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1.1 EL ESTUDIO DE CELULA UNICA

La mayoria de las técnicas actuales para el estudio celular se basan en el andlisis de
poblaciones celulares y proporcionan, por tanto, resultados que corresponden a
valores promedio de toda la poblaciéon. Sin embargo, las células de una misma
poblacién no son entidades homogéneas. Estudios de actividad enzimdatica, expresidon
génica o senalizacion celular entre ofros, indican la existencia de una variabilidad
substancial entre células fenotipicamente similares (Levsky y Singer 2003; Bengtsson et
al. 2005; Warren et al. 2006; Peixoto ef 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 mamiferos, procariotas, e incluso
en levaduras (de Souza 2010). Por ofro lado, procesos complejos como la
diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario femprano o la transformacion
celular durante los primeros estadios de la carcinogénesis implican cambios en el
comportamiento celular que inicialmente se generan en unas pocas células de la

poblacién.

Ante esta variabilidad, es evidente la limitacion de los estudios celulares poblacionales
y la necesidad de disponer de sistemas adecuados para el estudio de células
individuales (andlisis de célula Unica) (revisado por Spiller et al. 2010; revisado por
Kalisky et al. 2011). Con ello se podria lograr una mayor comprensidn del
funcionamiento celular y tisular, y se podrian detectar aquellos comportamientos o
respuestas poco frecuentes, pero importantes, por ejemplo, en los estadios iniciales de
desarrollo de una patologia. Por otro lado, el andlisis de célula Unica también seria Util
para el estudio de tipos celulares poco abundantes, como los ovocitos y embriones, las

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

1.1.1 ANALISIS DE CELULA UNICA

Los sistemas de andlisis de célula Unica pueden agruparse principalmente en técnicas
moleculares y de microscopia (Figura 1), aunque en muchos casos se utilizan ambas
simultdneamente. En el primer caso las células deben ser procesadas utilizando sistemas
de extraccion y purificacion del material que se va a analizar, generalmente dcidos
nucleicos (DNA y RNA) y proteinas. Por otro lado, las técnicas de microscopia permiten

analizar tanto célulos fijadas como vivas. Son técnicas generalmente cualitativas que



pueden dar informacién acerca de la organizacion celular y su dindmica durante un

tiempo limitado.

La mayor parte de las técnicas moleculares existentes para célula Unica estdn
disenadas para andlizar dcidos nucleicos, y muy pocas permiten estudiar proteinas.
Una de las técnicas es la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction, PCR) en célula Unica, que permite detectar, por ejemplo, anomalias
genéticas causantes de enfermedades hereditarias utilizando una sola célula de un
embrién en estadio de 4 6 8 células (Goossens et al. 2008). Otras técnicas como la
hibridacion fluorescente in situ (Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) 6 la hibridacion
gendmica comparada (Comparative Genomic Hybridization, CGH) permiten detectar
anomalias cromosémicas en células individuales de una poblacion (Fiegler et al. 2007),

o en los blastémeros aislados de un embrién (Egozcue et al. 2000; Rius et al. 2010).
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Figura 1. Procesos dinamicos en las células y metodologias de andlisis de los mismos en células
Unicas (Spiller et al. 2010).

FCS = espectroscopia de correlacion de fluorescencia; FISH = hibridacién in situ fluorescente;
FRET = transferencia de energia de resonancia de Forster; FUCCI = indicador fluorescente del
ciclo celular basado en la ubiquitinacién; PCR = reaccidén en cadena de la polimerasa.

Los estudios moleculares relacionados con el contenido proteico en célula Unica
todavia son un hito bastante lejano (de Souza 2010) y, en muchos casos, es necesario
el uso simultdneo de un microscopio. La tomografia crio-electrénica, por ejemplo, ha

logrado la reconstruccién tridimensional de células individuales seccionadas para
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estudiar la organizacion del citoesqueleto (Sartori et al. 2007) pero, a pesar de las
mejoras en resolucion y precision, no se observa la célula viva (revisado por Anselmetti
2009).

En 2006, Fitzpatrick y colaboradores lograron detectar la presencia de proteinas
marcadas por inmunocitoquimica en células individuales utilizando detectores de
fluorescencia en microcanales, pero ninguna técnica actual es lo suficientemente
sensible como para cuantificar estas proteinas. De todos modos, aunque las células
individuales no disponen de suficientes copias de la mayor parte de proteinas como
para llevar a cabo estudios de expresidn génica, una buena parte del RNA de las
células de mamiferos pertenece a los genes constitutivos y efectores, con >100 copias
por célula (10-40 pg), que se traducen en proteinas. En poco tiempo, la optimizacién
de las técnicas moleculares actuales permitird detectar en una sola célula esta
cantidad de RNA (Warren 2008).

Las técnicas de microscopia ofrecen las herramientas necesarias para observar células
manteniendo su integridad estructural. La mayoria de técnicas cldsicas como la
immunocitoquimica (deteccién de proteinas especificas en las células mediante
anticuerpos) se basan en la observacién de células que generalmente se encuentran
fijadas. Ello se debe a que para que un colorante, un anficuerpo o una sonda de DNA
penetren en la célula, ésta debe estar fijada y permeabilizada previamente, ya que la
membrana plasmdtica es impermeable a la mayoria de marcadores. Actualmente, los
microscopios opticos, de fluorescencia y electrénicos siguen siendo los mds utilizados.
De todos modos, cada vez se tiende mds a la utilizacidon de técnicas que permiten
obtener imdgenes o grabaciones dindmicas de células vivas. La aparicién del
microscopio confocal (Confocal Laser Scanning Microscope, CLSM) permitié hacer
ambas cosas utilizando marcadores fluorescentes vitales que pueden cruzar la
membrana plasmdtica sin alterar sus caracteristicas. La aplicacion de esta u otras
técnicas para el estudio de células individuales dentro de una poblacion celular
permite analizar el comportamiento individual de diferentes células frente a un mismo

cambio ambiental o estimulo.

1.1.2 ANALISIS DE CELULA UNICA VIVA

En la mayoria de las técnicas de andlisis de célula Unica revisadas en el apartado
anterior, es necesario procesar la muestra a analizar, tanto si se va a tfrabajar con

células integras (habitualmente fijadas) como lisadas (extractos proteicos, de DNA 6



RNA). Sin embargo, para comprender las funciones celulares lo idoneo seria poder

estudiar las células vivas.

Todos los procesos celulares son dindmicos 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 patrén de expresién de los
genes varia a causa de factores enddgenos o en respuesta a estimulos procedentes
del medio. Para analizar estos cambios en células individuales es necesario utilizar
métodos de andlisis que no interfieran en el funcionamiento celular. La escasez de
marcadores vitales eficientes ha imposibilitado el estudio de procesos como la
interaccién entre proteinas, activacidén de cascadas de sefalizacion, transmisién de
senales al nicleo & expresion de multiples 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 mayoria de técnicas que permiten el estudio de células vivas individuales son
técnicas moleculares combinadas con microscopia. Estas se basan en la utilizacién de
marcadores vitales especificos asociados a fluorocromos para obtener informacion
acerca de la morfologia, la genética, la bioguimica vy la fisiologia de las células,
orgdnulos o biomoléculas. A mediados de los afos 90, con la clonacién del gen de la
proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP), se logré un gran avance
en este aspecto. Una vez clonado, se fusiond con multitud de proteinas diferentes, y los
pldsmidos obtenidos (DNA circular con el gen de la GFP y el de la proteina de interés
incorporado) pudieron ser intfroducidos en las células por transfecciéon. Esta técnica
logra que la maquinaria celular transcriba y sintetice la proteina hibrida (con la GFP
incorporada) de interés, que serd funcional. La GFP marcd un punto clave para
visualizar estructuras celulares y mecanismos moleculares en células vivas. Desde su
implantacién, la microscopia de fluorescencia ha evolucionado mejorando el
rendimienfo, y su automatizacién ha facilitado la obtencion y el andlisis 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
proteinas de fusion fluorescentes para poder cuantificar la expresidn génica. Las
nuevas generaciones de proteinas fluorescentes, fotoconvertibles (Figura 1), permiten
su visualizacidon a diferentes longitudes de onda, y han sido ufilizadas para la
determinacion de lingjes celulares (Wacker et al. 2007) o la visudlizacién de la
dindmica de fusidon vy fision de las mitocondrias (revisado por Wiedenmann et al. 2009).
Otra técnica basada también en la detecciéon por fluorescencia, concretamente de
proteinas del ciclo celular ubiquitinizadas (Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle

Indicator, FUCCI), ha facilitado la visualizacién de la dindmica 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 coordinacién entre grupos de células vivas (Sakaue-

Sawano et al. 2008) (Figura 1).

Aungue la microscopia puede no ser el método definitivo para estudios complejos en
célula Unica, la mejora de la captura de imdagenes y del andlisis de datos, ya permite
estudiar eventos dindmicos a nivel de célula Unica, determinar lingjes celulares en
organismos en desarrollo y extraer datos cuantificables a partir de imé&genes en células
vivas (revisado por Spiller et al. 2010). La oferta de marcadores vitales especificos
asociados a moléculas fluorescentes cada vez es mayor: indicadores para iones
especificos (como el Ca?*) (Figura 1), reactivos acidotrépicos con afinidad por pHs
dcidos (como el de los lisosomas), o moléculas como el Hoechst (sonda que se
intercala especificamente 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 orgdnulos como las
mitocondrias (MitoTracker™), el reticulo endoplasmdtico (ER-Tracker™) vy los lisosomas
(LysoTracker™). La resolucién de las técnicas actuales de microscopia han permitido
incluso observar el tfransporte de citoplasma a nucleo de moléculas aisladas marcadas
con anticuerpos fluorescentes en células permeabilizadas (Kubitscheck et al. 2005)

(Figura 1).

El Ca2* es un buen ejemplo de regulacién de transporte y homeostasis. Los sistemas de
senadlizacién de este idn controlan buena parte de las reacciones celulares
(Verkhratsky 2007) e incluso las senales de muerte celular (Orrenius et al. 2003) a través
de enzimas, canales idnicos y ftransportadores. 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 modulacidén del Ca?*. Seria muy interesante poder valorar
simultdneamente senales complejas de regulacién celular como el Ca?*, el pH o las
especies reactivas del oxigeno. Ello aportaria informacién valiosa acerca de las
relaciones entre estos pardmetros celulares, pero muchos de los marcadores utilizados
para visualizar estos pardmetros, aungue se consideran vitales, siguen causando
efectos téxicos en cuestion 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 quimicas en las células que
pueden dalterarlas, como por ejemplo la formacidén 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).



Para analizar a nivel molecular pardmetros como los cambios de concentracién de
iones bajo diferentes condiciones, es imprescindible ir un paso mds alld 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 anos 80, representd un paso fundamental en el
estudio del mecanismo de accidén de canales idnicos. Esta técnica permite medir las
corrientes idnicas de Na*, K+, Ca?*, Cl... a través de un solo canal de la membrana
celular. Se puede aplicar en muchos fipos celulares, pero ha sido especialmente
utilizada en células excitables como neuronas (Takeda et al. 2010), cardiomiocitos y
filbras musculares (Song et al. 2005), o en células secretoras como las células B pancredticas,

productoras de insulina (Kanno et al. 2002).

Existen otras técnicas no invasivas que podrian ser Utiles para los estudios en célula
Unica viva, pero estdn todavia al principio de su desarrollo y por el momento son poco
sensibles (revisado por Spiller et al. 2010). La microscopia de fuerza atébmica (Atomic
Force Microscopy, AFM), por ejemplo, permite analizar la topografia de la membrana
celular (Muller 2008) sin necesidad de fratar las células. Ofras técnicas como la
estimulacion de cromdforos naturales como la hemoglobina con una longitud de
onda especifica (Min et al. 2009), o la espectroscopia Raman también permiten el
andlisis de células sin fratar. Esta Ultima técnica se basa en la alteracién de los niveles
de energia especificos de cada molécula (revisado por Evans y Xie 2008). En 2008,
utilizando la espectrometria de masas, Mizuno y colaboradores lograron identificar
proteinas especificas del tipo celular estudiado analizando extractos de citoplasma

procedentes de una célula viva.

1.1.3 LOCALIZACION, SEGUIMIENTO DE CELULAS Y CODIFICACION CELULAR

Para poder estudiar una misma célula viva a lo largo del tiempo es necesaria la
monitorizaciéon continuada de la misma o bien etiquetarla individualmente. La
posibilidad de localizar y tfrazar el desplazamiento de células individuales es de gran
interés en biologia celular para evaluar la conducta celular (supervivencia y movilidad
celular, interrelacion con otras células, etc.) bajo diferentes condiciones como por
ejemplo, exposicion a gases, compuestos téxicos, productos quimicos (quimiotaxis),
estimulos luminicos (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 migracién y el destino

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

y regeneracién neuronal (Kofron et al. 2009).

Generalmente, los ensayos de movilidad y migracién celular se han realizado
utilizando cdmaras de quimiotaxis (Barlow et al. 2005), que proporcionan informacion
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 isdtopos
radioactivos (Laval-Gilly et al. 2000), o la monitorizacién continuada o en time-lapse
mediante sistemas de captura informatizados acoplados a microscopios (Chen ef al.
2006; Li et al. 2008; Schmidt 2008; Hamilton 2009).

Sin embargo, estos sistemas de seguimiento de células individuales no estdn
optimizados del todo. Las células se dividen y se mueven, y pueden salir del campo de
observacion. En muchos casos, es necesario aislar unas células de las otras, lo cual
puede provocar cambios en la sefalizacion y la respuesta celular. En ofros 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 mds
energéticas como la radiacion UV (McCarthy et al. 2006), pero también a las
longitudes de onda del espectro visible si la exposicidon es prolongada (Wood et al.
2008). Ademds, debido a los diferentes indices de refraccién del aire, los medios de
cultivo, el citoplasma vy los orgdnulos celulares, la luz emitida por el microscopio se
refracta y dispersa alrededor de la regién iluminada, hasta una distancia de 90 um.
Esta luz dispersada supone una iluminacién mds intensa que exponer las células
directamente a la luz solar (Dobrucki et al. 2007), lo que acaba provocando danos en

el DNA de las células analizadas y circundantes.

Finalmente, los sistemas mds sofisticados de andlisis continuo son caros, por si mismos
no pueden darnos mds informacién de las células que su localizacidon durante unas
pocas horas, y analizan periodos de tiempo relativamente cortos debido a la dificultad

de mantener permanentemente las condiciones éptimas de cultivo.

Para evitar la monitorizacién continuada en el seguimiento de células, es necesario
marcar selectivamente las células de interés en el cultivo para poder observarlas
puntualmente sin posibilidad de confusién. Aungue en la mayoria de casos no se han
probado en cultivos celulares, se han propuesto modelos de etiquetaje de diversos
materiales y disenos (revisado por Finkel et al. 2004), por ejemplo quantum dots de
materiales semiconductores y emision a diferentes longitudes de onda aislados
(Mattheakis et al. 2004) 6 acoplados a microesferas (Han et al. 2001, Figura 2A; Oh et
al. 2006), particulas de polidimetilsioxano (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 nanoparticulas 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 vy dificulta
la manufactura, requiere un microscopio de epifluorescencia o confocal para

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

Figura 2. Sistemas de etiquetaje.

(A) microesferas etiquetadas con quantum dots (Han et al. 2001), (B) particulas polimerizadas
en PDMS solamente o con rodamina (barra = 10 uym; Dendukuri et al. 2006), (C) o particulas
fabricadas con metales como oro y plata (Nicewarner-Pena et al. 2001).

Algunas nanoparticulas modificadas con biomoléculas, principalmente anticuerpos,
pueden reconocer estructuras especificas como proteinas de la membrana
plasmdtica (Medintz et al. 2005) y permiten idenfificar tipos celulares concretos
(Delehanty et al. 2009). Se han utilizado también nanoparticulas con isétopos metdlicos
estables localizables por resonancia magnética (Vaccaro et al. 2008). Este ha sido el
diseno mds 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 poblacién. Para ello se han propuesto varios disefios como
codigos en forma de nanodiscos (Qin et al. 2007) o hechos con diversos metales en los
cuales la disposicidon de estos materiales define un patron de bandas que ejerce de
codigo (Nicewarner-Pena et al. 2001, Figura 2C; Bulbarello et al. 2008). Sin embargo,

ninguno de estos disenos ha sido probado todavia en células.



Introduccldn

Por lo tanto, en la Ultima década, la exploracion de nuevos métodos de seguimiento a
escala cada vez menor ha dado lugar a diferentes modelos de codificacién para
marcar y frazar poblaciones celulares tanto in vitro como in vivo. La posibilidad de
codificar células vivas de forma individualizada sin alterar su metabolismo supondria un
gran avance en el campo de la biologia celular, pero para que esto sea posible es
necesario el desarrollo de sistemas de codificacién y de técnicas de identificacion

celular mds adecuados.

1.2. DISPOSITIVOS MICROELECTRONICOS Y MICRO-NANOPARTICULAS

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 aparicion de
trabajos interdisciplinarios entre el campo de la biologia y otras dreas de conocimiento
muy distintas como la analitica, ingenieria o electrénica, y el trabagjo conjunto ha
hecho posible que en los Ultimos anos se hayan empezado a desarrollar sistemas que

permiten manipular y analizar células vivas aisladas en condiciones fisioldgicas.

Una de estas dreas de conocimiento es la microelectréonica, la aplicacion de la
electrénica a componentes y circuitos de dimensiones microscopicas para producir
dispositivos 'y equipos electronicos de dimensiones reducidas pero altamente
funcionales. Permite desarrollar estructuras y dispositivos tridimensionales con formas
complejas a micro y nanoescala, y mediante su aplicacion actual en el campo de la
biologia es posible analizar pardmetros celulares a tiempo real in vivo e in vitro. Una de

sus ramas que toma cada vez mds fuerza es la tecnologia de microsistemas.

1.2.1 MICROSISTEMAS

La tecnologia de microsistemas puede definirse como el desarrollo e integracién de
sensores, actuadores y otras estructuras tridimensionales en la escala micrométrica
y que Utiliza principalmente técnicas de fabricacidbn de la industria
microelectrénica. Sus estructuras estdn en el rango de la micra (Collard et al. 2008)

y en muchos casos incluyen circuitos electronicos. Estos microcomponentes

11


http://es.wikipedia.org/wiki/Circuito

12

combinados y optimizados proporcionan una o varias funciones especificas al
dispositivo, y se los conoce también como Sistemas MicroElectroMecdnicos

(MicroElectroMechanical Systems, MEMS).

Los MEMS son de pequeno tamano, 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 mds utilizados para crear la mayoria de éstos
dispositivos debido a sus propiedades fisicas, quimicas y térmicas (Petersen
1982).

Las aplicaciones de los MEMS son muy variadas: desde la electrénica de consumo
(cabezales de disco duro, inyectores de impresoras de tinta) a automocidén (sensores
de navegacién, acelerémetros para airbags), comunicaciones (interruptores, sistemas

de proyeccién) o medicina.

En esta Ultima drea los microimplantes de MEMS facilitan el tratamiento de disfunciones
musculares y nerviosas estimulando eléctrica y quimicamente sélo los musculos
denervados (Cockerham et al. 2008), mimetizan el sistema electromecdnico de la
cadena osicular timpdnica enviando pulsos eléctricos al oido interno y mejorando la
audicién (Urquiza et al. 2009), actian como marcapasos o sensores de presidon a
tiempo real en anillos adheridos a la pared externa de los vasos sanguineos (Cong et
al. 2006), o suministran medicamentos dispuestos en miles de reservorios cuya
activacion puede ser programada independientemente por comunicacién
inaldmbrica (Sbiaa 2006).

A nivel molecular, los MEMS han aportado mecanismos de deteccién vy
seleccion de biomoléculas. A través de voladizos con anticuerpos, capaces de
deformarse y cambiar su frecuencia de resonancia, es posible detectar ciertas
proteinas, por ejemplo marcadores tumorales. EI desarrollo de pinzas
moleculares funcionalizadas ha permitido atrapar biomoléculas de forma
selectiva (revisado por Ferrari 2005). En el campo celular, se han desarrollado
microcdmaras 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 tecnologias, la utilizacion de los sistemas existentes de
deteccién de pardmetros celulares en células aisladas a tiempo real
generalmente es compleja (Kasili et al. 2004), con lo cual su optimizacidn sigue

suponiendo un reto (Elman et al. 2008).



Introduccldn

1.2.2 FABRICACION DE MEMS

La fabricacién de MEMS se basa en las técnicas habituales de fabricacidén de
circuitos microelectrénicos en combinacién con técnicas especificas para la
estructuracién tridimensional. Se suele partir de una fina Idmina de material
semiconductor llamada oblea, habitualmente de silicio, sobre la cual se depositan
materiales como polisilicio, compuestos de silicio (SisN4, SiO2, SiC), metales o
compuestos metdlicos (Au, Ti, Ni, Al, ZnO), cerdmicas y/o materiales orgdnicos

(polimeros, enzimas, DNA, anticuerpos).

Para la fabricacion de MEMS basados en silicio se ufilizan tecnologias como la
deposicion fisica (Physical Vapor Deposition, PVD) o quimica (Chemical Vapor
Deposition, CVD) de materiales, la fotolitografia para crear un patrén en estas
capas, y el grabado para producir las formas necesarias (revisado por Madou
2002).

La estructuracion de las capas mediante procesos fotolitogrdficos es la gran
ventaja de esta tecnologia. La fotolitografia se basa en la transferencia de un
patrédn a un material fotosensible por exposicidn selectiva a una fuente de
radiacién, como por ejemplo la luz UV. El patrén de la radiacion es transferido al
material expuesto, lo cual modifica las propiedades entre las regiones expuestas y
no expuestas. La eliminacién de la resina que ha sido iluminada (resina positiva) o
bien de la que no lo ha sido (resina negativa) proporciona una mdscara para el

material que estd debaijo.

La eliminacién de las capas se puede realizar mediante grabado humedo o seco.
El grabado humedo consiste en la disolucidn del material cuando es sumergido
en una solucidén quimica, 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 mds las técnicas de grabado en seco: RIE (Reactive lon
Etching, grabado por iones reactivos) o DRIE (Deep RIE, grabado profundo por

jones reactivos).

Para mostrar la complejidad de estos procesos y a modo de ejemplo, la figura 3
detalla la fabricacién de una viga en voladizo (Benitez et al. 1996). Esta estructura
tiene multitud de aplicaciones en nanomecdnica, como por ejemplo el

reconocimiento biomolecular (Fritz et al. 2000; Lechuga ef al. 2006).
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Figura 3. Fabricacion de un microsistema mediante depositos y procesos de grabado.

En una oblea de silicio (A), se deposita una capa sacrificial (que al final del proceso serd eliminada) de
oxido de silicio (B) y se estructura mediante un proceso fotolitogrdfico y un grabado en seco (RIE) en la
cara superior (C). A continuacién, se deposita una capa estructural de poalisiicio (D) y se define el
dispositivo por un segundo grabado en seco RIE (E). Finalmente se elimina la capa sacrificial de dxido
de silicio mediante un grabado humedo (F) para liberar la estructura (G) y obtener el dispositivo
funcional (H). Benitez et al. 1996.

1.2.3 BIOMEMS

Los BioMEMS se definen como sistemas o dispositivos construidos mediante
técnicas de fabricacidon a micro o nanoescala, ya sea para procesar, liberar,
manipular, analizar o construir entidades bioldgicas o (bio)quimicas (Nuxoll vy
Siegel 2009). Sus principales aplicaciones son en el campo de la bioguimica y de
las tecnologias relacionadas con la salud (andlisis bioldgicos y biomédicos)
(Demirci 2007; Jeon 2007), desde los uTAS (Micro Total Analysis Systems,
MicroSistemas de Andlisis Total), a los Lab-on-a-chip (laboratorios en un chip)
que, tal y como indica su nombre, generalmente son biosensores o
guimiosensores que integran multiples procesos en un chip (Ferrari 2007). Para su
fabricacién se utilizan materiales relacionados con la microelectréonica (silicio,
borosilicatos), pldsticos y polimeros (PDMS, SU-8), y materiales bioldgicos
(proteinas, células y tejidos). En muchos casos, los BIoMEMS hacen uso de las
técnicas de modificacién de superficies para mejorar sus funciones o hacerlos

biocompatibles.
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1.2.3.1 Métodos de Deteccion con BioMEMS

Los BIoMEMS permiten estudiar moléculas bioldgicas o células. En el segundo caso,
prdcticamente siempre lo hacen desde el exterior celular. Los métodos de detecciodn
mds utilizados con tecnologias de BIoMEMS son los mecdnicos, eléctricos y épticos

(revisado por Bashir 2004) (Figura 4).

