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SIGLAS Y ACRÓNIMOS 

 

AFM  microscopio de fuerza atómica (Atomic Force Microscope) 

APTMOS     (3-aminopropil) trimetoxisilano (3-AminoPropyl TriMethOxy Silane) 

BioMEMS     sistemas microelectromecánicos para aplicaciones biológicas          
(Biological MicroElectroMechanical Systems) 

BSA albúmina sérica bovina (Bovine Serum Albumin) 

CLSM  microscopio láser confocal (Confocal Laser Scanning Microscope) 

CVD  deposición química en fase vapor (Chemical Vapor Deposition)  

DRIE  grabado profundo por iones reactivos (Deep Reactive Ion Etching) 

FBS  suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum) 

FIB  haz de iones focalizado (Focused Ion Beam) 

GFP  proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein) 

GPTMOS    (3-glicidiloxipropil) trimetoxisilano (3- GlycidoxyPropylTriMethOxySilane) 

HRP  peroxidasa de rábano (HorseRadish Peroxidase) 

IgG  inmunoglobulina G (Immunoglobulin G)  

IgG488  IgG conjugado con Alexa Fluor 488 (Alexa Fluor 488-conjugated IgG) 

MEMS  sistemas microelectromecánicos (MicroElectroMechanical Systems) 

MGT  tiempo medio de generación (Mean Generation Time) 

MTT  bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (3-(4,5-DiMethylThiazol-
2-yl)-2,5-diphenylTetrazolium bromide) 

PBS  tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 

PDMS  polidimetilsiloxano (PolyDiMethylSiloxane) 

PEG  polietilenglicol (PolyEthyleneGlycol) 

PGA  ácido poli-L-glutámico (Poly(L-Glutamic Acid)) 

pSi-MP  micropartículas cilíndricas de polisilicio (polySilicon MicroParticles) 

PS-MP  micropartículas de poliestireno (polyStyrene MicroParticles) 

PVD  deposición física en fase vapor (Physical Vapor Deposition) 

RIE  grabado por iones reactivos (Reactive Ion Etching)  

ROS  especies reactivas del oxígeno (Reactive Oxygen Species) 



 

 VI 

SEM  microscopio electrónico de barrido (Scanning Electron Microscope) 

Si-MP  micropartículas de silicio (Silicon MicroParticles) 

TA  Temperatura Ambiente 

TEM  microscopio electrónico de transmisión (Transmission Electron Microscope) 

TESUD  trietoxisilil undecanal (TriEthoxySilylUnDecanal) 

UV  luz ultravioleta (UltraViolet light) 

WGA  aglutinina de germen de trigo (Wheat Germ Agglutinin) 

WGA561  WGA conjugada con Texas Red®-X, de máximo de emisión a 561 nm 

XPS  espectrómetro de rayos-X de energía dispersiva (X-ray Photoelectron 
Spectroscope) 
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1.1   EL ESTUDIO DE CÉLULA ÚNICA 

 

La mayoría de las técnicas actuales para el estudio celular se basan en el análisis de 

poblaciones celulares y proporcionan, por tanto, resultados que corresponden a 

valores promedio de toda la población. Sin embargo, las células de una misma 

población no son entidades homogéneas. Estudios de actividad enzimática, expresión 

génica o señalización celular entre otros, indican la existencia de una variabilidad 

substancial entre células fenotípicamente similares (Levsky y Singer 2003; Bengtsson et 

al. 2005; Warren et al. 2006; Peixoto et al. 2007; Wang y Bodovitz 2010). Esta diversidad 

es especialmente destacable en tipos celulares como las células madre o 

progenitoras, pero también en células primarias de mamíferos, procariotas, e incluso 

en levaduras (de Souza 2010). Por otro lado, procesos complejos como la 

diferenciación celular durante el desarrollo embrionario temprano o la transformación 

celular durante los primeros estadios de la carcinogénesis implican cambios en el 

comportamiento celular que inicialmente se generan en unas pocas células de la 

población. 

Ante esta variabilidad, es evidente la limitación de los estudios celulares poblacionales 

y la necesidad de disponer de sistemas adecuados para el estudio de células 

individuales (análisis de célula única) (revisado por Spiller et al. 2010; revisado por 

Kalisky et al. 2011). Con ello se podría lograr una mayor comprensión del 

funcionamiento celular y tisular, y se podrían detectar aquellos comportamientos o 

respuestas poco frecuentes, pero importantes, por ejemplo, en los estadios iniciales de 

desarrollo de una patología. Por otro lado, el análisis de célula única también sería útil 

para el estudio de tipos celulares poco abundantes, como los ovocitos y embriones, las 

células madre, o las células neoplásicas (Cossman 2001; Klein et al. 2002). 

 

 

1.1.1   ANÁLISIS DE CÉLULA ÚNICA 

Los sistemas de análisis de célula única pueden agruparse principalmente en técnicas 

moleculares y de microscopía (Figura 1), aunque en muchos casos se utilizan ambas 

simultáneamente. En el primer caso las células deben ser procesadas utilizando sistemas 

de extracción y purificación del material que se va a analizar, generalmente ácidos 

nucleicos (DNA y RNA) y proteínas. Por otro lado, las técnicas de microscopía permiten 

analizar tanto células fijadas como vivas. Son técnicas generalmente cualitativas que 
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pueden dar información acerca de la organización celular y su dinámica durante un 

tiempo limitado.  

La mayor parte de las técnicas moleculares existentes para célula única están 

diseñadas para analizar ácidos nucleicos, y muy pocas permiten estudiar proteínas. 

Una de las técnicas es la reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) en célula única, que permite detectar, por ejemplo, anomalías 

genéticas causantes de enfermedades hereditarias utilizando una sola célula de un 

embrión en estadio de 4 ó 8 células (Goossens et al. 2008). Otras técnicas como la 

hibridación fluorescente in situ (Fluorescent  In Situ Hybridization, FISH) ó la hibridación 

genómica comparada (Comparative Genomic Hybridization, CGH) permiten detectar 

anomalías cromosómicas en células individuales de una población (Fiegler et al. 2007), 

o en los blastómeros aislados de un embrión (Egozcue et al. 2000; Rius et al. 2010). 

Figura 1. Procesos dinámicos en las células y metodologías de análisis de los mismos en células 
únicas (Spiller et al. 2010). 
FCS = espectroscopia de correlación de fluorescencia; FISH = hibridación in situ fluorescente; 
FRET = transferencia de energía de resonancia de Förster; FUCCI = indicador fluorescente del 
ciclo celular basado en la ubiquitinación; PCR = reacción en cadena de la polimerasa. 

 

 

Los estudios moleculares relacionados con el contenido proteico en célula única 

todavía son un hito bastante lejano (de Souza 2010) y, en muchos casos, es necesario 

el uso simultáneo de un microscopio. La tomografía crío-electrónica, por ejemplo, ha 

logrado la reconstrucción tridimensional de células individuales seccionadas para 
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estudiar la organización del citoesqueleto (Sartori et al. 2007) pero, a pesar de las 

mejoras en resolución y precisión, no se observa la célula viva (revisado por Anselmetti 

2009). 

En 2006, Fitzpatrick y colaboradores lograron detectar la presencia de proteínas 

marcadas por inmunocitoquímica en células individuales utilizando detectores de 

fluorescencia en microcanales, pero ninguna técnica actual es lo suficientemente 

sensible como para cuantificar estas proteínas. De todos modos, aunque las células 

individuales no disponen de suficientes copias de la mayor parte de proteínas como 

para llevar a cabo estudios de expresión génica, una buena parte del RNA de las 

células de mamíferos  pertenece a los genes constitutivos y efectores, con >100 copias 

por célula (10-40 pg), que se traducen en proteínas. En poco tiempo, la optimización 

de las técnicas moleculares actuales permitirá detectar en una sola célula esta 

cantidad de RNA (Warren 2008).  

Las técnicas de microscopía ofrecen las herramientas necesarias para observar células 

manteniendo su integridad estructural. La mayoría de técnicas clásicas como la 

immunocitoquímica (detección de proteínas específicas en las células mediante 

anticuerpos) se basan en la observación de células que generalmente se encuentran 

fijadas. Ello se debe a que para que un colorante, un anticuerpo o una sonda de DNA 

penetren en la célula, ésta debe estar fijada y permeabilizada previamente, ya que la 

membrana plasmática es impermeable a la mayoría de marcadores. Actualmente, los 

microscopios ópticos, de fluorescencia y electrónicos siguen siendo los más utilizados. 

De todos modos, cada vez se tiende más a la utilización de técnicas que permiten 

obtener imágenes o grabaciones dinámicas de células vivas. La aparición del 

microscopio confocal (Confocal Laser Scanning Microscope, CLSM) permitió hacer 

ambas cosas utilizando marcadores fluorescentes vitales que pueden cruzar la 

membrana plasmática sin alterar sus características. La aplicación de esta u otras 

técnicas para el estudio de células individuales dentro de una población celular 

permite analizar el comportamiento individual de diferentes células frente a un mismo 

cambio ambiental o estímulo. 

 

 

1.1.2   ANÁLISIS DE CÉLULA ÚNICA VIVA 

En la mayoría de las técnicas de análisis de célula única revisadas en el apartado 

anterior, es necesario procesar la muestra a analizar, tanto si se va a trabajar con 

células íntegras (habitualmente fijadas) como lisadas (extractos proteicos, de DNA ó 
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RNA). Sin embargo, para comprender las funciones celulares lo idóneo sería poder 

estudiar las células vivas.  

Todos los procesos celulares son dinámicos y pueden durar desde milisegundos a 

viarias horas. Por ello, las propiedades celulares no siempre son constantes a lo largo 

del tiempo o durante el desarrollo de un organismo, y el patrón de expresión de los 

genes varía a causa de factores endógenos o en respuesta a estímulos procedentes 

del medio. Para analizar estos cambios en células individuales es necesario utilizar 

métodos de análisis que no interfieran en el funcionamiento celular. La escasez de 

marcadores vitales eficientes ha imposibilitado el estudio de procesos como la 

interacción entre proteínas, activación de cascadas de señalización, transmisión de 

señales al núcleo ó expresión de múltiples genes en células vivas durante mucho 

tiempo (Gerlich et al. 2003) y, hasta el momento actual, la mayor parte de los estudios 

publicados en células individuales se han realizado con muestras fijadas. 

La mayoría de técnicas que permiten el estudio de células vivas individuales son 

técnicas moleculares combinadas con microscopía. Éstas se basan en la utilización de 

marcadores vitales específicos asociados a fluorocromos para obtener información 

acerca de la morfología, la genética, la bioquímica y la fisiología de las células, 

orgánulos o biomoléculas. A mediados de los años 90, con la clonación del gen de la 

proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP), se logró un gran avance 

en este aspecto. Una vez clonado, se fusionó con multitud de proteínas diferentes, y los 

plásmidos obtenidos (DNA circular con el gen de la GFP y el de la proteína de interés 

incorporado) pudieron ser introducidos en las células por transfección. Esta técnica 

logra que la maquinaria celular transcriba y sintetice la proteína híbrida (con la GFP 

incorporada) de interés, que será funcional. La GFP marcó un punto clave para 

visualizar estructuras celulares y mecanismos moleculares en células vivas. Desde su 

implantación, la microscopia de fluorescencia ha evolucionado mejorando el 

rendimiento, y su automatización ha facilitado la obtención y el análisis de gran 

cantidad de datos (revisado por Muzzey y van Oudenaarden 2009). En 2005, por 

ejemplo, Rosenfeld y colaboradores incorporaron en las células genes reguladores y 

proteínas de fusión fluorescentes para poder cuantificar la expresión génica. Las 

nuevas generaciones de proteínas fluorescentes, fotoconvertibles (Figura 1), permiten 

su visualización a diferentes longitudes de onda, y han sido utilizadas para la 

determinación de linajes celulares (Wacker et al. 2007) o la visualización de la 

dinámica de fusión y fisión de las mitocondrias (revisado por Wiedenmann et al. 2009). 

Otra técnica basada también en la detección por fluorescencia, concretamente de 

proteínas del ciclo celular ubiquitinizadas (Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle 

Indicator, FUCCI), ha facilitado la visualización de la dinámica del ciclo celular en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wiedenmann%20J%22%5BAuthor%5D
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células vivas aisladas y también la coordinación entre grupos de células vivas (Sakaue-

Sawano et al. 2008) (Figura 1). 

Aunque la microscopía puede no ser el método definitivo para estudios complejos en 

célula única, la mejora de la captura de imágenes y del análisis de datos, ya permite 

estudiar eventos dinámicos a nivel de célula única, determinar linajes celulares en 

organismos en desarrollo y extraer datos cuantificables a partir de imágenes en células 

vivas (revisado por Spiller et al. 2010). La oferta de marcadores vitales específicos 

asociados a moléculas fluorescentes cada vez es mayor: indicadores para iones 

específicos (como el Ca2+) (Figura 1), reactivos acidotrópicos con afinidad por pHs 

ácidos (como el de los lisosomas), o moléculas como el Hoechst (sonda que se 

intercala específicamente en el DNA) capaces de unirse a estructuras concretas. Otros 

indicadores permiten detectar células viables y no viables en cultivo (ioduro de 

propidio), o visualizar membranas, compartimentos celulares y orgánulos como las 

mitocondrias (MitoTrackerTM), el retículo endoplasmático (ER-TrackerTM) y los lisosomas 

(LysoTrackerTM). La resolución de las técnicas actuales de microscopía han permitido 

incluso observar el transporte de citoplasma a núcleo de moléculas aisladas marcadas 

con anticuerpos fluorescentes en células permeabilizadas (Kubitscheck et al. 2005) 

(Figura 1). 

El Ca2+ es un buen ejemplo de regulación de transporte y homeostasis. Los sistemas de 

señalización de este ión controlan buena parte de las reacciones celulares 

(Verkhratsky 2007) e incluso las señales de muerte celular (Orrenius et al. 2003) a través 

de enzimas, canales iónicos y transportadores. El desarrollo de indicadores 

fluorescentes para una determinada molécula con carga ha permitido estudiar el Ca2+ 

y otros iones a nivel celular (revisado por Paredes et al. 2008), y recientemente ha sido 

posible observar in vivo la modulación del Ca2+. Sería muy interesante poder valorar 

simultáneamente señales complejas de regulación celular como el Ca2+, el pH o las 

especies reactivas del oxígeno. Ello aportaría información valiosa acerca de las 

relaciones entre estos parámetros celulares, pero muchos de los marcadores utilizados 

para visualizar estos parámetros, aunque se consideran vitales, siguen causando 

efectos tóxicos en cuestión de minutos o horas (Hoshino et al. 2007) y comprometen la 

viabilidad celular a medio plazo. Esta toxicidad es debida en parte al propio 

marcador, pero también se debe a la luz ultravioleta (UV) del microscopio de 

fluorescencia. La luz UV es ionizante, e induce reacciones químicas en las células que 

pueden alterarlas, como por ejemplo la formación de enlaces entre bases de 

pirimidina adyacentes. Para prevenir estas alteraciones las células puede inducir 

apoptosis, pero también activar la respuesta inmune liberando citoquinas y 

quimiocinas (revisado por Maverakis et al. 2010). 
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Para analizar a nivel molecular parámetros como los cambios de concentración de 

iones bajo diferentes condiciones, es imprescindible ir un paso más allá y estudiar las 

células de forma individual y a lo largo del tiempo. La técnica de patch-clamp (Figura 

1), desarrollada a principios de los años 80, representó un paso fundamental en el 

estudio del mecanismo de acción de canales iónicos. Esta técnica permite medir las 

corrientes iónicas de Na+, K+, Ca2+, Cl-… a través de un solo canal de la membrana 

celular. Se puede aplicar en muchos tipos celulares, pero ha sido especialmente 

utilizada en células excitables como neuronas (Takeda et al. 2010), cardiomiocitos y 

fibras musculares (Song et al. 2005), o en células secretoras como las células ß pancreáticas, 

productoras de insulina (Kanno et al. 2002).  

Existen otras técnicas no invasivas que podrían ser útiles para los estudios en célula 

única viva, pero están todavía al principio de su desarrollo y por el momento son poco 

sensibles (revisado por Spiller et al. 2010). La microscopía de fuerza atómica (Atomic 

Force Microscopy, AFM), por ejemplo, permite analizar la topografía de la membrana 

celular (Muller 2008) sin necesidad de tratar las células. Otras técnicas como la 

estimulación de cromóforos naturales como la hemoglobina con una longitud de 

onda específica (Min et al. 2009), o la espectroscopia Raman también permiten el 

análisis de células sin tratar. Esta última técnica se basa en la alteración de los niveles 

de energía específicos de cada molécula (revisado por Evans y Xie 2008). En 2008, 

utilizando la espectrometría de masas, Mizuno y colaboradores lograron identificar 

proteínas específicas del tipo celular estudiado analizando extractos de citoplasma 

procedentes de una célula viva. 

 

 

1.1.3   LOCALIZACIÓN, SEGUIMIENTO DE CÉLULAS Y CODIFICACIÓN CELULAR 

Para poder estudiar una misma célula viva a lo largo del tiempo es necesaria la 

monitorización continuada de la misma o bien etiquetarla individualmente. La 

posibilidad de localizar y trazar el desplazamiento de células individuales es de gran 

interés en biología celular para evaluar la conducta celular (supervivencia y movilidad 

celular, interrelación con otras células, etc.) bajo diferentes condiciones como por 

ejemplo, exposición a gases, compuestos tóxicos, productos químicos (quimiotaxis), 

estímulos lumínicos (fototaxis), o rayos-X y gamma. El interés en el desarrollo de 

técnicas de seguimiento celular ha incrementado también debido a las posibilidades 

que ofrecen en el estudio de procesos tan importantes como la migración y el destino 

celular durante la embriogénesis, la maduración de las células del sistema inmune y 
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hematopoyético (Dooner et al. 2004; Schroeder 2005), o la evaluación del crecimiento 

y regeneración neuronal (Kofron et al. 2009). 

Generalmente, los ensayos de movilidad y migración celular se han realizado 

utilizando cámaras de quimiotaxis (Barlow et al. 2005), que proporcionan información 

sobre grupos numerosos de células. Sin embargo, para detectar el desplazamiento de 

células individuales es necesario el uso de otro tipo de técnicas como el aislamiento 

de células en microcompartimentos (Kuchimaru et al. 2008), el marcaje con isótopos 

radioactivos (Laval-Gilly et al. 2000), o la monitorización continuada o en time-lapse 

mediante sistemas de captura informatizados acoplados a microscopios (Chen et al. 

2006; Li et al. 2008; Schmidt 2008; Hamilton 2009).  

Sin embargo, estos sistemas de seguimiento de células individuales no están 

optimizados del todo. Las células se dividen y se mueven, y pueden salir del campo de 

observación. En muchos casos, es necesario aislar unas células de las otras, lo cual 

puede provocar cambios en la señalización y la respuesta celular. En otros casos el 

seguimiento se realiza utilizando marcadores fluorescentes o radiactivos, letales a corto 

o medio plazo. Las células son fotosensibles sobretodo a las longitudes de onda más 

energéticas como la radiación UV (McCarthy et al. 2006), pero también a las 

longitudes de onda del espectro visible si la exposición es prolongada (Wood et al. 

