento comprende calentar la solucién por ultrasonidos.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7 en el que el ultrasonido es ultrasonido de baja frecuencia en el
rango de 20 a 60 kHz.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7 en el que el ultrasonido es ultrasonido de alta frecuencia en el
rango de 1 a 8 MHz.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la etapa de calentar las
capsulas en la solucion de tratamiento se realiza tras un intervalo de 100 segundos a 500 segundos tras la adicion
de la solucion de tratamiento a las capsulas.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la sustancia generadora de
sefial contenida en las cipsulas es un material organico.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las capsulas contienen de
10" a 10° moléculas del precursor de sefial por capsula.

13. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el precursor de sefial se
selecciona de un grupo consistente en fluoréforos hidrolizables, luminéforos hidrolizables, cromoforos hidrolizables,
proteinas bioluminogénicas hidrolizables y proteinas fluorogénicas hidrolizables.

14. El procedimiento segin la reivindicacion 13 en el que el precursor de sefial es un fluoréforo
hidrolizable.
15. El procedimiento segun la reivindicacion 13 en el que el precursor de sefial es diacetato de

fluoresceina.

16. Un procedimiento para realizar un bioensayo que comprende la activacién de capsulas que contienen
un precursor de sefial que esta en formato hidrolizable desde un formato latente en el cual sustancialmente no se
genera sefial a un formato en el cual se puede generar una sefial detectable, dicha activacion comprendiendo el
tratamiento de dichas cépsulas con calor y con una solucion catalizadora acida o base, la combinaciéon de dicho
calor y el pH de la solucion catalizadora siendo tales que se hidroliza dicho precursor al formato en el cual puede
generar una sefial detectable.

17. El procedimiento de la reivindicacion 16 en el que dicha activacién ademas comprende exponer dichas
céapsulas a radiacion de excitacion.
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