La deteccidén mecdnica se hace mediante sensores tipo voladizo (cantilevers), ya sea
por deteccion de esfuerzos mecdnicos o por masa (Figura 4A). Permiten detectar, por
ejemplo, reacciones biogquimicas que tienen lugar selectivamente en una cara del
voladizo, como la hibridacién de dos tipos de oligonucledtidos complementarios entre
si cuando uno de ellos estd unido al voladizo: la reaccidn provoca un estrés que dobla
el voladizo, y el cambio puede ser medido 6ptica o eléctricamente. Mediante este
mecanismo ha sido posible detectar proteinas y oligonucledtidos capaces de

reaccionar con biomoléculas ancladas sobre voladizos de silicio (Fritz et al. 2000).
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Figura 4. Métodos de deteccidon mas comunes en la tecnologia de los BIoMEMS.
(A) sensor mecdnico, (B) eléctrico vy (C) dptico (Bashir 2004).

La deteccidén 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
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conocidos, por ejemplo, los sensores de glucosa que catalizan la oxidacién de la
glucosa a B-D-gluconolactona y generan perdxido de hidrégeno (H202), el cual
reacciona con la Peroxidasa de Rdbano (HorseRadish Peroxidase, HRP) formando un
producto que precipita y se oxida de nuevo, liberando un electrén por cada molécula
procesada; el flujo de electrones es utilizado como medida de la concentracion de
glucosa. En la industria de la alimentaciéon, este proceso ha sido utilizado para

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

En muestras de sangre y orina, la deteccién de la concentracién de glucosa suele
hacerse siguiendo este mismo proceso, pero mediante un sensor 6ptico que detecta
el pigmento producido por la HRP (Sanz et al. 2007). Los detectores Opticos 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,
infroduciendo en el citoplasma nanofibras épticas con un reactivo especifico

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

1.2.3.2 Aplicaciones de los BoMEMS en estudios celulares

El campo de los BIoMEMS se origind para explorar tejidos, células, microorganismos,
DNA u otras biomoléculas mediante herramientas de tamano microscédpico, utilizando
las técnicas de deteccidn descritas. Estos BIOMEMS deberian permitir analizar procesos
bioldgicos bdsicos tales como la diferenciaciéon y el ciclo celular, la produccidon de
CO2 y especies reactivas del oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS), el
almacenamiento de energia en forma de ATP, o la acumulacién vy liberacion de Ca?*.
Aungue todavia no ha sido posible llevar a cabo estudios tan complejos, en el futuro
los BIoOMEMS pueden suponer una mejora sustancial en la investigacion biomédica vy la

prdctica clinica.

En la actualidad, una de las aplicaciones mds interesantes de los BIOMEMS son los
biosensores, que pueden ser MEMS modificados con moléculas orgdnicas, como por
ejemplo proteinas, o MEMS usados para analizar material bioldgico (revisado por
Jonkheijm et al. 2008). Son capaces de registrar, procesar e interpretar datos bioldgicos
muy rdpidamente. Se componen de un sensor bioldgico (enzimas, anticuerpos,
oligonucledtidos), un transductor que traduce la senal emitida por el sensor, y un
detector (Optico, piezoeléctrico, térmico, magnético). El ejemplo mds comuin 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 drea de la biologia celular, los BIOMEMS de silicio se han utilizado para
diversas aplicaciones: estudios con AFM, por ejemplo, han permitido detectar
gue la membrana plasmdatica 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 microfluidico suspendido en un voladizo, le
alteran la frecuencia de resonancia (Fritz ef al. 2000; Burg et al. 2007); del mismo
modo ha sido posible reconocer proteinas que, al anclarse especificamente a la
superficie de un voladizo, le provocan estrés y lo curvan (Shekhawat et al. 2006).
El interés en la sofisticacion de este tipo de estudios es creciente, pues se piensa
que en el futuro, el estudio de la deformacién mecdnica de proteinas y dcidos
nucleicos puede proporcionar algunas de las claves para comprender los
cambios en la estructura, funcidn y respuesta celular bajo presién, lo cual seria
de gran ayuda en el diagndstico y tratamiento de enfermedades (Bao y Suresh
2003).

Otra aplicacion de los BIOMEMS es el posicionamiento de células de forma controlada
sobre zonas especificas con microelectrodos aplicando voltgjes suaves en una
superficie (Gray et al. 2004), o manipular y posicionar células marcadas con particulas
magnéticas variando los campos magnéticos en un sistema de microcanales (Lee et
al. 2007). Asimismo, aplicando la microfluidica a BioOMEMS con sensores épticos ha sido
posible detectar y medir en microcanales pardmetros como la concentracion de O
en un medio liquido, por la emision de fluorescencia de un reactivo especifico (Nock
et al. 2008).

Los BIoMEMS son los sistemas con un futuro mds prometedor para la fabricacion
de biosensores. Son capaces de analizar cantidades muy pequenas de solucidén o
de biomoléculas, e integrar rdpidamente los datos obtenidos electréonicamente
para detectar in vitro toxinas, bacterias y virus (Veiseh y Zhang 2006). Parece pues
que biologia celular y molecular, gendmica, bioquimica y medicina pueden
complementarse con la microelectrénica para evolucionar conjuntamente vy
proporcionar herramientas que permitan conocer mds a fondo el funcionamiento
celular, detectar biomoléculas, manipular las células y ofrecer nuevas
oportunidades en el diagndstico y el tratamiento de enfermedades. Al mismo
tiempo, la reduccién progresiva del tamano de los BioMEMS ha sido y serd un
punto clave para el desarrollo de nuevas técnicas de estudio en célula Unica viva

(Figura 5).
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Materiales Tipicos de Microsistemas Técnicas de Fabricacion en Microsistemas

(Poli)Silicio y Compuestos del Silicio Fotolitografia
Polimeros [PDMS, SU-8] Depésito [PVD /CVD]
Metales [Au, Ni, Ti, Al] Crecimiento
Cerdmicas Grabado en seco [RIE /DRIE]
Moléculas Orgdnicas [DNA, enzimas, anticuerpos] Grabado himedo
Sensores Areas de Estudio de Biologia y Clinica
Térmicos Biologia celular
Magnéticos Biologia molecular
Mecdnicos Genéﬁca’
Eléctricos ";’f‘”"",'°9'°‘
. . . ioquimica
(Bio)Quimicos [BioMEMS] Microbiologia

Aplicaciones Biolégicas y Clinicas de los Microsistemas

Lab-on-a-chip
Deteccién de proteinas y DNA
Expresién génica
Posicionamiento de células
Sensores de gas / presién

Figura 5. Confluencia de las areas de estudio de la Biologia con las tecnologias de Microsistemas.

1.2.3.3 Modificacion de Superficies

Una de las grandes ventajas de los MEMS es que su superficie puede ser modificada
quimicamente para hacerla adecuada para el estudio de células u organismos vivos
mediante sensores mecdnicos, térmicos, dpticos, magnéticos, quimicos o bioquimicos.
Los BioMEMS no habrian conseguido muchos de los logros si no fuera posible la
inmovilizacidon de moléculas en su superficie. El amplio espectro de polimeros, proteinas
(en especial los anticuerpos, que son capaces de reconocer especificamente
epitopos concretos) y otras moléculas orgdnicas, 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 deteccidon de procesos
bioldgicos, la presencia o actividad de compuestos, o la expresidon génica en
microarrays (Eastman et al. 2006). En muchos casos, debido a la naturaleza de las
moléculas y sus propiedades fisicoquimicas, todavia es un reto el enlace funcional a
soportes sélidos (You et al. 2009), y estos procesos son todavia mds complejos cuando
la inmovilizacidn se hace sobre superficies de dimensiones muy reducidas o en

suspensidon, como por ejemplo sobre micro y nanoparticulas.
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Para modificar las superficies de silicio, sin duda el material mas utilizado en
microelectrénica, la estrategia mas comun es la adhesion de moléculas mediante
enlaces covalentes por funcionalizacién. La funcionalizacién es la utilizacién de grupos
funcionales (reactivos) presentes en la superficie de un material, para unir
covalentemente cualquier tipo de compuesto a esa superficie por métodos de sintesis
quimica. Para la union de la superficie y el compuesto de interés se utiliza una
molécula puente que generalmente es un silano. Estos compuestos estan formados por
cadenas de atomos de silicio unidos covalentemente a atomos de hidrégeno
(revisado por Shirahata et al. 2005). Como resultado, se obtienen MEMS funcionales

bioguimicamente. Se muestra un ejemplo en la Figura 6.

tehda

B silicio

El Oxido de silicio vv

& Proteina con grupo funcional

# Proteina de membrana g g " 21
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Figura 6. Modificacion por funcionalizacion de una superficie de silicio con un silano.

La superficie (A) se oxida en medio acido para crear grupos silanol (-Si-OH) (B), que se hidrolizaran y
reaccionaran con los grupos silanol del silano (C) dando un enlace covalente estable. El grupo
aldehido (-CHO) del otro extremo del silano formara también un enlace covalente con una proteina
gque contenga un grupo funcional (D). Este grupo funcional sera capaz de reconocer especificamente
otra molécula, por eiemplo una proteina localizada en la membrana de una célula (E).

Una de las aplicaciones de la funcionalizacién es, como ya se ha comentado, la
fabricacion de microarrays. Hay muchos tipos distintos de microarrays. En los
fabricados sobre superficies de silicio, por ejemplo, se pueden anclar oligonucledétidos
de forma ordenada. Estas secuencias cortas de DNA de cadena sencilla pueden
hibridar con sus secuencias complementarias de DNA 6 RNA para detectar la
presencia ¢ ausencia de un gen (genotipado), 6 la expresidbn 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).
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La funcionalizacion puede usarse también para permitir la adhesion de células
Unicamente en regiones modificadas (Veiseh y Zhang 2006). Algunas proteinas como
el coldgeno permiten biocompatibilizar superficies para definir patrones sobre los
cuales pueden adherirse células (Hsiung et al. 2008). En ensayos tipo sandwich, la
funcionalizacion de la superficie de nanoparticulas con oligonucledtidos y anticuerpos
simultdneamente permite la deteccidon de concentraciones muy bajas (por debajo de

NM) de proteinas en solucion (Oh et al. 2006).

Otra estrategia bastante comuin en el recubrimiento de superficies, aunque menos
estable y especifica, es la adsorcién, un proceso por el cual dtomos, iones o moléculas
son atrapados o retenidos en la superficie de un material por la formacién de enlaces
quimicos débiles (quimisorcidon) o a consecuencia de las fuerzas de Van de Waals
(fisisorcion). El resultado es la formacién de una pelicula en la superficie de un cuerpo
que puede, por ejemplo, facilitar la adhesidon celular sobre la superficie de un detector
(Teixidor et al. 2008).

En las nuevas generaciones de sensores se estd 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 fabricacion de BioMEMS
(revisado por Inham y van Hylckama Viieg 2008). Su capacidad de secretar
compuestos orgdnicos como polisacdridos 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 litografia (Chan et al. 2004), o bien para modificar superficies y

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

1.2.4 MICRO Y NANOPARTICULAS EN BIOLOGIA CELULAR

Actualmente, el uso de BioMEMS se ha limitado a aplicaciones extracelulares. Tan sdlo
existen algunas aproximaciones cercanas al diseno de BIoMEMS intracelulares, pero se
trata de dispositivos que se encuentran sélo parcialmente en el interior celular. En uno
de los trabajos publicados, el dispositivo utilizaba nanofibras dpticas con un extremo
infroducido en el citoplasma celular para detectar la actividad enzimdtica 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 infroducir en la
célula el extremo de este filamento recubierto por una bicapa lipidica, fue posible
determinar de forma reproducible el potencial eléctrico intracelular de una Unica

célula (Tian et al. 2010). La publicacidon mds 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 pequefisimas 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 nanoparticulas. Ello permite analizar tanto la
facilidad de interiorizacion como la posible toxicidad de los materiales que puedan ser
de interés para la fabricacion de BioMEMS (por ejemplo el silicio, uno de los mas

comunmente utilizados en microelectrénica).

1.2.4.1 Interiorizacion de Micro y Nanoparticulas en Células Vivas

La endocitosis es un proceso celular por el que las células interiorizan moléculas
grandes o particulas, englobandolas mediante la invaginaciéon o evaginacion de la
membrana plasmatica y formando una vesicula que se incorpora al citoplasma.
Dependiendo del material a interiorizar (cargo) existen diferentes vias de endocitosis

(Figura 7).

Las células interiorizan moléculas y particulas pequefias por un mecanismo llamado
pinocitosis. Practicamente todas las células eucariotas invaginan continuamente zonas
de su membrana plasmatica en forma de pequefias vesiculas pinociticas llenas de
fluido extracelular. Este proceso puede estar mediado por clatrina, por caveolina o por
mecanismos de endocitosis que no dependen de estas proteinas. Independientemente
del mecanismo de entrada la mayoria de los procesos liberan el material transportado
al endosoma temprano que se fusionard con una vesicula rica en enzimas hidroliticos

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

PinCyices
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Figura 7. Vias de endocitosis en las células de mamiferos.

La via de endocitosis depende del tamafio, la naturaleza del material a interiorizar (moléculas,
particulas, células enteras, fragmentos celulares,...) y el mecanismo de formacién de la vesicula
(revisado por Conner y Schmidt 2003).
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La macropinocitosis es un proceso mediante la cudl se incorporan grandes cantidades
de fluido extracelular. En la superficie celular se crean evaginaciones a modo de ola
formando una gran vesicula interna o macropinosoma. El mecanismo de formacion de
los macropinosomas involucra a los mismos componentes que actian durante la
fagocitosis: los filamentos de actina y la proteina motora miosina. Se utiliza para captar
alimento y renovar la membrana plasmdatica, y se activa durante el movimiento celular
para fransportar grandes porciones de membrana hacia el frente de avance. Algunas
bacterias son capaces de inducirla para infroducirse 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 macréfagos o las células dendriticas
también tienen la capacidad de detectar particulas de gran tamano y patdégenos del
medio externo, fagocitarlos e incorporarlos en vesiculas llamadas fagosomas. Estos
compartimentos celulares se fusionan con vesiculas acidicas para formar un lisosoma y
digerir su contenido. En estos casos, la adhesion y la posterior interiorizacion de las
particulas depende de su carga (Thiele et al. 2001; Munoz-Javier et al. 2006), que
determina dos mecanismos distintos de fagocitosis (Swanson y Baer 1995). La superficie
de la membrana plasmdtica tiene tipicamente carga negativa (atriouible
principalmente al &cido sidlico presente en dglicolipidos y glicoproteinas) con algunos
dominios cargados positivamente. Cuando la particula es hidrofébica o estd cargada
positivamente, tiene una gran afinidad por las cargas negativas de la membrana y la
célula forma seuddpodos a su alrededor rdpidamente, interiorizdndola mediante un
proceso andlogo al denominado “mecanismo de cremallera”. En este caso, la
membrana del fagosoma se cine alrededor de la particula, formando un fagosoma
compacto que inhibe o retarda la maduracién de la vesicula (Thiele et al. 2003b). Este
proceso también ocurre cuando la particula 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
particula tiene carga negativa, la membrana plasmdtica se evagina creando
fagosomas mucho mds laxos alrededor de la particula; en este proceso, llamado
“mecanismo de gatillo”, el citoesqueleto de actina se remodela mds extensamente
(Male 2006).

Ciertos tipos celulares sin capacidad fagocitica inherente, como Hela o fibroblastos,
también son capaces de interiorizar particulas de tamano 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 vy
nanoparticulas. 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 particulas estudiadas en cuanto a tamanos, materiales y

recubrimientos, se hace dificil extraer conclusiones.

Se ha detectado que, en células dendriticas, la respuesta fagocitica depende de la
disposicion estructural de las moléculas en la superficie de las particulas (en este caso
nanoparticulas), ya que moléculas con grupos con carga anidnica y grupos
hidrofébicos alternados penetran la membrana por difusidén, mientras que cuando
estos grupos tienen disposicidn aleatoria, las particulas tienden a quedar atrapadas en

endosomas (Verma et al. 2008).

La fagocitosis también depende de las caracteristicas fisicas del material con el cual
estdn fabricadas o recubiertas las particulas. En macréfagos y células dendriticas, por
ejemplo, la tasa de interiorizacién se reduce considerablemente cuando las particulas
de dcido poli(léctico-co-glicdlico) (poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA) se recubren
con polimeros con carga positiva (Faraasen et al. 2003). Se conoce también que las
particulas  hidrofébicas adsorben proteinas séricas mas facilmente que otras
recubiertas con polimeros como polietilenglicol (polyethyleneglycol, PEG), lo cual hace
que sean fagocitadas mds rdpidamente (Pan et al. 2007). Ademds, las particulas
recubiertas con un antigeno reconocible por el tipo celular de estudio son fagocitadas
con mds facilidad (Thiele et al. 2003a), y las moléculas o particulas nanométricas con
carga catidnica pueden difundir a tfravés de la membrana celular para pasar al

citoplasma (Lovri¢ et al. 2005).

Como se ha comentado previamente, la tasa de interiorizacién de las particulas
también depende de su tamano, puesto que éste determinard su via de entrada en la
célula (revisado por Maysinger et al. 2007). Geiser y colaboradores (2005) por ejemplo,
detectaron que las particulas de poliestireno de tamanos inferiores a 100 nm penetran
por difusion o mediante interacciones adhesivas tanto en células con capacidad
fagocitica (macréfagos) como sin ella (eritrocitos), quedando libres en el citoplasma,
sin ningun recubrimiento de membrana. Por el contrario, las particulas de mayor
tamano tan solo eran interiorizadas por las células con capacidad fagocitica. Foged y
colaboradores (2005) sugieren que las células dendriticas interiorizan  por
macropinocitosis particulas de poliestireno de entre 40 y 100 nm, mientras que las de
mayor tamano (hasta 15 um) son fagocitadas; la interiorizacién es méxima cuando su
tamano es de 0,5 um vy, en particulas de tamanos superiores, la fagocitosis aumenta de

forma considerable al modificar su superficie para darles carga positiva.



Tabla 1. Comparativa de estudios realizados sobre interiorizacidon de micro y nanoparticulas en
diversos tipos celulares.

carga superficial

material tamafio recubrimiento potencial ¢ (mV) tipo celular tiempo resultados estudio autor estudio
0,8 nm fioroblastos 1h
. L A Citotoxicidad (dosis y
oro A S sl lelse) (+) X mc.lcr,Ofogos 2y tamafo dependiente). Pan et al. 2007
1.4 nm PEG (+) cél. epiteliales (HelLa) 18 h
(0,8nm > 15nm)
15nm cél. de melanoma 24 h
Th
(+) 25h NP- practicamente no
oro 2nm 11-MUA 0 fibroblastos j téxicas. Incremento de  Goodman et al. 2004
lisis celular con NP*.
24 h
Las NP* crean agujeros
28 ) e 50 transitorios de membrana
43nm MUS 66%:brOT 34% 311 células dendriticas S CESEEE e C',TOTOX'C'dOd' Verma et al. 2008
oro 6h Las NP~ no.
4,5 nm MUS 66%:0T 34% -33,1 e e A s
4,9 nm MUS 34%:0T 66% -35.2 moléculas superficiales en
la NP reduce la disrupcién.
Las NP sin modificar no
FITC -34,73 citotéxicas alas 96 h.
AP 4,68 El recubrimiento altera la
. - endocitosis (FAP facilita la
oro )
o R GP -3.25 T { PN } endocitosis mediada por  Slowing et al. 2006
i GEGP 40,57 10h receptor; AP y GP por
caveolas), y las cargas +
FAP +12,.81 facilitan la retencién en
endosomas.
0,1 um — -60,6
0,1 gm PLL/PA/TT +20,1 /-44,4 / -26,9 MP* se endocitan mds
0,5 um _ 541 facilmente que MP-.
PS 1 um — 60,1 células dendriticas 24 h TGmGF(‘;’T ofp‘if“%<2'5 HM- Eoged et dl. 2005
itotoxicida
1 um PLL/PA/TT +12,4 / -57.,4 [ -42,9 dependiente de fiempo y
1 um PrS / WGA +41,4 /-53.0 concentracion.
4,5 um — -66,9

Interiorizacion por difusion
e inferacciones adhesivas:

Mg 5 articulas no rodeadas de
PS 0.2 um ) { macrofagos } A P Geiser et al. 2005

eritrocitos membranas (<1um).
1pm En NP <100nm la endocito-
sis no depende de carga.
_ 08 IgG favorece endocitosis,
! BSA la dificulta. Ambas en
PLL29 +38,2 fagosomas dcidos (pH < 5).
6fagos .
1 v PLL 99 +42,0 tdiseie Las MP* favorecen la )
7 g PEI +457 células dendriticas 4h " endocitosis. Acidificacion  1iele ef al. 20035
A — . '] endosomal menor (pH 2 6).
i y Membrana fagosomal mas
BSA -16.9 laxa en MP- que en MP*.
— (-). (+) con PLL En MP, la carga + favorece
0 s ) la interiorizacién. a2GP y
BSA , . IgG promueven fagocitosis X
BS Tum coon( * A () células dendriticas 4h  Jurante las 2 h posteriores  Thiele et al. 2003a
PLL 1gG (-) a la adsorcién en MP.
a2GP (-) HSA inhibe la fagocitosis.
. Capacidad fagocitica:
PS 1.5 um — (-) { ) macrofogrﬁ } 24h  macréfagos > monocitos > Kiama et al. 2001
células dendriticas células dendriticas > APC.
, — -58,3 /-56,4 i .Lo P}L _(MP.*’) favorece la
PS [Hif BSA 19.5/-19.5 macréfagos 4h interiorizacion y madura-  1higle ef al. 2001
4,5 um células dendriticas cién de células dendriticas
i RS0 A + tamanfo, - endocitosis.
1 um y " La activacion del receptor
PS 6um N o macréfagos j de manosa en fagosomas ¢ gng et of. 2005
lipoglicanos s.d. 2h reduce su fusiéon con los
20Hm lisosomas.
— (-) / neutro / (+) G ot ;
P o IgG, osteopontina e
d
Ps /EE’OH 3um olbumllngsenco S'”" macréfagos 30min hidroxiapatita aumentan Pedraza et al. 2008
3 le] s.d.

la tasa de fagocitosis.
osteopontina s.d.
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carga superficial

material tamafio recubrimiento potencial  (mV) tipo celular tiempo resultados estudio autor estudio
PLL-g-PEG (no téxical)
- 0 Th reduce la fagocitosis.
PS 4,5 um PLL-g-PEG (+) ) mocréfcg?_s 4h La secuencia RGD la Faraasen et al. 2003
PLGA 1-10 pm PLL-g-PEG-RGD (+) células dendriticas 24h | activa especificamente, y
RDG (+) 48 h la RDG no aunque se
mantiene la carga.
32 15min El psoralen A se libera e
PLGA 1,4 um ) macréfagos 30min intercalaen el DNA Al Gomes et al. 2006
psoralen A +10,6 oh degradarse la MP, absorbe
luz UV y daia el DNA
PLGA 59 iy - ) macréfagos 1h Reduccion‘fogociiosis €N Evoraetal 1998
3,5um DPPC () presencia de DPPC

24 h
5 dias
8 dias
10 dias

No hay MP en endosomas

tardios o lisosomas hasta

>10 dias. Podrian liberarse
de estas vesiculas.

PLGA 1-10um — s.d. macréfagos Trombone et al. 2007

de ROS: muerte celular por
danos en la membrana,
mitocondrias y nucleo.
La funcionalizacién con

antioxidantes lo previene.

dcido células epiteliales

CdTe 200 mercaptopropidnico ) (MCF-7) {

Lovri¢ et al. 2005

} Las NP inducen formacién

3nm Tanto NP (>20 ug/ml)
. _ 5. 5 como MP (>200 ug/ml) hoi et al. 2009
silicio 0.1 um . macrotagoes inducen citotoxicidad. Las Choi ef al. 200
3um MP aumentan TNF-a y IL-6.
silicio 240 = s.d. células dendriicas < ok Citotoxicidad NP <MP'y /oy et al, 2007
poroso 2,5 um 48 h dosis dependiente.
slicio 265 nm / Tum - -25.5 Hela 180 EnNP.amayortamano g i ot or. 2007
poroso (5.4 nm poro) citocromo C ) 24 h menor interiorizacion.
PSS:PAH s.d.
PSS:PAH + PLL s.d. A Buena respuesta
= U PSS:PAH + PGA s.d. ) mc:crofcg(lJ-s 1h fagocitica en todoslos  de Rose et al. 2008
(huecas) células dendriticas lizad
PSS:PAH + DNA sl casos analizados.
PSS:PAH + PMASH s.d.
células epiteliales ] Mediante fluorescencia es
a 4-6um . N . Smin posible distinguir entre MP ¢ iing ef al. 2008
(huecas) PSS:PAH + sonda pH sl fuk?roblosios { 24 h } interiorizadas y localizadas &
mieloblastos fuera de la célula.
g e Lo MP* mayor interiorizacién:
5pm PSS:PAH (+) células epiteliales { 1h } ] oy 5 ;
B h PAH- MCE-10A / MDA-MB-4355 mejor adhesién ala  Mufioz-Javier ef al. 2006
N — PSS:PAH:PSS ) . 4 )| 48h membrana plasmdatica.