2008). Además, debido a los diferentes índices de refracción del aire, los medios de 

cultivo, el citoplasma y los orgánulos celulares, la luz emitida por el microscopio se 

refracta y dispersa alrededor de la región iluminada, hasta una distancia de 90 µm. 

Esta luz dispersada supone una iluminación más intensa que exponer las células 

directamente a la luz solar (Dobrucki et al. 2007), lo que acaba provocando daños en 

el DNA de las células analizadas y circundantes. 

Finalmente, los sistemas más sofisticados de análisis continuo son caros, por sí mismos 

no pueden darnos más información de las células que su localización durante unas 

pocas horas, y analizan períodos de tiempo relativamente cortos debido a la dificultad 

de mantener permanentemente las condiciones óptimas de cultivo.   

Para evitar la monitorización continuada en el seguimiento de células, es necesario 

marcar selectivamente las células de interés en el cultivo para poder observarlas 

puntualmente sin posibilidad de confusión. Aunque en la mayoría de casos no se han 

probado en cultivos celulares, se han propuesto modelos de etiquetaje de diversos 

materiales y diseños (revisado por Finkel et al. 2004), por ejemplo quantum dots de 

materiales semiconductores y emisión a diferentes longitudes de onda aislados 

(Mattheakis et al. 2004) ó acoplados a microesferas (Han et al. 2001, Figura 2A; Oh et 

al. 2006), partículas de polidimetilsiloxano (PDMS) de diferentes formas y colores 

(Dendukuri et al. 2006, Figura 2B), cristales fotosensibles de silicio poroso que emiten en 
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diferente longitud de onda dependiendo de las condiciones de grabado del silicio 

cristalino original (Cunin et al. 2002) o nanopartículas de diamante fotoluminescentes 

(Faklaris et al. 2008). Pero como se ha comentado en el apartado anterior, el uso de 

fluorocromos es un paso extra que puede producir citotoxicidad, encarece y dificulta 

la manufactura, requiere un microscopio de epifluorescencia o confocal para 

visualizar el marcaje, y la luz ultravioleta daña las células vivas (McCarthy et al. 2006). 

 

Figura 2. Sistemas de etiquetaje.  
(A) microesferas etiquetadas con quantum dots (Han et al. 2001), (B) partículas polimerizadas 
en PDMS solamente o con rodamina (barra = 10 µm; Dendukuri et al. 2006), (C) o partículas 
fabricadas con metales como oro y plata (Nicewarner-Peña et al. 2001). 

 

1µm

BA C

1µm

BA C

1µm1µm

BA C

 

Algunas nanopartículas modificadas con biomoléculas, principalmente anticuerpos, 

pueden reconocer estructuras específicas como proteínas de la membrana 

plasmática (Medintz et al. 2005) y permiten identificar tipos celulares concretos 

(Delehanty et al. 2009). Se han utilizado también nanopartículas con isótopos metálicos 

estables localizables por resonancia magnética (Vaccaro et al. 2008). Éste ha sido el 

diseño más eficaz para determinar el destino celular in vivo, pues permiten detectar 

por resonancia magnética las células marcadas una vez inyectadas en un organismo 

(revisado por Rogers et al. 2006; Hsiao et al. 2008), e incluso recuperarlas de los tejidos 

para ponerlas de nuevo en cultivo (Colvin et al. 2007).  

Todos los modelos de etiquetaje expuestos son eficientes para analizar poblaciones 

celulares, pero no son de utilidad para etiquetar de forma individual diferentes células 

dentro de una misma población. Para ello se han propuesto varios diseños como 

códigos en forma de nanodiscos (Qin et al. 2007) o hechos con diversos metales en los 

cuales la disposición de estos materiales define un patrón de bandas que ejerce de 

código (Nicewarner-Peña et al. 2001, Figura 2C; Bulbarello et al. 2008). Sin embargo, 

ninguno de estos diseños ha sido probado todavía en células. 
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Por lo tanto, en la última década, la exploración de nuevos métodos de seguimiento a 

escala cada vez menor ha dado lugar a diferentes modelos de codificación para 

marcar y trazar poblaciones celulares tanto in vitro como in vivo. La posibilidad de 

codificar células vivas de forma individualizada sin alterar su metabolismo supondría un 

gran avance en el campo de la biología celular, pero para que esto sea posible es 

necesario el desarrollo de sistemas de codificación y de técnicas de identificación 

celular más adecuados.  

 

 

 

1.2. DISPOSITIVOS MICROELECTRÓNICOS Y MICRO-NANOPARTÍCULAS 

 

El interés en el desarrollo de nuevas herramientas para el estudio de células vivas de   

forma individualizada es cada vez mayor. Esta necesidad ha motivado la aparición de 

trabajos interdisciplinarios entre el campo de la biología y otras áreas de conocimiento 

muy distintas como la analítica, ingeniería o electrónica, y el trabajo conjunto ha 

hecho posible que en los últimos años se hayan empezado a desarrollar sistemas que 

permiten manipular y analizar células vivas aisladas en condiciones fisiológicas. 

Una de estas áreas de conocimiento es la microelectrónica, la aplicación de la 

electrónica a componentes y circuitos de dimensiones microscópicas para producir 

dispositivos y equipos electrónicos de dimensiones reducidas pero altamente 

funcionales. Permite desarrollar estructuras y dispositivos tridimensionales con formas 

complejas a micro y nanoescala, y mediante su aplicación actual en el campo de la 

biología es posible analizar parámetros celulares a tiempo real in vivo e in vitro. Una de 

sus ramas que toma cada vez más fuerza es la tecnología de microsistemas. 

 

 

1.2.1   MICROSISTEMAS 

La tecnología de microsistemas puede definirse como el desarrollo e integración de 

sensores, actuadores y otras estructuras tridimensionales en la escala micrométrica 

y que utiliza principalmente técnicas de fabricación de la industria 

microelectrónica. Sus estructuras están en el rango de la micra (Collard et al. 2008) 

y en muchos casos incluyen circuitos electrónicos. Estos microcomponentes 

http://es.wikipedia.org/wiki/Circuito
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combinados y optimizados proporcionan una o varias funciones específicas al 

dispositivo, y se los conoce también como Sistemas MicroElectroMecánicos 

(MicroElectroMechanical Systems, MEMS). 

Los MEMS son de pequeño tamaño, volumen y peso, y pueden fabricarse por 

lotes en grandes cantidades, a bajo coste y en diferentes materiales y técnicas 

dependiendo del tipo de dispositivo. El silicio y el polisilicio (silicio en su forma 

policristalina) son los materiales más utilizados para crear la mayoría de éstos 

dispositivos debido a sus propiedades físicas, químicas y térmicas (Petersen 

1982).  

Las aplicaciones de los MEMS son muy variadas: desde la electrónica de consumo 

(cabezales de disco duro, inyectores de impresoras de tinta) a automoción (sensores 

de navegación, acelerómetros para airbags), comunicaciones (interruptores, sistemas 

de proyección) o medicina.  

En esta última área los microimplantes de MEMS facilitan el tratamiento de disfunciones 

musculares y nerviosas estimulando eléctrica y químicamente sólo los músculos 

denervados (Cockerham et al. 2008), mimetizan el sistema electromecánico de la 

cadena osicular timpánica enviando pulsos eléctricos al oído interno y mejorando la 

audición (Urquiza et al. 2009), actúan como marcapasos o sensores de presión a 

tiempo real en anillos adheridos a la pared externa de los vasos sanguíneos (Cong et 

al. 2006), o suministran medicamentos dispuestos en miles de reservorios cuya 

activación puede ser programada independientemente por comunicación 

inalámbrica (Sbiaa 2006).  

A nivel molecular, los MEMS han aportado mecanismos de detección y 

selección de biomoléculas. A través de voladizos con anticuerpos, capaces de 

deformarse y cambiar su frecuencia de resonancia, es posible detectar ciertas 

proteínas, por ejemplo marcadores tumorales. El desarrollo de pinzas 

moleculares funcionalizadas ha permitido atrapar biomoléculas de forma 

selectiva (revisado por Ferrari 2005). En el campo celular, se han desarrollado 

microcámaras de cultivo capaces de mantener un flujo de nutrientes y medio 

fresco para células o microorganismos (revisado por Ingham et al. 2008). A pesar 

del potencial de estas tecnologías, la utilización de los sistemas existentes de 

detección de parámetros celulares en células aisladas a tiempo real 

generalmente es compleja (Kasili et al. 2004), con lo cual su optimización sigue 

suponiendo un reto (Elman et al. 2008).  
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1.2.2   FABRICACIÓN DE MEMS 

La fabricación de MEMS se basa en las técnicas habituales de fabricación de 

circuitos microelectrónicos en combinación con técnicas específicas para la 

estructuración tridimensional. Se suele partir de una fina lámina de material 

semiconductor llamada oblea, habitualmente de silicio, sobre la cual se depositan 

materiales como polisilicio, compuestos de silicio (Si3N4, SiO2, SiC), metales o 

compuestos metálicos (Au, Ti, Ni, Al, ZnO), cerámicas y/o materiales orgánicos 

(polímeros, enzimas, DNA, anticuerpos).  

Para la fabricación de MEMS basados en silicio se utilizan tecnologías como la 

deposición física (Physical Vapor Deposition, PVD) o química (Chemical Vapor 

Deposition, CVD) de materiales, la fotolitografía para crear un patrón en estas 

capas, y el grabado para producir las formas necesarias (revisado por Madou 

2002).  

La estructuración de las capas mediante procesos fotolitográficos es la gran 

ventaja de esta tecnología. La fotolitografía se basa en la transferencia de un 

patrón a un material fotosensible por exposición selectiva a una fuente de 

radiación, como por ejemplo la luz UV. El patrón de la radiación es transferido al 

material expuesto, lo cual modifica las propiedades entre las regiones expuestas y 

no expuestas. La eliminación de la resina que ha sido iluminada (resina positiva) o 

bien de la que no lo ha sido (resina negativa) proporciona una máscara para el 

material que está debajo.  

La eliminación de las capas se puede realizar mediante grabado húmedo o seco. 

El grabado húmedo consiste en la disolución del material cuando es sumergido 

en una solución química, mientras que en el grabado en seco el material se 

pulveriza o disuelve mediante vapores de iones reactivos. Debido a su mejor 

rendimiento, se utilizan más las técnicas de grabado en seco: RIE (Reactive Ion 

Etching, grabado por iones reactivos) o DRIE (Deep RIE, grabado profundo por 

iones reactivos).  

Para mostrar la complejidad de estos procesos y a modo de ejemplo, la figura 3 

detalla la fabricación de una viga en voladizo (Benítez et al. 1996). Esta estructura 

tiene multitud de aplicaciones en nanomecánica, como por ejemplo el 

reconocimiento biomolecular (Fritz et al. 2000; Lechuga et al. 2006).  
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1.2.3   BIOMEMS 

Los BioMEMS se definen como sistemas o dispositivos construidos mediante 

técnicas de fabricación a micro o nanoescala, ya sea para procesar, liberar, 

manipular, analizar o construir entidades biológicas o (bio)químicas (Nuxoll y 

Siegel 2009). Sus principales aplicaciones son en el campo de la bioquímica y de 

las tecnologías relacionadas con la salud (análisis biológicos y biomédicos) 

(Demirci 2007; Jeon 2007), desde los TAS (Micro Total Analysis Systems, 

MicroSistemas de Análisis Total), a los Lab-on-a-chip (laboratorios en un chip) 

que, tal y como indica su nombre, generalmente son biosensores o 

quimiosensores que integran múltiples procesos en un chip (Ferrari 2007). Para su 

fabricación se utilizan materiales relacionados con la microelectrónica (silicio, 

borosilicatos), plásticos y polímeros (PDMS, SU-8), y materiales biológicos 

(proteínas, células y tejidos). En muchos casos, los BioMEMS hacen uso de las 

técnicas de modificación de superficies para mejorar sus funciones o hacerlos 

biocompatibles. 

 

 

Figura 3. Fabricación de un microsistema mediante depósitos y procesos de grabado.  
En una oblea de silicio (A), se deposita una capa sacrificial (que al final del proceso será eliminada) de 
óxido de silicio (B) y se estructura mediante un proceso fotolitográfico y un grabado en seco (RIE) en la 
cara superior (C). A continuación, se deposita una capa estructural de polisilicio (D) y se define el 
dispositivo por un segundo grabado en seco RIE (E). Finalmente se elimina la capa sacrificial de óxido 
de silicio mediante un grabado húmedo (F) para liberar la estructura (G) y obtener el dispositivo 
funcional (H). Benítez et al. 1996. 

Silicio
Óxido de silicio
Polisilicio
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D E F

GHSilicio
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1.2.3.1   Métodos de Detección con BioMEMS 

Los BioMEMS permiten estudiar moléculas biológicas o células. En el segundo caso, 

prácticamente siempre lo hacen desde el exterior celular. Los métodos de detección 

más utilizados con tecnologías de BioMEMS son los mecánicos, eléctricos y ópticos 

(revisado por Bashir 2004) (Figura 4).  

La detección mecánica se hace mediante sensores tipo voladizo (cantilevers), ya sea 

por detección de esfuerzos mecánicos o por masa (Figura 4A). Permiten detectar, por 

ejemplo, reacciones bioquímicas que tienen lugar selectivamente en una cara del 

voladizo, como la hibridación de dos tipos de oligonucleótidos complementarios entre 

sí cuando uno de ellos está unido al voladizo: la reacción provoca un estrés que dobla 

el voladizo, y el cambio puede ser medido óptica o eléctricamente. Mediante este 

mecanismo ha sido posible detectar proteínas y oligonucleótidos capaces de 

reaccionar con biomoléculas ancladas sobre voladizos de silicio (Fritz et al. 2000).  

5

 

 

La detección eléctrica (Figura 4B) permite medir reacciones redox, un cambio de 

potencial, o un cambio en la conductividad del medio (Li y Harrison 1997). Son muy 

Figura 4. Métodos de detección más comunes en la tecnología de los BioMEMS.  

A B 

(A) sensor mecánico, (B) eléctrico y (C) óptico (Bashir 2004). 
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conocidos, por ejemplo, los sensores de glucosa que catalizan la oxidación de la 

glucosa a ß-D-gluconolactona y generan peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual 

reacciona con la Peroxidasa de Rábano (HorseRadish Peroxidase, HRP) formando un 

producto que precipita y se oxida de nuevo, liberando un electrón por cada molécula 

procesada; el flujo de electrones es utilizado como medida de la concentración de 

glucosa. En la industria de la alimentación, este proceso ha sido utilizado para 

detectar la concentración de glucosa en el vino (Gonzalo-Ruiz et al. 2007).  

En muestras de sangre y orina, la detección de la concentración de glucosa suele 

hacerse siguiendo este mismo proceso, pero mediante un sensor óptico que detecta 

el pigmento producido por la HRP (Sanz et al. 2007). Los detectores ópticos suelen 

utilizar fluorocromos para valorar fluorescencia o quimiluminiscencia mediante 

marcadores que emiten a una determinada longitud de onda (revisado por Vo-Dinh y 

Kasili 2005) (Figura 4C). Se han usado en células por ejemplo para detectar apoptosis, 

introduciendo en el citoplasma nanofibras ópticas con un reactivo específico 

inmovilizado capaz de emitir luz al reaccionar con la caspasa-9 (Kasili et al. 2004).  

 

 

1.2.3.2   Aplicaciones de los BioMEMS en estudios celulares  

El campo de los BioMEMS se originó para explorar tejidos, células, microorganismos, 

DNA u otras biomoléculas mediante herramientas de tamaño microscópico, utilizando 

las técnicas de detección descritas. Estos BioMEMS deberían permitir analizar procesos 

biológicos básicos tales como la diferenciación y el ciclo celular, la producción de 

CO2 y especies reactivas del oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS), el 

almacenamiento de energía en forma de ATP, o la acumulación y liberación de Ca2+. 

Aunque todavía no ha sido posible llevar a cabo estudios tan complejos, en el futuro 

los BioMEMS pueden suponer una mejora sustancial en la investigación biomédica y la 

práctica clínica.  

En la actualidad, una de las aplicaciones más interesantes de los BioMEMS son los 

biosensores, que pueden ser MEMS modificados con moléculas orgánicas, como por 

ejemplo proteínas, o MEMS usados para analizar material biológico (revisado por 

Jonkheijm et al. 2008). Son capaces de registrar, procesar e interpretar datos biológicos 

muy rápidamente. Se componen de un sensor biológico (enzimas, anticuerpos, 

oligonucleótidos), un transductor que traduce la señal emitida por el sensor, y un 

detector (óptico, piezoeléctrico, térmico, magnético). El ejemplo más común de 

biosensor es el que mide la glucosa en la sangre (Gonzalo-Ruiz et al. 2007) mediante el 

proceso descrito en el apartado anterior. 
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En el área de la biología celular, los BioMEMS de silicio se han utilizado para 

diversas aplicaciones: estudios con AFM, por ejemplo, han permitido detectar 

que la membrana plasmática de las células sanas presenta una rigidez hasta un 

70% mayor que la de las células cancerosas (Cross et al. 2007); también se ha 

podido calcular el peso de moléculas y bacterias utilizando resonadores, que al 

unirse selectivamente a un canal microfluídico suspendido en un voladizo, le 

alteran la frecuencia de resonancia (Fritz et al. 2000; Burg et al. 2007); del mismo 

modo ha sido posible reconocer proteínas que, al anclarse específicamente a la 

superficie de un voladizo, le provocan estrés y lo curvan (Shekhawat et al. 2006). 

El interés en la sofisticación de este tipo de estudios es creciente, pues se piensa 

que en el futuro, el estudio de la deformación mecánica de proteínas y ácidos 

nucleicos puede proporcionar algunas de las claves para comprender los 

cambios en la estructura, función y respuesta celular bajo presión, lo cual sería 

de gran ayuda en el diagnóstico y tratamiento de enfermedades (Bao y Suresh 

2003). 

Otra aplicación de los BioMEMS es el posicionamiento de células de forma controlada 

sobre zonas específicas con microelectrodos aplicando voltajes suaves en una 

superficie (Gray et al. 2004), o manipular y posicionar células marcadas con partículas 

magnéticas variando los campos magnéticos en un sistema de microcanales (Lee et 

al. 2007). Asimismo, aplicando la microfluídica a BioMEMS con sensores ópticos ha sido 

posible detectar y medir en microcanales parámetros como la concentración de O2 

en un medio líquido, por la emisión de fluorescencia de un reactivo específico (Nock 

et al. 2008). 