11-MUA = dcido 11-mercaptoundecanoico; a2GP = glicoproteina sérica humana a2; AP = 3-aminopropil; APC = células presentadoras de

antigenos; APOH = hidroxiapatita; br-OT = 3,7 dimetiloctano-1-tiol; DPPC = 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina; FAP = (3-aminopropil)-N-folato;
FITC = isotiocianato de fluorescelno; GEGP = 3-[N-(2-guanidinoetil)guanidino]propil; GP = guanidinopropil; IL-6 = interleucina 6;
LPS = |IPOpO|ISClCOrIdO MP / MP = microparticulas con carga anidénica / catidnica; MUS = 11-mercapto-1-undecansulfonato;

NP / NP = nanoparticulas con carga aniénica / caiténica; OT = octanetiol; PA = poli-d--alanina; PAH = poli(hidrocloruro de alilaminay);
PEl = polietilenimina; PGA = dcido poli-L-glutdmico; PLGA = acido poli (D.L Iactico co-glicdlico); PLL = poli-L-lisina; PLL-g-PEG = poli(L-lysina)-g-
poli(etilenglycol); PMASH = dcido polimetacrilico; PrS = protaminsulfato; PS = poliestireno; PSS = polistirensulfonato de sodio; RGD = péptido con la
secuencia RGD (Arg-Gly-Asp); ROS = especies reactivas del oxigeno; s.d. sin datos; TNF-a = factor alfa de necrosis tumoral; TT = toxina tetdnica;
WGA = aglutinina de germen de frigo.

Se ha sugerido que la via y la tasa de interiorizacién de las particulas dependen del
fipo celular de estudio. Los macréfagos, por ejemplo, presentan una tasa de
fagocitosis tres veces mayor que las células dendriticas con particulas de poliestireno
de 1 um (Thiele et al. 2003b). Estas diferencias se deben probablemente a que mientras
que los macréfagos eliminan cuerpos extranos y sustancias de deshecho para
mantener limpio el organismo, las células dendriticas se ocupan de acumular antigenos

para que sea posible iniciar la respuesta inmunitaria (Kiama et al. 2001).

25



R0

1.2.4.2 Citotoxicidad de Micro y Nanoparticulas

Dependiendo del material, el tamano, la carga y la composicién de la superficie, la
interiorizacién de las particulas en células es mds o menos eficaz, de manera que el efecto

toxico que causan en los cultivos también varia dependiendo de estos pardmetros.

En términos generales, las nanoparticulas se consideran potencialmente mds tdxicas
que particulas de mayor tfamano del mismo material. Su relaciéon superficie/tamano 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 particulas
pueden interaccionar con las células y causar toxicidad mediante mecanismos que
dependen de la forma y porosidad de las particulas, la composicidn quimica del
material y su estructura electrénica, el recubrimiento de su superficie (reactivo 6 no) y
la solubilidad de las particulas en el medio. Las especies quimicas de su superficie son
un pardmetro determinante y contribuyen claramente en la citotoxicidad, pues
interactUan con el ambiente celular y pueden variar dependiendo de los cambios en
factores ambientales como el pH ¢ la incidencia de luz UV (revisado por Nel et al.
2006) (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismos de interaccion de micro y nanoparticulas con moléculas y células.

La interaccidon de las particulaos depende de la composicion del material, la estructura
electrénica, los recubrimientos de su superficie (activos 6 pasivos) y su solubilidad (Nel et al. 2006).
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En macréfagos, las nanoparticulas tienen un efecto téxico mayor que las
microparticulas fabricadas en el mismo material, aunque estas Ultimas incrementan la
produccidén de citocinas que activan la respuesta inflamatoria (Choi et al. 2009). Sin
embargo, Vallhov y colaboradores (2007) detectaron que, en células dendriticas,
particulas de silicio poroso de tamano micrométrico presentaban mayor citotoxicidad
qgue las mismas particulas de tamano nanométrico. La intensidad de la respuesta
inmunitaria y la tasa de interiorizacion de microparticulas en las células dendriticas
también eran mds intensas que en macrdfagos, en los cuales la viabilidad se veia

menos afectada en presencia de microparticulas.

Estos resultados tan diversos podrian deberse a que los estudios se han realizado con
particulas de materiales distintos, pero también a las enormes diferencias en la
respuesta celular dependiendo de pequenas variaciones en el tamano de las
nanoparticulas. Por ejemplo, Pan y colaboradores (2007) observaron que en
fioroblastos, macréfagos, células epiteliales y de melanoma, mientras que particulas
de oro de 1,2 nm de didmetro provocan la muerte celular por apoptosis, las de 1,4 nm
lo hacen por necrosis y al cabo de aproximadamente 12 h. Ademds, la citotoxicidad
de estas nanoparticulas es entre 60-100 veces mayor que la provocada por particulas
de 15 nm del mismo material, y su toxicidad aumenta cuando su superficie estd
cargada positivamente (Goodman et al. 2004). Asi pues, lo mds probable es que la
senalizacién y las vias de interiorizacién de micro y nanoparticulas sean distintas. Se ha
propuesto que las diferencias de citotoxicidad podrian deberse a que las
microparticulas al ser endocitadas quedan aisladas en vesiculas, mientras que las
nanoparticulas quedan libres en el citoplasma y pueden interaccionar directamente

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

Otro pardmetro que puede afectar a la viabilidad celular es la estructura electrénica
de las moléculas que se encuentran en la superficie de las particulas, que afecta
directamente a su reactividad. Tal y como se ha comentado en el apartado anterior,
la carga de las particulas en su superficie (el potencial ) influye en su via de
interiorizacién en las células. Se conoce, por ejemplo, que las moléculas o particulas
nanométricas con carga catidénica pueden difundir a fravés de la membrana celular
para pasar al citoplasma. Esto parece estar relacionado con su capacidad de formar

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

Para que estos resultados fueran concluyentes seria necesario poder comparar cada
tipo celular analizado con los diferentes materiales y tamanos de particulas, pero tan
solo existen algunos estudios al respecto. En macréfagos, se ha descrito que las
particulas de poliestireno de 1, 6 y 20 uym no son citotéxicas después de 2 h en

contacto con las células (Kang et al. 2005a), ni después de 4 h cuando estdn
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carboxiladas (por lo menos las particulas de 1 um) (Thiele et al. 2003a). Tampoco se ha
detectado toxicidad después de 6 h con particulas de PLGA de entre 1y 10 um en el
mismo tipo celular (Faraasen et al. 2003). No obstante, como se ha comentado en el
pdrrafo anterior, después de 24 h con particulas de oro de entre 0,8 y 15 nm, el efecto
citotodxico es visible y la toxicidad se relaciona con el tamano y no con el material (Pan
et al. 2007), aunque no se conoce el efecto causado por particulas de oro

micrométricas.

En células dendriticas no se ha detectado ningin efecto citotdxico después de
incubarlas durante 6 h con particulas de PLGA de enfre 1 y 10 um (Faraasen et al.
2003), 0 24 h con particulas de poliestireno de entre 40 nm y 15 um (Foged et al. 2005).
Después de 48 h con particulas de silicio poroso de entre 270 nm y 2,5 um también se
detectan niveles muy bajos de citotoxicidad, aunque los autores infuyen que ésta
depende directamente del tamano y la concentracidén de particulas (Vallhov et al.
2007).

La concentracién de particulas analizado en cada estudio es tan diverso como los
tamanos testados, lo cual dificulta aun mds un andlisis global. De todas formas, a partir
de estos estudios queda claro que algunos materiales son biocompatibles en tfamanos
adecuados para la fabricacién 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 tecnologias de fabricacidon de microelectronica.

1.2.4.3 Aplicaciones de Micro y Nanoparticulas

A pesar de gque no se tiene un conocimiento profundo sobre el efecto a la exposicion
de particulas en células u organismos y su metabolizacion, micro y nanoparticulas se
estdn empezando a utilizar en estudios clinicos y celulares. Todavia no se conoce bien
su toxicidad, son poco funcionales y sus aplicaciones son limitadas (Murthy 2007), pero
suU presencia en estas dreas de estudio es cada vez mayor. Uno de los materiales mdas
estudiados es el éxido de titanio, TiO2, que se comercializa en forma de microparticulas
(como pigmento blanco en pinturas) y de nanoparticulas (en cremas solares, actia 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 todavia
hoy en dia no queda claro qué riesgo comporta para la salud su utilizacién en la

industria.

En el dmbito clinico, la nanomedicina pretende mejorar el diagndstico, tratamiento y

prevencion de enfermedades, asi como preservar y mejorar la salud y calidad de vida.



Introduccldn

En estos momentos se focaliza en mejorar el diagndstico in vivo e in vitro, desarrollar
nuevos sistemas mds efectivos de suministro y dosificacion de fdrmacos y desarrollar
tecnologias para la ingenieria tisular y la medicina regenerativa (Samitier 2009). En
diagndstico clinico, por ejemplo, se estd trabajando en el desarrollo de nanoparticulas
magnéticas como contrastantes para la resonancia magnética nuclear (Wagner et al.
2004; Silva 2006). También se estdn desarrollando sistemas con particulas para modular
la liberacion de fadrmacos in vitro e in vivo (revisado por Ferrari 2005), por ejemplo
nanoparticulas adheridas a bacterias, que se liberan cuando estas Ultimas entran en

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

En cultivos, prdcticamente todos los trabajos con micro y nanoparticulas estdn dirigidos
a analizar su citotoxicidad. Se han utilizado nanoparticulas magnéticas con el fin de
orientar la division celular al aplicarles un campo magnético (Wilhelm y Gazeau 2008).

No obstante, es obvio que este campo estd ain en desarrollo.

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

Microparticulas y nanoparticulas se fabrican mayoritariamente mediante sintesis
guimica. Modificando pardmetros como la temperatura o la concentracién de
solvente y surfactante es posible tener cierto control en lo relativo al tamano vy la
morfologia de las particulas. Este método permite obtener una gran cantidad de
particulas pero, sin embargo, conlleva de forma inherente una serie de limitaciones
como la dificultad de obtener particulas con formas complejas o compuestas por
varios materiales cada uno con una forma especifica. En este punto es donde la
fabricacion de micro y nanoparticulas mediante procesos fotolitogrdficos y técnicas
de microelectrénica, como las que se aplican para la fabricacién de MEMS, presenta
una ventaja competitiva. En este caso, las tecnologias de microsistemas permiten
definir con exactitud las tres dimensiones de las particulas, darles formas complejas, asi
como combinarlas con otros materiales con geometrias controladas. Por lo tanto, la
fabricacion basada en estas tecnologias abre la posibilidad a la futura fabricacion de

sofisticados sensores infracelulares.

MEMS y BIoMEMS ofrecen un método de estudio para los organismos vivos en la misma
escala de tamano que las micro y nanoparticulas, 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 pequenos para poder infroducirse en el interior celular y ser

biocompatibles.
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El desarrollo de BioMEMS miniaturizados hasta alcanzar famanos de unas pocas micras
significaria un progreso importante en el estudio celular. Pero aungue estas
herramientas todavia no estdn disponibles, la tecnologia necesaria para producirlos si
lo estd. Tal y como predijo la ley de Moore, las tecnologias de semiconductores como
el silicio han evolucionado hasta obtener dispositivos de tamano por debajo de la
micra (Moore 1995), y en la actualidad, con mdas de 40 anos 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 precision (Voldman et al. 2003).

Recientemente, Tasciotti y colaboradores (2008), utilizaron microparticulas de silicio
poroso, fabricadas utilizando procesos fotolitogrdficos, con nanoparticulas asociadas a
moléculas (quantum dots y nanotubos de pared simple unidos a PEG e isotiocianato
de fluoresceina) que se liberaban en contacto con la membrana plasmdtica de
células en cultivo. AUn no se ha descrito ningin sistema capaz de analizar vy
caracterizar células u organismos vivos sin causarles dano alguno, pero estos BIOMEMS
biocompatibles y biodegradables podrian ser utilizados en el futuro para la liberacion
controlada de fdrmacos, y son un claro ejemplo de que las tecnologias de

microsistemas pueden ser una herramienta clave para ello.

La convergencia de la microelectrénica con dreas de estudio tan diversas como las
ciencias de materiales, éptica, quimica molecular o biologia ofrece un gran potencial
para el desarrollo de microherramientas intracelulares para el estudio de células vivas.
Estos BIOMEMS podrian ser de gran utfiidad en diagndstico clinico, toxicologia,
inmunologia, genética, biologia celular y molecular, y estudios en célula Unica. En este
sentido, Ferrari y colaboradores (Ferrati et al. 2010; Serda et al. 2010) estdn trabajando
en el desarrollo de microparticulas de silicio mesoporoso capaces de alojar y proteger
vectores como nanoparticulas que puedan ser dirigidas especificamente en el interior

celular con finalidades terapéuticas.

El disefio y fabricacién de sistemas intracelulares (sensores y/o actuadores) permitiria
analizar o modificar in situ los pardmetros celulares a tiempo real durante el periodo de
fiempo deseado, manipular a micro y nanoescalq, y realizar estudios multidisciplinares
mds complejos en células vivas individuales (Gefen y Balaban 2008). El logro de estos
objetivos proporcionaria informacion mds precisa que ayudaria a comprender mejor el

funcionamiento celular y su interaccién con el medio.
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Obj etivos

El estudio que se presenta a continuacidon se enmarca dentro de los proyectos
MINAHE I (TEC2005-07996-C02) y MINAHE Il (TEC2008-06883-C03), los cuales tienen
como objetivo principal la fabricacion y caracterizacion de micro y nanoherramientas
para el estudio de células vivas. Concretamente, el objetivo final de dichos proyectos
es disefar y fabricar dispositivos (BIoOMEMS) que permitan el estudio individualizado de

células vivas desde su interior o su exterior.

Estos dispositivos, en el futuro, deberan ser capaces de llevar a cabo diversas
funciones, detectar parametros celulares y actuar en consecuencia. La modificacién
de la superficie de estos dispositivos con moléculas especificas haria posible dirigirlos
hacia estructuras celulares concretas (membrana plasmatica, ndcleo, etc) pero
también usarlos para la deteccion de moléculas especificas presentes en las células
(por ejemplo la activacion de caspasas, el incremento de ROS o las variaciones de
concentracion de Caz).

El presente trabajo corresponde a la fase inicial del proyecto, y pretende sentar
las bases para el desarrollo de BIoOMEMS que puedan ser interiorizados en células
para aplicaciones en célula uUnica viva. Basandonos en este objetivo principal,
era necesario seleccionar un material biocompatible apropiado para la
fabricacién de los MEMS, optimizar un sistema de modificacibn quimica con
biomoléculas para su funcionalizaciéon, y determinar un sistema de interiorizacion
para que los BIoMEMS fabricados puedan ser introducidos en el citoplasma
celular.

Ademas, como primera aproximacion para demostrar la utilidad de estos dispositivos
en estudios de célula unica viva, nos propusimos disefiar un sistema de etiquetaje

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

Disefiar microparticulas de silicio y polisilicio fabricados mediante técnicas
microelectrénicas basadas en procesos fotolitograficos, adecuadas para

aplicaciones en biologia celular.

. Valorar la capacidad de interiorizar microparticulas de silicio y polisilicio en células

vivas en cultivo con capacidad fagocitica (macréfagos), y determinar su destino

intracelular.

. Analizar la citotoxicidad que puedan causar las microparticulas al ser fagocitadas

por macréfagos o bien microinyectadas en embriones de ratén en estadio de

pronucleos.

. Desarrollar un sistema de etiquetaje con microparticulas codificadas para el

seguimiento individual de células con y sin capacidad fagocitica.

Modificar la superficie de microparticulas y coédigos utilizando distintas técnicas y
grupos funcionales, y seleccionar la técnica mas adecuada para dirigir las

microparticulas de forma controlada a una estructura celular de interés.
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Material Y Métodos

3.1. MICROPARTICULAS

3.1.1 CARACTERISTICAS DE LAS MICROPARTICULAS

Se disenaron y fabricaron tres tipos de microparticulas utilizando dos materiales distintos:
silicio y poalisilicio. Los dos primeros tipos de microparticulas tienen forma cilindrica, de 3 um
de didmetro x 1,5 um (10,60 yms3; silicio) o 0,5 um (3,53 um3; polisilicio) de espesor, con dos
caras planas para la futura implementacién de un sensor o actuador. De ahora en
adelante las llamaremos “Si-MP” & “pSi-MP” segun si se fabricaron en silicio o polisilicio
respectivamente. El tercer tipo de microparticulas, disenado para la codificacion de
células vivas individuales, se fabricd en polisilicio. Sus dimensiones se fijaron en 10 um x é um
de lado y 0,5 um de espesor, con un volumen mdximo de 30 um3. Se definieron con 8
regiones pentagonales (bits), de 1 um de lado como minimo, que pueden combinarse para

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

Como control para los estudios de interiorizacion y citotoxicidad se eligieron esferas
comerciales de poliestireno, fluorescentes en el espectro del amarillo-verde, de 3 um de
didmetro (14,14 um3) (17155-2, Polysciences Inc.). Se seleccionaron porque se ha
demostrado que son fagocitadas por macréfagos, y no son citotdxicas (Thiele et al. 2003).
Se eligid este tamano por ser lo mds similar posible al de las Si-MP y pSi-MP. Las llamaremos
“PS-MP™.

La figura 9 resume las caracteristicas de las distintas microparticulas que se han utilizado.

MICROPARTICULAS

s
% Silicio Polisilicio Poliestireno
=

U ¥ i
g 5 1 P
5] S
2 e o e o £ 4 o
8 -
.é Cilindros Cilindros Poliedros Esferas fluorescentes
c
g 3 pm diémetro 3 pm diémetro 10 pm x 6 pm lado 3 um dicmetro
= x 1,5 um espesor x 0,5 um espesor x 0,5 pm espesor

i \ U U
©
3
<
§ Si-MP pSi-MP cédigos PS-MP
IS
S
=

Figura 9. Caracteristicas de las microparticulas utilizadas en este trabajo.
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3.1.2 FABRICACION DE LAS MICROPARTICULAS

Las microparticulas de silicio y polisilicio se fabricaron a partir de obleas de silicio
utilizando técnicas de microsistemas (Figura 10A). En el caso de particulas de polisilicio,
después de depositar una capa sacrificial de éxido de silicio (Figura 10B), se depositd
una capa de polisilicio (Figura 10C); el grosor de esta capa, de precision nanométrica,
definid las dimensiones verticales de la microparticula (0,5 um). Para fabricar las
particulas de silicio se partié de una oblea SQOI (Silicon On Insulator) compuesta por una
capa de 1,5 um de silicio sobre una capa enterrada de oxido de silicio. Las
dimensiones laterales se definieron con precision por debajo de la micra mediante un
proceso fotolitogrdfico. Para ello se depositd una capa de fotoresina (Figura 10D) que
fue expuesta a luz UV a través de una mdscara en la cual estaban definidas las
geometrias de las estructuras (Figura 10E). Tras revelar la resina (Figura 10F), es decir,
eliminar las zonas expuestas, el polisilicio se atacd mediante grabado seco (Figura
10G). En este momento del proceso, las particulas estaban definidas pero fisicamente
unidas a la oblea. Finalmente se elimind la fotoresina restante (Figura 10H), y se
liberaron las estructuras mediante un ataque sacrificial del éxido enterrado. Para su
posterior manipulacién, se recogieron en etanol absoluto y fueron resuspendidas

mediante ultrasonidos.

Esta metodologia permite la obtencién de mds de 150 x 10¢ microparticulas tipo
cilindro y mds de 45 x 10¢ tipo cédigo por cada oblea de 4 pulgadas procesada, con

forma y dimensiones controladas.

B Silicio

B Sxido slicio
O Paolitilicio

B Fotoreilna

Figura 10. Fabricacion de cédigos de polisilicio mediante tecnologia de microsistemas.

Oblea de silicio como substrato (A). Deposicidon de una capa de éxido de silicio como capa
sacrificial (B) y una capa de polisilicio como capa estructural (C). Proceso fotolitogrdfico para
definir las dimensiones laterales de los cédigos: depdsito de fotoresina (D) y exposicién a luz UV
(E). Revelado de la fotoresina (F). Grabado en seco DRIE del poalisilicio (G). Eliminacién de la
fotoresina restante (H) y ataque de la capa sacrificial con vapores de HF para liberar los
cddigos (No mostrado en la figura).
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3.1.3 FUNCIONALIZACION DE LA SUPERFICIE DE LAS MICROPARTICULAS DE POLISILICIO

Para la codificacién de células sin capacidad fagocitica fue necesaria la
modificaciéon quimica de la superficie de las microparticulas con grupos funcionales
(funcionalizacién) que permitieran su adhesidn selectiva a la membrana plasmdtica
de las células. La funcionalizacién se realizé tanto en pSi-MP como en cddigos para
valorar si ésta se veia afectada en funcidn del tamarfo y la forma de las
microparticulas. Se evaluaron dos metodologias de modificacién de superficie
distintas: adhesidon de la molécula por adsorcion, y modificacién a través de enlaces

covalentes utilizando como molécula puente un silano.

La superficie de las microparticulas de polisilicio fue funcionalizada con dos tipos de
proteinas. En primer lugar se selecciond una inmunoglobulina G (IgG) de cabra anti-
ratén conjugada con Alexa Fluor 488 (IgG488; A11017, Molecular Probes), de emisién
en espectro del verde al excitarla con luz de una longitud de onda alrededor de los
488 nm. En segundo lugar se eligié una lectina, la aglutinina de germen de trigo
(Wheat Germ Agglutinin, WGA) conjugada con Texas Red®-X (WGAS¢; 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 ug/ml de proteina (IgG488 & WGASS!) para modificar una superficie total
de 45- 106 um?2 (525.000 codigos ¢ 1.750.000 pSi-MP).

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

superficies realizados, que se describen a continuacién.

3.1.3.1 Adsorcion

La modificacién de las microparticulas por adsorcidn se hizo en base a la patente de

Gustafson y colaboradores (1989).

En primer lugar se elimind el etanol y se dejé secar las microparticulas 1 h a 65°C
para facilitar la creacidn de una capa de éxido nativo en la superficie de las
microparticulas en contacto con el aire. A continuacién, las microparticulas se
resuspendieron en tampdn fosfato salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) con un
0,1% de azida sédica y, para evitar agregaciones, se disgregaron mediante
ultrasonidos durante 15 min a temperatura ambiente (TA). Pasado este tiempo, se
anadid la proteina de interés (IgG48 & WGAS¢!), que se incubd durante toda la

noche (overnight) a TA y en agitacidon en el mismo tampdn. Al dia siguiente, las
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particulas se lavaron por triplicado centrifugando a 14.000 revoluciones por minuto
(reom) a 4°C en PBS con un 2,5% de sacarosa, 0,25% de albumina sérica bovina
(Bovine Serum Albumin, BSA), y 0,05% de azida sédica. Finalmente, las
microparticulas se resuspendieron en PBS y se guardaron a 4°C hasta el momento

de su utilizacion.

FUNCIONALIZACION de la SUPERFICIE de las MICROPARTICULAS

Adsorcién Unién covalente

! !

Eliminacién EtOH

Técnica

Eliminacién EtOH

96% 96%

Lavado H,0
H,SO, : H,0, (7:3 v/v) + Ultrasonidos, Th TA
Creacién grupos -OH
NH,OH : H,0, : H,0 (1:1:5 v/v/v) + Ultrasonidos, 30’ TA
Activacién superficie
Lavado en H,0
Lavado en EtOH ;¢

EtOH ,;, : Acetato : TESUD (90:5:5) + Ultrasonidos, 15’ TA
+ Agitacién, 2h TA

Formacién enlaces covalentes
mP-Silano

Procedimiento

Lavado en EtOH ;¢ (x2)
Secado, 1h 65°C
Secado, 1h 90°C
Formacién capa superficial
Sxido nativo Eliminacién H,O y
fijacién enlaces mP-Silano
Resuspension en PBS con Azida sédica 0,1%

+ Ultrasonidos, 15’ TA NuBH3CN 5mM en PBS + Ultrasonidos, 15’ TA
Incubacién con IgG 6 WGA, overnight en agitacién a TA Incubacién con IgG 6 WGA, overnight 4°C
Adsorcién por atraccién fisica Formacién enlaces covalentes
mP-grupo funcional silano-grupo funcional
Lavado en PBS con Lavado en PBS-BSA 1%, 4°C
Sacarosa 2,5% + BSA 0,25% + Azida sédica 0,05%
(x3), 4°C Lavado en PBS (x2), 4°C
Resuspensién en PBS Resuspensién en PBS

Figura 11. Esquema de los protocolos de adsorcidon y unién covalente empleados para
modificar la superficie de las pSi-MP y los cédigos.
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3.1.3.2 Unidén covalente

Después de eliminar el etanol, las microparticulas se lavaron en agua desionizada vy se
incubaron en una solucién acida con un 70% de dcido sulfurico y un 30% perdxido de
hidrégeno (H202) 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 oxidacién
uniforme, la incubacién se realizé en sonicacion continuada durante 1 h a TA. A
continuacién, se elimind la solucién de oxidacién y los grupos hidroxilo se activaron en
una solucién bdsica de agua desionizada con hidroxido de amonio (NHs+OH) y perdxido

de hidrégeno en proporcion 5:1:1 (v/v/v), en sonicacién constante durante 30 min.