Los BioMEMS son los sistemas con un futuro más prometedor para la fabricación 

de biosensores. Son capaces de analizar cantidades muy pequeñas de solución o 

de biomoléculas, e integrar rápidamente los datos obtenidos electrónicamente 

para detectar in vitro toxinas, bacterias y virus (Veiseh y Zhang 2006). Parece pues 

que biología celular y molecular, genómica, bioquímica y medicina pueden 

complementarse con la microelectrónica para evolucionar conjuntamente y 

proporcionar herramientas que permitan conocer más a fondo el funcionamiento 

celular, detectar biomoléculas, manipular las células y ofrecer nuevas 

oportunidades en el diagnóstico y el tratamiento de enfermedades. Al mismo 

tiempo, la reducción progresiva del tamaño de los BioMEMS ha sido y será un 

punto clave para el desarrollo de nuevas técnicas de estudio en célula única viva 

(Figura 5).  
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1.2.3.3   Modificación de Superficies 

Una de las grandes ventajas de los MEMS es que su superficie puede ser modificada 

químicamente para hacerla adecuada para el estudio de células u organismos vivos 

mediante sensores mecánicos, térmicos, ópticos, magnéticos, químicos o bioquímicos. 

Los BioMEMS no habrían conseguido muchos de los logros si no fuera posible la 

inmovilización de moléculas en su superficie. El amplio espectro de polímeros, proteínas 

(en especial los anticuerpos, que son capaces de reconocer específicamente 

epítopos concretos) y otras moléculas orgánicas, ha abierto una puerta para construir 

sensores y actuadores para el estudio de células y organismos vivos. Estas biomoléculas 

suelen asociarse a marcadores fluorescentes para facilitar la detección de procesos 

biológicos, la presencia o actividad de compuestos, o la expresión génica en 

microarrays (Eastman et al. 2006). En muchos casos, debido a la naturaleza de las 

moléculas y sus propiedades fisicoquímicas, todavía es un reto el enlace funcional a 

soportes sólidos (You et al. 2009), y estos procesos son todavía más complejos cuando 

la inmovilización se hace sobre superficies de dimensiones muy reducidas o en 

suspensión, como por ejemplo sobre micro y nanopartículas.  

Figura 5. Confluencia de las áreas de estudio de la Biología con las tecnologías de Microsistemas. 
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Para modificar las superficies de silicio, sin duda el material más utilizado en 

microelectrónica, la estrategia más común es la adhesión de moléculas mediante 

enlaces covalentes por funcionalización. La funcionalización es la utilización de grupos 

funcionales (reactivos) presentes en la superficie de un material, para unir 

covalentemente cualquier tipo de compuesto a esa superficie por métodos de síntesis 

química. Para la unión de la superficie y el compuesto de interés se utiliza una 

molécula puente que generalmente es un silano. Estos compuestos están formados por 

cadenas de átomos de silicio unidos covalentemente a átomos de hidrógeno 

(revisado por Shirahata et al. 2005). Como resultado, se obtienen MEMS funcionales 

bioquímicamente. Se muestra un ejemplo en la Figura 6.  

 

 

 

Una de las aplicaciones de la funcionalización es, como ya se ha comentado, la 

fabricación de microarrays. Hay muchos tipos distintos de microarrays. En los 

fabricados sobre superficies de silicio, por ejemplo, se pueden anclar oligonucleótidos 

de forma ordenada. Estas secuencias cortas de DNA de cadena sencilla pueden 

hibridar con  sus secuencias complementarias de DNA ó RNA para detectar la 

presencia ó ausencia de un gen (genotipado), ó la expresión génica (revisado por 

Mockler et al. 2005). También es posible anclar carbohidratos en regiones 

determinadas de su superficie para detectar diferentes tipos de lectinas (Park et al. 

2004) o viceversa (Shirahata et al. 2006).  

Figura 6. Modificación por funcionalización de una superficie de silicio con un silano.  
La superficie (A) se oxida en medio ácido para crear grupos silanol (-Si-OH) (B), que se hidrolizarán y 
reaccionarán con los grupos silanol del silano (C) dando un enlace covalente estable. El grupo 
aldehído (-CHO) del otro extremo del silano formará también un enlace covalente con una proteína 
que contenga un grupo funcional (D). Este grupo funcional será capaz de reconocer específicamente 
otra molécula, por ejemplo una proteína localizada en la membrana de una célula (E). 

Silicio 
Óxido de silicio 
Proteína con grupo funcional 
Proteína de membrana 
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La funcionalización puede usarse también para permitir la adhesión de células 

únicamente en regiones modificadas (Veiseh y Zhang 2006). Algunas proteínas como 

el colágeno permiten biocompatibilizar superficies para definir patrones sobre los 

cuales pueden adherirse células (Hsiung et al. 2008). En ensayos tipo sandwich, la 

funcionalización de la superficie de nanopartículas con oligonucleótidos y anticuerpos 

simultáneamente permite la detección de concentraciones muy bajas (por debajo de 

nM) de proteínas en solución (Oh et al. 2006). 

Otra estrategia bastante común en el recubrimiento de superficies, aunque menos 

estable y específica, es la adsorción, un proceso por el cual átomos, iones o moléculas 

son atrapados o retenidos en la superficie de un material por la formación de enlaces 

químicos débiles (quimisorción) o a consecuencia de las fuerzas de Van de Waals 

(fisisorción). El resultado es la formación de una película en la superficie de un cuerpo 

que puede, por ejemplo, facilitar la adhesión celular sobre la superficie de un detector 

(Teixidor et al. 2008). 

En las nuevas generaciones de sensores se está empezando a utilizar los 

microorganismos para modificar superficies. Su adaptabilidad al medio en el que viven 

ha permitido que se estén integrando con éxito en la fabricación de BioMEMS 

(revisado por Inham y van Hylckama Vlieg 2008). Su capacidad de secretar 

compuestos orgánicos como polisacáridos extracelulares o biominerales para formar 

biofilms, por ejemplo, se ha utilizado como base para crecer materiales en la superficie 

de los MEMS. Estos materiales de estructura compleja a micro y nanoescala pueden ser 

usados en procesos de litografía (Chan et al. 2004), o bien para modificar superficies y 

mejorar alguna de sus características (Nguyen et al. 2007). 

 

 

1.2.4   MICRO Y NANOPARTÍCULAS EN BIOLOGÍA CELULAR  

Actualmente, el uso de BioMEMS se ha limitado a aplicaciones extracelulares. Tan sólo 

existen algunas aproximaciones cercanas al diseño de BioMEMS intracelulares, pero se 

trata de dispositivos que se encuentran sólo parcialmente en el interior celular. En uno 

de los trabajos publicados, el dispositivo utilizaba nanofibras ópticas con un extremo 

introducido en el citoplasma celular para detectar la actividad enzimática de una 

caspasa (Kasili et al. 2004). En otro caso se ha logrado integrar un transistor de 

dimensiones nanométricas en el extremo de un filamento de silicio. Al introducir en la 

célula el extremo de este filamento recubierto por una bicapa lipídica, fue posible 

determinar de forma reproducible el potencial eléctrico intracelular de una única 

célula (Tian et al. 2010). La publicación más reciente presenta un endoscopio 
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consistente en un nanotubo de carbono en el extremo de una micropipeta de vidrio 

convencional. Este nanotubo puede ser introducido en una célula viva para 

transportar pequeñísimas cantidades de fluidos (Singhal et al. 2011). 

Paralelamente al desarrollo de BioMEMS que puedan actuar dentro de células vivas, se 

han realizado estudios con micro y nanopartículas. Ello permite analizar tanto la 

facilidad de interiorización como la posible toxicidad de los materiales que puedan ser 

de interés para la fabricación de BioMEMS (por ejemplo el silicio, uno de los más 

comúnmente utilizados en microelectrónica). 

 

1.2.4.1   Interiorización de Micro y Nanopartículas en Células Vivas 

La endocitosis es un proceso celular por el que las células interiorizan moléculas 

grandes o partículas, englobándolas mediante la invaginación o evaginación de la 

membrana plasmática y formando una vesícula que se incorpora al citoplasma. 

Dependiendo del material a interiorizar (cargo) existen diferentes vías de endocitosis 

(Figura 7).  

Las células interiorizan moléculas y partículas pequeñas por un mecanismo llamado 

pinocitosis. Prácticamente todas las células eucariotas invaginan continuamente zonas 

de su membrana plasmática en forma de pequeñas vesículas pinocíticas llenas de 

fluido extracelular. Este proceso puede estar mediado por clatrina, por caveolina o por 

mecanismos de endocitosis que no dependen de estas proteínas. Independientemente 

del mecanismo de entrada la mayoría de los procesos liberan el material transportado 

al endosoma temprano que se fusionará con una vesícula rica en enzimas hidrolíticos 

dando lugar a un lisosoma (revisado por Pelkmans y Helenius 2002).  

 

Figura 7. Vías de endocitosis en las células de mamíferos.  
La vía de endocitosis depende del tamaño, la naturaleza del material a interiorizar (moléculas, 
partículas, células enteras, fragmentos celulares,…) y el mecanismo de formación de la vesícula 
(revisado por Conner y Schmidt 2003). 
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La macropinocitosis es un proceso mediante la cuál se incorporan grandes cantidades 

de fluido extracelular. En la superficie celular se crean evaginaciones a modo de ola 

formando una gran vesícula interna o macropinosoma. El mecanismo de formación de 

los macropinosomas involucra a los mismos componentes que actúan durante la 

fagocitosis: los filamentos de actina y la proteína motora miosina. Se utiliza para captar 

alimento y renovar la membrana plasmática, y se activa durante el movimiento celular 

para transportar grandes porciones de membrana hacia el frente de avance. Algunas 

bacterias son capaces de inducirla para introducirse en los macropinosomas y evitar la 

fagocitosis.  

A parte de los procesos mencionados, algunos organismos unicelulares como las 

amebas o tipos celulares especializados como los macrófagos o las células dendríticas 

también tienen la capacidad de detectar partículas de gran tamaño y patógenos del 

medio externo, fagocitarlos e incorporarlos en vesículas llamadas fagosomas. Estos 

compartimentos celulares se fusionan con vesículas acídicas para formar un lisosoma y 

digerir su contenido. En estos casos, la adhesión y la posterior interiorización de las 

partículas depende de su carga (Thiele et al. 2001; Muñoz-Javier et al. 2006), que 

determina dos mecanismos distintos de fagocitosis (Swanson y Baer 1995). La superficie 

de la membrana plasmática tiene típicamente carga negativa (atribuible 

principalmente al ácido siálico presente en glicolípidos y glicoproteínas) con algunos 

dominios cargados positivamente. Cuando la partícula es hidrofóbica o está cargada 

positivamente, tiene una gran afinidad por las cargas negativas de la membrana y la 

célula forma seudópodos a su alrededor rápidamente, interiorizándola mediante un 

proceso análogo al denominado “mecanismo de cremallera”. En este caso, la 

membrana del fagosoma se ciñe alrededor de la partícula, formando un fagosoma 

compacto que inhibe o retarda la maduración de la vesícula (Thiele et al. 2003b). Este 

proceso también ocurre cuando la partícula crea interacciones ligando-receptor con 

la célula (Thiele et al. 2003a), mecanismo que utilizan algunas bacterias invasivas como 

Listeria o Yersinia para entrar en el citoplasma celular (Cossart y Lecuit 1998). Si la 

partícula tiene carga negativa, la membrana plasmática se evagina creando 

fagosomas mucho más laxos alrededor de la partícula; en este proceso, llamado 

“mecanismo de gatillo”, el citoesqueleto de actina se remodela más extensamente 

(Male 2006). 

Ciertos tipos celulares sin capacidad fagocítica inherente, como HeLa o fibroblastos, 

también son capaces de interiorizar partículas de tamaño micro y nanométrico 

(Slowing et al. 2006; Pan et al. 2007; Butoescu et al. 2009) mediante mecanismos de 

pinocitosis. 
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Hay varios factores que influyen en la respuesta de endocitosis de micro y 

nanopartículas. Hasta el momento se han publicado diversos trabajos que analizan 

este proceso en varios tipos celulares (Tabla 1). Sin embargo, debido a la gran 

heterogeneidad de las partículas estudiadas en cuanto a tamaños, materiales y 

recubrimientos, se hace difícil extraer conclusiones. 

Se ha detectado que, en células dendríticas, la respuesta fagocítica depende de la 

disposición estructural de las moléculas en la superficie de las partículas (en este caso 

nanopartículas), ya que moléculas con grupos con carga aniónica y grupos 

hidrofóbicos alternados penetran la membrana por difusión, mientras que cuando 

estos grupos tienen disposición aleatoria, las partículas tienden a quedar atrapadas en 

endosomas (Verma et al. 2008).  

La fagocitosis también depende de las características físicas del material con el cual 

están fabricadas o recubiertas las partículas. En macrófagos y células dendríticas, por 

ejemplo, la tasa de interiorización se reduce considerablemente cuando las partículas 

de ácido poli(láctico-co-glicólico) (poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA) se recubren 

con polímeros con carga positiva (Faraasen et al. 2003). Se conoce también que las 

partículas hidrofóbicas adsorben proteínas séricas más fácilmente que otras 

recubiertas con polímeros como polietilenglicol (polyethyleneglycol, PEG), lo cual hace 

que sean fagocitadas más rápidamente (Pan et al. 2007). Además, las partículas 

recubiertas con un antígeno reconocible por el tipo celular de estudio son fagocitadas 

con más facilidad (Thiele et al. 2003a), y las moléculas o partículas nanométricas con 

carga catiónica pueden difundir a través de la membrana celular para pasar al 

citoplasma (Lovrić et al. 2005).  

Como se ha comentado previamente, la tasa de interiorización de las partículas 

también depende de su tamaño, puesto que éste determinará su vía de entrada en la 

célula (revisado por Maysinger et al. 2007). Geiser y colaboradores (2005) por ejemplo, 

detectaron que las partículas de poliestireno de tamaños inferiores a 100 nm penetran 

por difusión o mediante interacciones adhesivas tanto en células con capacidad 

fagocítica (macrófagos) como sin ella (eritrocitos), quedando libres en el citoplasma, 

sin ningún recubrimiento de membrana. Por el contrario, las partículas de mayor 

tamaño tan solo eran interiorizadas por las células con capacidad fagocítica. Foged y 

colaboradores (2005) sugieren que las células dendríticas interiorizan por 

macropinocitosis partículas de poliestireno de entre 40 y 100 nm, mientras que las de 

mayor tamaño (hasta 15 µm) son fagocitadas; la interiorización es máxima cuando su 

tamaño es de 0,5 µm y, en partículas de tamaños superiores, la fagocitosis aumenta de 

forma considerable al modificar su superficie para darles carga positiva.  
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Tabla 1. Comparativa de estudios realizados sobre interiorización de micro y nanopartículas en 
diversos tipos celulares. 

tiempocarga superficial
potencial ζ (mV)recubrimientomaterial tamaño tipo celular autor estudioresultados estudio

24 h

-66,9
+41,4 / -53,0

+12,4 / -57,4 / -42,9
-60,1
-54,1

+20,1 / -44,4 / -26,9
-60,6

—
PrS / WGA

PLL / PA / TT
—
—

PLL / PA / TT
—

PS

4,5 µm
1 µm
1 µm
1 µm

0,5 µm
0,1 µm
0,1 µm

células dendríticas Foged et al. 2005

MP+ se endocitan más 
fácilmente que MP-. 

Tamaño óptimo <0,5 µm.
Citotoxicidad 

dependiente de tiempo y 
concentración.

macrófagos
células dendríticas 4 h

-16,9
-21,1

+45,7
+42,0
+38,2

-0,8

BSA
IgG humana

PEI
PLL 99
PLL 29 

—

PS 1 µm Thiele et al. 2003b

IgG favorece endocitosis, 
BSA la dificulta. Ambas en 
fagosomas ácidos (pH ≤ 5).

Las MP+ favorecen la 
endocitosis. Acidificación 

endosomal menor (pH ≥ 6).
Membrana fagosomal más 

laxa en MP- que en MP+.

24 h(-)—PS 1,5 µm macrófagos
células dendríticas

Kiama et al. 2001
Capacidad fagocítica:  

macrófagos > monocitos > 
células dendríticas > APC.

1h
12 h
18 h
24 h

(+)
(+)

– (sup. hidrofóbica)
PEG

oro

0,8 nm
1,2 nm
1,4 nm
15 nm cél. de melanoma

cél. epiteliales (HeLa)  

macrófagos
fibroblastos

Pan et al. 2007
Citotoxicidad (dosis y 

tamaño dependiente).
(0,8nm > 15nm)

fibroblastos

1h
2,5 h
6 h

24 h

(+)
(-)

11-MUAoro 2 nm Goodman et al. 2004
NP- prácticamente no 
tóxicas. Incremento de   

lisis celular con NP+.

3h
6 horo

-35,2

-33,1

-31,1

-38,0

MUS 34%:OT 66%

MUS 66%:OT 34%

MUS 66%:brOT 34%

MUS

4,9 nm

4,5 nm

4,3 nm

4,3 nm

células dendríticas Verma et al. 2008

Las NP+ crean agujeros 
transitorios de membrana 
asociados a citotoxicidad. 

Las NP- no. 
La ordenación de las 

moléculas superficiales en 
la NP reduce la disrupción. 

6 h
10 h

+12,81

+0,57

-3,25

-4,68

-34,73

FAP

GEGP

GP

AP

FITC

oro 
poroso

150 nm 
(2,4 nm poro)

células epiteliales 
(HeLa) Slowing et al. 2006

Las NP sin modificar no 
citotóxicas a las 96 h.

El recubrimiento altera la 
endocitosis (FAP facilita la 
endocitosis mediada por 

receptor; AP y GP por 
caveolas), y las cargas + 
facilitan la retención en 

endosomas.

1 h
2 h

s.d.
s.d.

—
lipoglicanos

PS
1 µm
6 µm

20 µm
macrófagos Kang et al. 2005

La activación del receptor 
de manosa en fagosomas 

reduce su fusión con los 
lisosomas.

4 h(-)—PS
78 nm
0,2 µm

1µm

macrófagos
eritrocitos

Geiser et al. 2005

Interiorización por difusión 
e interacciones adhesivas: 
partículas no rodeadas de 

membranas (<1µm). 
En NP <100nm la endocito-
sis no depende de carga.

4 h

+49,7 / +39,6
-19,5 / -19,5
-58,3 / -56,4

PLL
BSA
—

PS
1µm

4,5 µm
Thiele et al. 2001

La PLL (MP+) favorece la 
interiorización y madura-

ción de células dendríticas
A + tamaño, - endocitosis.

Pedraza et al. 2008

—
albúmina sérica

IgG
osteopontina

(-) / neutro / (+)
s.d.
s.d.
s.d.

30minmacrófagos
IgG, osteopontina e 

hidroxiapatita aumentan 
la tasa de fagocitosis.

3 µmPS
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IgG promueven fagocitosis 
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11-MUA = ácido 11-mercaptoundecanoico; α2GP = glicoproteína sérica humana α2; AP = 3-aminopropil; APC = células presentadoras de 
antígenos; APOH = hidroxiapatita; br-OT = 3,7 dimetiloctano-1-tiol; DPPC = 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina; FAP = (3-aminopropil)-N-folato; 
FITC = isotiocianato de fluoresceína; GEGP = 3-[N-(2-guanidinoetil)guanidino]propil; GP = guanidinopropil; IL-6 = interleucina 6; 
LPS = lipopolisacárido; MP- / MP+ = micropartículas con carga aniónica / catiónica; MUS = 11-mercapto-1-undecansulfonato; 
NP- / NP+ = nanopartículas con carga aniónica / caitónica; OT = octanetiol; PA = poli-d-l-alanina; PAH = poli(hidrocloruro de alilamina); 
PEI = polietilenimina; PGA = ácido poli-L-glutámico; PLGA = ácido poli (D,L láctico co-glicólico); PLL = poli-L-lisina; PLL-g-PEG = poli(L-lysina)-g-
poli(etilenglycol); PMASH = ácido polimetacrílico; PrS = protaminsulfato; PS = poliestireno; PSS = polistirensulfonato de sodio; RGD = péptido con la 
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Se ha sugerido que la vía y la tasa de interiorización de las partículas dependen del 

tipo celular de estudio. Los macrófagos, por ejemplo, presentan una tasa de 

fagocitosis tres veces mayor que las células dendríticas con partículas de poliestireno 

de 1 µm (Thiele et al. 2003b). Estas diferencias se deben probablemente a que mientras 

que los macrófagos eliminan cuerpos extraños y sustancias de deshecho para 

mantener limpio el organismo, las células dendríticas se ocupan de acumular antígenos 

para que sea posible iniciar la respuesta inmunitaria (Kiama et al. 2001). 
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1.2.4.2   Citotoxicidad de Micro y Nanopartículas 

Dependiendo del material, el tamaño, la carga y la composición de la superficie, la 

interiorización de las partículas en células es más o menos eficaz, de manera que el efecto 

tóxico que causan en los cultivos también varía dependiendo de estos parámetros.  

En términos generales, las nanopartículas se consideran potencialmente más tóxicas 

que partículas de mayor tamaño del mismo material. Su relación superficie/tamaño es 

muy alta de forma que, para una cantidad de material determinado, la superficie 

total expuesta que puede interaccionar con las células es mucho mayor. Las partículas 

pueden interaccionar con las células y causar toxicidad mediante mecanismos que 

dependen de la forma y porosidad de las partículas, la composición química del 

material y su estructura electrónica, el recubrimiento de su superficie (reactivo ó no) y 

la solubilidad de las partículas en el medio. Las especies químicas de su superficie son 

un parámetro determinante y contribuyen claramente en la citotoxicidad, pues 

interactúan con el ambiente celular y pueden variar dependiendo de los cambios en 

factores ambientales como el pH ó la incidencia de luz UV (revisado por Nel et al. 

2006) (Figura 8). 

Figura 8. Mecanismos de interacción de micro y nanopartículas con moléculas y células. 
La interacción de las partículas depende de la composición del material, la estructura 
electrónica, los recubrimientos de su superficie (activos ó pasivos) y su solubilidad (Nel et al. 2006). 
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En macrófagos, las nanopartículas tienen un efecto tóxico mayor que las 

micropartículas fabricadas en el mismo material, aunque estas últimas incrementan la 

producción de citocinas que activan la respuesta inflamatoria (Choi et al. 2009). Sin 

embargo, Vallhov y colaboradores (2007) detectaron que, en células dendríticas, 

partículas de silicio poroso de tamaño micrométrico presentaban mayor citotoxicidad 

que las mismas partículas de tamaño nanométrico. La intensidad de la respuesta 

inmunitaria y la tasa de interiorización de micropartículas en las células dendríticas 

también eran más intensas que en macrófagos, en los cuales la viabilidad se veía 

menos afectada en presencia de micropartículas. 

Estos resultados tan diversos podrían deberse a que los estudios se han realizado con 

partículas de materiales distintos, pero también a las enormes diferencias en la 

respuesta celular dependiendo de pequeñas variaciones en el tamaño de las 

nanopartículas. Por ejemplo, Pan y colaboradores (2007) observaron que en 

fibroblastos, macrófagos, células epiteliales y de melanoma, mientras que partículas 

de oro de 1,2 nm de diámetro provocan la muerte celular por apoptosis, las de 1,4 nm 

lo hacen por necrosis y al cabo de aproximadamente 12 h. Además, la citotoxicidad 

de estas nanopartículas es entre 60-100 veces mayor que la provocada por partículas 

de 15 nm del mismo material, y su toxicidad aumenta cuando su superficie está 

cargada positivamente (Goodman et al. 2004). Así pues, lo más probable es que la 

señalización y las vías de interiorización de micro y nanopartículas sean distintas. Se ha 

propuesto que las diferencias de citotoxicidad podrían deberse a que las 

micropartículas al ser endocitadas quedan aisladas en vesículas, mientras que las 

nanopartículas quedan libres en el citoplasma y pueden interaccionar directamente 

con las moléculas que se encuentran en él (Pan et al. 2007).  

Otro parámetro que puede afectar a la viabilidad celular es la estructura electrónica 

de las moléculas que se encuentran en la superficie de las partículas, que afecta 

directamente a su reactividad. Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, 

la carga de las partículas en su superfície (el potencial ζ) influye en su vía de 

interiorización en las células. Se conoce, por ejemplo, que las moléculas o partículas 

nanométricas con carga catiónica pueden difundir a través de la membrana celular 

para pasar al citoplasma. Esto parece estar relacionado con su capacidad de formar 

ROS y su mayor efecto citotóxico (Verma et al. 2008). 

Para que estos resultados fueran concluyentes sería necesario poder comparar cada 

tipo celular analizado con los diferentes materiales y tamaños de partículas, pero tan 

solo existen algunos estudios al respecto. En macrófagos, se ha descrito que las 

partículas de poliestireno de 1, 6 y 20 µm no son citotóxicas después de 2 h en 

contacto con las células (Kang et al. 2005a), ni después de 4 h cuando están 
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carboxiladas (por lo menos las partículas de 1 µm) (Thiele et al. 2003a). Tampoco se ha 

detectado toxicidad después de 6 h con partículas de PLGA de entre 1 y 10 µm en el 

mismo tipo celular (Faraasen et al. 2003). No obstante, como se ha comentado en el 

párrafo anterior, después de 24 h con partículas de oro de entre 0,8 y 15 nm, el efecto 

citotóxico es visible y la toxicidad se relaciona con el tamaño y no con el material (Pan 

et al. 2007), aunque no se conoce el efecto causado por partículas de oro 

micrométricas. 

En células dendríticas no se ha detectado ningún efecto citotóxico después de 

incubarlas durante 6 h con partículas de PLGA de entre 1 y 10 µm (Faraasen et al. 

2003), o 24 h con partículas de poliestireno  de entre 40 nm y 15 µm (Foged et al. 2005). 

Después de 48 h con partículas de silicio poroso de entre 270 nm y 2,5 µm también se 

detectan niveles muy bajos de citotoxicidad, aunque los autores intuyen que ésta 

depende directamente del tamaño y la concentración de partículas (Vallhov et al. 

2007).  

La concentración de partículas analizado en cada estudio es tan diverso como los 

tamaños testados, lo cual dificulta aún más un análisis global. De todas formas, a partir 

de estos estudios queda claro que algunos materiales son biocompatibles en tamaños 

adecuados para la fabricación de microdispositivos intracelulares. Para que en el 

futuro sea posible utilizar algunos de ellos con este fin, deben ser a la vez compatibles 

con las tecnologías de fabricación de microelectrónica. 

 
 

1.2.4.3   Aplicaciones de Micro y Nanopartículas  

A pesar de que no se tiene un conocimiento profundo sobre el efecto a la exposición 

de partículas en células u organismos y su metabolización, micro y nanopartículas se 

están empezando a utilizar en estudios clínicos y celulares. Todavía no se conoce bien 

su toxicidad, son poco funcionales y sus aplicaciones son limitadas (Murthy 2007), pero 

su presencia en estas áreas de estudio es cada vez mayor. Uno de los materiales más 

estudiados es el óxido de titanio, TiO2, que se comercializa en forma de micropartículas 

(como pigmento blanco en pinturas) y de nanopartículas (en cremas solares, actúa a 

modo de pantalla y refleja la luz visible y UV). Con este material se han realizado 

multitud de estudios de citotoxicidad (revisado por Johnston et al. 2009), pero todavía 

hoy en día no queda claro qué riesgo comporta para la salud su utilización en la 

industria. 

En el ámbito clínico, la nanomedicina pretende mejorar el diagnóstico, tratamiento y 

prevención de enfermedades, así como preservar y mejorar la salud y calidad de vida. 
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En estos momentos se focaliza en mejorar el diagnóstico in vivo e in vitro, desarrollar 

nuevos sistemas más efectivos de suministro y dosificación de fármacos y desarrollar 

tecnologías para la ingeniería tisular y la medicina regenerativa (Samitier 2009). En 

diagnóstico clínico, por ejemplo, se está trabajando en el desarrollo de nanopartículas 

magnéticas como contrastantes para la resonancia magnética nuclear (Wagner et al. 

2004; Silva 2006). También se están desarrollando sistemas con partículas para modular 

la liberación de fármacos in vitro e in vivo (revisado por Ferrari 2005), por ejemplo 

nanopartículas adheridas a bacterias, que se liberan cuando estas últimas entran en 

contacto con células en cultivo (Akin et al. 2007). 

En cultivos, prácticamente todos los trabajos con micro y nanopartículas están dirigidos 

a analizar su citotoxicidad. Se han utilizado nanopartículas magnéticas con el fin de 

orientar la división celular al aplicarles un campo magnético (Wilhelm y Gazeau 2008). 

No obstante, es obvio que este campo está aún en desarrollo.  

 

 

1.2.5   MINIATURIZACIÓN DE LOS BIOMEMS PARA EL ESTUDIO DESDE EL INTERIOR CELULAR 

Micropartículas y nanopartículas se fabrican mayoritariamente mediante síntesis 

química. Modificando parámetros como la temperatura o la concentración de 

solvente y surfactante es posible tener cierto control en lo relativo al tamaño y la 

morfología de las partículas. Este método permite obtener una gran cantidad de 

partículas pero, sin embargo, conlleva de forma inherente una serie de limitaciones 

como la dificultad de obtener partículas con formas complejas o compuestas por 

varios materiales cada uno con una forma específica.  En este punto es donde la 

fabricación de micro y nanopartículas mediante procesos fotolitográficos y técnicas 

de microelectrónica, como las que se aplican para la fabricación de MEMS, presenta 

una ventaja competitiva.  En este caso, las tecnologías de microsistemas permiten 

definir con exactitud las tres dimensiones de las partículas, darles formas complejas, así 

como combinarlas con otros materiales con geometrías controladas. Por lo tanto, la 

fabricación basada en estas tecnologías abre la posibilidad a la futura fabricación de 

sofisticados sensores intracelulares.  

MEMS y BioMEMS ofrecen un método de estudio para los organismos vivos en la misma 

escala de tamaño que las micro y nanopartículas, con sus mismas ventajas, pero con 

un potencial mucho mayor como sensores o actuadores a nivel celular. Para poder ser 

introducidos en células vivas, los BioMEMS deben cumplir dos requisitos: ser 

suficientemente pequeños para poder introducirse en el interior celular y ser 

biocompatibles. 
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El desarrollo de BioMEMS miniaturizados hasta alcanzar tamaños de unas pocas micras 

significaría un progreso importante en el estudio celular. Pero aunque estas 

herramientas todavía no están disponibles, la tecnología necesaria para producirlos sí 

lo está. Tal y como predijo la ley de Moore, las tecnologías de semiconductores como 

el silicio han evolucionado hasta obtener dispositivos de tamaño por debajo de la 

micra (Moore 1995), y en la actualidad, con más de 40 años de experiencia, se 

fabrican componentes de menos de 50 nm. También es posible producir en masa y a 

bajo coste estructuras complejas de dimensiones micro o submicrométricas con gran 

adaptabilidad y precisión (Voldman et al. 2003).  

Recientemente, Tasciotti y colaboradores (2008), utilizaron micropartículas de silicio 

poroso, fabricadas utilizando procesos fotolitográficos, con nanopartículas asociadas a 

moléculas (quantum dots y nanotubos de pared simple unidos a PEG e isotiocianato 

de fluoresceína) que se liberaban en contacto con la membrana plasmática de 

células en cultivo. Aún no se ha descrito ningún sistema capaz de analizar y 

caracterizar células u organismos vivos sin causarles daño alguno, pero estos BioMEMS 

biocompatibles y biodegradables podrían ser utilizados en el futuro para la liberación 

controlada de fármacos, y son un claro ejemplo de que las tecnologías de 

microsistemas pueden ser una herramienta clave para ello. 

La convergencia de la microelectrónica con áreas de estudio tan diversas como las 

ciencias de materiales, óptica, química molecular o biología ofrece un gran potencial 

para el desarrollo de microherramientas intracelulares para el estudio de células vivas. 

Estos BioMEMS podrían ser de gran utilidad en diagnóstico clínico, toxicología, 

inmunología, genética, biología celular y molecular, y estudios en célula única. En este 

sentido, Ferrari y colaboradores (Ferrati et al. 2010; Serda et al. 2010) están trabajando 

en el desarrollo de micropartículas de silicio mesoporoso capaces de alojar y proteger 

vectores como nanopartículas que puedan ser dirigidas específicamente en el interior 

celular con finalidades terapéuticas.  

El diseño y fabricación de sistemas intracelulares (sensores y/o actuadores) permitiría 

analizar o modificar in situ los parámetros celulares a tiempo real durante el periodo de 

tiempo deseado, manipular a micro y nanoescala, y realizar estudios multidisciplinares 

más complejos en células vivas individuales (Gefen y Balaban 2008). El logro de estos 

objetivos proporcionaría información más precisa que ayudaría a comprender mejor el 

funcionamiento celular y su interacción con el medio.  
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El estudio que se presenta a continuación se enmarca dentro de los proyectos 

MINAHE II (TEC2005-07996-C02) y MINAHE III (TEC2008-06883-C03), los cuales tienen 

como objetivo principal la fabricación y caracterización de micro y nanoherramientas 

para el estudio de células vivas. Concretamente, el objetivo final de dichos proyectos 

es diseñar y fabricar dispositivos (BioMEMS) que permitan el estudio individualizado de 

células vivas desde su interior o su exterior.  

Estos dispositivos, en el futuro, deberán ser capaces de llevar a cabo diversas 

funciones, detectar parámetros celulares y actuar en consecuencia. La modificación 

de la superficie de estos dispositivos con moléculas específicas haría posible dirigirlos 

hacia estructuras celulares concretas (membrana plasmática, núcleo, etc) pero 

también usarlos para la detección de moléculas específicas presentes en las células 

(por ejemplo la activación de caspasas, el incremento de ROS o las variaciones de 

concentración de Ca2+). 

El presente trabajo corresponde a la fase inicial del proyecto, y pretende sentar 

las bases para el desarrollo de BioMEMS que puedan ser interiorizados en células 

para aplicaciones en célula única viva. Basándonos en este objetivo principal, 

era necesario seleccionar un material biocompatible apropiado para la 

fabricación de los MEMS, optimizar un sistema de modificación química con 

biomoléculas para su funcionalización, y determinar un sistema de interiorización 

para que los BioMEMS fabricados puedan ser introducidos en el citoplasma 

celular. 

Además, como primera aproximación para demostrar la utilidad de estos dispositivos 

en estudios de célula única viva, nos propusimos diseñar un sistema de etiquetaje 

individual de células en cultivo utilizando las micropartículas fabricadas. 
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Teniendo en cuenta lo expuesto, nos planteamos los siguientes objetivos concretos: 

 

 

1. Diseñar micropartículas de silicio y polisilicio fabricados mediante técnicas 

microelectrónicas basadas en procesos fotolitográficos, adecuadas para 

aplicaciones en biología celular.  

2. Valorar la capacidad de interiorizar micropartículas de silicio y polisilicio en células 

vivas en cultivo con capacidad fagocítica (macrófagos), y determinar su destino 

intracelular. 

3. Analizar la citotoxicidad que puedan causar las micropartículas al ser fagocitadas 

por macrófagos o bien microinyectadas en embriones de ratón en estadio de 

pronúcleos. 

4. Desarrollar un sistema de etiquetaje con micropartículas codificadas para el 

seguimiento individual de células con y sin capacidad fagocítica. 

5. Modificar la superficie de micropartículas y códigos utilizando distintas técnicas y 

grupos funcionales, y seleccionar la técnica más adecuada para dirigir las 

micropartículas de forma controlada a una estructura celular de interés. 
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3.1. MICROPARTÍCULAS 

 

3.1.1   CARACTERÍSTICAS DE LAS MICROPARTÍCULAS 

Se diseñaron y fabricaron tres tipos de micropartículas utilizando dos materiales distintos: 

silicio y polisilicio. Los dos primeros tipos de micropartículas tienen forma cilíndrica, de 3 µm 

de diámetro x 1,5 µm (10,60 µm3; silicio) o 0,5 µm (3,53 µm3; polisilicio) de espesor, con dos 

caras planas para la futura implementación de un sensor o actuador. De ahora en 

adelante las llamaremos “Si-MP” ó “pSi-MP” según si se fabricaron en silicio o polisilicio 

respectivamente. El tercer tipo de micropartículas, diseñado para la codificación de 

células vivas individuales, se fabricó en polisilicio. Sus dimensiones se fijaron en 10 µm x 6 µm 

de lado y 0,5 µm de espesor, con un volumen máximo de 30 µm3. Se definieron con 8 

regiones pentagonales (bits), de 1 µm de lado como mínimo, que pueden combinarse para 

definir 256 códigos distintos. De ahora en adelante nos referiremos a ellas como “códigos”.   

Como control para los estudios de interiorización y citotoxicidad se eligieron esferas 

comerciales de poliestireno, fluorescentes en el espectro del amarillo-verde, de 3 µm de 

diámetro (14,14 µm3) (17155-2, Polysciences Inc.). Se seleccionaron porque se ha 

demostrado que son fagocitadas por macrófagos, y no son citotóxicas (Thiele et al. 2003). 

Se eligió este tamaño por ser lo más similar posible al de las Si-MP y pSi-MP. Las llamaremos 

“PS-MP”.  

La figura 9 resume las características de las distintas micropartículas que se han utilizado. 