Después de un lavado con agua desionizada y otro con etanol absoluto, las
microparticulas se sumergieron en etanol absoluto con un 5% de tampdn 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
agitacion a 2.000 rpm para permitir una silanizacion lo mds uniforme posible (Kang et al.
2008; Shirahata et al. 2008). El proceso de silanizacién tiene lugar en dos pasos: a) los
grupos etoxi (-O-CH2-CHs) 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
particula en un proceso de condensacion 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 microparticulas se secaron a 90°C durante

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

Para disgregar de nuevo las microparticulas, se resuspendieron en una solucidén de PBS con
cianoborohidruro sédico (NaBH3CN) 5 mM y se sonicaron durante 15 min a TA. A
continuacién se anadié la proteina (IgG#8 & WGAS!) vy se dejd incubando overnight a TA en
esta solucion para permitir la unidbn covalente de la proteina al grupo aldehido (-COH)
presente en el ofro extremo de la molécula de silano. En estas condiciones, el grupo
aldehido del TESUD reacciona con los grupos amino de la proteina para dar un enlace tipo
imina (-C=N-) que, al reducirse con el cianoborohidruro sédico, forma una amina secundaria
(-C=NH) mucho mds estable. Finalmente, las microparticulas se lavaron a 4°C, primero en
una solucién de PBS con 1% de BSA y luego dos veces mds en PBS, para eliminar la proteina

sobrante. Se resuspendieron en PBS y se guardaron a 4°C hasta el momento de su utilizacién.

Las microparticulas se centrifugaron a 14.000 rom durante 15 min en todos los lavados
realizados en medio acuoso. En soluciones alcohdlicas las microparticulas precipitan con

mayor facilidad, y en estos casos la precipitacién se realizé a 14.000 rom durante 5 min.

El esquema de los procesos que implica la técnica de funcionalizacién quimica

descrita se pueden observar en la Figura 12.
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Figura 12. Cédigos de polisilicio modificados mediante uniéon covalente con WGASS1L,

La superficie de poalisilicio (A) se oxida en medio acido para crear grupos silanol (-Si-OH) (B), que se
hidrolizaran y reaccionaran con los grupos silanol del TESUD formando un enlace covalente (C). El
grupo aldehido (-CHO) del otro extremo del silano forma a su vez enlace covalente con la proteina
WGA (D), que reconoce especificamente oligosacaridos de proteinas de membrana (E).

Seleccién del Silano

Aunque finalmente se selecciond el TESUD como molécula puente para la
funcionalizacibn mediante unién covalente, durante la fase previa de seleccién del
silano se testaron dos compuestos mas: (3-glicidiloxipropil) trimetoxisiano (GPTMOS;
440167, Aldrich) y (3-aminopropil) trimetoxisiano (APTMQOS; 281778, Aldrich). La

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

La modificacion covalente con GPTMOS se realiz6 de forma muy similar a la descrita
para el TESUD. En este caso, para la incubacion de las microparticulas en etanol con el
5% de silano, el etanol debia estar totalmente deshidratado. Fue necesario eliminar el
agua con un agente secuestrante, la resina molecular siever de 4A (2707, Mallinckrodt
Baker), durante un minimo de 24 h. El etanol anhidro evité que el anillo funcional epoxi
del GPTMOS, inestable en presencia de agua, se abriera e inactivara. Las particulas se
disgregaron por sonicacién durante 5 min antes de dejarlas incubando en esta
solucién en agitacién constante overnight. Fue necesario afiadir un segundo cambio
en el procedimiento: la incubacién de las microparticulas con la proteina se realiz6 en
tampdén carbonato 0,1 M (pH 8), para evitar que el GPTMOS, que reacciona
rApidamente con las aminas primarias de los residuos de lisina que se encuentran en

las proteinas, diese lugar a hidroxilaminas inestables.
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Figura 13. Estructura quimica y grupos reactivos de los silanos.
(A) TESUD, (B) GPTMOS y (C) APTMOS.

Para la funcionalizaciéon covalente con APTMOS se siguié el protocolo descrito para la
modificacion con TESUD, exceptuando la incubacién con la proteina y los lavados
previos. Después de la silanizacién las microparticulas se lavaron dos veces en etanol y
se incubaron en una solucién de tampoén carbonato (KHCO3) 0,1 M (pH 8) con 2,5% de
glutaraldehido (OHC-(CHz)3-CHO) durante 1 h; este reactivo es imprescindible para que
el slano pueda interaccionar con la proteina. A continuacion, las microparticulas se
lavaron por triplicado en tampdén carbonato, se dispersaron en ultrasonidos y se
incubaron overnight a 4°C con la proteina en tampdn carbonato con cianoborohidruro
sodico 50 mM. Estas modificaciones del protocolo permiten que los grupos aldehido de
ambos extremos del glutaraldehido reaccionen con las aminas primarias del APTMOS y
de los residuos lisina de la proteina, formando dos grupos imino que el cianoborohidruro

reduce selectivamente para formar aminas secundarias estables.

Evaluacion del Proceso de Silanizacion

Para corroborar que tanto el proceso de oxidaciéon como la posterior silanizacion se
hubieran realizado correctamente, se adapté el protocolo descrito por Kang y
colaboradores (2005). Se seleccion6 un silano con un grupo amino-terminal (APTMOS),
que se incubd con isotiocianato de rodamina B (83692, Fluka), un fluor6foro que emite
en el espectro del rojo y reacciona facilmente 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
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el tamano de la molécula, ésta no puede quedar unida al polisiicio de forma

inespecifica. Este ensayo se realizd sobre superficies de polisilicio de 1 cm?2.

Después del tratamiento de activacion de los grupos hidroxilo en una solucién bdsica,
las superficies de polisilicio se incubaron a TA en una solucidén con un 5% (v/v) de
APTMOS vy un 5% (v/v) de tampdn 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
120°C, y se incubaron overnight a TA con una solucién 20 mM de isotiocianato de
rodamina B en dimetilformamida, (CHs)2NC(O)H. Esta molécula emite en la longitud
de onda del rojo, con un mdaximo a 573 nm. Los substratos se lavaron con sonicacion
constante en dimetiformamida, cloroformo y etanol sucesivamente, y se secaron
completamente. Las muestras confrol se prepararon exactamente igual pero sin
APTMOS. Las muestras modificadas con silano y los confroles negativos se observaron

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

3.1.3.3 Valoracién de la Eficiencia y la Estabilidad de la Funcionalizacién

Las microparticulas modificadas con 1gG48 & WGASS! se mantuvieron en medio de
cultivo MEM (22561, Gibco) suplementado con FBS al 20% a 37°C, 5% CO:2 durante 5
min (tiempo "“0"), 2, 4 y 8 dias para valorar la eficiencia y la estabilidad de la

funcionalizacidén en condiciones estdndar de cultivo celular.

Pasado el tiempo de incubacion, la microparticulas se observaron en el CLSM (TCS SP2
AOBS) con un software LASAF Lite 1.8.1 (Leica). Previamente a la captura de las
imdagenes, las condiciones de los Idsers de emisidn en 488 nm (para las microparticulas
modificadas con IgG#8) y 561 nm (microparticulas modificadas con WGAS¢!) se gjustaron
y fijaron para poder observar la méxima gradacién de intensidad luminica sin obtener
imdgenes de fluorescencia saturadas. Para cada condiciéon a andlizar se capturaron al
azar entre 27 y 37 imdgenes de microparticulas en campo claro y fluorescencia de

forma secuencial.

La cuantificacion del grado de inmovilizacion de las proteinas en la superficie de las
microparticulas y su estabilidad en funcidén del tiempo se llevd a cabo analizando las
imdagenes captadas de cada una de las particulas con el programa Metamorph 5.1
(Molecular Devices). Para determinar la intensidad media de fluorescencia de cada
microparticula se tuvieron en cuenta todos los pixeles localizados en la regién de la

particula, definida en base a la imagen de campo claro (Figura 14).
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Figura 14. Procedimiento de valoracion de la eficiencia de inmovilizacién de grupos funcionales
en la superficie de microparticulas de polisilicio.

Cédigos (A-E) y pSi-MP (F-J) funcionalizados con IgG48 y WGASS! respectivamente. A partir de
las im&genes de campo claro (A-B, F-G) se definié el drea de cada microparticula (B, G)
susceptible de emitir fluorescencia en el espectro del verde (C-D) o del rojo (H-1); se valord la
intensidad media de todos los pixeles contenidos en esta region (E, J).

La eficiencia de la funcionalizaciéon se calculd como el porcentaje de microparticulas a
tiempo “0" con una intensidad de fluorescencia media superior al 5% (valor de 12,8 en
unidades arbitrarias) del valor méximo (255). Tras descartar aquellas particulas con una
intensidad de fluorescencia media inferior al 5% del valor méximo, considerando que estas
particulas no se habian modificado, las intensidades medias de fluorescencia obtenidas
para cada tiempo de cultivo, tipo de microparticula y protocolo de funcionalizacién

fueron analizadas estadisticamente utilizando el test de Mann-Whitney (dos colas).

3.2. TIPOS CELULARES Y ANALISIS REALIZADOS

En este trabajo se han utilizado tres tipos celulares distintos.

Para analizar la citotoxicidad de las microparticulas de silicio y polisilicio y determinar su
destino infracelular, se utilizd una linea celular de monocitos humanos (THP-1)
diferenciados a macréfagos, ya que su capacidad fagocitica innata permitia
intfroducir las microparticulas en las células sin aplicar ningun tratamiento adicional al
cultivo. Por el mismo motivo, esta linea celular también se utilizd para realizar el

seguimiento de células individuales en cultivo etiquetadas con cddigos de polisilicio.

Los estudios de citotoxicidad se ampliaron con el estudio de embriones de una cepa
hibrida de ratdn (B6CBAF1). Se eligié este tipo celular por su gran sensibilidad, puesto que

cualquier alteracién impide el desarrollo comrecto y provoca el bloqueo de los embriones.
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Por Ultimo, se escogidé una linea celular de fibroblastos (Vero) para valorar el
seguimiento en cultivo de células individuales sin capacidad fagocitica mediante
codigos de polisilicio modificados quimicamente con la lectina WGA, por su
capacidad de unirse selectivamente a oligosacdridos de la membrana plasmdtica de

cualquier tipo celular.

3.2.1 MoNociItos / MACROFAGOS THP-1

Las células de la linea monocitica humana THP-1 (ECACC No.88081201) se mantuvieron
a 37°C 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 macréfagos en presencia de 0,16 mM del éster de
forbol “forbol 12-acetato 13-miristato” (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma)
durante 3 dias. El PMA activa la enzima proteincinasa C (también conocida como

PKC), y a su vez la diferenciacién celular.

Los estudios realizados con microparticulas en esta linea celular se muestran resumidos

en la figura 15.
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Figura 15. Analisis realizados utilizando la linea celular monocitica THP-1, técnicas y tipos de
microparticulas empleadas en cada caso.

SEM = microscopio electrénico de barrido; SEM-FIB = SEM acoplado a un candn de iones
focalizado; SEM-XPS = SEM equipado con un espectrémetro de rayos-X de energia dispersiva;
CLSM = microscopio léser confocal; TEM = microscopio electrénico de transmisién; MTT =
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltefrazol.
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3.2.1.1 Andlisis de la Interiorizaciéon Celular de las Microparticulas

El andlisis de interiorizacion de las diferentes microparticulas por parte de los
macréfagos se realizd utilizando diversas técnicas de microscopia 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 fotolitogrdafico en dreas (Al - 18) y subdreas (a01- alé), se fabricaron en el
IMB-CNM (Figura 16).

La interiorizacién de las microparticulas mediante fagocitosis se valord 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
microparticulas por pocillo, los macréfagos que aparentemente habian interiorizado

una microparticula se localizaron en un microscopio éptico invertido.

Para confirmar que las microparticulas se encontraban dentro de las células, la
membrana plasmdtica de los macréfagos se marcd con WGASST segin las
especificaciones del fabricante, y las células seleccionadas previomente al
microscopio invertido se relocalizaron y observaron vivas en el CLSM. Se tomaron
imdgenes de estas células en diferentes planos y se realizaron reconstrucciones
tridimensionales de las células seleccionadas. La membrana plasmdatica se visualizd
utilizando el Iaser de emisidén a 561 nm, mientras que las Si-MP y pSi-MP se detectaron
por reflexion; para las PS-MP, de emision en el espectro del verde, se utilizd el Idser de

emision a 488 nm.
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Figura 16. Cubreobjetos reticulado codificado.
A) Esquema. B) Detalle de una de sus dreas (1A) y todas las subdreas que contiene (a01-alé).
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Para poder observar las mismas células en el microscopio electrénico de barrido
(Scanning Electron Microscope, SEM, Hitachi S-570), éstas se fijaron en solucién
Karnovsky (2% paraformaldehido y 2,5% glutaraldehido en cacodilato sédico 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 critico utilizando CO2 (K850 critical point drier,
Emitech); finalmente se montaron en soportes de aluminio y se recubrieron con oro. El
andlisis en el SEM permitié distinguir claramente las microparticulas depositadas en la
superficie de la célula o que estaban siendo interiorizadas, de aquellas que ya habian
sido interiorizadas o se hallaban debcajo de la célula, que aparecian como

protrusiones.

Para determinar si dichas protrusiones que presentaban las macréfagos eran debidas
a la ingestién de una microparticula de silicio se utilizé un SEM (JSM-6300, JEOL)
equipado con un espectrémetro de rayos-X de energia dispersiva (X-ray Photoelectron
Spectroscopy, XPS) (Link ISIS-200, Oxford Instruments), que permitid realizar un estudio
cuadlitativo de los componentes de la muestra. Puesto que la composicidon de los
cubreobjetos reticulados era principalmente éxido de silicio, este andlisis se realizé

sobre cubreobjetos de pldstico Thermanox® (L4350, Agar Scientific).

Para confirmar que las microparticulas estaban dentro y no debajo de los macrdfagos,
las células observadas en el microscopio dptico y el SEM se relocalizaron y seccionaron
mediante el bombardeo focalizado con un haz de iones de galio ufilizando una
estacién de trabajo combinada de FIB-SEM (Focused lon Beam-SEM, Candn de lones
Focalizado-SEM, Strata 235 Dual Beam FIB-SEM work station, FEI).

3.2.1.2 Estudio de la Localizacion Intracelular de las Microparticulas

Una vez comprobada la interiorizacién de las microparticulas en los macréfagos, el
siguiente paso fue determinar su destino infracelular, es decir, si se encontraban
atrapadas dentro de un endosoma o lisosoma o si habian sido liberadas en el citosol.
Para ello se utilizd el microscopio electronico de fransmision (Transmission Electron
Microscope, TEM, H7000, Hitachi) y el CLSM.

Para la observaciéon en el TEM los macréfagos se mantuvieron en cultivo en contacto
con pSi-MP durante 24 h. Las células se tripsinizaron y se fijaron en solucién Karnovsky
0,1 M durante 2 h a 4°C, y se postfijaron en tetradxido de osmio al 1%. A continuacion
se deshidrataron gradualmente en acetona, y se incluyeron en resina Epon, que se

dejé polimerizar durante 48 h a 60°C. Los cortes ultrafinos se montaron sobre rejillas de
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cobre, se confrastaron en acetato de uranilo al 2% durante 30 min y con citrato de

plomo (Reynolds 1963) entre 5y 10 min mds. Finalmente se observaron en el TEM.

Para el andlisis en el CLSM se diferenciaron 20.000 macréfagos por pocillo sobre
cubreobijetos de vidrio y se mantuvieron en cultivo durante 1, 3y 6 h con 10.000 pSi-MP.

Endosomas y lisosomas se marcaron utilizando dos procedimientos distintos.

El marcaje especifico de endosomas tempranos se realizd segun el siguiente
procedimiento: las células se fijaron en PBS con paraformaldehido al 4% durante 15
min a TA, y se permeabilizaron en PBS con un 0,25% de Tritbn X-100. Después de un
blogueo de 40 min en PBS con BSA al 5%, se realizé una inmunocitoquimica incubando
cada anticuerpo durante 1 h a 37°C en PBS con BSA al 5%, y a continuacién lavando
fres veces con PBS. El anticuerpo primario de ratén contra el antigeno endosomal
temprano 1 (Early Endosome Antigen 1, EEAT; 610456, BD Biosciences) se diluyd 1:1000,
y el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratén conjugado con Alexa Fluor® 488
(A11017, Molecular Probes) diluido 1:500 se incubd junto con 1,5 U/ml de faloidina
conjugada con Texas Red® (17471, Invitrogen). La faloidina permitid observar la actina
del citoesqueleto, que define la morfologia celular. Los cubreobjetos se montaron

sobre portaobjetos y se sellaron.

Los compartimentos acidicos se marcaron incubando las células con LysoTracker® red
DND-99 (L-7528, Invitrogen) a la concentracidn de 1 yM en condiciones de cultivo
durante 1 h. A continuacion las células se fijaron en PBS con paraformaldehido al 4%

durante 10 min a TA y se montaron sobre portaobjetos.

En ambos casos, las microparticulas se detectaron por reflexiéon. El procesado vy las

reconstrucciones de imdgenes se realizaron con el software LCS Lite (Leica).

3.2.1.3 Estudio de la Citotoxicidad de las Microparticulas

Para determinar si las Si-MP y pSi-MP eran o no citotdxicas se realizé un estudio de

viabilidad utilizando como control PS-MP no citotdxicas.

A cultivos de 20.000 macréfagos crecidos sobre cubreobjetos reticulados se anadieron
10.000 Si-MP, pSi-MP & PS-MP. Al cabo de 24 h, utilizando un microscopio optico
invertido se localizaron un total de 141 células con una sola microparticula fagocitada
(Si-MP n=25; pSi-MP n=25; PS-MP n=25) o sin microparticula (control n=70). Cada 24 hy
durante 10 dias, se registrd su supervivencia y desplazamiento. Los resultados se

analizaron estadisticamente 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 conversidn del MTT (amarillo) en formazdn (pUrpura) por la accién de las
reductasas mitocondriales de las células metabdlicamente activas. La absorbancia
del formazdn 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 microparticulas (Si-MP, pSi-MP & PS-MP)
por pocillo en placas de 24 pocillos con 200 yl de medio; la citotoxicidad se analizd
cada 72 h durante 10 dias. El andlisis estadistico de los resultados se efectud utilizando

el test de diferencia de proporciones.

3.2.1.4 Etiquetaje y Seguimiento Individualizado de Células Vivas con Codigos

El seguimiento individuadlizado de células se realizd con cddigos fabricados en
polisilicio. Sobre cubreobjetos reticulados se diferenciaron 20.000 macrdfagos. Se
anadieron 10.000 cédigos a cada pocillo y, 24 h mds tarde, se seleccionaron en el
microscopio invertido un total de 38 macréfagos etiquetados con un cddigo
interiorizado. Cada 24 h y durante 10 dias, se anotd su posicion y se tomaron imdgenes
de todas estas células, para analizar el porcentaje de supervivencia celular vy
determinar las trayectorias recorridas por cada célula en particular. Las células que
sobrevivieron hasta el décimo dia se trataron para ser observadas en el SEM. Para
verificar que los cddigos se encontraban en el interior celular, los macrdéfagos se

seccionaron en el FIB.

3.2.2 EMBRIONES DE RATON

Los embriones se obtuvieron en el estadio de pronUcleos de los oviductos de hembras de
la cepa hibrida de ratén 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 tampdn HEPES (H-KSOM) a 37°C.
Hasta el momento de su utilizacion los embriones se mantuvieron en el incubador, a 37°C 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 micromanipulacion;
la PVP evité la sedimentacion de las microparticulas y facilitd su recogida. También se

prepararon micropipetas de sujecidn y de inyeccién a partir de capilares de
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brosilicato; las micropipetas de inyeccion se fabricaron con un diametro externo de
entre 6 y 8 um, dejando un canal interno de entre 45 y 6 um que permitiera el

movimiento fluido de las microparticulas en su interior.

Mediante un perforador piezoeléctrico (PiezoDrill, Burleigh Instruments Inc.) y un
micromanipulador (TransferMan NK2, Eppendorf), se inyectd una Unica Si-MP, pSi-MP o
PS-MP en el citoplasma de cada embridon (n=125 de cada); también se inyectd un
grupo de embriones sin microparticulas como control de inyeccion (n=110), y un dltimo
grupo no microinyectado fue utilizado como control de viabilidad (n=115). Para evitar
cualquier posible dafio en el material genético, las microparticulas se inyectaron
evitando la zona de los prondcleos y se depositaron en el extremo mas alejado del

punto de penetracion de la micropipeta (Figura 17).

Figura 17. Microinyeccién de una pSi-MP en un embridn de raton en estadio de pronucleos.

El embriébn se orienta con el segundo corpusculo polar situado entre las 12 y las 3 (A), se
agujerea la zona pelucida con el perforador piezoeléctrico (B), se coloca la microparticula en
el extremo de la micropipeta de inyeccién (C), y se introduce en el citoplasma (D). Finalmente,
se deposita lo mas lejos posible del punto de entrada de la micropipeta de inyeccion (E), y ésta
se retira suavemente (F). Barra = 20 pm.

Los embriones se mantuvieron en cultivo en medio KSOM hasta el estadio de
blastocisto. La valoracion del desarrollo embrionario se hizo cada 24 h, utilizando el
microscopio invertido. La comparacion estadistica de los resultados obtenidos se llevd

a cabo utilizando el test exacto de Fisher de 2 colas.
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3.2.3 CELULAS VERO

Para demostrar que el sistema de etfiquetaje individual de células vivas utilizando
codigos de polisilicio se podia aplicar a cualquier tipo celular, se selecciond la linea
celular sin capacidad fagocitica Vero (CCL-81, ATCC, células epiteliales de rindn de
mono verde, Cercopithecus aethiops). Se utilizaron cddigos modificados
guimicamente y de forma covalente con WGA3! 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 linea celular.
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Figura 18. Analisis realizados utilizando la linea celular no fagocitica Vero, técnicas y tipos de
microparticulas empleadas en cada caso.

cdodigos* = coddigos funcionalizados con WGASS!,

3.2.3.1 Estudio de Citotoxicidad de los Cédigos Modificados con WGA

El cultivo y mantenimiento de las células Vero se realizd a 37°C 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 concentracién de 5.000 células por pocillo
con 1 ml de medio de cultivo MEM. Pasadas 24 h se adicionaron 5.000 cdédigos
funcionalizados con WGA en la mitad de los pocillos; la otra mitad se utilizdé como
grupo control. Las células se mantuvieron en cultivo durante un mdéximo de 10 dias.

Cada 24 h se selecciond un cultivo de cada vy se tind con azul de tripano para marcar
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las células no viables. Con el microscopio &tico invertido y un objetivo de 40X, se

capturaron imégenes de un minimo de 10 dreas (300 um?2) de cada uno de los cultivos.

La cuantificacion de un posible efecto téxico causado por los cddigos
funcionalizados covalentemente con WGASS! se realizd a partir del nUmero de
células vivas por micrémetro cuadrado. El Tiempo Medio de Generacién (Mean
Generation Time, MGT) se calculé a partir de la formula T7/3.32 (logN-logNo), dénde
“T" es el tiempo total en cultivo en horas, v “N” v “No" la densidad celular final e

inicial, respectivamente.

3.2.3.2 Seguimiento Individualizado de Células con Codigos 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 concentracion de
5.000 células y 5.000 cédigos por pocillo con 1 ml de MEM. Se mantuvieron en cultivo
durante un mdximo de 7 dias. Cada 24 h, con un microscopio éptico invertido se
siguieron individualmente y se tomaron imdgenes de 44 células etiquetadas con un
solo cédigo modificado con WGA!. La supervivencia de las células etiquetadas vy la
densidad vy viabilidad del cultivo a lo largo de todo el tiempo se analizé

estadisticamente utilizando el test de diferencia de proporciones.