7 

Figura 9. Características de las micropartículas utilizadas en este trabajo. 
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3.1.2   FABRICACIÓN DE LAS MICROPARTÍCULAS 

Las micropartículas de silicio y polisilicio se fabricaron a partir de obleas de silicio 

utilizando técnicas de microsistemas (Figura 10A). En el caso de partículas de  polisilicio, 

después de depositar una capa sacrificial de óxido de silicio (Figura 10B), se depositó 

una capa de polisilicio (Figura 10C); el grosor de esta capa, de precisión nanométrica, 

definió las dimensiones verticales de la micropartícula (0,5 µm). Para fabricar las 

partículas de silicio se partió de una oblea SOI (Silicon On Insulator) compuesta por una 

capa de 1,5 µm de silicio sobre una capa enterrada de óxido de silicio. Las 

dimensiones laterales se definieron con precisión por debajo de la micra mediante un 

proceso fotolitográfico. Para ello se depositó una capa de fotoresina (Figura 10D) que 

fue expuesta a luz UV a través de una máscara en la cual estaban definidas las 

geometrías de las estructuras (Figura 10E). Tras revelar la resina (Figura 10F), es decir, 

eliminar las zonas expuestas, el polisilicio se atacó mediante grabado seco (Figura 

10G). En este momento del proceso, las partículas estaban definidas pero físicamente 

unidas a la oblea. Finalmente se eliminó la fotoresina restante (Figura 10H), y se 

liberaron las estructuras mediante un ataque sacrificial del óxido enterrado. Para su 

posterior manipulación, se recogieron en etanol absoluto y fueron resuspendidas 

mediante ultrasonidos. 

Ésta metodología permite la obtención de más de 150 x 106 micropartículas tipo 

cilindro y más de 45 x 106 tipo código por cada oblea de 4 pulgadas procesada, con 

forma y dimensiones controladas.  

Figura 10. Fabricación de códigos de polisilicio mediante tecnología de microsistemas.  
Oblea de silicio como substrato (A). Deposición de una capa de óxido de silicio como capa 
sacrificial (B) y una capa de polisilicio como capa estructural (C). Proceso fotolitográfico para 
definir las dimensiones laterales de los códigos: depósito de fotoresina (D) y exposición a luz UV 
(E). Revelado de la fotoresina (F). Grabado en seco DRIE del polisilicio (G). Eliminación de la 
fotoresina restante (H) y ataque de la capa sacrificial con vapores de HF para liberar los 
códigos (No mostrado en la figura).  
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3.1.3   FUNCIONALIZACIÓN DE LA SUPERFICIE DE LAS MICROPARTÍCULAS DE POLISILICIO 

Para la codificación de células sin capacidad fagocítica fue necesaria la 

modificación química de la superficie de las micropartículas con grupos funcionales 

(funcionalización) que permitieran su adhesión selectiva a la membrana plasmática 

de las células. La funcionalización se realizó tanto en pSi-MP como en códigos para 

valorar si ésta se veía afectada en función del tamaño y la forma de las 

micropartículas. Se evaluaron dos metodologías de modificación de superficie 

distintas: adhesión de la molécula por adsorción, y modificación a través de enlaces 

covalentes utilizando como molécula puente un silano.  

La superficie de las micropartículas de polisilicio fue funcionalizada con dos tipos de 

proteínas. En primer lugar se seleccionó una inmunoglobulina G (IgG) de cabra anti-

ratón conjugada con Alexa Fluor 488 (IgG488; A11017, Molecular Probes), de emisión 

en espectro del verde al excitarla con luz de una longitud de onda alrededor de los 

488 nm. En segundo lugar se eligió una lectina, la aglutinina de germen de trigo 

(Wheat Germ Agglutinin, WGA) conjugada con Texas Red®-X (WGA561; W21405, 

Invitrogen), que emite en el espectro del rojo al excitarla con luz alrededor de los 

561 nm. Para que ambos protocolos fueran comparables, en todos los casos se 

utilizaron 200 µg/ml de proteína (IgG488 ó WGA651) para modificar una superficie total 

de 45· 106 µm2 (525.000 códigos ó 1.750.000 pSi-MP).  

En la figura 11 se puede ver un esquema de los dos procesos de funcionalización de 

superficies realizados, que se describen a continuación. 

 

3.1.3.1   Adsorción 

La modificación de las micropartículas por adsorción se hizo en base a la patente de 

Gustafson y colaboradores (1989).  

En primer lugar se eliminó el etanol y se dejó secar las micropartículas 1 h a 65ºC 

para facilitar la creación de una capa de óxido nativo en la superficie de las 

micropartículas en contacto con el aire. A continuación, las micropartículas se 

resuspendieron en tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) con un 

0,1% de azida sódica y, para evitar agregaciones, se disgregaron mediante 

ultrasonidos durante 15 min a temperatura ambiente (TA). Pasado este tiempo, se 

añadió la proteína de interés (IgG488 ó WGA561), que se incubó durante toda la 

noche (overnight) a TA y en agitación en el mismo tampón. Al día siguiente, las 
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partículas se lavaron por triplicado centrifugando a 14.000 revoluciones por minuto 

(rpm) a 4ºC en PBS con un 2,5% de sacarosa, 0,25% de albúmina sérica bovina 

(Bovine Serum Albumin, BSA), y 0,05% de azida sódica. Finalmente, las 

micropartículas se resuspendieron en PBS y se guardaron a 4ºC hasta el momento 

de su utilización. 

 

 

Figura 11. Esquema de los protocolos de adsorción y unión covalente empleados para 
modificar la superficie de las pSi-MP y los códigos. 
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3.1.3.2   Unión covalente 

Después de eliminar el etanol, las micropartículas se lavaron en agua desionizada y se 

incubaron en una solución ácida con un 70% de ácido sulfúrico y un 30% peróxido de 

hidrógeno (H2O2) en volumen (v/v), para oxidar la superficie y crear grupos hidroxilo (-OH) 

unidos al silicio (grupos silanol, -Si-OH). Para evitar agregaciones y obtener una oxidación 

uniforme, la incubación se realizó en sonicación continuada durante 1 h a TA. A 

continuación, se eliminó la solución de oxidación y los grupos hidroxilo se activaron en 

una solución básica de agua desionizada con hidróxido de amonio (NH4OH) y peróxido 

de hidrógeno  en proporción 5:1:1 (v/v/v), en sonicación constante durante 30 min.  

Después de un lavado con agua desionizada y otro con etanol absoluto, las 

micropartículas se sumergieron en etanol absoluto con un 5% de tampón acetato 

(CH3COOH) y 5% del silano trietoxisilil undecanal (TESUD, SIT8194.0, Gelest); se sonicaron 

de nuevo durante 15 min para disgregarlas totalmente, y se incubaron durante 2 h en 

agitación a 2.000 rpm para permitir una silanización lo más uniforme posible (Kang et al. 

2008; Shirahata et al. 2008). El proceso de silanización tiene lugar en dos pasos: a) los 

grupos etoxi (-O-CH2-CH3) del TESUD se hidrolizan para dar grupos silanol y b) los grupos 

silanol generados reaccionan con los grupos silanol de la superficie oxidada de la 

partícula en un proceso de condensación donde se forma un enlace covalente siloxano 

(-Si-O-Si-) y se libera una molécula de agua. Puesto que este enlace es reversible con el 

agua, tras dos lavados en etanol absoluto, las micropartículas se secaron a 90ºC durante 

1 h para eliminar completamente el agua de la superficie y fijar los enlaces siloxano.  

Para disgregar de nuevo las micropartículas, se resuspendieron en una solución de PBS con 

cianoborohidruro sódico (NaBH3CN) 5 mM y se sonicaron durante 15 min a TA. A 

continuación se añadió la proteína (IgG488 ó WGA561) y se dejó incubando overnight a TA en 

esta solución para permitir la unión covalente de la proteína al grupo aldehído (-COH) 

presente en el otro extremo de la molécula de silano. En estas condiciones, el grupo 

aldehído del TESUD reacciona con los grupos amino de la proteína para dar un enlace tipo 

imina (-C=N-) que, al reducirse con el cianoborohidruro sódico, forma una amina secundaria 

(-C=NH) mucho más estable. Finalmente, las micropartículas se lavaron a 4ºC, primero en 

una solución de PBS con 1% de BSA y luego dos veces más en PBS, para eliminar la proteína 

sobrante. Se resuspendieron en PBS y se guardaron a 4ºC hasta el momento de su utilización. 

Las micropartículas se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min en todos los lavados 

realizados en medio acuoso. En soluciones alcohólicas las micropartículas precipitan con 

mayor facilidad, y en estos casos la precipitación se realizó a 14.000 rpm durante 5 min. 

El esquema de los procesos que implica la técnica de funcionalización química 

descrita se pueden observar en la Figura 12.  
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Selección del Silano 

Aunque finalmente se seleccionó el TESUD como molécula puente para la 

funcionalización mediante unión covalente, durante la fase previa de selección del 

silano se testaron dos compuestos más: (3-glicidiloxipropil) trimetoxisilano (GPTMOS; 

440167, Aldrich) y (3-aminopropil) trimetoxisilano (APTMOS; 281778, Aldrich). La 

estructura química de todos ellos se muestra representada en la Figura 13. 

La modificación covalente con GPTMOS se realizó de forma muy similar a la descrita 

para el TESUD. En este caso, para la incubación de las micropartículas en etanol con el 

5% de silano, el etanol debía estar totalmente deshidratado. Fue necesario eliminar el 

agua con un agente secuestrante, la resina molecular siever de 4Å (2707, Mallinckrodt 

Baker), durante un mínimo de 24 h. El etanol anhidro evitó que el anillo funcional epoxi 

del GPTMOS, inestable en presencia de agua, se abriera e inactivara. Las partículas se 

disgregaron por sonicación durante 5 min antes de dejarlas incubando en esta 

solución en agitación constante overnight. Fue necesario añadir un segundo cambio 

en el procedimiento: la incubación de las micropartículas con la proteína se realizó en 

tampón carbonato 0,1 M (pH 8), para evitar que el GPTMOS, que reacciona 

rápidamente con las aminas primarias de los residuos de lisina que se encuentran en 

las proteínas, diese lugar a hidroxilaminas inestables.  

 

Figura 12. Códigos de polisilicio modificados mediante unión covalente con WGA561.  
La superficie de polisilicio (A) se oxida en medio ácido para crear grupos silanol (-Si-OH) (B), que se 
hidrolizarán y reaccionarán con los grupos silanol del TESUD formando un enlace covalente (C). El 
grupo aldehído (-CHO) del otro extremo del silano forma a su vez enlace covalente con la proteína 
WGA (D), que reconoce específicamente oligosacáridos de proteínas de membrana (E). 
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Para la funcionalización covalente con APTMOS se siguió el protocolo descrito para la 

modificación con TESUD, exceptuando la incubación con la proteína y los lavados 

previos. Después de la silanización las micropartículas se lavaron dos veces en etanol y 

se incubaron en una solución de tampón carbonato (KHCO3) 0,1 M (pH 8) con 2,5% de 

glutaraldehído (OHC-(CH2)3-CHO) durante 1 h; este reactivo es imprescindible para que 

el silano pueda interaccionar con la proteína. A continuación, las micropartículas se 

lavaron por triplicado en tampón carbonato, se dispersaron en ultrasonidos y se 

incubaron overnight a 4ºC con la proteína en tampón carbonato  con cianoborohidruro 

sódico 50 mM. Estas modificaciones del protocolo permiten que los grupos aldehído de 

ambos extremos del glutaraldehído reaccionen con las aminas primarias del APTMOS y 

de los residuos lisina de la proteína, formando dos grupos imino que el cianoborohidruro 

reduce selectivamente para formar aminas secundarias estables. 

 

Evaluación del Proceso de Silanización 

Para corroborar que tanto el proceso de oxidación como la posterior silanización se 

hubieran realizado correctamente, se adaptó el protocolo descrito por Kang y 

colaboradores (2005). Se seleccionó un silano con un grupo amino-terminal (APTMOS), 

que se incubó con isotiocianato de rodamina B (83692, Fluka), un fluoróforo que emite 

en el espectro del rojo y reacciona fácilmente con las aminas primarias del silano a 

través del grupo isotiocianato. De este modo, el isotiocianato de rodamina B puede 

formar un enlace covalente con el APTMOS. Teniendo en cuenta el peso molecular y 

Figura 13. Estructura química y grupos reactivos de los silanos.  
(A) TESUD, (B) GPTMOS y (C) APTMOS. 
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el tamaño de la molécula, ésta no puede quedar unida al polisilicio de forma 

inespecífica. Este ensayo se realizó sobre superficies de polisilicio de 1 cm2.  

Después del tratamiento de activación de los grupos hidroxilo en una solución básica, 

las superficies de polisilicio se incubaron a TA en una solución con un 5% (v/v) de 

APTMOS y un 5% (v/v) de tampón acetato 0,1 M (pH = 5,2) en etanol. Después de 2 

horas, las superficies se lavaron dos veces con etanol, se secaron durante 20 minutos a 

120ºC, y se incubaron overnight a TA con una solución 20 mM de isotiocianato de 

rodamina B en dimetilformamida, (CH3)2NC(O)H. Esta molécula emite en la longitud 

de onda del rojo, con un máximo a 573 nm. Los substratos se lavaron con sonicación 

constante en dimetilformamida, cloroformo y etanol sucesivamente, y se secaron 

completamente. Las muestras control se prepararon exactamente igual pero sin 

APTMOS. Las muestras modificadas con silano y los controles negativos se observaron 

en el microscopio de fluorescencia para determinar la eficiencia de la silanización. 

 

 

3.1.3.3   Valoración de la Eficiencia y la Estabilidad de la Funcionalización 

Las micropartículas modificadas con IgG488 ó WGA651 se mantuvieron en medio de 

cultivo MEM (22561, Gibco) suplementado con FBS al 20% a 37ºC, 5% CO2 durante 5 

min (tiempo “0”), 2, 4 y 8 días para valorar la eficiencia y la estabilidad de la 

funcionalización en condiciones estándar de cultivo celular.  

Pasado el tiempo de incubación, la micropartículas se observaron en el CLSM (TCS SP2 

AOBS) con un software LASAF Lite 1.8.1 (Leica). Previamente a la captura de las 

imágenes, las condiciones de los lásers de emisión en 488 nm (para las micropartículas 

modificadas con IgG488) y 561 nm (micropartículas modificadas con WGA561) se ajustaron 

y fijaron para poder observar la máxima gradación de intensidad lumínica sin obtener 

imágenes de fluorescencia saturadas. Para cada condición a analizar se capturaron al 

azar entre 27 y 37 imágenes de micropartículas en campo claro y fluorescencia de 

forma secuencial. 

La cuantificación del grado de inmovilización de las proteínas en la superficie de las 

micropartículas y su estabilidad en función del tiempo se llevó a cabo analizando las 

imágenes captadas de cada una de las partículas con el programa Metamorph 5.1 

(Molecular Devices). Para determinar la intensidad media de fluorescencia de cada 

micropartícula se tuvieron en cuenta todos los píxeles localizados en la región de la 

partícula, definida en base a la imagen de campo claro (Figura 14).  
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La eficiencia de la funcionalización se calculó como el porcentaje de micropartículas a 

tiempo “0” con una intensidad de fluorescencia media superior al 5% (valor de 12,8 en 

unidades arbitrarias) del valor máximo (255). Tras descartar aquellas partículas con una 

intensidad de fluorescencia media inferior al 5% del valor máximo, considerando que estas 

partículas no se habían modificado, las intensidades medias de fluorescencia obtenidas 

para cada tiempo de cultivo, tipo de micropartícula y protocolo de funcionalización 

fueron analizadas estadísticamente utilizando el test de Mann-Whitney (dos colas). 

 

 

  

3.2. TIPOS CELULARES Y ANÁLISIS REALIZADOS 3.2. TIPOS CELULARES Y ANÁLISIS REALIZADOS 

  

En este trabajo se han utilizado tres tipos celulares distintos.  En este trabajo se han utilizado tres tipos celulares distintos.  

Para analizar la citotoxicidad de las micropartículas de silicio y polisilicio y determinar su 

destino intracelular, se utilizó una línea celular de monocitos humanos (THP-1) 

diferenciados a macrófagos, ya que su capacidad fagocítica innata permitía 

introducir las micropartículas en las células sin aplicar ningún tratamiento adicional al 

cultivo. Por el mismo motivo, esta línea celular también se utilizó para realizar el 

seguimiento de células individuales en cultivo etiquetadas con códigos de polisilicio. 

Para analizar la citotoxicidad de las micropartículas de silicio y polisilicio y determinar su 

destino intracelular, se utilizó una línea celular de monocitos humanos (THP-1) 

diferenciados a macrófagos, ya que su capacidad fagocítica innata permitía 

introducir las micropartículas en las células sin aplicar ningún tratamiento adicional al 

cultivo. Por el mismo motivo, esta línea celular también se utilizó para realizar el 

seguimiento de células individuales en cultivo etiquetadas con códigos de polisilicio. 

Los estudios de citotoxicidad se ampliaron con el estudio de embriones de una cepa 

híbrida de ratón (B6CBAF1). Se eligió este tipo celular por su gran sensibilidad, puesto que 

cualquier alteración impide el desarrollo correcto y provoca el bloqueo de los embriones. 

Los estudios de citotoxicidad se ampliaron con el estudio de embriones de una cepa 

híbrida de ratón (B6CBAF1). Se eligió este tipo celular por su gran sensibilidad, puesto que 

cualquier alteración impide el desarrollo correcto y provoca el bloqueo de los embriones. 

Figura 14. Procedimiento de valoración de la eficiencia de inmovilización de grupos funcionales 
en la superficie de micropartículas de polisilicio. 
Códigos (A-E) y pSi-MP (F-J) funcionalizados con IgG488 y WGA651 respectivamente. A partir de 
las imágenes de campo claro (A-B, F-G) se definió el área de cada micropartícula (B, G) 
susceptible de emitir fluorescencia en el espectro del verde (C-D) o del rojo (H-I); se valoró la 
intensidad media de todos los píxeles contenidos en esta región (E, J).  

H C D H I
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Por último, se escogió una línea celular de fibroblastos (Vero) para valorar el 

seguimiento en cultivo de células individuales sin capacidad fagocítica mediante 

códigos de polisilicio modificados químicamente con la lectina WGA, por su 

capacidad de unirse selectivamente a oligosacáridos de la membrana plasmática de 

cualquier tipo celular.  

 

3.2.1   MONOCITOS / MACRÓFAGOS THP-1 

Las células de la línea monocítica humana THP-1 (ECACC No.88081201) se mantuvieron 

a 37ºC y 5% CO2 en medio de cultivo RPMI 1640 (21875-034, Gibco) suplementado con 

Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum, FBS; 10106-169, Gibco) al 20%.  

Estas células se diferenciaron a macrófagos en presencia de 0,16 mM del éster de 

forbol “forbol 12-acetato 13-miristato” (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma) 

durante 3 días. El PMA activa la enzima proteincinasa C (también conocida como 

PKC), y a su vez la diferenciación celular.  

Los estudios realizados con micropartículas en esta línea celular se muestran resumidos 

en la figura 15. 

MONOCITOS / MACRMONOCITOS / MACRÓÓFAGOS THPFAGOS THP--11MONOCITOS / MACRMONOCITOS / MACRÓÓFAGOS THPFAGOS THP--11

Figura 15. Análisis realizados utilizando la línea celular monocítica THP-1, técnicas y tipos de 
micropartículas empleadas en cada caso.  
SEM = microscopio electrónico de barrido; SEM-FIB = SEM acoplado a un cañón de iones 
focalizado; SEM-XPS = SEM equipado con un espectrómetro de rayos-X de energía dispersiva; 
CLSM = microscopio láser confocal; TEM = microscopio electrónico de transmisión; MTT = 
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol. 
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3.2.1.1   Análisis de la Interiorización Celular de las Micropartículas  

El análisis de interiorización de las diferentes micropartículas por parte de los 

macrófagos se realizó utilizando diversas técnicas de microscopía y un cubreobjetos 

codificado para poder relocalizar las células en los diversos microscopios utilizados. 

Estos cubreobjetos reticulados de Pyrex® (#7740), codificados alfanuméricamente por 

un proceso fotolitográfico en áreas (A1 - I8) y subáreas (a01- a16), se fabricaron en el 

IMB-CNM (Figura 16). 

La interiorización de las micropartículas mediante fagocitosis se valoró utilizando Si-MP, 

pSi-MP y PS-MP. En placas de 24 pocillos se dispuso en cada pocillo un cubreobjetos 

reticulado que fue esterilizado bajo luz ultravioleta durante 45 min. Se sembraron y 

pusieron a diferenciar 20.000 monocitos por pocillo. Pasadas 24 h de cultivo con 10.000 

micropartículas por pocillo, los macrófagos que aparentemente habían interiorizado 

una micropartícula se localizaron en un microscopio óptico invertido.  

Para confirmar que las micropartículas se encontraban dentro de las células, la 

membrana plasmática de los macrófagos se marcó con WGA561 según las 

especificaciones del fabricante, y las células seleccionadas previamente al 

microscopio invertido se relocalizaron y observaron vivas en el CLSM. Se tomaron 

imágenes de estas células en diferentes planos y se realizaron reconstrucciones 

tridimensionales de las células seleccionadas. La membrana plasmática se visualizó 

utilizando el láser de emisión a 561 nm, mientras que las Si-MP y pSi-MP se detectaron 

por reflexión; para las PS-MP, de emisión en el espectro del verde, se utilizó el láser de 

emisión a 488 nm. 
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Figura 16. Cubreobjetos reticulado codificado.  
A) Esquema. B) Detalle de una de sus áreas (1A) y todas las subáreas que contiene (a01-a16). 
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Para poder observar las mismas células en el microscopio electrónico de barrido 

(Scanning Electron Microscope, SEM, Hitachi S-570), éstas se fijaron en solución 

Karnovsky (2% paraformaldehído y 2,5% glutaraldehído en cacodilato sódico 0,1 M 

ajustado a pH 7,4) a TA, se deshidrataron en una serie creciente de etanol (30, 50, 70, 

90 y 100%), y se secaron por punto crítico utilizando CO2 (K850 critical point drier, 

Emitech); finalmente se montaron en soportes de aluminio y se recubrieron con oro. El 

análisis en el SEM permitió distinguir claramente las micropartículas depositadas en la 

superficie de la célula o que estaban siendo interiorizadas, de aquellas que ya habían 

sido interiorizadas o se hallaban debajo de la célula, que aparecían como 

protrusiones.  

Para determinar si dichas protrusiones que presentaban las macrófagos eran debidas 

a la ingestión de una micropartícula de silicio se utilizó un SEM (JSM-6300, JEOL) 

equipado con un espectrómetro de rayos-X de energía dispersiva (X-ray Photoelectron 

Spectroscopy, XPS) (Link ISIS-200, Oxford Instruments), que permitió realizar un estudio 

cualitativo de los componentes de la muestra. Puesto que la composición de los 

cubreobjetos reticulados era principalmente óxido de silicio, este análisis se realizó 

sobre cubreobjetos de plástico Thermanox® (L4350, Agar Scientific).  

Para confirmar que las micropartículas estaban dentro y no debajo de los macrófagos, 

las células observadas en el microscopio óptico y el SEM se relocalizaron y seccionaron 

mediante el bombardeo focalizado con un haz de iones de galio utilizando una 

estación de trabajo combinada de FIB-SEM (Focused Ion Beam-SEM, Cañón de Iones 

Focalizado-SEM, Strata 235 Dual Beam FIB-SEM work station, FEI).  

 

3.2.1.2   Estudio de la Localización Intracelular de las Micropartículas 

Una vez comprobada la interiorización de las micropartículas en los macrófagos, el 

siguiente paso fue determinar su destino intracelular, es decir, si se encontraban 

atrapadas dentro de un endosoma o lisosoma o si habían sido liberadas en el citosol. 

Para ello se utilizó el microscopio electrónico de transmisión (Transmission Electron 

Microscope, TEM, H7000, Hitachi) y el CLSM. 

Para la observación en el TEM los macrófagos se mantuvieron en cultivo en contacto 

con pSi-MP durante 24 h. Las células se tripsinizaron y se fijaron en solución Karnovsky 

0,1 M durante 2 h a 4ºC, y se postfijaron en tetraóxido de osmio al 1%. A continuación 

se deshidrataron gradualmente en acetona, y se incluyeron en resina Epon, que se 

dejó polimerizar durante 48 h a 60ºC. Los cortes ultrafinos se montaron sobre rejillas de 
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cobre, se contrastaron en acetato de uranilo al 2% durante 30 min y con citrato de 

plomo (Reynolds 1963) entre 5 y 10 min más. Finalmente se observaron en el TEM. 

Para el análisis en el CLSM se diferenciaron 20.000 macrófagos por pocillo sobre 

cubreobjetos de vidrio y se mantuvieron en cultivo durante 1, 3 y 6 h con 10.000 pSi-MP. 

Endosomas y lisosomas se marcaron utilizando dos procedimientos distintos.  

El marcaje específico de endosomas tempranos se realizó según el siguiente 

procedimiento: las células se fijaron en PBS con paraformaldehído al 4%  durante 15 

min a TA, y se permeabilizaron en PBS con un 0,25% de Tritón X-100. Después de un 

bloqueo de 40 min en PBS con BSA al 5%, se realizó una inmunocitoquímica incubando 

cada anticuerpo durante 1 h a 37ºC en PBS con BSA al 5%, y a continuación lavando 

tres veces con PBS. El anticuerpo primario de ratón contra el antígeno endosomal 

temprano 1 (Early Endosome Antigen 1, EEA1; 610456, BD Biosciences) se diluyó 1:1000, 

y el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratón conjugado con Alexa Fluor® 488 

(A11017, Molecular Probes) diluido 1:500 se incubó junto con 1,5 U/ml de faloidina 

conjugada con Texas Red® (T7471, Invitrogen). La faloidina permitió observar la actina 

del citoesqueleto, que define la morfología celular. Los cubreobjetos se montaron 

sobre portaobjetos y se sellaron. 

Los compartimentos acídicos se marcaron incubando las células con LysoTracker® red 

DND-99 (L-7528, Invitrogen) a la concentración de 1 µM en condiciones de cultivo 

durante 1 h. A continuación las células se fijaron en PBS con paraformaldehido al 4%  

durante 10 min a TA y se montaron sobre portaobjetos. 

En ambos casos, las micropartículas se detectaron por reflexión. El procesado y las 

reconstrucciones de imágenes se realizaron con el software LCS Lite (Leica). 

 

3.2.1.3   Estudio de la Citotoxicidad de las Micropartículas 

Para determinar si las Si-MP y pSi-MP eran o no citotóxicas se realizó un estudio de 

viabilidad utilizando como control PS-MP no citotóxicas. 

A cultivos de 20.000 macrófagos crecidos sobre cubreobjetos reticulados se añadieron 

10.000 Si-MP, pSi-MP ó PS-MP. Al cabo de 24 h, utilizando un microscopio óptico 

invertido se localizaron un total de 141 células con una sola micropartícula fagocitada 

(Si-MP n=25; pSi-MP n=25; PS-MP n=25) o sin micropartícula (control n=70). Cada 24 h y 

durante 10 días, se registró su supervivencia y desplazamiento. Los resultados se 

analizaron estadísticamente utilizando el test de diferencia de proporciones. 
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La citotoxicidad fue valorada también mediante un ensayo colorimétrico de viabilidad 

con bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, V13154, Invitrogen). Se 

basa en la conversión del MTT (amarillo) en formazán (púrpura) por la acción de las 

reductasas mitocondriales de las células metabólicamente activas. La absorbancia 

del formazán a 570 nm indica el porcentaje de células viables en cultivo. Para llevar a 

cabo el test se sembraron 15.000 células y 7.500 micropartículas (Si-MP, pSi-MP ó PS-MP) 

por pocillo en placas de 24 pocillos con 200 µl de medio; la citotoxicidad se analizó 

cada 72 h durante 10 días. El análisis estadístico de los resultados se efectuó utilizando 

el test de diferencia de proporciones. 

 

3.2.1.4   Etiquetaje y Seguimiento Individualizado de Células Vivas con Códigos 

El seguimiento individualizado de células se realizó con códigos fabricados en 

polisilicio. Sobre cubreobjetos reticulados se diferenciaron 20.000 macrófagos. Se 

añadieron 10.000 códigos a cada pocillo y, 24 h más tarde, se seleccionaron en el 

microscopio invertido un total de 38 macrófagos etiquetados con un código 

interiorizado. Cada 24 h y durante 10 días, se anotó su posición y se tomaron imágenes 

de todas estas células, para analizar el porcentaje de supervivencia celular y 

determinar las trayectorias recorridas por cada célula en particular. Las células que 

sobrevivieron hasta el décimo día se trataron para ser observadas en el SEM. Para 

verificar que los códigos se encontraban en el interior celular, los macrófagos se 

seccionaron en el FIB. 

  

 

3.2.2   EMBRIONES DE RATÓN 

Los embriones se obtuvieron en el estadio de pronúcleos de los oviductos de hembras de 

la cepa híbrida de ratón B6CBAF1, superovuladas y apareadas con machos de la misma 

cepa. Las células del cumulus se disgregaron con 156 U/ml de hialuronidasa (H3506, 

Sigma) en medio optimizado de potasio  equilibrado en tampón HEPES (H-KSOM) a 37ºC. 

Hasta el momento de su utilización los embriones se mantuvieron en el incubador, a 37ºC y 

un 5% de CO2 en gotas de medio KSOM cubiertas con aceite mineral. 

Las Si-MP, pSi-MP y PS-MP se depositaron en gotas de H-KSOM con un 12% de 

polivinilpirrolidona (PVP, PVP360, Sigma-Aldrich) en una placa de micromanipulación; 

la PVP evitó la sedimentación de las micropartículas y facilitó su recogida. También se 

prepararon micropipetas de sujeción y de inyección a partir de capilares de 
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brosilicato; las micropipetas de inyección se fabricaron con un diámetro externo de 

entre 6 y 8 µm, dejando un canal interno de entre 4,5 y 6 µm que permitiera el 

movimiento fluido de las micropartículas en su interior.  

Mediante un perforador piezoeléctrico (PiezoDrill, Burleigh Instruments Inc.) y un 

micromanipulador (TransferMan NK2, Eppendorf), se inyectó una única Si-MP, pSi-MP o 

PS-MP  en el citoplasma de cada embrión (n=125 de cada); también se inyectó un 

grupo de embriones sin micropartículas como control de inyección (n=110), y un último 

grupo no microinyectado fue utilizado como control de viabilidad (n=115). Para evitar 

cualquier posible daño en el material genético, las micropartículas se inyectaron 

evitando la zona de los pronúcleos y se depositaron en el extremo más alejado del 

punto de penetración de la micropipeta (Figura 17). 

 

 

 

Los embriones se mantuvieron en cultivo en medio KSOM hasta el estadio de 

blastocisto. La valoración del desarrollo embrionario se hizo cada 24 h, utilizando el 

microscopio invertido. La comparación estadística de los resultados obtenidos se llevó 

a cabo utilizando el test exacto de Fisher de 2 colas. 

 

 

Figura 17. Microinyección de una pSi-MP en un embrión de ratón en estadio de pronúcleos. 
El embrión se orienta con el segundo corpúsculo polar situado entre las 12 y las 3 (A), se 
agujerea la zona pelúcida con el perforador piezoeléctrico (B), se coloca la micropartícula en 
el extremo de la micropipeta de inyección (C), y se introduce en el citoplasma (D). Finalmente, 
se deposita lo más lejos posible del punto de entrada de la micropipeta de inyección (E), y ésta 
se retira suavemente (F). Barra = 20 µm. 
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3.2.3   CÉLULAS VERO 

Para demostrar que el sistema de etiquetaje individual de células vivas utilizando 

códigos de polisilicio se podía aplicar a cualquier tipo celular, se seleccionó la línea 

celular sin capacidad fagocítica Vero (CCL-81, ATCC, células epiteliales de riñón de 

mono verde, Cercopithecus aethiops). Se utilizaron códigos modificados 

químicamente y de forma covalente con WGA561 mediante el procedimiento descrito 

en el apartado 3.1.3.2 de esta memoria. 

En la figura 18 se resumen los estudios que se realizaron en esta línea celular. 
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3.2.3.1   Estudio de Citotoxicidad de los Códigos Modificados con WGA 

El cultivo y mantenimiento de las células Vero se realizó a 37ºC y 5% CO2 en medio de 

cultivo MEM (31095-029, Gibco) con un 10% FBS (10106-169, Gibco). Las células se 

sembraron en placas de 24 pocillos a una concentración de 5.000 células por pocillo 

con 1 ml de medio de cultivo MEM. Pasadas 24 h se adicionaron 5.000 códigos 

funcionalizados con WGA en la mitad de los pocillos; la otra mitad se utilizó como 

grupo control. Las células se mantuvieron en cultivo durante un máximo de 10 días. 

Cada 24 h se seleccionó un cultivo de cada y se tiñó con azul de tripano para marcar 

Figura 18. Análisis realizados utilizando la línea celular no fagocítica Vero, técnicas y tipos de 
micropartículas empleadas en cada caso.  
códigos* = códigos funcionalizados con WGA561. 
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las células no viables. Con el microscopio ótico invertido y un objetivo de 40X, se 

capturaron imágenes de un mínimo de 10 áreas (300 μm2) de cada uno de los cultivos.  

La cuantificación de un posible efecto tóxico causado por los códigos 

funcionalizados covalentemente con WGA651 se realizó a partir del número de 

células vivas por micrómetro cuadrado. El Tiempo Medio de Generación (Mean 

Generation Time, MGT) se calculó a partir de la fórmula T/3.32 (logN-logN0), dónde 

“T” es el tiempo total en cultivo en horas, y “N” y “N0” la densidad celular final e 

inicial, respectivamente. 

 
 

 

3.2.3.2   Seguimiento Individualizado de Células con Códigos Modificados con WGA 

Para localizar con mayor facilidad las células, éstas se sembraron sobre cubreobjetos 

reticulados esterilizados durante 45 min bajo la luz ultravioleta, a una concentración de 

5.000 células y 5.000 códigos por pocillo con 1 ml de MEM. Se mantuvieron en cultivo 

durante un máximo de 7 días. Cada 24 h, con un microscopio óptico invertido se 

siguieron individualmente  y se tomaron imágenes de 44 células etiquetadas con un 

solo código modificado con WGA651. La supervivencia de las células etiquetadas y la 

densidad y viabilidad del cultivo a lo largo de todo el tiempo se analizó 

estadísticamente utilizando el test de diferencia de proporciones.  

El último día las células etiquetadas se observaron bajo un microscopio de 

fluorescencia para comprobar la estabilidad de la funcionalización con WGA561.  

Por último, los cultivos se fijaron y trataron para ser observados en un SEM y confirmar la 

robustez de la unión del código a la membrana celular. Para poder visualizar la 

codificación del cubreobjetos y localizar con más facilidad las células codificadas se 

utilizó un SEM-XPS.  
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5.1. SELECCIÓN DE MATERIALES Y DISEÑO DE LAS MICROPARTÍCULAS 
 

Para la fabricación de las micropartículas utilizadas en este trabajo se seleccionó el 

silicio y el polisilicio. Estos materiales son los más indicados para ser utilizados como 

plataforma para construir un futuro BioMEMS intracelular. Asimismo, trabajos previos de 

otros grupos habían demostrado que el silicio y el polisilicio son biocompatibles en 

condiciones extracelulares (Choi et al. 2009; FitzGerald et al. 2009).  

La robustez y versatilidad del silicio, difícilmente alcanzables con otros materiales (Holt 

1978), han hecho posible el desarrollo de transistores y circuitos integrados, los 

dispositivos electrónicos miniaturizados más abundantes. Aparte de su indiscutible 

supremacía para la fabricación de circuitos integrados, el silicio también es uno de los 

materiales más utilizados para la fabricación de MEMS y BioMEMS (sensores y 

actuadores). Tanto en su forma cristalina como policristalina, el silicio es resistente 

químicamente y relativamente inerte. En la literatura se encuentran varios ejemplos de 

BioMEMS extracelulares para el estudio de células vivas fabricados en silicio y polisilicio: 

sensores de cambios en el pH extracelular (revisado por Park y Shuler, 2003), 

plataformas de arrays con microgotas que contienen unas pocas células para estudios 

citotoxicológicos (Fernandes et al. 2009), o microcámaras de cultivo (Fisher et al. 2010).  

Hasta el momento, un elevado porcentaje de las micro y nanopartículas utilizadas 

para realizar estudios biológicos o para aplicaciones clínicas tienen forma esférica 

(revisado por Bendayan 2000; Hiura et al. 2010). Esto se debe a que el proceso de 

síntesis química utilizado para fabricar las partículas es un proceso “bottom up”, que 

parte de componentes más pequeños para formar conjuntos más complejos. 

Exceptuando algunos casos concretos en los que se obtienen formas poliédricas ó de 

varilla  utilizando agentes de dirección del crecimiento (Murphy et al. 2005; Chang et 

al. 2010; Stone et al. 2011), esta técnica permite controlar el tamaño final de las 

partículas, pero no su forma.  

La forma y dimensiones de las partículas vienen condicionadas por su futura 

aplicación, por tanto deben cumplir una serie de requisitos tanto biológicos, como de 

fabricación y uso. Este trabajo propone el uso de técnicas de fabricación típicas de la 

microelectrónica basada en procesos fotolitográficos. Los procesos mencionados se 

basan en la tecnología de fabricación “top down”, mediante la cual se crean 

partículas micro o nanométricas a partir de estructuras más grandes. La fotolitografía 

no permite la obtención de unas cantidades de partículas tan elevadas como las que 

se obtienen por síntesis química, sin embargo tienen de una serie de ventajas para 
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determinadas aplicaciones. La principal ventaja que ofrece el proceso fotolitográfico 

es la capacidad de fabricar dispositivos exactamente iguales y con formas totalmente 

controladas a escala micrométrica e incluso nanométrica. Además, esta técnica 

permite fabricar dispositivos combinando multitud de materiales y, recientemente, ha 

empezado a ser utilizada como alternativa para sintetizar partículas poliméricas 

(Nicewarner-Peña et al. 2001; revisado por Canelas et al. 2009). Todas estas ventajas 

abren la posibilidad de diseñar futuros microsistemas que puedan ser introducidos en 

células vivas.   