El Ultimo dia las células etiquetadas se observaron bajo un microscopio de

fluorescencia para comprobar la estabilidad de la funcionalizacién con WGAS56!,

Por Ultimo, los cultivos se fijaron y trataron para ser observados en un SEM y confirmar la
robustez de la unién del cédigo a la membrana celular. Para poder visuadlizar la
codificacion del cubreobjetos y localizar con mas facilidad las células codificadas se
utilizé un SEM-XPS.
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Internalization and cytotoxicity analysis of silicon-based
microparticles in macrophages and embryos
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Abstract Microchips can be fabricated, using semicondue-
tor technologies, a1 microscopic level o be imtrodeced nto
living cells for monitoring of intracellular parameters ol a
single eell level. As a first step towands intracellular chips
development, silicon and polysilicon microparticles of con-
trolled shape and dimensions were fbricated and introduced
it human macrophages and mouse embryos by phago-
cytosis and microinjection, respectively. Microparticles
showed to be non-cytotoxic for macrophages and were
found to be localized mainly inside carly endosomes, in tight
association with endosomal membrane, and more rarely in
pcidic compartiments. Embryos with microinjected micro-
particles developed normally to the blastocvst stage,
confirming the non-cvtotoxic ¢ffect of the particles, In view
of these results silicon and polysilicon microparticles can
serve as the frame for future imracellular chips development
and this technology opens the possibility of real complex
devices to be used as sensors or actuators inside living cells.

Keyvwords Silicon - Polysilicon - Microparticle - MEMS -
Cylotoxicity
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Abbreviations

CLSM  confocal loser sconming microscopy
FIB focus ion beam

ICCs IntraCellular Chips

MEMS  MicroElectroMechanical Systems
MP microparticle

NP nanoparicle

PF-MP  polystyrene fuorescent microspheres
pSi-MP  polysilicon MP

SEM seanning electron microscope
S-MP Silicon MP

TEM transmission clectmon microscopy

1 Imtroduction

Using different technologies it 15 possible to analyee the
morphology, biochemistry, genetics and physiology, among
others charncteristics, of specific cells or tssues. In the
immediate future, microtechnology will enable the produc-
tion of microchips small enough 1o be introduced inside a
cell and to record or modify specific intracellular parume-
ters ot a single cell level, Although such microchips are not
yet available, the technology necessary to produce them is
ready: micron and submicron scale complex structures can
be precisely mass-produced by semiconductor technologies,
In fact, Silicon MicroElectroMechanical Systems (MEMS)
have been applicd w0 the nanomechanical analysis of cells
{Bao and Suresh 2003; Cross et al. 2(07), weighing of single
cells (Burg ¢t al. 2007), cell manipulation and positioning
(Gray et al, 2004; Lee et al. 2007) or molecular recognifion
(Fritz et al. 2000; Shekhawat et al. 2006). Very recently,
micrometer-size biocompatible and biodegradable mesopo-
rous silicon devices have been used as muoltistage delivery
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systerms for endothelial cells, where the devices laving out-
side the cell membrane release their cargo (Tascioni et al.
2008), In view of these precedents, a further step is
envisioned: the development of silicon based IntraCellular
Chips (ICCs) with the advantages of MEMS (contralled
shape and size, versatility and mass-production) but small
enough 1o be intemalized inside living cells. In the future,
the 1CCs could be functionalized o detect, measure or mani-
pulate different mtracellular parameters in individual cells,
which could be accomplished by modifyving the ICCs surface
so that it is able w interact with intracellular molecules.

To be used i in vive single cell studies, 10Cs hove o be
able to be effectively intemalized into living cells and they
should not compromise cell viability. So far. particles on
koth the nano and micron size range have been successtully
introduced imo different types of cells, In most studies,
cells with an inherent phagocytic capacity such as macro-
phages and dendritic cells (Vallhov et al. 2007; Verma et al.
2008) have been used but, in others, cells thar are not
specialized in phagocytosis . such as Hela cells, have also
been shown o internalize nanoparticles (Fan et al. 2007;
Slowing et al. 2006), With regands to the ¢ffect of the
intemalized particles on cell viability, gold (Pan e al
2007}, polystyrene (Kang et al. 2005; Thicle et al. 2001;
Thiele e al, 2003), PLGA (Farasen et al. 2003; Gomes ¢t
al. 2006) and mesoporous silica (Vallhov ¢t al. 20407)
particles have been reported 10 be non-cyiotoxic. Bul asides
from the building material. the size of the panicle must also
he taken into consideration, as nanoparticles (MPs) scom to
ke more toxic than microparticles (MPs) (Cho et al, 20049),

In view of these previous studies, several biocompatible
matcrials could potentially be used for the fabrication of
ICCs. But in order to allow the design of complex devices
of linely controlled shape and dimensions, the ICC building
material should also be companible with MEMS fabrication
technology.

In this context, the amm of the present study was 1) 1o
fubricate, using semiconductor technologies, MPs that
could serve as fames for future 1CCs development; 2) 1o
diemonsirate that these MPs can be introduced imside Iiving
eells without ahering cellular viability: and 3) 1o determine
the intracellular fate of the MPs. Macrophages and
premmplantation embryos were selected as cellular models
because of their notural capacity o engull large particles
and becanse of their high sensitivity, respectively.

2 Material and methods

2.1 Particle fabncation

Silicon (%i-) and polysilicon (pSi-) MPs were fabricated
combining photelithographic technigues with silicon mi-

] Springer

croclectronic and microfabrication wechnologies. The fabri-
cation process is schematically shown in Fig. S1. Briefly,
this technology 5 based on the combination of a device
layer and a sacrificial layer on a silicon waler, MP vertical
dimensions are fixed with nanometer precision by the
thickness of the device laver (silicon or polysilicon), while
photolithographic techniques define micrometric or even
sub-micrometric Iateral dimensions, MPs were obtained by
vertical dry etching of the device layer and their release
from the wafer substrate by eiching the sacrificial layer
(silicon oxide). Finally, MPs were released by ultrasounds
and collected by centrifugation in cthanol. This approach
yiclded more than 150 million deviees of controlled and
reproducible shape and dimensions per processed 4-in wafer.

2.2 Cell types, culture and manipulation

The hurmnan monocytic cell line THP=1 (ECACC No B80S
1201 ) was maintained in RPMI 1640 medium (Gibeo) with
20% FBS (Gibeo) in standard conditions. THP-1 cells werne
plated in 24-well dishes (20,000 cells/well) on reticulated
glass covershps, in presence of a final concentration of
016 uM PMA (Sigma) during 3 days for macrophage
differentiation. Fabricated Si-MP and pSi-MP or commer-
cial FP-MP (polystyrene Fluoreshrte micmspheres, Polv-
sciences) were added a1 a roie of 0.5 Jeell.

Embryos at the one-cell stage were collected from the
oviducts of superovulated B6CBAF] mouse females in
Hepes-buffered potassium simplex optimized medium (H-
KSOM) (Biggers et al. 2000). Cumulus cells were dis-
persed by a 5 min incubation in 156 U/ml of hvaluronidase
{Sigma) in H-KSOM medium at 37C. PF-, Si~ and pSi-
MPs were suspended in a drop of H-KSOM medium con-
mining 12% PVP (Sigma) in the micromamipulation dish
and a single MP was mjected mito the evioplasm of each
embryo using a piczo-assisted (PiczoDrill. Burleigh
Instruments Inc.) micromanipulator (Transferblan NK2,
Eppendorf). Afler injection, embryos were transferred and
kept in culture until the blastocyst stage ol 37°C in o 5%
COy mimosphere in KSOM drops covered with mineral oil.
Their development was assessed every 24 h. Control
groups of non-injected embryvos (development controls)
and of embryvos injected with a small amount of H-KSO M+
PV medium (imyection controls) were cultured in parallel
to the embryos injected with MPs. Animal care and
procedures were conducted according to protocols ap-
proved by the Ethics Committee on Animal and Human
Research of the Universital Autdnoma de Barcelona.

2.3 lmmunofluorescence

To label carly endesomes, macrophages were fixed with 4%
paraformaldchyde in PBS (15 min). permeabilized in
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0.25% Trton X-100 in PBS {15 min), and blocked with 5%
BSA in PBS (40 min) ai RT. Permeabilized cells were incu-
bated with pnimary EEA T antibody (610456, BD Bioscien-
ceshal a 1100 dilution in PBS with 3% BSA for | hat 37°C,
followed by three washes with PBS, and then with an Aldexa
Fluor 488 poat anti-mouse sccondary antibody (A11017,
Invitrogen) at a 1500 dilution in PBS with 5% BSA together
with 1.5 UWiml Texas-Red phalloidin (T-7471, Molecular
Probes) for 1 hat 37'C. To label acidic compartments, mac-
mphages were incubated in LysoTracker™ red DND-99 (L-
7528, Invitrogen) at | puM for | h at 37°C, and then fixed
with 4% paraformaldchyde in PBS for 10 min at BT,

24 Cell imaging

Embryvo development and macrophage viability was faol-
lowed under an IXT1 mverted microscope (Olympus) with
differential interference contrasi.

To localize internalized MPs, macrophages were fixed
24 h after MPs addition in Kamovsky's salution (2% para-
formaldehyde and 2.5% glumraldehyde) s RT, dehivdrated
in an ethanol senes, entical pomt-dried using OOy (KBS0
critical point drier Emitech), mounted on the specimen
holder, coated with gold, and observed in a JEOL J5M-
6300 SEM, equipped with an energy  dispersive X-ray
spectrometer (Link 1515-200, Oxford). Using a combined
Strata 235 Dual Beam FIB-SEM work station (FEID), cells
were sectioned by the FIB beam to visualize the MPs,

To identfy internalized MPs a TCS SP2 ADBS CLSM
with 63X oil immersion optics (Leica) was used. Macro-
phage plasma membrane was labeled with WGA Texas Red
conjugated (Molecular Probes) according to the manufac-
turer’s profocol. Cells processed for the immuno fluores-
cence detection of endosomal and lysosomal comparments
were also analyzed under the CLSM. In both cascs,
processing and 3D reconstructions were performed  with
LTS Lite software { Lefca).

Finally, for TEM examination, macrophages were first
grown in 60 mm diameter plates (NUNC) and  then
trypsinized, fixed in Kamovsky's solution 0.1 M for 2 h
at 4°C, post-fixed in 1% (s0,, dehydrated in 2 gradually

Fig. 1 Silicon anad polysalicon
micropanicles of 3 um in dimpn-
cier. SEM images of (a) a silicon
mucroparticle 1.5 pm thick and
(b o palysilicon microparticle
0.5 pm thick. Bars, 1 pm

increasing concentration of acetone and embedded in Epon
resin. Polymenzation was achieved at 60°C for 48 h
Ultrathin sections were observed i o Hitacht HTO00
electron micrascope (Hitachi),

3 Results and discussion
3.1 Fabneation of siheon and polysilicon microparicles

Silicon (5i-) and polysilicon (pSi-) MPs wene fabrcated
combining photolithographic technigues with silicon mi-
eroclectronic and microfabrication technologees. This ap-
proach allows the shape and dimensions of the MPs to be
precisely controlled at the micrometer or even submicrom-
eter level, After testing different shapes and dimensions,
cviimdrical MPs with a 3 um diameter and 0.5 um
{polysilicon) or 1.5 um (silicon) thicknesses were selected
for funther studies (Fig. 1) These dimensions wene chosen
because the resulting MPs are small cnough o be
miroduced ino cells but sull big enough 1o be casily
visualized wnder an optical nucroscope. The technology
used to fabricate the Si-MP and pSi-MP offers high
versatility as it is based on standard progesses at semicon-
ductor/MEMS industrics. Henee, it opens the possibility o
more complex devices, composed of different maternials,
which could be useful in the future for multifunctional
PUIpasEs.

3.2 Phagoeytosis of silicon and polysicon microparticles
by human macrophages

To determing whether Si- and pSi-MPs could be introduced
inside the cells by phagocytosis, human mocrophages were
chosen as a cellular model. Macrophages have an inherent
phagocytic capacity and can engulf larnge pathogens and
microparticles up to 20 um (Kang et al, 2005), However,
mot all types of materials can be phagoeyted by these eells,
and coating of the MP surfoce with specific polymers is
needed in these cases to promote phagocyiosis (Farnasen ¢
al. 2003; Foged et al, 2005; Thicle ot al. 2000: Thicle et al.
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2003). In the present work, commercial polystyrene fuo-
rescent microspheres (PF-MPs) with a 3 um diameter were
used as controls, because of their proved phagocytosis by
macrophages (Thiele et al. 2003}, Both PF-, 5i- and pSi-

MPs were added o the macrophage cultures at a mtio of

(.5 MPsicell, as in our preliminary work this ratio resulted
in a majority of cells with only one phagocyted MP (data

Fig., I Phagocytosis of microparticles by macrophiges. (a—¢) Bright-
feehd microscopy and SEM insapes (d-1p (d) Micropamicles lying on
ihe cell surface, () bemg phagocyied or (gb) allegedly locaied
imside the cell. (i) Encrgy dispersive X-my spectrometer analysis of

'ﬂ Springer

nol shownk In the future, when these MPs are 1CCs, the
presence of a single 1CC per cell may be necessary.

To visualize MP intemalization we wsed different micros-
copy techniques. Initially, the cultured cells were analyicd
under an invered microscope i order o identify the
macrophages carrying an apparently internalized PF-, 5i- or
pSi-MP (Fig. 2a—c). This analysis was performed 24 h after

the cell in (h). =iy FIB-SEM smages confimmimg that micnopaicles
are inside the cells. (o, d, e) and (f) polystvrene Muorseenl micro-
sphieres, (b [ og oand k) silicon micropamcles amd (e, 1, b, | and 1)
poly=zilicon micropartiches
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the addiiion of the MPs w0 the culiures. To confirm the
presence of the MPs mside the cells, the selecied macro-
phages wore then analvzed under a scanming cleciron
microscope (SEM). SEM images allowed us to cleardsy
distinguish MPs lyving on the cell surface (Fig. 2d) or in the

process of being phagocyted (Fig Yo, but MPs present

inside the cells .':|*|1-.-;5.r.-|| as surface protresions (Fig, 2e.h)
that could also be generated by MPs lving under the cell or
by intracellular components. In these cases, an energy
dispersive A-rav spectrometer was used (o defermine
whether the protrusions observed comesponded to silicon
material (Fig. 2i) and, il so, cells were sectioned using a
focus 1on beam-5EM (FIB-SEM) workstation. The images
obtammcd with this microscopy  fechmque unequivocally
proved the presence of the MPs inside the cells (Fig, 25-1;
and Video 1) Alternatvely, some of the macrophages
allegedly carrving an imemalized MP were analyzed Iy
confocal laser scanning mecroscopy (CLSM) afier labcling
of the plasma membrane with wheat germ agglutinm in
order to outhne the hmts of the cell. PR-MPs were casily
detected using the 488 laser line of the CLSM, whereas Si-
es laken

or pSi=-MP were detected by reflection light. Imag

i
at conseculive focal planes and orthogonal projections were

wsed to confirm the localization of MiPs mside the
macrophagces (Fig, 3 and Video 2)

Llsing this wide range of microscopy techniques we were
able 1o demonstrate that the majoniy of the cells miteally
wdentified by I1r|:_:Z".LI:.\'I|I microscopy as having miternabized
a 51- or pSi-MP were indeed carryving a MP inside, Only in
a very lew cases the MPs were found on the cell surface,
andl these were usually in the process of being phagocyied

(Fig. 2¢.f). Therefore, our results elearly indicate  that

(a)

Fig. ¥ Polvsilicon micropar

recomstructions of comsecutive Tocal plames {1 2 pm each one)

le phagoeyied by a macrophage. (a) CLSM svermge projeciion image

hie plasma n

human macrophages are capable of | ocyiing Si1- amd
pai-based MPs

of two recent studies using mesoporows silica MPs (2.5 pm

| hese results are i agreement with those

diameter) and silicon NPs and MPs (3 pm diameter)
demonstmating that both dendniiic cells and macrophages
can y:'||__"'.1'|ll particles of silica nature (Chotr el al. 2004
Vallhov et al, 2007 and tha these particles can be detected
mside the cells using tmnsmission electron MUCTOSCOpPY

{TEM) (Valll

how et al. 2007 )

1.3 lntracellular localization of phagoeyted polysilicon

micropanticles in human macrophages

in a physiological phagocyiosis process. pathogens amd

particles are engulfed by macrophages forming a phog-

osoine, which eventually matures mlo a lyvsosome, whet

the pathogen or particle & degraded. However, some
pathogens have the capablity o break away from the carly
cndosome and release themselves inio the cyioplasm
avouding degradabion (van der Wel et al. 2007), I, n the
future, 1CCs are designed o record or modify intmcellular
parameters, they must be able to nteract directly with the

intracellular environment once introduced into the

Ketention of the 100 mside the endosomal or
lsosomal compartments would limn their range of action
and render them wseless for the recording or modificaiion of

CYI0s00C parimeicrs. Iherefore, 1t 15 essenbial to determine

the mtrncellular fate of phagocvied MPs, Le. whether they
are trapped inside the endosomal/lvsosomal compartment o
whether they are al some point released into the eyviosol.

TEM analysis of ithe macrophages 24 h after the addition
of pSi-MPs to the culture medium revealed that the most of

il () ortlog
wernbrome was Inbelbed with WG fred ) Bors, 200 pom

Il propociions O W 2-5800 k

-
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the internalized MPs were surrounded by an intracellular
membrane (Fig. 4a-d). The absence of a defined membrane
sumounding the MPs in some of the TEM sections does not
necessanly indicate that the MPs were free in the cytosol,
as the onentation of the sections could have precluded the
visualization of the membrane. In the vast majority ol pSi-
MPs that were surmounded by a membrane. a tight
association between the membrane and the MP could be
observed (Fig. 4a.b), but occasionally the membrane was
loose (Fig. ded). This lack of contact between the
surounding membrane and the MP was also observed
whenever more than one MP were present inside the same
phagosomal compartment. These two different armange-
ments of the intracellular membranes around phagocyted
MPs have been previously described (Javier ot al. 2008;
Thicle ct al. 2003 and Vallhow et al, 2007), Thus, according
o some authors, MPs can be phagocyied in two ways,
depending on the nature and charge of the MP surface
deseribed (Javier et al. 2008; Thicle et al, 2003 and Vallhoy
et al. 2007). In one case, the MP is tightly surrounded by
the phagosomal membrane and i this sitiation phagosome
muaturation 15 inhibited, 1e. fusion with a lysosome docs not
occur (de Chastellier and Thilo 2006; Thicle et al. 2003). In
the other case the phagosomal membrane is loosely
armnged around the phagocyted MP and phagosomes are
able 0 moture by fusing with lysosomes (Thiele et al
2003). According to this model, our resulls suggest that
pSi=-MPs would be phagocyied mainly by the first way and,
therefore; tightly finting phagosomes containing these MPs
would not mature into lysosomes,

In order 1o confirm this hypothesis, we next investigated
the nature of the intraccllular compartment in which the
phagocvied pSi-MPs were trapped. With this aim, macro-
phages were fixed an different mtervals after the addition of
the MPs 1o the culiures and immunolabelled with EEA
antibody or lysotracker. EEAL is a tethering protein used 1o
label cardv endocviic structures (Richardson ¢t al. 2008)
whereas lysotmeker 15 o fluorescent probe for Iabeling and
trucking acidic organclles like late endosomes and Ivso-
somes (Huynh et al. 2007). Our resulis showed that the
number of MPs that colocalized with EEAl protein
(Fig. 4e-i}) increased over time (36%, 41% and 71% for 1,
Jor 6 h post MP addition, respectively) whereas the
number of MPs that colocalized with an acidic compar-
ment (Fig. 4j-m) did not change {36%5. 30% and 36% for 6,
12 or 24 h post MP addition. respectively). Thus, by 6 h
after MP addivion, about two thirds of the MPs would be
located mside an early endocoytic companment and about
one third inside a late endosome or lvsosome. The fact that
the number of MPs inside an acidic compariment 15 not
increased by 24 h post MP addition suggests that
phagosomes containing the pSi-MPs might not be able 1o
mature. And, together with our TEM results showing that

] Springer

Fig. 4 Imimccllular localiztion of microparticles in mascrophages,
TEM images of a phagoevted polysilicon mecroparticle in close (a) or
fosnse feh contact with the phagosome membrmne md deiails (b of
the samee cells where yellow amows poind o the phagosome
membrone, (¢) CLSM crms-section image of @ mastophoge incobated
dunng 3 b with polyslicon mscroparticle, showing a micropansche
inside an emdosome, (N rellection light (efidel (g) plasms membrane
{read, (h) endosomes (green) and () the whole cell (hriwhifetdl. ()
CLSM eross-secton mmage of a macrophage imweubaded dunme 24 h
with polysilicon microparticles, showing a mecroparicle imsade an
sciic compantment; (k) reflection light (wdire), (1) acidic compart-
menl (reed) and {m) the whole cell (hrighnfeld)

by 24 h most pSi-MPs are tightly surrounded by o
membrane, this would corroborate the hypothesis that
maturation of these tightly fining phagosomes is inhibined.

Swidics on the intracellular fate of engulfed MPs are
scarce and the results oblained so far differ. For instance, no
colocalization with latwe endosomes or Iysosomes was
detected in macrophages incubated with fluorescent PLGA
microspheres (3.6-4.8 wm: Trombone et al. 2007), or with
mesoporous silica MPs (2.5 um; Vallhov et al. 2007} In
contrast, colocalization was reponed in hydroxivapatitc-
coated microspheres (3 pm; Pedroza et al, 2008).

As previously mentioned, retention of phagocyted MPs
inside an endosomal lysosomal compartment would linit
the utility of fiture 1CCs, However, different strategics
could be applicd to release the MPs into the evtosol. For
instance, coating MPs with polvamines has been reporied 1o
induce rupture of the endosomal membrane (Thicle ¢t al.
2003), Similarly, incubation of cells with chlonguing or a
high sucmse concentration promotes endosome destabili-
zation and indeces release of endosome wrapped maierial
{Abes ¢t al. 2006).

34 Cyoaoxicity of silicon and polisilicon microparticles
on human macrophages

To analvze possible cviotoxic effects of the MPs, human
macrophages with phagoeyvted Si- or pSi-MPs (n=25 cach)
and control macrophages with phagoeyted PF-MPs (n=21)
or without phagocyted MPs (n=70) were individually
followed under an inverted microscope for 10 days. Cells
were cultured over reticulated coverslips to enable tracing
of individual cells. The initial macrophage population
decreased over time, but this decrcase is inherent for these
differentiated cells as demonsirated by the progressive
reduction in the viahility of the control group without
MPs, Mo significant differences (difference between pro-
portions test) in cell survival were observed  between
macrophages with or without phagocyted MPs afier 10 days
in culture (Fig. Sa). Cytotoxicity was also analyzed using
the MTT assay and the results confirmed that no sigmificant
differences were present among the different groups (difTer-
ence between proporiions test).
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Fig. 5 Cyiotoxicity of silicon {ﬂ}
and palysilicon micropamicles.

() Percentage of surviving
macrophages with phagocyied
MPs when individually folbwed
for 10 days, Bar, 10 pm. (b)
Percenage of embryos devel-
oped W the blastocyst singe with
or withoui micromjecied mcm-
pamiches. Bar, 10 pm, Error
hars represent standard devia-
tion, Yelfw arvois show the
bocation of mbcroparticles
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Therefore, results from direet cell abservation and from
MTT assays camied out duning 10 doys are consistent with a
lack of cytotoxic effect of PF-, Si- and pSi-MPs on human
macrophages and arc in agreement with previous studics by
others using particles of similar materials. On one hand.
polystyrene MPs have been shown 1o be biocompatible
when introduced in macrophage culiures (Thicle e al
2001 ), and for this reason PF-MPs were used as a control in

the present study. On the other hand. silica. in its form of

mesoporous silica, and either in NP (Hsino et al, 2008; Lu
et al, 2007; Skowing et al. 2006; Slowing et al. 2007) or MP
size (Vallhowv et ol. 2007) has been twested in macrophages
and dendritic cells. Even though the cells were monitored
for only 24 or 48 h. the cytotoxic cffect of this material
seems o depend on the size and concentration of the
purticles. To the best of our knowledee there 1s only one
published study on the cytotoxicity of silicon particles, in
which the authors compane the cvtotoxic cffect of photo-
lumincscent silicon NPs, fabneated wsing electrochemical
ctching and ulirasound treatment, with that of commercial
gilicon MPs (100-3000 nm diameter; Choi et al. 2009
According 1o the authors, silicon nanoparticles have a
eytotoxic effect ot 20 pe'ml, whereas MPs are not cvtotoxic
except at high concentrations (200 pg/ml). We did not
observe such eytotoxicity when using Si- or pSi-MPs, but it

] Springer
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is important to note that MP concentration in our study was
very low (045 pg/'ml and o 1.35 pg/ml for pSi-MPs and
Tor Si-MPs, respectively) and that MPs were homogenous
in size and shape.