Las micropartículas de este trabajo se diseñaron de forma que sus dimensiones fueran 

lo más reducidas posibles para no interferir en el funcionamiento o la actividad de las 

células, pero lo suficientemente grandes como para poder albergar un dispositivo en 

el futuro. Si-MP y pSi-MP se diseñaron en forma de cilindros planos de 3 µm de 

diámetro, puesto que era la forma geométrica con el menor número de ángulos 

posible pero con caras planas suficientemente grandes para la futura implementación 

de un sensor o actuador. Los códigos, aunque no tenían que albergar un dispositivo, 

debían tener suficientes combinaciones como para permitir el seguimiento de un 

número adecuado de células. A la vez, debían ser simples y con unidades de 

información visibles bajo un microscopio óptico, el más habitual en los laboratorios de 

biología celular. Por ello se eligieron formas poliédricas de 10 µm x 6 µm, con unidades 

de información pentagonales (bits) de ≥1 µm de lado, ordenadas y fácilmente 

reconocibles a través del microscopio óptico, para que la identificación de cada 

código fuese simple, clara y sin posibilidad de errores. Desde el punto de vista de la 

biología celular y la óptica, las dimensiones de los códigos cumplían los requisitos 

necesarios para ser introducidos en células vivas y, al mismo tiempo, ser perfectamente 

identificables en cualquier microscopio óptico.  

 

 

5.2. INTERIORIZACIÓN Y DESTINO INTRACELULAR DE LAS 
MICROPARTÍCULAS EN MACRÓFAGOS  

 

Una vez diseñados y fabricadas las micropartículas, el siguiente paso era probar que 

podían ser introducidas dentro de células en cultivo. Para ello se utilizaron Si-MP y pSi-

MP. Algunos tipos celulares pueden interiorizar partículas de hasta 15 µm de diámetro 

(Foged et al. 2005), y los macrófagos, uno de los tipos celulares utilizado en este 

trabajo, llegan a fagocitar partículas y patógenos de hasta 20 µm (Kang et al. 2005a), 

pero no pueden interiorizar todos los materiales con la misma facilidad. De hecho, 
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como se ha revisado en la introducción, el material, la carga iónica y el tamaño 

determinan en gran parte la eficiencia y la velocidad de interiorización de las 

partículas en las células. Es por esta razón que en algunos casos es necesario modificar 

su superficie para facilitar la interiorización, recubriéndolas con moléculas como 

proteínas o polímeros específicos (Thiele et al. 2001; Faraasen et al. 2003; Thiele et al. 

2003a; Foged et al. 2005) que hagan variar sus características fisicoquímicas. Así, por 

ejemplo, la poli-L-lisina, las IgG ó la hidroxiapatita aumentan la tasa de fagocitosis 

(Thiele et al. 2001; Pedraza et al. 2008), el (3-aminopropil)-N-folato facilita la endocitosis 

mediada por receptor, mientras que el 3-aminopropil ó el guanidipropil promueven la 

interiorización en vesículas mediadas por caveolas (Slowing et al. 2006), y la 

hialuronidasa ó el poli(L-lisin)g-poli(etilenglicol) inhiben la fagocitosis (Faraasen et al. 

2003; Thiele et al. 2003a). 

En este trabajo se ha podido demostrar, mediante la combinación de diversas 

técnicas de microscopía y la utilización de cubreobjetos de vidrio reticulados y 

codificados, que los macrófagos humanos son capaces de fagocitar micropartículas 

fabricadas en silicio y polisilicio sin necesidad de modificar su superficie. Este resultado 

es acorde con diversos estudios realizados en células dendríticas (Vallhov et al. 2007) y 

HeLa (Slowing et al. 2007) con micropartículas de silicio poroso (2,5 µm y 0,3–1,0 µm de 

diámetro respectivamente). En estos trabajos, mediante CLSM y/o TEM, se demostraba 

que estos tipos celulares pueden fagocitar micropartículas fabricadas en materiales 

con base de silicio. Más recientemente, Choi y colaboradores (2009) incubaron nano y 

micropartículas de silicio (0,003–3 µm) con macrófagos murinos, pero no pudieron 

confirmar la interiorización de las partículas en las células. 

Debido a la carga neta negativa de la membrana plasmática, generalmente las 

partículas con un potencial ζ (carga superficial) positivo son endocitadas con más 

facilidad (tabla 1). Este parámetro también afecta a la vía de interiorización en las 

células y a la reactividad en el interior celular, pudiendo influir en el efecto citotóxico 

de las partículas (Verma et al. 2008). En nuestro caso, la rápida sedimentación de Si-MP 

y pSi-MP impidió la medida del potencial ζ. Sin embargo, los grupos silanol que 

conforman la superficie de estas partículas tienen un pKa ~ 7,1 ± 0,5 (Hair y Hertl 1970). 

A pH ~ 7, por lo tanto, aproximadamente la mitad de estos grupos se halla en forma 

ionizada (Si-OH ↔ Si-O- + H+), y el potencial ζ debería ser ligeramente negativo. Sin 

embargo, en soluciones acuosas y a pH fisiológico, como por ejemplo en el medio de 

cultivo, éste grupo hidroxilo desprotonado puede formar puentes de hidrógeno 

(Nawrocki, 1997) anulando parcialmente las cargas negativas de la superficie de la 

micropartícula y, por tanto, la actividad fagocítica de los macrófagos debería ser algo 

mayor a lo que determinaría el potencial ζ. Este proceso podría verse favorecido 
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también por la presencia de moléculas protonadas en el medio de cultivo (sales, 

proteínas, aminoácidos), que actuarían como agentes caotrópicos, ejerciendo de 

puentes entre los grupos silanol de las partículas y la membrana plasmática, ambos 

cargados negativamente. Aunque no son covalentes, este tipo de interacciones 

pueden ser fuertes, y se utilizan por ejemplo para purificar el DNA con sílice (con grupos 

silanol en la superficie igual que el silicio). En nuestro caso, estas interacciones entre las 

Si-MP ó pSi-MP y la membrana plasmática podrían facilitar la actividad fagocítica de 

los macrófagos sin necesidad de funcionalizar las micropartículas. 

Después de demostrar que los macrófagos son capaces de fagocitar las Si-MP y pSi-

MP, el siguiente objetivo fue determinar su destino intracelular, es decir, si las 

micropartículas quedaban retenidas en compartimentos endosomales o lisosomales, ó 

si quedaban libres en el citoplasma. La retención en un compartimento limitaría su 

rango de acción e impediría su interacción con el citosol. Las observaciones en el TEM 

de los macrófagos incubados con pSi-MP indican que la mayor parte de las 

micropartículas fagocitadas estaban rodeadas por membranas, y sólo en algunos 

casos no se pudo detectar la presencia de membrana a su alrededor. Ello puede 

interpretarse de dos formas distintas: a que la micropartícula se encontraba libre en el 

citosol, o bien a que la orientación de los cortes ultrafinos no permitía visualizar la 

membrana en estos casos, siendo esta última la interpretación más probable.  

En la mayor parte de células en las que las partículas estaban claramente rodeadas por 

una membrana, la asociación entre ésta y las micropartículas era estrecha. 

Ocasionalmente, la membrana del compartimento celular era mucho más laxa, 

generalmente cuando la vesícula contenía más de una micropartícula. Se ha sugerido 

que cuando la partícula tiene carga positiva queda estrechamente rodeada por la 

membrana fagosomal, y la maduración del fagosoma queda inhibida (Thiele et al. 

2003b; de Chastellier y Thilo 2006). En cambio si la membrana queda laxa alrededor de 

la partícula, generalmente cuando ésta está cargada negativamente, el fagosoma 

puede madurar y fusionarse con un lisosoma (Thiele et al. 2003b). En nuestro caso, la 

estrecha asociación de las micropartículas con la membrana indicaría que la carga de 

las partículas es posiblemente positiva y apoyaría la hipótesis sobre la modificación del 

potencial ζ de las partículas gracias a las moléculas protonadas del medio de cultivo. 

También en este sentido, los estudios de colocalización de las pSi-MP con los 

compartimentos endosomal y lisosomal revelaron que el porcentaje de micropartículas 

que colocalizaban con endosomas tempranos incrementaba con el tiempo, mientras 

que en endosomas tardíos y lisosomas no varió en 24 h. Esto corroboraría que la mayoría 

de fagosomas que contienen pSi-MP no pueden madurar, probablemente porque estas 
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partículas están cargadas positivamente, y estaría de acuerdo una vez más con la 

hipótesis de Thiele y colaboradores (2003b), y de de Chastellier y Thilo (2006).  

La retención de las micropartículas en compartimentos celulares podría limitar la 

utilidad de futuros dispositivos intracelulares. En cualquier proceso de fagocitosis en 

condiciones fisiológicas, los macrófagos endocitan patógenos y partículas formando 

endosomas tempranos que maduran a endosomas tardíos y, finalmente, a lisosomas, 

en las cuales el microorganismo o partícula es degradado (revisado por Pelkmans y 

Helenius 2002). No obstante, algunos patógenos son capaces de liberarse de la 

vesícula que forma el endosoma temprano, quedando libres en el citoplasma celular y 

evitando la degradación (van der Wel et al. 2007). Existen estrategias que reproducen 

este proceso y permiten liberar las micropartículas al citosol. Por ejemplo, el 

recubrimiento con poliaminas capaces de inducir la ruptura de las membranas 

endosomales (Thiele et al. 2003b), la incubación de las células con cloroquinas (Abes 

et al. 2006), o el incremento de la concentración de sacarosa en el medio de cultivo 

para desestabilizar los endosomas y liberar su contenido (Abes et al. 2006). En el futuro 

será necesario adoptar una de las estrategias mencionadas para evitar la retención 

de los dispositivos fagocitados en compartimentos celulares. 

 

 

5.3. CITOTOXICIDAD  DE LAS MICROPARTÍCULAS EN MACRÓFAGOS 
Y EMBRIONES DE RATÓN 

 

La citotoxicidad es un parámetro ampliamente utilizado para analizar la magnitud del 

daño que un material o un compuesto puede causar en las células. En este trabajo, el 

seguimiento de macrófagos individuales durante 10 días y el test de MTT (también 10 

días) indicaron que las micropartículas no causan citotoxicidad en la línea celular 

utilizada. La disminución del número de células a lo largo del tiempo, también 

observada en los grupos control sin micropartículas, es debida a que los macrófagos 

son células diferenciadas que no pueden dividirse y que finalmente mueren (Tsuchiya 

et al. 1982). Si bien es cierto que el silicio no se había utilizado anteriormente para 

aplicaciones intracelulares, sí se han realizado estudios de citotoxicidad con micro y 

nanopartículas de silicio poroso, el cual se obtiene a partir de la disolución parcial del 

silicio. El resultado de nuestros análisis coincide con los presentados por otros autores 

con este material de naturaleza similar, tanto con partículas de tamaño micrométrico 

en células dendríticas (Vallhov et al. 2007), como con partículas nanométricas en 

células madre mesenquimales humanas (Hsiao et al. 2008), células HeLa (Slowing et al. 
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2006 y 2007) ó células epiteliales humanas (Lu et al. 2007). Estos trabajos determinaron 

que las partículas de silicio poroso, capaces de interiorizarse en las células, causaban 

una baja citotoxicidad, aunque los estudios fueron realizados únicamente durante 

períodos de 24 ó 48 h. Tanto partículas de silicio monocristalino como de polisilicio y 

silicio poroso están compuestas por el mismo material, y es lógico que su tasa de 

interiorización en las células sea parecida. Sin embargo, los agujeros nanométricos del 

silicio poroso hacen que este tipo de partículas tenga una elevada relación 

superficie/volumen y, por lo tanto, una superficie reactiva mucho mayor que las 

partículas de silicio monocristalino o polisilicio de la misma forma y dimensiones. Esta 

característica podría incrementar la citotoxicidad del silicio poroso, y es necesario 

tenerla en cuenta al comparar resultados. 

En todos los casos parece que el efecto citotóxico de las partículas depende de la 

superficie total expuesta ó superficie reactiva, que viene determinada por su tamaño y 

concentración. Este valor es mucho mayor en partículas de tamaño nanométrico, en 

las que puede ser superior a 1 m2/g. La superficie reactiva de nuestras micropartículas 

no supera en ningún caso los 4·10-6 m2/g. No obstante, en los estudios de citotoxicidad 

este parámetro raramente es calculado, y lo más habitual es hallar indicada la 

concentración de partículas en peso/volumen. Choi y colaboradores (2009) analizaron 

en macrófagos murinos el efecto citotóxico de nanopartículas fotoluminescentes de 

silicio de 3 nm de diámetro fabricadas por grabado electroquímico, y micropartículas 

de silicio comerciales de entre 100 nm y 3 µm. Estos autores no pudieron confirmar la 

interiorización de las partículas en las células, pero detectaron que las nanopartículas 

producían efecto citotóxico a partir de 20 µg/ml, mientras que las micropartículas de 

silicio no eran citotóxicas hasta concentraciones de 200 µg/ml. Pasadas 48 h, la 

toxicidad era siempre más acusada cuando las células habían estado en contacto 

con partículas de tamaño nanométrico, probablemente por su mayor área superficial 

relativa o porque su pequeño tamaño no impide que entren en el núcleo de las 

células e interaccionen con el material genético. Nuestros estudios no detectaron 

citotoxicidad en ningún caso, pero es importante remarcar que la concentración de 

micropartículas utilizada fue tan sólo de 1,35 µg/ml y 0,45 µg/ml para Si-MP y pSi-MP 

respectivamente, y que estas micropartículas eran homogéneas en forma y tamaño.  

Se ha descrito que las células más vulnerables a los efectos citotóxicos son aquellas 

que se encuentran en proliferación (Pan et al. 2007), pero los macrófagos son células 

diferenciadas que, debido a su especialización, no pueden dividirse. Con el fin de 

completar los estudios de citotoxicidad de micropartículas en células proliferativas, se 

utilizaron embriones de ratón en estadio de pronúcleos, uno de los tipos celulares más 

sensibles a cualquier cambio y capaces de dividirse.  
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El hecho de poder demostrar que Si-MP y pSi-MP no comprometen la viabilidad de los 

embriones es de gran importancia. Estas células son extremadamente sensibles y 

cualquier alteración puede producir un bloqueo del desarrollo embrionario y, en 

consecuencia, su muerte. Es por esta razón que los ensayos con embriones de ratón en 

estadio de pronúcleos se utilizan muy frecuentemente para validar material como 

placas, medios de cultivo o sueros, antes de ser comercializado o utilizado en los 

programas de fecundación in vitro en humanos (Mcdowell et al. 1988). En este caso, la 

valoración de citotoxicidad fue más allá, ya que el material a testar (las 

micropartículas) no se añadió al medio de cultivo de los embriones, sino que se inyectó 

directamente en su citoplasma. El porcentaje de embriones que alcanzó el estadio de 

blastocisto fue muy similar al de los controles, proporcionando la prueba definitiva de 

que las micropartículas de silicio fabricadas mediante técnicas y materiales de 

microsistemas no son citotóxicas. 

 

 

5.4.  ETIQUETAJE Y SEGUIMIENTO INDIVIDUALIZADO DE CÉLULAS CON 
CAPACIDAD FAGOCÍTICA MEDIANTE CÓDIGOS DE POLISILICIO  

 

Como primera aproximación para demostrar la utilidad de las micropartículas en 

estudios de células vivas únicas, se diseñó un sistema de etiquetaje individual de 

células en cultivo utilizando los códigos. En una primera fase, este sistema fue 

probado en cultivos de macrófagos, puesto que la capacidad fagocítica de estas 

células debería permitir la interiorización de los códigos sin necesidad de modificar su 

superficie, de manera equivalente a lo observado con las Si-MP y pSi-MP. 

Una vez verificado que los códigos podían ser fagocitados por los macrófagos, se 

valoró su posible citotoxicidad. Conocíamos que ni Si-MP ni pSi-MP son citotóxicas en 

ninguno de los tipos celulares testados, pero aunque los códigos fueron fabricados 

utilizando el mismo material y tecnología de fabricación, su forma y dimensiones son 

distintas y con más ángulos. Sin embargo, la superficie reactiva de los códigos 

(2,78·10-6 m2/g) es similar a la de Si-MP y pSi-MP, con lo cual se podía esperar una 

citotoxicidad baja. En efecto, después de 10 días en cultivo no se observaron 

diferencias significativas en la tasa de supervivencia de la población analizada 

respecto al control, y los resultados de desplazamiento indican que los códigos de 

polisilicio no inducen citotoxicidad ni daños detectables en los macrófagos. 
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Las unidades de información básica de nuestros códigos son fácilmente 

identificables y la presencia de un punto de inicio de lectura confirmó en todos los 

casos que el código podía leerse claramente utilizando únicamente el microscopio 

invertido. El hecho de que los macrófagos tengan una forma principalmente 

aplanada facilitó la disposición de los códigos interiorizados en paralelo a la 

superficie del substrato. Tan solo se observó puntualmente algunos códigos 

posicionados en un ángulo cercano a los 90º respecto al plano focal, lo cual no 

permitió su lectura.  

Estos resultados confirman la validez del modelo de etiquetaje propuesto. Hasta el 

momento algunos autores habían sugerido otros modelos de etiquetaje celular con 

herramientas fabricadas utilizando tecnologías de microsistemas. Nicewarner-Peña y 

colaboradores (2001) diseñaron un modelo de etiquetaje basado en la tecnología 

“top down” de barras metálicas de tamaño micrométrico que alternaban oro y plata 

para definir un código, mientras que Cunin y colaboradores (2002) propusieron un 

modelo de cristales de silicio poroso capaces de emitir a diferentes longitudes de 

onda dependiendo de las condiciones de grabado. No obstante, ninguno de estos 

diseños de etiquetaje propuestos fue probado en cultivos. Por lo tanto, este trabajo 

presenta por primera vez un sistema funcional y preciso de etiquetaje individual y 

seguimiento de células vivas en cultivo.  

 

 

5.5. MODIFICACIÓN DE LA SUPERFICIE DE MICROPARTÍCULAS DE 
POLISILICIO Y VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA 

 

Aunque se ha descrito que algunas células como las HeLa y los fibroblastos NIH 3T3 

pueden endocitar partículas de hasta 6 µm (Gratton et al. 2008; Muñoz-Javier et al. 

2008), la mayoría de los tipos celulares no tienen capacidad fagocítica. Así, una vez 

demostrada la utilidad del sistema de etiquetaje celular propuesto, el siguiente paso 

fue extender la aplicabilidad de este sistema a otros tipos celulares sin capacidad 

fagocítica. Para ello, los códigos debían ser extracelulares y adherirse a la membrana 

plasmática de las células de forma selectiva y lo más estable posible, lo que requería 

utilizar un protocolo de modificación de la superficie de los códigos. Por otro lado, 

disponer de un protocolo optimizado y polivalente de modificación de la superficie de 

las micropartículas, que permita unir diferentes tipos de moléculas, es clave para 
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estudios futuros en los que las micropartículas puedan albergar dispositivos que sirvan 

como sensores o actuadores en el interior celular.  