1.5 Cvitoxienty of silicon and polisilicon microparticles
on mouse embryo preimplantation development

We have demonstrated that silicon and polysilicon materials
are not cytotoxic when introduced inte macrophages, but
macrophages are differentinted cells that do not proliferate.
It has been desenbed that cells are more vulnemble w
cytotoxic effects when they are m the proliferative siage
{Pan ¢t al. 2007 ). Thus, we also tested whether the presence
of an imemalized MP (PF-, Si- or pSi-MP) had any effoct
on the in viro development of mouse preimplantation
embryos. In this case, MP internalization was achicved by
micrainjection of a single MP imo the cvtoplasm of
embryos at one-cell stage (Fig. 5b and Video 3) A total
of 113 control non-injected embryos, 110 microimjection
controls (sham injections) and 375 embryos microinjected
with a PF-. Si- or pSi-MP (125 embrvos cach) werne
monitored, analyzing their ir vide development until the
blastocyst stage (Fig. 5b). Our resulis showed that no
significant differences (Fisher’s exacl test, two sided) in
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embryo development were present among MP-injected,
conirol and micromjection control embryos (Fig. 3h).

The demonstmtion that 5i- and pSi-MPs do not
compromise embryo viability is of great interest because
embryos are very sensitive cells and any dismrbance could
produce embrvo amest and death. In fact, the one-cell
mouse embryvo assay s widely employved to validate most
of the material used in i vitro fentilization programs, such
as plastic eulre dishes, media or serum, before they are
commerncialized or even used in a particular IVF laboratory
(Medowell et al. 1988), In the present study, the assay was
taken a step further as MPs were not just added w the
citlture medium but microinjected into the cyloplasm. In
spite of this, a similar percentage of embrvos ingected with
Si- or pSi-MPs (60.9% and 75%, respectively) than of non-
injected embryos (72.2%) reached the blastocyst stage,
suggesting that these MPs are not eylotoxic.

4 Conclusions

In summary, our resulls show that Si- and pSi-MPs can be
intemalized into different types of mammalian cells (human
macrophages and mouse embryos) and that, at the
concentrmtion used in the present work, they are biocom-
patible and do not interfere with cell viability. Therefore,
they could constitute the frame for the future development
of [CCs. 1CCs hemld a promising future in the ficld of ¢ell
biology. They can be 3D-machined and can be fabricated
combining different materials, paving the way for the
design of complex systems that could act as biosensors
for molecular recognition, receiver and emitter systems for
device communication, and even reservoirs Tor drug
delivery. Wowadays, all these systems have been demon-
strated in MEMS applications and. hence, a miniaturization
¢ffort for mtracellular applications will be necessary. As a
result, silicon-based complex 10Cs will provide endless
possibilities to the design of innovative devices for
mtrncellular applications. For instance, they will enable
characterization and quantification at the level of single
cells and single molecules, in vive real-time monitoring of
cellular events and specific targeting to the action site or
efficient drug delivery inside the target cells, among others.
The results presented here constitute the starting point in
the development of such devices.
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Intracellular Polysilicon Barcodes for Cell Tracking

Elisabet Fernandez-Rosas, Rodrigo Gomez, Elena Ibanez, Leonardo Barrios,
Marta Duch, Jaume Esteve, Carme Nogués,™ and José Antonio Plaza*

Dun’.-rg the past decade, diverse tvpes of barcode have been designed in
order to rack living cells in vive or in vitre, but none of them offer the
possibility to follow an individual cell up to ten or more davs. Using silicon
microtechnologies a barcode sufficiendy small 1o be introduced into a cell,
ver visible and readily identifiable under an optical microscope, is designed.
Crlteree huiman macrephages are able o engulfl the barcodes due e their

Keywords:

« barcodes

» cell tracking

» micromachining

» optical microscopy
» polysilicon

phagocytic ability and their viability is not affected. The arilitv of the
barcodes for cell tracking is demonsirated by following individual cells for
np e ten days in cnfture and recording their locomotion. Interestingly,
sificon microtechnology allows the mass production of reproducible codes
at low cost with small features (bits) in the micromerer range that are

aedditionally biocomparible,

1. Introduction

Anincreasing demand for tracking smalber items has drven
the exploraticon for novel methods of barcoding at much smaller
scales!"! Individual cell tracking is of great interest in cell
hiodogy!™ 1o evaluate individual cell behavior (cell survival, eell
mowvement, relationship with other cells, ete.) under differcmt
conditions {expostine 1o Woxic pases of compaotnds, toachemical
or light stimulus (chemotaxy, phololaxy) or (0 X-ray micro-
beams, forexample ). Therefone, in the last decade there has been
a growing interest in developing different tvpes of barcodes 1o
track living cells cither in vivo or in vitro. Encoded panticles
from different materals and patterns have been proposed 1o
follow celis in culture. Quantum-dot-tagged microbeads.”!
metallic  barcodes 11 porpus-silicon  photonic crystals !
acrylic-encoded carriers,””! iron oxide maAgnelic nanoprti-
clos H9 polv{dimethylsiloxane) (PDMS) Fﬂrliﬂlﬂ!&,lwl nanao-
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disk codes,""! and diamond nanoparticles' ™! have been used
among other devices, While some of these particles act as a
barcode because of their own nature ! others need 1o be
eoupled 1o different Muorochromes,™™ and this extra step
makes barcode manufacturing more expensive and difficult,
Addditionally, the use of fuorochromes reguires a fluorescence
microscope or 4 confocal scanning laser microscope to visualize
the barcode but U light and lxser beams have been reported o
be harmful for living cell!™ Codes can be introduced into
celts )™ anached 10 the plasmn membrane, immobilized on a
solid subsirate vin complementary single-stranded DNA or
immunocyviochemical reaction syste ms."™ or can even be used
as i chamber contaiming the cell.

Unitil pow, codes have been envisaged 1o follow different
cell populations mixed in the same culture or o follow a
subpopulation of cells in vivo, To irsck individoal cells dunng
several days in culture and vsing an optical microscope, the
codes have to fullill special biological, aptical. and fabrcation
requirements. First, from the biological point of view, codes
must be designed to the micrometer size, sufficiently small to be
introduced into a cell. In addition. the number of umguely
identifiable barcodes must be large enough to track a sufficient
number of cells to perform biological studies, and the devices
have tobe made of o biocompatible material in order 1o cnsure
cell vinhility. Second, from the optical point of view, the codes
have 1o be simple and visible under light microscopes. Thus, the
structures that represent every single bit have tobe larger than
the resolution limit of these microscopes, which is in practice
close to | wm. Finally. the fabnication technology of the codes
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has 1o be able 1o mass-produce reproducible codes at low cost
with small features (bits) in the micrometer range. Silicon
microtechnologics, wsed for microclectromechanical system
(MEMS) and nanoclectromechanical system { NEMS) fnbrica-
tion, can fulfill these requirements and produce these devioes.
Silicon structures are already mass-produced by semiconductor
industries at the micrometer and submicrometer scale. As
complex silicon structures can be precisely micronanoma-
chincd, they can offer high performance and \ch:ﬂilit}.""

The aim of the present study was to develop and test the use
of polysilicon barcodes for single-living-cell labeling  and
trackimg. The study addresses the barcode concept and the
design of a abrcation wechnology that fulfills the aforemen-
tioned optical and biological requirements. Micronanoma-
chined barcodes were added 1o a cell culture o test their
imemalization and their functionality as labels. Tnaddition, the
study also investigated the possible effects of the barcodes on
cell survival. Finally, the elfectivencss of the barcodes is
Hustrated by the study of human macrophage activity in lcrms
of ecll locomotion,

2. Results and Discussion

2.1. Barcode Design

A barcode 15 an oplical representation of alphanumenc
digits used 1o unigquely identify an item. An the beginning.,
barcodes were designed o one dimension (linear or 1D
harcodes) and data were represented m paralle] lines as wide
and narrow bars, In addition, barcodes could also be
represemed i iwo-dimensional geometrie  patterms (20D
barcodes), In these cases squares, dods, hexagons, and =0 on
can akeo be wsed, Here, we propose a 20 barcode design that
consists of a mainx code with peniagonal digiis arranged on a
erid pattemn. The mainx 15 divided into a regular 4 =< 2 grud
(Figure Ia)that contains a total of 8 bits (1 or 0] 1o give binary
data o the barcode reader (Figure 1b). Barcodes have to be
asymmetric in order to allow the correct reading of data. For
this reason, the barcodes have been dessgned with a star
marker to help the wser read the message in is cormect
orientation (Figure 1)

The data capacity, that is. the number of possible differem
codes, depends on the number of bits of the barcode. The
proposcd design has 8 bits, which means 256 different codes,
from 0 1a 255, Figure 2a shows three different codes. If all the
pentagons are present the binary code = 1111 111, which in
decimal representation corresponds to the number 255; if the
pentagon Bl is left the binary code = 011010 1111, which in
decimal corresponds to the number 127, and il all the pentagons
are left the binary code s 0000 (000, which corresponds 1o the
pumber 0, A schematic view of the 256 different codes is shown
in Figure 2h.

Ihe barcode dimensions have o fulfill requirements in
terms of cell biology and wdentifiababity. The devices have o be
small enotgeh to be introduced imo different cell types. Typical
cells have volumes m the range from 500 (o 14000 um ' ln
addition, as most cell studies are pedormed using light and
confocal microscopes, features smaller than | pm could e
difficult 1o identify. Thus, considering the code visibility, the

www.small-journal.com & 2000 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. EGak, Welnheim
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Figure 1. Schematic view of the ntracellular barcade. a) The whale
device showing the amay of bits and the start point, b) Acode with one bit
left (Bit number 8), ¢] The asymmeinic structure (o indicate the stafting
paoint to the barcode reader.

lateral dimensions of the barcodes were fixed 1o [0 pm = 6 pm.
In contrast, the thickness of the barcode was fixed w
submicrometer dimensions, 500 nm, aceording to the small
volume crilena
thickness of the barcode. the maximum volume of an mdividual
barcode was 30 pum®. Thus, the volume of the barcode is
approximatcly 20 to 300 times smaller than that of many typical
cells.

Due 1w the submicromeier range of the

2.2. Microfabrication of Polysilicon Barcodes

Ihe thickness of the code has to be as small as passible to
reduce the volume of the chip compared to the cell volume,
Stheon  microtechnologies, used for MEMS and NEMS
fabrication, enable us to produce devices with dimensions in
the micrometer range or cven smaller and lavers with
thicknesses from severnl micrometers 1o a [ew nanometers.
In addition. porous silicon has been demonstrated to be
brocompatible in extracellular :||'-p||1.'.||;i¢m-1|"‘| ceven though 1ts
cyvlodoxicily when located inside cells has ool been analvecd.
According to this prelimmary resull, we proposed (o use silicon
in s polysilicon configuration a3 a base matenal for
manufaciuring the barcodes. Additional advaniages of the
polyvsilicon material are that it s a well-known matenal in the

wmall 2004, 5 Ho. 21, 2433-2439
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Figure 2. Symbology of the designed harcodes. a) Examples of the
equivalent binory and decimal data for three diferent examples of
barcodes and b) mask of the 256 different codes (B bits) designed.

semiconductor industry, it can be deposited uniformly Trom a
few nanometers tosevernl micrometers, and it can be patterncd
with micrometnc or submicromelne dimensions by dry-etching
technigques and oprical-photolithographic processes,

The technology of the whole fabrication process is shown in
Figure 3. The polvsilicon intracellular barcodes were fabricated
on i, p-type (1) silcon walers. For the rebease of the devices
it was necessary Lo use asacrificial laver between the sihcon bulk
wafer and the device layer, Therefore, a plasma-cnhanced
chemical vapor deposition (PECY D) silicon oxide layer was
deposited on the front side of the wafer tobe used as a sacrificial
laver. Thes matereml was selected because it can be casaly
removed by HF, which does notetch polysilicon. The next siep
was the deposition of the device laver, a W-pm-thick bow-
pressure chemical vapor deposition (LPCYDY) polyvsilicon
layver. The barcodes were patterned by o photolithographic
step and a posterior dry etching. The etching uniformity

wmll 2009, 5 Ho. 23, 2433-2430
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Figure 3. Barcode fabrication process, a) Silicon walers are used as
starting material, b) a silicon oxide layer is deposited at the front side of
the waler as a sacrificial layer, c) a LPCVD palysilican oxide layeris
deposited as structural layer, d) a photolithographic stepis used todefine
the barcodes geometries, ) barcode patterning is achieved by polysilicon
dry etching, and ) barcodes are released by silicon oxide etching in HF
VAPOTS.

through the whole waler and the ventical profile of the etching
were required due 1o the extremely small dimensions of the
codes {10 = 6 = (L5 pm 1. AN inductively coupled plasma cicher
(1CP, Alcatel A60L) was used as it offers a 3% cich umiformity
throughthe whaole wafer and alsoprovides an extremely vertical
etching profile. Barcodes were patterned by vertical silicon/
polvsilicon div etching using an optimized Bosh process recipe.
The eich stops atl the buried silicon oxide laver and then the
photoresist was remwoved by plasma etching. Finally, the codes
wiere released by the etching of the sthcon oxide sacnficial laver
after #hmin i vapors of HF (49%). The barcodes were
obiained from the subsirate by ultrasounds in ethanol for 5 min
ond were collected. A scanning clectron microscope (SEM)
image of fabnicated barcodes 15 shown in Figune 4, The results
also show that the barcodes do not break during fabrication or
collection, which could be one of the main sources of false
identification,

2.3. Cellular Uptake of Barcodes

Barcode cellulor uptake was analyzed on human macro-
phages differentiated in vitro and kept in culture for several
diys. Macrophages were chosen because they have the capacity
to phagocyie large pathogens and it has been described tha
they can engull polystyvrene partiches at least up (o Iﬁpm.lwl
Onge differentimted, macrophages attach o culture plates and
can meisure up to M- pm long by 20-pm wide and 15-pm highin
the widest region. Macrophage cultures were analyveed 24 h
after barcode addition to check their eellular uptake, Using an
inverted optical microscope, barcodes were localized cither

www.small-journal.com
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insade macrophages (Figure 5) or on ther surroundings. To
asceriain that barcodes were mnside the cells, and not over or
under the plasma membrane, cells were further analvzed with
a SEM equipped with o focused jon beam work station
(SEM-FIB), which sllows cutting the cells with extreme
daccuracy. Five cells that apparently contained o barcode in
thewr evtoplasm were cut with the FIB o venfy this h} pothesis.
Results confirmed that ia all the cells analveed the barcode was

000
1101 1000 =216

Figure g. SEM images of different barcodes (a) and a barcode with the
binary code 1101 1000 that coffesponds o decimal number 216 ()

1000 1101=141

Figure 5. Light microscope micrograph of an in vitro culbure of
macrophage cells with polysilicon barcodes., Cells with (upper [eft insert)
andd wathout barcodes, a5 well a5 an isolated barcode are thoven, The
ploture was takenwith a 4 0= objective onan inverted optical microscope.

www.small-journal.com
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Figure &. SEM imagesof macrophageswitha barcodeintheircytoplasm
cutwith FIB. a) The arrowindicates the presence of the barcodeinside the
cyioplasm. b) A detail of a barcode where the surmounding cytoplasm can
b seen,

present nside their cvtoplasm {Figure &), thus demonstmating
that macrophages are able 1o phagooyvte polysilicon barcodes of
10 o = 6 gam = (0.5 pm dimensions.

2.4. Feasibility of Polysilicon Barcodes for Cell
Labeling

l'oevalwste the identifiability of barcodes underan inverted
optical microscope, several cells incubated in the presence of
differemt barcodes were sclected and photographed with a
digital camera. Each individual barcode could be clearly read
using light microscopy. As harcodes have been designed with a
reading start marker, no mterpretation mistakes occurred. In
Figure 7, two different barcodes found inside iwo different
mucrophages are shown. The fat shape of cells facilitates the
flat-placed position of the barcodes, allowing their clear
identification. Only in o very few cases were the barcodes
positioned mn a W inclined plane regarding the focal plane and
could mot be read.

2.5. Barcode Biocompatibility and Macrophage
Survival

A crucial biological requirement is the biocompatibility of
the barcodes. Both hiocompatibility and cell viability were
tested inour study. Macrophages carrving a polysilicon barcode
were studied dunng 10 days to evaluate cell survival. The initial

wmll 2004, 5 No. 2, 2433=2439
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20 pm

s

1101 1110=222

20 Um

Figure 7. inverted light microscopy images of two macrophages with a
barcode in thelr cytoplasm, al Barcode 11 and bl barcode 222, A
sthematic view of both barcodes ks shown in the insets.

Bay' Cuyd Dwd Deyd Digh Duyd  Dn? Bay® Deytd

Dyl

Figure 8. Cell viability of encoded (with polysilicon barcodes) and
control macrophagesduring 10days in culture, Nostatistically significant
differences inthe sundival rates were found bebween the two populations.

macrophage population (38 cells ) wias reduced down 1o 200011
(% cells) after 10 days i cnlture (Figune 8), This decrease is
similar to that observed in control cultures without polysilicon
barcodes (21.0%: n =T cells). In fact. when survival rates of
encoded (with a barcode) and control macrophages were
compared, no significant differences were found in cither
the first five days in cullure, or in the last five davs {dilference
between proportions testh, Hence, these results demonstrate
that the reduction in macrophage viabihiy can be attributed 1o
the normal behnvior of these cells after dilferentiation, which
attoch to the substrate. siop profiferating, and ﬁnallg.-dir.-.'""' and
not to the presence of the barcodes.
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Figure 9. Daily movements of eight different macrophages with a
barcode in thedr cytoplasm during 10 days in culture,
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Flgure 10. Dally movemenis of encoded macrophage-158 during

10 days In culture, Piciunes were taken dafly with an imered lght
microscope. The picture shown is a compasition of the daily micrographs
taken and the white lne indicates the cell trajectony throughout the

10 days, Macrophage 158 has travelled a total of 697 um,

2.6, Effectiveness of Barcodes for Cell Tracking

Cell tracking was carned out in 38 different macrophages
carrying a polysilicon barcode. Macrophages woere cultured on
reticulated coverslips 10 record the coordinates of cach cell
containing a barcode. We were able to localie and identify a
particular cell every 24 h during 10 days despate of 11s changing
morphology during cell locomotion. Each cell was tracked
individually ond its movement was recorded, From the data
oained, the tmajectory of 8 individual cells that survived up o
10 days was drawn, and the partial or total distance covered was
measured (Figures 9 and 100, In general, cells moved more
actively during the first five days in culture. Cell locomotion
data indicates that polysilicon barcodes do not indece any
cytotoxicity or damaging cfiects, Lintil now, cells were tracked
using manual or automated detectors coupled to sophisticated
software, 7 which allows following of the cells for up to one
or two days, The advantage of using barcodes is that no special
equipment is needed other than an inverted light microscope
that is tvpically found in all cell biology Iaboratores,
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3. Conclusions

In the present work we demonstrate that fabrication of
barcodes for labeling and tracking individual living cells is
possible using silicon microtechnologies. We have designed and
produced barcodes small enough to be introduced into o living
cell without apparently disturbing its normal behavior, but at
the same time big cnough to be readily identificd under optical
microscopes,  This technology  allows  the production of
thousands of barcodes with different codes, and most
importantly, involves o mass-production with low cost and
high versatility, Silicon microtechnology allows the fabrication
of robust harcodes (they do not break during production,
release, or cell uptake) with lateral dimensions in the
micrometerorsubmicrometer mnge where the digits structures
are an internal part of the whole bareode. Using this
microtechnology, reduction of the actual barcode size 1o
submicrometer range could be envisaged: the limiting fuctor is
only the resolution of presemt optical microscopes. The
designed bareodes can be visunlized and their pattems easily
recognized under a light microscope using o 6= objective, the
maximum magnification objective routinely used incell culture
laboratonies. As no UV light or laser beam is emploved to
illuminate the barcode, phototoxicity is prevented and cells are
not disturbed,

We have demonstrated cell uptake of barcodes in
macrophages, and tha intemalized barcodes can be correctly
identificd wsing only an inverted optical microscope. In
addition, we have shown that polsilicon is biocompatible.
Finally, an example of the utilization of polysilicon barcodes in
cell tracking has been provided by mdividually following the
encoded macrophages during 10 days and recording their
locomotion. The immediate fuwure 5 w0 evidence the
functionality of the barcodes in other cells tvpes without
phagecytic capacity. 10 has been deseribed that Hella cells and
fibroblasis (NIH 3T3) can endocyvie particles as large as
6 um. 1 Thus, this innovative system to track cells could be
used ina large vanety of cells. The long-term Tuture is 1o design
automated track systems to deteet and recognize the barcode
patterd of polyvsilicon barcodes,

4. Experimental Section

Macrophage culture: Human menocytic cell line THP1 (ECACC
Ho.BEOB] 201) was mainiained in RPMI 1640 medium supple-
mented with 20% fetal bovine serum (FBS) in standard conditions.
THP-1 cells (20000 cells per well) were plated in 24-well dishes
on reficulated glass coverslips in the presence of 0,16 am phorbal
12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma) during 3 days to promote
macrophage differentiation. Polysilicon barcodes were added in
the third day at a rate of 0.5 barcodes per cell, adjusted to achieve
a maximum number of cells with only one phagocyted barcode.

Barcode imaging: After 24 h in contact with polysilicon
barcodes, cell culiure medium was changed to remove the
nonphagocyted devices and assure that only barcodes Inside cells
orin close contact with the cells were keft. Barcodes were localized

© 2000 Wiley-WCH Verlag GmbH & Co. KGas, Weinhaim
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and identified under an opiical inverted microscope (Dlympus IX71,
Hamburg, Germany) with differential imerference contrast. Only
macrophages with one phagocyled barcode were selecied and
individually followed during 10 days. Images were taken every 24 h
and cell location was recorded. Reticulated coverslips were used to
trace [ndividual cell rrajectories. Surviving macrophages ar day 10
were fixed in Kamovsky's solution (2% paraformaldehyde and 2.5%
glutaraldehyde) at reom temperature, delydrated in ethanol series,
critical poini-dried using €O, (K850 critical point drier Emitech],
mounted on the specimen holder, coated with gold, and observed
iman 5-570 SEM (Hitachi. Tokyo, lapan). Finally, a combined Strata
235 Dual SEM-FIB work station (FEL, Hillsbaro, DR, USA) was used to
section cells 1o verify that barcodes were inside macrophages.
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ABSTRACT

In this work, two types of polycrystalline-silicen (pelysilicen) microparticles were
modified with fluorescent specific ligands in order to be selectively attached to
chemical residues located at the plasma membrane and thus te be applied to study
individual cells in culture. Two different funclionalization approgaches based on
adsorpfion and covalent aftachment were assayed and compared in fterms of the
efficiency of the ligand immebkilisation and stability of the modified particle in culture
medium. Cylindrical microparticles (non-encoded microparticles) and shape-encoded
microparticles (barcodes) were used with the cim of demonstrating the non-
dependence of the parlicle sizte and shape on the efficiency of the immobilisation
protocel. It is shown that the covalent attachment of the ligand to the suface of the
microparticle, previously modified with an aldehyde-terminated silane, gave the best
results. As a proof of concepl, Vero cells in cullure were labelled with modified
barcodes and successfully racked for up to one week withoul any alteration in the
viability of the cells. It is anticipated that such modified microparticles could be feasible
platforms for the intreduction of other analylical funclions of interest in single cell
maonitering and cell sorting in automatic analysis systems.

Keywords: microparticles, polysiicon, chemical functionalization, covalent atfachment,
single cell, plasma membrane.