Con este objetivo se testaron dos protocolos distintos de funcionalización, la adsorción 

y la unión covalente, y para evaluar si la diferencia de forma y tamaño de las 

micropartículas afectaba de algún modo la eficiencia del proceso de 

funcionalización, se trabajó tanto con las pSi-MP como con los códigos. En ambos 

casos, la superficie de las micropartículas se oxida al contacto con el aire y forma 

grupos hidrofílicos silanol capaces de formar puentes de hidrógeno o enlaces 

covalentes con otros compuestos. Mediante adsorción la molécula forma una película 

que recubre la superficie. Es un proceso rápido y sencillo, pero se forman enlaces 

débiles como puentes de hidrógeno, entre la molécula adsorbida y los grupos silanol 

del silicio. Estos enlaces pueden romperse si se modifican condiciones del medio como 

el pH ó la concentración de sales. En la modificación por unión covalente se obtienen 

enlaces estables entre un compuesto y la superficie de silicio. Este procedimiento, 

aunque más estable en el tiempo, es más complejo y habitualmente requiere de la 

utilización de moléculas puente que se enlacen mediante grupos reactivos distintos, 

con el compuesto deseado y los grupos silanol. 

Se seleccionaron dos proteínas para unirlas a la superficie de las micropartículas: un 

anticuerpo (IgG) y una lectina (WGA). En ambos casos se utilizaron conjugadas con 

moléculas fluorescentes, Alexa Fluor 488 (IgG488) y Texas Red (WGA561), para facilitar la 

valoración de la eficiencia de la funcionalización. El anticuerpo se eligió por ser un tipo 

de proteína capaz de interaccionar selectivamente y de forma muy específica con su 

antígeno, que puede encontrarse en diferentes estructuras celulares. En el futuro, esto 

deberá permitirnos trabajar con prácticamente cualquier estructura celular utilizando 

la estrategia de funcionalización puesta a punto en el presente trabajo. El otro ligando, 

la lectina, se seleccionó teniendo en cuenta que se querían utilizar códigos de 

polisilicio para etiquetar células sin capacidad fagocítica, ya que esta proteína se une 

selectivamente a los residuos N-acetilglucosamina y ácido N-acetilneuramínico de las 

proteínas de membrana. También se seleccionó porque a las concentraciones de 

trabajo habituales recomendadas por el fabricante (1-10 μg/ml), presenta unos índices 

de citotoxicidad muy bajos. En efecto, ni en cultivos primarios ni en líneas de cultivo de 

células humanas de colon, tras 48 h en contacto con las células y concentraciones de 

hasta 250 μg/ml de WGA561, no se observaron efectos citotóxicos (Heinrich et al. 2005).  

La modificación de superficies en BioMEMS se utiliza frecuentemente para mejorar su 

biocompatibilidad o para definir patrones sobre los cuales se pueden adherir células 

(Veiseh y Zhang 2006). Pueden modificarse con numerosos polímeros y biomoléculas 
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(Lan et al. 2005; Shirahata et al. 2005; Jonkheijm et al. 2008; Stegmayer et al. 2009), pero 

hasta el momento, la mayor parte de estas modificaciones se efectúan sobre 

superficies de polisilicio y óxido de silicio. La funcionalización del silicio por adsorción o 

por unión covalente tiene protocolos bien definidos sobre superficies grandes (Lan et 

al. 2005) y nanopartículas (Sharma y Gilchrist 2007), que habitualmente sedimentan 

lentamente en soluciones acuosas. No obstante, aunque la superficie de las 

micropartículas tenga las mismas características fisicoquímicas, en solución 

sedimentan y se agregan de forma distinta. Una de las razones principales de que esto 

ocurra es el tamaño, pero la eficiencia de modificación de superficies depende 

también en gran medida de la forma y el material que las componen. La mayoría de 

nanopartículas se obtienen por síntesis química, y suelen tener formas esféricas dónde 

la superficie de contacto entre ellas es mínima, lo cual dificulta la agregación. En 

nuestro caso tanto la forma cilíndrica de las pSi-MP como las formas poliédricas de los 

códigos, tienen caras planas que pueden contactar entre sí haciendo que las 

partículas se agreguen y precipiten rápidamente. Esto provocaría que algunas caras 

de las micropartículas no quedaran expuestas al medio y no se funcionalizaran.  

Tanto en la modificación por adsorción como en la modificación por unión covalente 

fue necesario implementar algunos pasos adicionales en los procesos previamente 

descritos para modificar otros sustratos a priori similares. En nanopartículas de polisilicio 

(Sharma y Gilchrist 2007) u otros materiales, por ejemplo, los lavados se realizan 

habitualmente mediante membranas de diálisis, pues estas partículas suelen ser 

estables en suspensión. Por el contrario, las superficies de gran tamaño permiten 

lavados rápidos e incluso el secado de la muestra de forma fácil. La solución 

propuesta en este trabajo para poder lavar las micropartículas fue la centrifugación, 

que se llevó a cabo a 4ºC para evitar la degradación de las proteínas unidas a la 

superficie de las micropartículas y facilitar la sedimentación de estas últimas. Para 

desagregar y mantener en suspensión pSi-MP y códigos, se utilizó la sonicación y la 

agitación continuada, respectivamente.  

Las moléculas puente más utilizadas para la modificación covalente son los silanos, 

análogos de los alcanos pero derivados del silicio. Para crear grupos reactivos en las 

superficies de polisilicio no oxidadas que permitan enlazar estas moléculas puente, un 

procedimiento habitual es la modificación física, que implica un tratamiento con luz 

UV o reacciones térmicas basadas en radicales libres altamente reactivos (Shirahata et 

al. 2005). Veiseh y Zhang (2006) mejoraron el rendimiento del proceso de silanización 

aprovechando la capa de óxido nativo que se forma espontáneamente en las 

superficies de polisilicio en condiciones normales. Sin embargo, a causa de la 

agregación, estos protocolos son difíciles de llevar a cabo cuando se trabaja con 
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micropartículas, y el número de grupos que se pueden añadir a la superficie del silicio 

es limitado. En este trabajo, para evitar un bajo porcentaje de recubrimiento con el 

silano en pSi-MP y códigos, el crecimiento de la capa de óxido de silicio en la 

superficie de las micropartículas se controló mediante el tratamiento con una solución 

ácida. A continuación se utilizó una solución con pH básico para activar los grupos 

silanol generados en la capa superficial que debían crear un enlace con el silano 

(Janssen et al. 2006).  

Para seleccionar la molécula que debía actuar como molécula puente entre las 

micropartículas y la proteína funcional, se probaron distintos silanos. Se valoró tanto la 

eficiencia de su inmovilización en la superficie de la micropartículas como la simplicidad 

del protocolo en cada caso, y finalmente se seleccionó el TESUD, un silano que ha dado 

buenos resultados en otros trabajos (Melamed et al. 2011).  Los enlaces siloxano entre el 

silano y las micropartículas, reversibles con el agua, se fijaron deshidratando 

completamente la muestra para eliminar totalmente el agua de este enlace. Pero secar 

completamente las micropartículas provoca su agregación. Es por esta razón que fue 

necesario añadir un paso adicional de sonicación. Una vez fijado este enlace, los grupos 

aldehído del otro extremo del TESUD formaron enlaces covalentes imino con las aminas 

primarias de la proteína, que el cianoborohidruro sódico añadido a la reacción redujo a 

aminas secundarias, todavía más estables (Miller y Robyt 1983). Para corroborar que los 

procesos realizados daban lugar a las reacciones descritas la formación del enlace 

siloxano se evaluó con el silano APTMOS e isotiocianato de rodamina B, una molécula 

que es capaz de formar enlaces covalentes con el silano, pero no puede quedar 

adsorbida. Se usó como modelo el APTMOS, pero todos los etoxi-silanos reaccionan de 

manera similar. El proceso que se llevó a cabo demuestra que la silanización tenía lugar 

en la superficie activada del polisilicio. 

Siguiendo la estrategia de silanización con GPTMOS, se obtuvo una baja eficiencia en 

la unión de las proteínas. Ello probablemente se debiera a la gran inestabilidad del 

anillo epoxi del GPTMOS, a pesar de que se puso especial cuidado en realizar el 

proceso de silanización en ausencia de agua. La modificación con APTMOS también 

se desestimó porque se formaba una película de gel alrededor de las partículas que 

inducía su agregación y, en consecuencia, su sedimentación. Este proceso no es 

controlable debido a que el glutaraldehído es un compuesto muy reactivo y puede 

reaccionar con varias moléculas de APTMOS, formando redes poliméricas 

tridimensionales que le daban el aspecto gelificado a las micropartículas.  

Después de poner a punto ambas técnicas, se valoró la eficiencia de la adsorción y la 

modificación covalente de superficies. En la funcionalización por adsorción se generó 

la capa de óxido nativo por oxidación del silicio en contacto con el aire. La baja 
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eficiencia de esta técnica en pSi-MP puede deberse a la tendencia de las 

micropartículas a formar agregados en este paso, que impedirían la completa 

oxidación de la superficie de las partículas localizadas en la región interna del cúmulo. 

Estas diferencias no se observan en los códigos, los cuales, si bien tenderían a 

precipitar, no formarían estos agregados. Sin embargo, en la modificación covalente, 

tanto la oxidación como el resto de pasos se llevaron a cabo en solución y repetidas 

sonicaciones, lo cual impidió la formación de agregados, y dio lugar a una elevada 

eficiencia de funcionalización.  

Después de 8 días en condiciones de cultivo no se detectó disminución en la 

intensidad de fluorescencia en ningún caso, indicando que en ambos procesos de 

funcionalización el enlace creado es estable. Sin embargo, es interesante destacar 

que las pSi-MP presentaron siempre los valores de mayor intensidad, siendo los más 

elevados en la modificación por funcionalización covalente. Este hecho puede 

deberse a la diferencia de forma, mayor uniformidad de tamaño y dimensiones más 

reducidas de las pSi-MP respecto a los códigos, que podría resultar en una menor 

tendencia a formar agregados y precipitar durante el proceso de modificación.  

Estos resultados evidenciaron que la modificación covalente era la funcionalización 

más adecuada para nuestra finalidad: trabajar en condiciones de cultivo y durante 

períodos de tiempo largos. Este resultado es coherente, ya que durante el proceso de 

adsorción se forman enlaces más débiles e inestables, que pueden romperse en 

condiciones de cultivo. Es por esta misma razón que la modificación covalente es el 

procedimiento más utilizado para modificar superficies (Shirahata et al. 2005). Tanto 

para IgG488 como para WGA561, las diferencias observadas entre los valores de 

intensidad de fluorescencia de cada condición analizada con respecto al tiempo (0, 

2, 4 y 8 días) en condiciones de cultivo no fueron estadísticamente significativas.  

 

 

5.6.  ETIQUETAJE Y SEGUIMIENTO INDIVIDUALIZADO DE CÉLULAS SIN 
CAPACIDAD FAGOCÍTICA MEDIANTE CÓDIGOS DE POLISILICIO  

 

En el último estudio de este trabajo, los códigos de polisilicio modificados 

covalentemente con la lectina WGA561 fueron utilizados para el etiquetaje extracelular 

y el seguimiento individualizado de células Vero, sin capacidad fagocítica. Aunque en 

los estudios previos se había demostrado la ausencia de citotoxicidad de los códigos 

cuando se hallaban presentes en el interior de las células, y por tanto era de esperar 
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que su presencia en el exterior no afectara la viabilidad celular, no se podía descartar 

un posible efecto citotóxico de la lectina unida covalentemente a su superficie. Si se 

considera que toda la proteína utilizada durante el proceso de funcionalización se 

unió covalentemente a los códigos, la cantidad de WGA561 presente en los cultivos 

sería de 40 ng/ml. Esta cantidad es varios órdenes de magnitud inferior al máximo 

recomendado por la casa comercial ó al valor umbral de toxicidad detectado por 

Heinrich y colaboradores (2005). La baja densidad de células sembradas en un inicio 

ralentizó el crecimiento inicial de la población, incrementando el MGT en todos los 

cultivos, pero no se observaron diferencias significativas con el control. A nivel 

individual, las células etiquetadas tampoco mostraron diferencias significativas 

respecto a las células no etiquetadas en la supervivencia celular tras 7 días de cultivo. 

En vista de estos resultados, la WGA561 unida a los códigos de polisilicio no parecía 

tener efecto citotóxico sobre el cultivo celular utilizado.  

El último día de cultivo todas las células etiquetadas que seguían vivas mantenían el 

código unido a su superficie. La visualización de dichas células en el microscopio de 

fluorescencia demostró que los códigos continuaban emitiendo en el espectro del 

rojo, lo que demostraba que la proteína WGA561 quedaba fuertemente anclada a la 

superficie de polisilicio de los códigos. Estos códigos seguían unidos a la membrana 

plasmática de las células incluso después del tratamiento del cultivo para su 

observación en el SEM. Este dato confirma la resistencia del enlace que se establece 

entre la lectina WGA561 y las glicoproteínas de la membrana celular.  

Los resultados obtenidos prueban que el seguimiento de células en cultivo utilizando 

códigos extracelulares de polisilicio modificados con un ligando funcional es factible. 

Este es el primer dispositivo pasivo para el estudio individualizado de células vivas 

fabricado con técnicas de microelectrónica y basado en procesos fotolitográficos. Si 

bien es cierto que la eficacia y la simplicidad del método permiten utilizarlo en 

cualquier laboratorio de biología celular y en una gran variedad de tipos celulares, 

también es necesario decir que tiene alguna limitación. La mayor parte de líneas 

celulares, igual que las células Vero, se dividen y duplican su población cada 24 h 

aproximadamente. Esto conlleva que, en cada división, una de las dos células seguirá 

etiquetada, pero la otra no. Por otro lado, a pesar de la baja densidad de células 

sembrada en un inicio, durante los últimos días de cultivo la densidad celular era muy 

elevada, y la localización de las células etiquetadas era más complicada. Otros 

sistemas de etiquetaje como los quantum dots no presentan este problema, ya que 

cada célula contiene un gran número de partículas (Sabharwal et al. 2009), pero sólo 

permiten distinguir entre poblaciones celulares, no células individuales. En este caso, 
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también es un problema la citotoxicidad provocada por las nanopartículas (Lovrić et 

al. 2005; revisado por Hoshino et al. 2007).  

Hasta el momento, este tipo de seguimientos tan solo había sido posible mediante 

detectores manuales o automáticos que requerían del uso de softwares sofisticados 

(Debeir et al. 2004; Li et al. 2008), y que no permitían seguir las células más allá de uno 

o dos días. Nuestra metodología representa una gran ventaja respecto a las anteriores, 

pues permite seguir células individualmente en cultivo con una probabilidad de error 

muy baja, durante por lo menos un período de 10 días sin necesidad de monitorizarlas 

continuamente, y utilizando únicamente un microscopio óptico invertido, un 

instrumento presente en todos los laboratorios de biología celular. Esta herramienta 

podría ser muy interesante para el etiquetaje de tipos celulares como las neuronas, 

células especializadas que no se dividen pero viven largos periodos de tiempo, y que 

en la actualidad se monitorizan mediante time-lapse (Tojima et al. 2010). En el futuro, la 

automatización del sistema de reconocimiento, lectura y seguimiento celular, 

facilitaría la localización de células concretas en cualquier estudio y, por lo tanto, 

proporcionaría una nueva herramienta sencilla y económica para realizar estudios en 

célula única con cualquier tipo celular.  

 

 

En resumen, este trabajo ha permitido demostrar que silicio y polisilicio, materiales 

prácticamente imprescindibles para el desarrollo de BioMEMS intracelulares, son 

válidos para el desarrollo de estos dispositivos. En la actualidad, algunos autores han 

publicado los primeros trabajos que también aplican técnicas de microelectrónica 

para la fabricación de sistemas de liberación de fármacos de silicio poroso (Serda et 

al. 2010a,b), y sus resultados de citotoxicidad concuerdan con los obtenidos en este 

trabajo. En el futuro, será necesario estudiar más a fondo los posibles efectos que 

puedan causar los dispositivos en las células, como por ejemplo la activación de 

señales celulares o variaciones en la expresión génica ó la traducción de proteínas, 

pero el conocimiento adquirido con el presente trabajo es la base para el desarrollo 

de sensores intracelulares para células vivas utilizando técnicas de fabricación de 

microelectrónica.  
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1. El diseño y la fabricación mediante procesos fotolitográficos ha permitido obtener 

Si-MP, pSi-MP de dimensiones adecuadas para albergar futuros dispositivos 

intracelulares en células vivas.  

2. Tanto Si-MP como pSi-MP pueden ser interiorizadas por células vivas en cultivo con 

capacidad fagocítica. Una vez endocitadas por macrófagos, estas micropartículas 

quedan atrapadas en compartimentos celulares.  

3. Las Si-MP y pSi-MP no causan ningún efecto citotóxico significativo al ser 

fagocitadas por macrófagos en cultivo, ni comprometen el desarrollo 

preimplantacional de embriones de ratón microinyectados con una sola 

micropartícula. 

4. Los códigos de polisilicio son el primer dispositivo celular pasivo válido para etiquetar 

y seguir individualmente células vivas con capacidad fagocítica en cultivo durante 

periodos largos de tiempo. Estos códigos presentan unidades de información 

fácilmente reconocibles mediante microscopía óptica. 

5. La funcionalización de la superficie de pSi-MP y códigos de polisilicio por unión 

covalente es más eficiente y estable que la modificación por adsorción, y la 

molécula puente más adecuada para anclar proteínas a la superficie de las 

partículas de polisilicio es el TESUD. La forma y el tamaño de las partículas afecta a 

la eficiencia de funcionalización, y para la modificación covalente es mejor en 

pSi-MP que en los códigos de polisilicio. 

6. Los códigos de polisilicio funcionalizados covalentemente con la lectina WGA561 se 

adhieren a la membrana plasmática de células Vero en cultivo con una unión 

robusta y estable, sin causar citotoxicidad. Los códigos funcionalizados permiten 

etiquetar y seguir individualmente células vivas en cultivo sin capacidad fagocítica 

inherente, sin necesidad de monitorizarlas ininterrumpidamente.  
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 13

 

Questions are what matters. Questions, and discovering the right ones, are the key to 
staying on course… The wave of information threatens to obscure strategy, to drown 
it in details and numbers, calculation and analysis, reaction and tactics. To have 
strong tactics we must have strong strategy on one side and accurate calculation 
on the other. Both require seeing into the future. 

 Gary Kasparov, “How Life Imitates Chess” 

Tactics is knowing what to do when there is something to do. Strategy is knowing 
what to do when there is nothing to do. 

 Savielly Tartakower, Polish Chess Grandmaster 
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