1. Introduction

Ower the lost few years, there hos been an barcodes. Such barcodes should be smoll
increasing interest in cell fracking to evolugte encuwgh to sither be ploced into  the

single cell behavior in any situation and for
both in vive and in vifroconditions (Weaibel af
al.,, 2007). For this pwpose, cels must be
isolated and rmoniforad continucushy.
However, cells need to be grouped to grow
adeguately and. consequently, monitoring
single cells in culfure is rather cumbersome and
requires the use of expersive or complex
equipment (L et al., 2008). In This confext, a
more suitable option would be to encode the
cells indradually and unmistakably  wsing

cyloplasm of the cell or to be attached 1o the
outer surface of the plasma membrane
without altenng the cell viability. Besides, the
cdata storage capocity of the barcodes should
be os large os possible in order to be able to
encode the moximum number of different
cells in fhve same culfure,

Qur group has previousty demonstrated thot
macrophage celk could be individually
tagged ond easily tracked under an oplical
microscope by uwsing borcodes made of
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pabysiicen biocompatible material (Fermandez-
Rosas et al. 2009, 2010]. Mocrophoges are
cells with the ability to engulf foreign bodies
such o5 bocteric ond cell debns and
incorporate them in phogocylic vesicles for
their destruction. In this confext, macrophages
were able fo phagocyte barcodes and their
viability was not affected. This tagging process
was shown to be effective for tracking
macraphages in culiure for several days
However, few mammalion cell lines exhibit
phagocytic capacity,

A more generic approach for togging cells
using barcodes, with the potential of being
oppled to any cell line, could be based on the
attachement of such particles to the plasma
membrane. For this prupose and as an
example, porticles could be coated with a
lectin such as the wheat gemm agglutinin
[WSaA). WGa selectively inferacts with M-
acetylglucosamineg and MN-ccetylneuraminic
acid [siolic acid), which ore part of
ghycoprateins and glycolipids present at the
plasma membrane (Nagata et al., 1974), The
resulting modified particles could be attached
to the plasma membrane of any cell type and
thus cells could be tracked over a period of
fime. This approach would also enable to tag
different cells in o culture with different
borcodes coated with different ligonds. e.g.
anfibodies, which selectively inferact with the
plasma membrane of target cells,

The use of shape-encoded microparticles that
can be regad under a brghtfield microscope
could represent o cost-effective and highly
atiractive approach to trock individual cells
over time. For this purpose, borcodes must
contain features |bits) bigger thon the
practical resolution limit of 1um. In this confext,
siicon  microtechnologies used for  the
fabrication of microelectromechanical systems
(MEMS) offer a reproducible and occcurafe
method to mass-produce complex particles
with dimensions in the micromefer range and
a well-defined shape and width (Femandez-
Rosas et al, 2009, 2010). Microlabrcated
barcode: of biccompafible maoterials may
offer unique possibiliies to identify a sufficient
number of individual cells in order to perform
biglogical studlies,

The development of efficient immobilisation
strategies that preserve the strucheral and

2. Experimental

2.1. Chemicals

Alexa Fluor 488 Flab')2 fragment of goat anti-
mouse 19G conjugate (A11017, Invitrogen) and
Wheat Gemm Aggiutinin (WGA) Texas Red®-X
conjugate [(W21405, Invitrogen] were saelected
a5 ligands, Trethoxysilylundecanal  (TESUD,
5Ma194.0) was purchasad from Gelest, all ofher
chemicals were of reagent grade,

functional integrity of the proteins on surfaces
is shill o key challenge for sufoce scientists
(Shirahata et ol. 2008). Futhermmore. the
exfroordinary brood spectum of  protfein
tunctions and, in the case of antibodies. their
specific  recognition abilty to  distinguish
among similar kgands, makes tham wveary
altractive funclional elements fo directly
select specific cells. az well a5 to construct
biochemical sensors and actuators (Luppa et
al.. 2001). Immobilisotion of proteins can be
easly accomplished by direct adsorption, but
thera is a lorge varety of chemical profocols,
which are more robust and better confrolled
{Rusmini et al. 2007]. However, the
development of protocols for the attachment
of proteins to solid supports for particular
applications is an empirc process that cannot
be anticipated due fo the many different
experimental condifions thal may offect the
profein stabilty and alter its physdeochemical
properies [You et al., 2009].

A comparative study of the functionalizafion of
polysiicon microparticles using two  different
approaches is reported in this work, Porticles
were modified by adsorplion and covalent
attachement with either o WGA or a generic
immuncglobulin G (IgG). both labelled with a
fluorophore onganic molecule. The WGA lectin
would enable the attochment of the particles
to any cell fype whereas the oG would be
representative of an anfibody to a specific
membrane receptor in a selected cell typa,
taking into account that all onfibodies share
the some basic sfructure, Fluorescence studies
were camed out to assess the efficiency of the
immobilization of the igond to the particle
surfoce and lgond retenfion on the particle
surface over time under cell culture conditions.
Finally, it i shown that barcodes functionalised
withh WGA indeed adhere to the plosma
membrane of non-phagocitic Vero cells
without cousing any apparent allerafion in the
ceall viakility. Individual tagged cells could fhus
be fracked for one week, As poinfed above,
the fact that the modified borcedes are
effectively attoched to the outer surfoce of
the cell plasma membrane makes this protocol
of more widespread application and with the
potential of being generic for any cell ine just

by choosing the appropriate ligand.

2.2. Design and fabricafion of polysilicon
borcodes & non-encoded microparticles

Polysiicon maoterdal wos used for  the
manufacturing of barcodes [10um = 4um x
0.5um; sufoce area from &1 to 111 pm®: 88 pm?
mean surioce area)l and non-encoded
cylindrical microparticles (3 pm diameter x 0.5
Hm thickness: 18,85 um? surface area) (Fig. 1).
The design of the barcodes has been
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damensorns o e polyslicon microparticles, &) non-
encoded microparlicles and §) borc odet

describad previously by Femandez-Rosas af al,
[Fermandez-Rosas et al., 2009). Briefly, they are
polyhedric microparticles containing
pentogonal alphanumerc  digits  [bits),
amanged on a 20 opticol grid pottem that
enables thelr unambiguous identification. The
matrix confains a total of 8 bits (1 or O] in a
regular 4 x 2 grid with a start marker to help the
ueer read the code inits comect orenfation. Iis
data capacity is 256 different barcodes from O

[O0D0 0000) f0 255 (1111 1111), and dimensians
were fixed to 10um % sum x 0.5pm thickneass
[Fig. 1).

The microfabrcation process was based on
the technology used for MEMS faobrcation
[Femandez-Rosas et al.. 2007). Briefly. 4-in. p-
type (100) sifcon wafers were used as substrate
for the fobrcaotion of the microparticles. A
plasma-enhanced chemical vopor deposition
[PECVD] siicon oxide layver was depasited an
the front side of the wofer to be used s o
sacrificial layer, followed by the deposition of o
0.5um-thick polysiicon layer by low pressure
chemical vapor deposition [LPCVYD). Then, the
microparticles were poffemed by a
photolithographic process followed by a dry
etching step camied out with an inductively
coupled plasma etcher (ICP. Alcatel Ad01)
and using an opfimized Bosch process recipe.
Next, the photoresist was removed by plasma
etching. Fnally fthe microparticles wene
released by the efching of the silicon oxide
sacrificial layer in HF [4%%] vapors for 40 min
and collected In ethonol by applying
ultrasounds for 5 min.

2.3. Chemical functionalization of barcodes
and non-encoded microparticles

Two strofegies of funclionalzation were used,
that is adsorption and covalent attachment.
525,000 barcodes and 1,750,000 non-encoded
ricroparticles, both exposing a total suface
areda of 45106 umd, which had been stored in
ethanecl. were used in both approaches.

Resultados

Adsorption was camied out following the
procedure patented by Gustafson et al
[Gustafson ef al., 1987], with slight variations.
Briefly, ethanol waos removed and poricles
weare suspended in 20 pl of 0.01 M Phosphate
Bufferad Saline (PB3) pH 7.4 conbaining 0.1%
sodium  azide. sonicated for 15 min, and
incubated ovemight under agitation at room
temperature (BT} after odding 200 pgmil-1 of
the kgand [WGA or IgG). Then, microparticles
were cenfrifuged af 14,000 rom and 4°C for 15
min and rinsed three fimes with PBS containing
2.5% sucrose, 0.25% BSA and 005% sodium
azide, Finally, microparficles were resuspended
in 50 pL of PBS.

Covalent attachment of the selected ligands
was camed out as follows, Microparticles were
suspended in 200 ul of H:O deionized (DN)
water and spun for 5 min at 2.000 rem. Then,
they were cenfrifuged ot 14000 rpm for 10
min, resuspended in 200 ul of an acid piranha
solufion [HaS0uH:O: 70:30 v/v: caudfion: it is
highly comosive and a powsrful oxidising
agent] and sonicated for 1 h at RT. After
anofher cenfrifugation step af 14,000 rpm for
15 min, they were resuspended in 200 pyl of a
diluted basic piranha solufion
[NHOHHO2:H20, 1:1:5 viviv] and sonicated
for 30 min at RT. At this point, microparticles
could be stored in DI water until further use.
After a rinsing step in Dl woter, o silanization
process of the particle surface was camied out.
Here, microparticles were centrifuged ot
14,000 rpm for 15 min. resuspended in 200 pl
ethanol, and centrifuged again at 14,000 rpm
for 5 min: then ethanol was removed and the
microparticles were sonicated for 2 h at BT in
100 plL of an ethanalic solution containing 5%
[wfwv) TESUD and 5% (v/v] 0.1 M acetate buffer
pH = 52 [Kang =t al.. 2005; Shirghata et al.
2008). Next, microparticles were rinsed twice in
200 pL dry ethanol and cenfrifuged at 14,000
rpm for 5 min. The microparticles were dried in
an oven at $0°C for 1 h fo get a complete
dehydration of their sudaoce and thus induce
the formation of stable siloxone bonds. Next,
the covalent attachment of the ligand [WGA
or 1gG) was comied out, The silonized
microparticles were resuspended in 15 pl PBS
contaning 5 mM sodium cyanoborohydnde
and sonicated, followed by the rapid addition
of 5 uL of the ligond containing solution to
cbtain a final concentration of 200 pgml!.
Then the microparticles were incubated
ovemight at 4°C, under gentle sfiming. Mext,
the microparticles were cenfrifuged at 14,000
rpm and 4°C for 15 min and then rinsed three
fimes. The first rnting step was coried out In
200 pL PBS contoining 1% BSA [w/v), The
following rinsing steps were comed out in 200 pL
PBS. Finally, the microparficles were rasuspen-
ded in 50 pL of PBS.
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2.4, Assessment of immaobilisation efficiency
and stability

To compare both odsorphion and covalent
functionalization processes. barcodes and
non-encoded microparticles modified with
igG and WGA fluocrescent conjugates were
maintained for 0. 2. 4 ond 8 days under
standard cell culture condifions (37°C, 5%
CO:)  im minimom  essenfial | medium
supplemented with 10% fetal bovine serum
[MEM-FBS, all from Gibco). Bright-field ond
fluorescence images were captured wsing a
Confocal Laser Scanning Microscope [CLEM.
TCS SF2 ACQBS) with LASAF Lite 1.8.1 software
[Leica). adjusting the capture conditions and
the laser power (488 nm for lgG-modified
microparticles and 581 nm for WGA-modified
ones). in order fo observe the maximum light
imtensity range but aveiding saturation of fhe
images, The exient of biomolecule
immobiisation and its stability was evaluated
by carmrying out a thorough analysis of those
images with the Metamorph 5.1 software
[Molecular Devices), Images of different
microparticles [number bebween 27 and 37)
arbitranly selected were analyzed for every
condifion tested. The efficiency of each
funclionalisation protocol was evaluated as
the percentage of microparticles showing an
average of flucrescence light intensity higher
than a 5% [value of 128 in arbitrary units) of
the  mawimum  [256  arbitrary  units).
Microparticles  showing an  average
flugrescence light intensity lower than 3% of
the maximum observed were considered not
efficiently modified and discarded for further
analysis. The mean fluorescence  light
intensities of the efficiently modified
microparticles were then compared with fhe
Mann-Whitney test,

2.5. Cytotoxicity assay

Varo celk [CCL-81, ATCC) were cultured in
MEM-FBS af 37°C and 5% COy To study the
cylotoxicity of the WGA-modified borcodes,
cells were seeded in 24-well dishes with 1 mi of
culture medium at a density of 5.000 cellsfwell,
and cultured under the standard conditions
mentioned above. The cell to barcode ratio
was adjusted fo 1:1 in order to get @ maximum
number of cel:s lobelled with o baorcode.
Culfures were maintained for 10 days. Cell
death was evaluated every 24 h wath tnpan
blue and the mean generatfion fime [MGT)
was calculated as 1/3.32 (legh-logha). where T
is the total culture time in hours, and No aond M
the inilial and final cell densities. respectively,

2.6. Individual cell fraocking

Gloss gridded covenlips were ploced inside
24-well dishes and sterlized under an UV Eght

for 45 min. Then, Vero cells were plated over
the coverdips at a density of 5000 celksfwell,
together with 5000 WGA functionalized
barcodes/well ond cultured in MEM-FBS o3
above. The cultures were maintained for 7
days. After 24 h. the cullure medium was
replaced by fresh culture medium in order fo
remove those barcodes not aoftached to any
cell. Some cels with one barcode were
located and idenfified wsing the opfical
inverted microscope and daily followed during
one weelk. Images were faken every 24 h and
cell locotion was recorded. Reficuloted
coverslips were used to redocaolize and frace
individual cell trajectones. Finally, cultures were
fixed in Kamovsky's solution (2%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde)
at BT, dehydrated in ethanol sedes. crfical
point-dried using COs (K850 critical point drier
Emitech). mounted on the specimen holder,
coated with gold and observed in a Scanning
Blectron Microscope (SEM) [JEOL JSM-4300),
equippad with an energy disperive X-ray
spectrometer [Link 1515-200, Oxford).

3. Results and discussion

Polysilicon has previously been shown by our
goup to be o suitable moteral for the
manutacturing of microparticles [Ferfnandezr-
Rosos et al.. 2010). The controlled depaosition of
layers of this material, having thicknesses from
just a few nanometers to several micrometers,
has been commeonly camed out in the
fabrication of MEMS. Using microfabrication
technologies, polysilicon layers con be
pattemned with micromedric and
submicrometric  dimersions by  dry-etching
fechniques and phofolithographic processes,
Palysiicon has  been  opplied to  the
development of BioMEMS. Its surface has been
modified with different polymers and
biomolecules [Lan et al.. 2005; Jonkheijm et al..
2008; Shirahata et al., 2008; Stegmaier and del
Compo, 2009) and haos exhibited a good
biocompatibiity in long-term studies [Veiseh
and Ihang, 2008). In the present work, the
modification of pohsiicon microparticles,
having different shapes and sizes, reguired the
implernentation of particular processes, which
differed from those previously reported with
polysiicon  substrates and  sphercal  silica
micto- ond nonoparficles  (Sharma  and
Gilchrist, 2007). Bightfield images of polysilicon
barcodes and non-encoded microparticles
used in this work are shown in Fig. 1.

Two different protocols for the modification of
poligicon microparficles were appled, thal &
adwoption and covalent -based approches, Both
of thern were tested in terms of its effectiveness for
the immobilizafion of the igonds as wel as the
shability of the rewlling immobiised molecules
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owver time under cell culiure conditions. The WGA
lectn and o secondory anftmouse IgG both
conjugated to Texas Red and Alexa Auor 438
flucrophores, respectively, were chosen for the
modification of the microparticies. The fomer wos
tested due to s obiity to interoct with
cabohydrate moiefies present in almost any cedl
plasma membrane wheteas fhe aiter represents
tha antibody fomily. a group of profeing shoring
fhe same batc stucture but with the ability to
recognrize different specific target malecules. The
wa of fuorophore labets enobled to make o
guanfitative estimation of the degee of
bictunctionalzation of the microparticles usng a
CLSM,

The first step of microparticie functionalization
is the generafion of reactive groups on the
siicon surfoce. Non-oxidized slicon surfoces
have been chemically modified using different
profocols, most of them invelving UV or
thermmal based radical reactions [Shirahata et
al., 2007). These protocols are difficult fo
implement when working with microparticles
and, besides. o mited number of chemical
groups can be added to the silicon surfoce.
Taking advantage of the native silicon cxide
layer that spontanecusly grows on the slicon
surface af room conditions. more widespread
silanization processes of this silicon oxide layer
were previously reported (Veiseh and Thang.
2006; Jonssen et al. 2008). In this work, the
induced growth of siicon oxide on the surface
of the polylicon microparticles was comied
out by frealing them with an acid piranbo
salution. The following incubation in o diuted
basic piranha solution oppeared fo oclivate
the silanol groups present at the silicon cxide
layer (Janssen et al, 2008). Three different
slones were tested for the covalent
attachment of the ligand to the siicon oxide
layer [(see supplementary information) and
TESUD waos chosen in terrns of efficiency of the
igand immobilisation and simplicity of the
silanization protecol. Using this silane, primary
amines of the gand react with the aldehyde
groups fo form an imine group, which s furtbher
transformed into o more stable secondary
amine by selectively reducing the double
carbon  niregen  bond  with  sodium
cyancborohydride (Miller and Roby, 1983). It is
important to point out that the chemical
modification of microparticles s not
straightforward since undesirable
agglomeration and sedimentation may easily
take ploce under different experimental
condfions and give e o o poor
functionalization efficiency and thus to o low
yield of funclionolized  microparticles
Moreover, the shape and material of these
microparticles should be token info occcount,
Cylindrical and polvhedron-ike microparticles
hove flat surfaces which can interact, leading
to the agoregation and precipitafion of

Resultados

microparticles and difficulting their
modification. By cantrast, spherical
microparticles expose a much smaller area to
interact with other microparticles. Therefore, oll
the steps required for the attochment of the
ligands to our microparticles were carefully
tested and opltimized o that a good
efficiency of the immobilisafion process could
be attained. In parlicular. sonication steps
cppled for wvorious periods of fime, as
described in the Espermental section,
appeared to be effective in minimizing particle
oggregation durng the functionalization
process,

In order to ensure that the polysikcon surface
of the microparticles could be oxdized and
further silanized, a test to evaluate the extent
of silane funclionalization was camed out with
(F-ominopropyl) Inmethoxysilane and
rhodamine B isothiccyanate, oz descrbed
elsewhere [Kang et ol, 2005 (description of
this experment and fluorescence images of
the modified sufaces are shown in fhe
supplementary  information).  This  assay
evidenced the comect silonization of the
palysiicon particle surface (Fig. 52).

Mext, the efficiency and stability of the
chemical surface modification was tested in
27-37 parficles selected fram different
batches of barcodes and non-encoded
microparficles, so that possible size and shape
effects could be detected. Fluorescence
intensities were measured in both types of
microparficles [barcodes or non-encoded
micreparticles). for each modificalion process
[adsorplion and covalent aMtachment),
protein conjugates (IgG-Alexa Fluor 488 or
WGA-Texas Red) and time in culture (0. 2, 4 or
B days) [Fig. 2A-P).

Mon-encoded microparficles showed significant
differences in the efficiency of both modificafion
processas, The vield wos quite low for the
adsorpfion approach, and only bebween 1535 %
and betwesn 3540 % of the non-encoded
rhicroparticles were maodified with IgG and WA,
respectively. As for the covalent modification.
between B80-100 % of the nonencoded
microparticles were modified with both IgG and
WGA Bgands. However, when working with
barcodes. none of the modificaion profocols
wias cleardy superior to the other and between
70-97% of them were efficiently modified by
either adsorption or covalent immuobilisation with
both IgG and WGA gands. After selecting only
the efficiently modified parficles, following the
critefion defined in the experimental section, the
covalent attochment of the selected ligand
resulted in significantly higher infensities than
those measured when the kigond was adsorbed,
indicaling a befter particle coverage for both
nonencoded microparicles and  borcodes
modified with either WGA (Fg. 2R, time 0) or IgG
(Fg. 25, fime 0. The lower efficiency of
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Mon-Enceded Microparticies
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odsorphon in non-encoded mecroparicles may
be sxplaned by their higher ftendency to
gragate duing the modification process. MNon-
NCoded mecropamcies tom large agaregates
that may hinder the access of the ligand to the
suface of paorticles located imside the
opgregates. Thes was not observed for barcodes
The covalent aftochment process includes
several somicafion steps that would prevent the
non-encoded microparticle aggregalion

Covalent Attachment
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15 4 B ovakend atisc feresni {
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Regarding fthe stability of the modified
microparticles dunng the S-doy penod shudied
no sgnificant differences were found for the
intensity  values recorded dunng the hme
frame that every condition was analysed [Fig
2R-5). It is interesting to remark that the highest
intensihes were oblaned with the non-
encoded microparficles modified by covalent
attachment of the ligand. This may be related
to all non-encoded microparticles exhibiting
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Resultados

Zehame 1. Polndlicon barcodes weioce maodiicalion sleps and salec ive inferachan wilh the cel plonma mamibmane

the some shope., a more uniform size and
smaller  dimensions compared  with  the
barcodes. The differences observed between
WGA and IgG funclionalization could be
atfributed to their inherent eamission patiemn. [t
is weall reporfed fhat the Alexa Fluor® family
[Invitrogen) show superdor photostability and
can be conjugated fto proteins  withouwt
significant  sell-quenching. which results in
brighter conjugates and in general better
perfomance than others uwsing more
conventional flucrophores such as Texas Red.
Porous siicon and polysiicon materals have
previously been demonsirated fto be
biccompatible in extracellular (Tascioti et al.
2008} and infracellvar (Femandez- Rosas ef al.,
2009, 2010) applcations. respectively. On the
other hond, WGA appears to couse very low
tosdcity effects [Wrght, 1984) at the wsual
winking concentrafions (1-10  pg/mL). for
incubation fimes up fo 48 h (Heinich et al.,
2005). In the present work @ moxdmum
theorafical amount of 40 ng/mlL WGA attached
to the barcodes wos used, which B several
orders of mognitude lower than the madmum
recommendad. Therefore, any possible tosc
effects of the modified barcodes may arise
from the functionolzofion process. To discard
this peossibility, a test shody was camed oul in
Vero cultures for 10 days with 5000 cells and
S 000 WGA-modified barcodes/well. The
asfimated call dersity wos plotted against finme
ond the resulling groph s shown in Fig. 33
[supplementary  informalion). No  significant
differences were found in MGT values between
the cultures with the WGA-modified barcodes
[74.45 h) and the confrols [72.57 h).

Finally. in order to prove the comect
modification of microparticles. WGEA-modified
barcodes were wsed to track individugal cells,
The main steps of the borcode modification
process described above and ifs interaction
with the cell are shown in Scheme 1. To
facilitate the localization of targeted cells on
tha |t day of an exponenfially growing

culture, cells were ploted on gridded gloss
coversips. A total of 44 cells with only one
barcode aftached to their plosma membrane
wore selected and they were individually
fracked and phofographed every 24 h during
7 days. Fig. 3A-B shows two cells. one lobelled
with the modified barcode 191 (1011 1111),
which divided 24 h later, Tracked surviving cells
were observed wnder o fluorescence
micrascope only on the last day of culture and
detection of fluorescence on day 7 [Fg. 3C
aond 3E)] demonstrates the stability of the
barcode modification process. To  further
confirn  the robustness of the barcode
aftachment to the cell membrane, cell were
freated the last day to be observed with a
SEM. As cultures were nearly confluent, a SEM
equipped with an energy dispersive X-ray
spectrometer wos  wsed to  alow  the
visualizafion of the gnid pattem in the coversip
and faciitafe the localization of the ceallks, An
example is shown in Fg. 3FH. in which o
barcode is sfill fimiy atioched to the cell
surface aven after the processing for SEM.

4. Conclusions

Toe summarnize. polyiiicon barcodes wene
fabricated and modified with a ligand (WGa, or
9G] with the aim of afteching them to the
outer suface of the plasma membrane.
Paolysiicon is o biccompatible materdal highly
suitable for the fobrication of microparticles, Up
to 254 different types of encoded polysiicon
ricroparticles WETE fabrcated wsing
microfabrcation technolegies and modified
with two  different fluorescent  protein
conjugates by adsorption and  covalent
aftachment. A comporafive study camed out
with both medification  strategies  clearly
evidenced that covalent attachment gave rse
ta a more rebust and efficient immaobilisation of
the conjupates to the microparticle suface.
Having not cbserved cytotoric sffects of the
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Ag. 3 Examples of encoded cely individually racked. A) Two cel, one labelled with the modified barcode 191 (1001 T1T1]
which divided 24 h loter mope B). Cel labebed with code number 174 (1011 0000) trmcked for seven days ond obsenved on
the last doy of cullure under o ucrescence microscope [C) and o beighiiisid (D) microscope. E) Merged mage of © and D
imoges BH show ihe boarcode 108 (0010 1100) fmly altached o a cell observed undes brghtlieid (F) ond SEM (G-H)

microicopes. Scake bae & 10 gm unless olherviss indecalsd.

WGA-modified barcodes. individual Vero cells
in cutfure, labelled with a single barcode, were
successfully tfrocked for up to seven days. The
modification of barcodes with specific ligands
following the protocol described here could be
of general use for labeling cells coming from
different cell nes and thus be monitored
inclividually or be used for cell sorfing Using an
appropnate fluidic platform.
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1. Surface funclionalization of polysilicon
microparficles with different silanes

In addition fo TESUD, two other functional
slane molecules were assessed for the
covalent immobilisotion of the sslected
gands, These were [3-glycidiloxipropyl)
timethoxysilone [GPFTMOS, 4401467) and (3
aminopropyl]  fimethoxysilone  [APTMOS,
281778), both from Sigmo-Aldhich, The
structure of both silanes is shown in Fg. 51.

o
H]II%
o

MNH

- S _D":'I'Si‘b/
o ol
Fig. 51. Chemical structure of GPTMOS & APTMOS

Following the parficle pre-condifioning steps
described in the main fext, particles were
incubaoted in o solulion of the respective
slane. GPTMOS medification was caomied
out in a solution prepared with anhydrous
athanol containing & % slane. Anhydrous
ethanol was obtained by adding beads of

Molecular Siever 4A (Malinckrodt Baker B.V..
The Metherands) to 7.5 % pure ethanel and
left it in contact for at least 24 h before
using. The use of anhydrous ethanol is a key
issue when working with GPTMOS since the
epoxy ring functional group is unstable in
the presence of water and can lead fo the
fing opening and thus its incctivation, The
incubation of the microparticles in the silane
solution was camed out for 5 min under
sonication and then avernight under gentle
agitation, The next steps were comied out as
in the TESUD protecol, the only difference
being the ligand incubation solution, which
was 0.1 M corbonate buffer pH 8 containing
200 po/ml ligand. GPTMOS readily reacts
with the primary amine moieties of the hysine
residues of the ligand structure giving rise fo
a  staoble  hydroxylomine, This  strategy
appeared not to be very efficient in terms of
the amount of ligand conjugate attached
to the particle sudfoce, thus resulting in o
light fluorescence intersity of the modified
particles, As pointed out above, this was
ikely related to the instability of the epoxy
ring of the silane. even though special care
was token to comy out the silonizaotion
process in the absence of water.

APTMOS modification wos camed out by
incubating the pre-condificned particles in
a solution prepared with anhydrous ethanol
containing 5 % dlane for 1 h under gentle
agitation, Following the seme rhnging and
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drying steps as in the TESUD protocol, the
microparticles were incubated in a 0.1 M
carbonate buffer solution pH 8 containing
2.5 % glutaraldehyde (Sigma- Aldrich) for 1 h
and rinsed three times in carbonate buler.
The last incubalion step was camied out ina
solufion confaining 200 pg/mlL  ligand
soiution and 20 mikA sodivm
cyanoborohydride prepared  in T
carbonate buffer, ovemight at 4 *C and
under gentle  stiming.,  Fnally,  the
micreparticles were fnsed and sxpended
as described in the TESUD protocol
AFTMOS interachon with the ligang requires
the use of glutaraldehyde homobifunctional
crossinker, whose aldehyde end groups
react with primary amines of both the slane
organic moiety and the lysine residues of the
igand. Two imine groups are formed that
can be salactively reduced with
cyanaborohydride fo form stable secondary
amine groups. Here, the paricle
modificafion appeared to be urnsuccessful
due to the formation of o kind of gel around
the particles that induced their oggregation
and consequent  sedimentation. This
undesrable process could not be
conirolied. Glutaraldehyde is highiy reactive
and may cross-ink AFTMOS molecules from
different parficles. thus giving rise to the
appearance of the galklike struciure,

2. Assessment of surface silanization of
polysilicon subshates,

The sfficiency of the silonization process
upon the pre-conditioning freatment in the
piranha solufions was tested by adapling
the protocol described in Kang et al.. 2005,
Briefly, pre-condificned polysiicon substrates
[1%1 emd) were incubated in an ethanolic
solufion containing 5% (v/v) APTMOS and 5%
[viv) acetate buffer (0.1M. pH = 52). for 2 h
at RT. After two rinsing steps in fresh ethanol,
the substrates were cured at 120 *C for 20
min. Then, they were incubated in a 20 mh
FEhodamine B Bsothiocyanate flucrescent
dye [Sigma-Aldrich) in dimethylformnamide
overmight af BT, The substrates wera rinsed in
dimethyiformamide, chloroform and ethanol
under sonicafion and finally dried under a
nitrogen stream. Confrol samples were
prepared in the same fashion as above but
skipping the silanization step with APTMOS,
rhodamine B isothiocyanate readily reacts
with the prmory amine groups of the
APTMOS-modified palysiicon substrate to
form o stable sothiourea bond but It can
not be adsorbed on the non-modified
palysiicon substrate. Fluorescent images of
sample and conirol subsirates are depicted
in Fig. 52, which demonstrates the efficient

Resultados

slonization of the poblsilicon substrate
following the pre-conditioning steps camed
out in the piranha solutions.

Flg. %2 Fuorescent imoge: of a slionized
polyslicon substrate with APTMOS [sample; A) and
a nafeilanized polyiBoon substrate [Control B
upan incubation with Fhodamine B Bothlcoyanate.

3. Cytotoxicity analysis in Vero cell
cultures incubated with WGA-modified
barcodes.

Te analyze the effect of WGA-modhied
barcodes on Vero cell survival, cell density
wias evaluated every 24 h during 10 days
and comparad with the cell density of a
confrol cullure without barcodes. As shown
in Fig. 33, no significant differences batweaean
the two cultures were observed,

2500 4

Tima | days

Fig. 53. Cell density of Vero cells cultured during
10 days in the prédence [o] of abdence (V)] of
WGA-modified barcodes. Mon-linear sigmoidal
fitting wsing the 3Gompertz model was applied.
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5. DISCUSION







Dlscuslon

5.1. SELECCION DE MATERIALES Y DISENO DE LAS MICROPARTICULAS

Para la fabricacién de las microparticulas utilizadas en este trabajo se selecciond el
silicio y el polisilicio. Estos materiales son los mds indicados para ser utilizados como
plataforma para construir un futuro BIOMEMS intracelular. Asimismo, trabajos previos de
otros grupos habian 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, dificiimente alcanzables con otros materiales (Holt
1978), han hecho posible el desarrollo de transistores y circuitos intfegrados, los
dispositivos electrénicos miniaturizados mds abundantes. Aparte de su indiscutible
supremacia para la fabricacion de circuitos integrados, el silicio también es uno de los
materiales mds utilizados para la fabricacion de MEMS y BioMEMS (sensores vy
actuadores). Tanto en su forma cristalina como policristalina, el silicio es resistente
quimicamente 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 exiracelular (revisado por Park y Shuler, 2003),
plataformas de arrays con microgotas que contienen unas pocas células para estudios

citotoxicoldgicos (Fernandes et al. 2009), o microcdmaras de cultivo (Fisher et al. 2010).

Hasta el momento, un elevado porcentaje de las micro y nanoparticulas utilizadas
para realizar estudios bioldégicos o para aplicaciones clinicas tienen forma esférica
(revisado por Bendayan 2000; Hiura et al. 2010). Esto se debe a que el proceso de
sintesis quimica utilizado para fabricar las particulas es un proceso “bottom up”, que
parte de componentes mds pequenos para formar conjuntos mds complejos.
Exceptuando algunos casos concretos en los que se obtienen formas poliédricas 6 de
varilla utilizando agentes de direccidn del crecimiento (Murphy et al. 2005; Chang et
al. 2010; Stone et al. 2011), esta técnica permite controlar el tfamano final de las

particulas, pero no su forma.

La forma y dimensiones de las particulas vienen condicionadas por su futura
aplicacién, por tanto deben cumplir una serie de requisitos tanto bioldgicos, como de
fabricacion y uso. Este frabajo propone el uso de técnicas de fabricacion tipicas de la
microelectrénica basada en procesos fotolitogrdficos. Los procesos mencionados se
basan en la tecnologia de fabricacion “top down”, mediante la cual se crean
particulas micro o nanométricas a partir de estructuras mds grandes. La fotolitografia
no permite la obtencién de unas cantidades de particulas tan elevadas como las que

se obtienen por sintesis quimica, sin embargo tienen de una serie de ventajas para
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determinadas aplicaciones. La principal ventaja que ofrece el proceso fotolitogrdfico
es la capacidad de fabricar dispositivos exactamente iguales y con formas totalmente
controladas a escala micrométrica e incluso nanométrica. Ademds, esta técnica
permite fabricar dispositivos combinando multitud de materiales y, recientemente, ha
empezado a ser utilizada como alternativa para sintetizar particulas poliméricas
(Nicewarner-Pena et al. 2001; revisado por Canelas et al. 2009). Todas estas ventajas
abren la posibilidad de disenar futuros microsistemas que puedan ser introducidos en

células vivas.

Las microparticulas de este trabajo se disenaron de forma que sus dimensiones fueran
lo mds 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 disenaron en forma de cilindros planos de 3 um de
didmetro, puesto que era la forma geométrica con el menor nUmero de dngulos
posible pero con caras planas suficientemente grandes para la futura implementacion
de un sensor o actuador. Los cddigos, aungque no tenian que albergar un dispositivo,
debian tener suficientes combinaciones como para permitir el seguimiento de un
numero adecuado de células. A la vez, debian ser simples y con unidades de
informacion visibles bajo un microscopio dptico, el mds habitual en los laboratorios de
biologia celular. Por ello se eligieron formas poliédricas de 10 pm x 6 um, con unidades
de informacién pentagonales (bits) de =21 uym de lado, ordenadas y facimente
reconocibles a través del microscopio 6ptico, para que la identificacién de cada
codigo fuese simple, clara y sin posibilidad de errores. Desde el punto de vista de la
biologia celular y la éptica, las dimensiones de los cddigos cumplian los requisitos
necesarios para ser introducidos en células vivas y, al mismo tiempo, ser perfectamente

identificables en cualquier microscopio dptico.

52. INTERIORIZACION Y DESTINO INTRACELULAR DE LAS
MICROPARTICULAS EN MACROFAGOS

Una vez diseiados vy fabricadas las microparticulas, el siguiente paso era probar que
podian ser infroducidas dentro de células en cultivo. Para ello se utilizaron Si-MP y pSi-
MP. Algunos tipos celulares pueden interiorizar particulas de hasta 15 ym de didmetro
(Foged et al. 2005), y los macréfagos, uno de los tipos celulares utilizado en este
trabajo, llegan a fagocitar particulas y patdégenos de hasta 20 um (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 infroduccidn, el material, la carga idnica y el tamano
determinan en gran parte la eficiencia y la velocidad de interiorizacidén de las
particulas en las células. Es por esta razdn que en algunos casos es hecesario modificar
su superficie para facilitar la interiorizacién, recubriéndolas con moléculas como
proteinas o polimeros especificos (Thiele et al. 2001; Faraasen et al. 2003; Thiele et al.
2003a; Foged et al. 2005) que hagan variar sus caracteristicas fisicoquimicas. Asi, por
ejemplo, la poli-LHisina, las IgG 6 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 6 el guanidipropil promueven la
interiorizacién en vesiculas mediadas por caveolas (Slowing et al. 2006), y la
hialuronidasa ¢ 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 combinacién de diversas
técnicas de microscopia y la utilizacién de cubreobjetos de vidrio retficulados vy
codificados, que los macréfagos humanos son capaces de fagocitar microparticulas
fabricadas en silicio y polisilicio sin necesidad de modificar su superficie. Este resultado
es acorde con diversos estudios realizados en células dendriticas (Vallhov et al. 2007) y
Hela (Slowing et al. 2007) con microparticulas de silicio poroso (2,5 um y 0,3-1,0 um de
didmetro respectivamente). En estos trabajos, mediante CLSM y/o TEM, se demostraba
que estos tipos celulares pueden fagocitar microparticulas fabricadas en materiales
con base de silicio. M&s recientemente, Choi y colaboradores (2009) incubaron nano y
microparticulas de silicio (0,003-3 ym) con macréfagos murinos, pero no pudieron

confirmar la interiorizacién de las particulas en las células.

Debido a la carga neta negativa de la membrana plasmdatica, generalmente las
particulas con un potencial ¢ (carga superficial) positivo son endocitadas con mds
facilidad (tabla 1). Este pardmetro también afecta a la via de interiorizacién en las
células y a la reactividad en el interior celular, pudiendo influir en el efecto citotdxico
de las particulas (Verma et al. 2008). En nuestro caso, la rdpida sedimentacién de Si-MP
y pSi-MP impidid la medida del potencial ¢. Sin embargo, los grupos silanol que
conforman la superficie de estas particulas tienen un pKe ~ 7,1 £ 0,5 (Hair y Hertl 1970).
A pH ~ 7, por lo tanto, aproximadamente la mitad de estos grupos se halla en forma
jonizada (Si-OH « Si-O- + H*), y el potencial ¢ deberia ser ligeramente negativo. Sin
embargo, en soluciones acuosas y a pH fisioldgico, como por ejemplo en el medio de
cultivo, éste grupo hidroxilo desprotonado puede formar puentes de hidrogeno
(Nawrocki, 1997) anulando parcialmente las cargas negativas de la superficie de la
microparticula vy, por tanto, la actividad fagocitica de los macréfagos deberia ser algo

mayor a lo que determinaria el potencial {. Este proceso podria verse favorecido
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también por la presencia de moléculas protonadas en el medio de cultivo (sales,
proteinas, aminodcidos), que actuarion como agentes caotrdpicos, ejerciendo de
puentes entre los grupos silanol de las particulas y la membrana plasmdatica, ambos
cargados negativamente. Aunque no son covalentes, este tipo de interacciones
pueden ser fuertes, y se utilizan por ejemplo para purificar el DNA con silice (con grupos
silanol en la superficie igual que el silicio). En nuestro caso, estas interacciones entre las
Si-MP ¢ pSi-MP y la membrana plasmdatica podrian facilitar la actividad fagocitica de

los macréfagos sin necesidad de funcionalizar las microparticulas.

Después de demostrar que los macréfagos son capaces de fagocitar las Si-MP y pSi-
MP, el siguiente objetivo fue determinar su destino infracelular, es decir, si las
microparticulas quedaban retenidas en compartimentos endosomales o lisosomales, 6
si guedaban libres en el citoplasma. La retencién en un compartimento limitaria su
rango de accidén e impediria su interaccidn con el citosol. Las observaciones en el TEM
de los macréfagos incubados con pSi-MP indican que la mayor parte de las
microparticulas fagocitadas estaban rodeadas por membranas, y sélo en algunos
casos no se pudo detectar la presencia de membrana a su alrededor. Ello puede
interpretarse de dos formas distintas: a que la microparticula se encontraba libre en el
citosol, o bien a que la orientacién de los cortes ultrafinos no permitia visualizar la

membrana en estos casos, siendo esta Ultima la interpretacidn mds probable.

En la mayor parte de células en las que las particulas estaban claramente rodeadas por
una membrana, la asociacidn entre ésta y las microparticulas era estrecha.
Ocasionalmente, la membrana del compartimento celular era mucho mds laxa,
generalmente cuando la vesicula contenia mds de una microparticula. Se ha sugerido
que cuando la particula tiene carga positiva queda estrechamente rodeada por la
membrana fagosomal, y la maduracién del fagosoma queda inhibida (Thiele et al.
2003b; de Chastellier y Thilo 2006). En cambio si la membrana queda laxa alrededor de
la particula, generalmente cuando ésta estd cargada negativamente, el fagosoma
puede madurar y fusionarse con un lisosoma (Thiele et al. 2003b). En nuestro caso, la
estrecha asociacién de las microparticulas con la membrana indicaria que la carga de
las particulas es posiblemente positiva y apoyaria la hipdtesis sobre la modificacién del
potencial ¢ de las particulas gracias a las moléculas protonadas del medio de cultivo.
También en este sentido, los estudios de colocalizacién de las pSi-MP con los
compartimentos endosomal y lisosomal revelaron que el porcentaje de microparticulas
que colocdlizaban con endosomas tempranos incrementaba con el fiempo, mientras
que en endosomas tardios y lisosomas no varid en 24 h. Esto corroboraria que la mayoria

de fagosomas que contienen pSi-MP no pueden madurar, probablemente porque estas
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particulas estdn cargadas positivamente, y estaria de acuerdo una vez mds con la
hipotesis de Thiele y colaboradores (2003b), y de de Chastellier y Thilo (2006).

La retencidon de las microparticulas en compartimentos celulares podria limitar la
utilidad de futuros dispositivos intracelulares. En cualquier proceso de fagocitosis en
condiciones fisiolégicas, los macréfagos endocitan patdégenos y particulas formando
endosomas tempranos que maduran a endosomas tardios vy, finalmente, a lisosomas,
en las cuales el microorganismo o particula es degradado (revisado por Pelkmans y
Helenius 2002). No obstante, algunos patdgenos son capaces de liberarse de la
vesicula que forma el endosoma temprano, quedando libres en el citoplasma celular y
evitando la degradaciéon (van der Wel et al. 2007). Existen estrategias que reproducen
este proceso y permiten liberar las microparticulas al citosol. Por ejemplo, el
recubrimiento con poliaminas capaces de inducir la ruptura de las membranas
endosomales (Thiele et al. 2003b), la incubacion de las células con cloroquinas (Abes
et al. 2006), o el incremento de la concentracién de sacarosa en el medio de cultivo
para desestabilizar los endosomas vy liberar su contenido (Abes et al. 2006). En el futuro
serd necesario adoptar una de las estrategias mencionadas para evitar la retencién

de los dispositivos fagocitados en compartimentos celulares.

5.3. CITOTOXICIDAD DE LAS MICROPARTICULAS EN MACROFAGOS
Y EMBRIONES DE RATON

La citotoxicidad es un pardmetro ampliamente utilizado para analizar la magnitud del
dano gue un material o un compuesto puede causar en las células. En este trabajo, el
seguimiento de macréfagos individuales durante 10 dias y el test de MTT (también 10
dias) indicaron que las microparticulas no causan citotoxicidad en la linea celular
utilizada. La disminucion del nimero de células a lo largo del tiempo, también
observada en los grupos control sin microparticulas, es debida a que los macrofagos
son células diferenciadas que no pueden dividirse y que finalmente mueren (Tsuchiya
et al. 1982). Si bien es cierto que el silicio no se habia utilizado anteriormente para
aplicaciones intracelulares, si se han realizado estudios de citotoxicidad con micro y
nanoparticulas de silicio poroso, el cual se obtiene a partir de la disolucidon parcial del
silicio. El resultado de nuestros andlisis coincide con los presentados por otros autores
con este material de naturaleza similar, tanto con particulas de tamano micrométrico
en células dendriticas (Vallhov et al. 2007), como con particulas nanométricas en

células madre mesenquimales humanas (Hsiao et al. 2008), células HelLa (Slowing et al.
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2006 y 2007) 6 células epiteliales humanas (Lu et al. 2007). Estos trabajos determinaron
que las particulas de silicio poroso, capaces de interiorizarse en las células, causaban
una baja citotoxicidad, aunque los estudios fueron realizados Unicamente durante
periodos de 24 ¢ 48 h. Tanto particulas de silicio monocristalino como de polisilicio vy
silicio poroso estdin compuestas por el mismo material, y es ldgico que su tasa de
interiorizacion en las células sea parecida. Sin embargo, los agujeros nanométricos del
silicio poroso hacen que este tipo de particulas tenga una elevada relaciéon
superficie/volumen vy, por lo tanto, una superficie reactiva mucho mayor que las
particulas de silicio monocristalino o polisilicio de la misma forma y dimensiones. Esta
caracteristica podria incrementar la citotoxicidad del silicio poroso, y es necesario

tenerla en cuenta al comparar resultados.

En todos los casos parece que el efecto citotdxico de las particulas depende de la
superficie total expuesta & superficie reactiva, que viene determinada por su tamano y
concentracién. Este valor es mucho mayor en particulas de tamano nanométrico, en
las que puede ser superior a 1 m2/g. La superficie reactiva de nuestras microparticulas
no supera en ningun caso los 4-10-¢ m2/g. No obstante, en los estudios de citotoxicidad
este pardmetro raramente es calculado, y lo mds habitual es hallar indicada la
concentracién de particulas en peso/volumen. Choi y colaboradores (2009) analizaron
en macréfagos murinos el efecto citotdxico de nanoparticulas fotoluminescentes de
silicio de 3 nm de didmetro fabricadas por grabado electroquimico, y microparticulas
de silicio comerciales de entre 100 nm y 3 um. Estos autores no pudieron confirmar la
interiorizacion de las particulas en las células, pero detectaron que las nanoparticulas
producian efecto citotdxico a partir de 20 ug/ml, mientras que las microparticulas de
silicio no eran citotdxicas hasta concentraciones de 200 yg/ml. Pasadas 48 h, la
toxicidad era siempre mds acusada cuando las células habian estado en contacto
con particulas de tamano nanométrico, probablemente por su mayor drea superficial
relativa o porque su pequeno tamano no impide que entren en el nicleo de las
células e interaccionen con el material genético. Nuestros estudios no detectaron
citotoxicidad en ningun caso, pero es importante remarcar que la concentraciéon de
microparticulas utilizada fue tan sélo de 1,35 ug/ml y 0,45 ug/ml para Si-MP y pSi-MP

respectivamente, y que estas microparticulas eran homogéneas en forma y tamano.

Se ha descrito que las células mds vulnerables a los efectos citotdxicos son aquellas
que se encuentran en proliferacién (Pan et al. 2007), pero los macréfagos son células
diferenciadas que, debido a su especializacién, no pueden dividirse. Con el fin de
completar los estudios de citotoxicidad de microparticulas en células proliferativas, se
utilizaron embriones de ratdn en estadio de pronUcleos, uno de los tipos celulares mds

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 alteracién puede producir un blogueo del desarrollo embrionario y, en
consecuencia, su muerte. Es por esta razdn que los ensayos con embriones de ratdn en
estadio de pronUcleos se utilizan muy frecuentemente para validar material como
placas, medios de cultivo o sueros, antes de ser comercializado o utilizado en los
programas de fecundacion in vitro en humanos (Mcdowell et al. 1988). En este caso, la
valoracién de citotoxicidad fue mds alld, ya que el material a testar (las
microparticulas) no se anadié al medio de cultivo de los embriones, sino que se inyectd
directamente en su citoplasma. El porcentaje de embriones que alcanzd el estadio de
blastocisto fue muy similar al de los conftroles, proporcionando la prueba definitiva de
que las microparticulas de silicio fabricadas mediante técnicas y materiales de

microsistemas no son citotoxicas.

5.4. ETIQUETAIE Y SEGUMIENTO INDIVIDUALIZADO DE CELULAS CON
CAPACIDAD FAGOCITICA MEDIANTE CODIGOS DE POLISILICIO

Como primera aproximacién para demostrar la utilidad de las microparticulas en
estudios de células vivas Unicas, se disend un sistema de etiquetaje individual de
células en cultivo utilizando los cdédigos. En una primera fase, este sistema fue
probado en cultivos de macréfagos, puesto que la capacidad fagocitica de estas
células deberia permitir la interiorizacién de los codigos sin necesidad de modificar su

superficie, de manera equivalente a lo observado con las Si-MP y pSi-MP.

Una vez verificado que los cddigos podian ser fagocitados por los macréfagos, se
valord su posible citotoxicidad. Conociamos que ni Si-MP ni pSi-MP son citotdxicas en
ninguno de los tipos celulares testados, pero aunque los cddigos fueron fabricados
utilizando el mismo material y tecnologia de fabricacién, su forma y dimensiones son
distintas y con mds dngulos. Sin embargo, la superficie reactiva de los cddigos
(2,78-10-¢ m2/g) es similar a la de Si-MP y pSi-MP, con lo cual se podia esperar una
citotoxicidad bagja. En efecto, después de 10 dias en cultivo no se observaron
diferencias significativas en la tasa de supervivencia de la poblacién analizada
respecto al control, y los resultados de desplazamiento indican que los cédigos de

polisilicio no inducen citotoxicidad ni danos detectables en los macréfagos.
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Las unidades de informacion bdsica de nuestros codigos son fdciimente
identificables y la presencia de un punto de inicio de lectura confirmé en todos los
casos que el coédigo podia leerse claramente utilizando Unicamente el microscopio
invertido. El hecho de que los macréfagos tengan una forma principalmente
aplanada facilitd la disposicidn de los cddigos interiorizados en paralelo a la
superficie del substrato. Tan solo se observd puntualmente algunos cdédigos
posicionados en un dngulo cercano a los 90° respecto al plano focal, lo cual no

permitié su lectura.

Estos resultados confirman la validez del modelo de etfiquetaje propuesto. Hasta el
momento algunos autores habian sugerido otros modelos de etiquetaje celular con
herramientas fabricadas utilizando tecnologias de microsistemas. Nicewarner-Pena y
colaboradores (2001) disenaron un modelo de etiquetaje basado en la tecnologia
“top down" de barras metdlicas de tamano micrométrico que alternaban oro y plata
para definir un cddigo, 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
disenos 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. MODIFICACION DE LA SUPERFICIE DE MICROPARTICULAS DE
POLISILICIO Y VALIDACION DE LA TECNICA

Aungue se ha descrito que algunas células como las Hela vy los fibroblastos NIH 313
pueden endocitar particulas de hasta 6 um (Gratton et al. 2008; Munoz-Javier et al.
2008), la mayoria de los tipos celulares no tienen capacidad fagocitica. Asi, una vez
demostrada la utilidad del sistema de efiquetaje celular propuesto, el siguiente paso
fue extender la aplicabilidad de este sistema a ofros fipos celulares sin capacidad
fagocitica. Para ello, los cédigos debian ser extracelulares y adherirse a la membrana
plasmdtica de las células de forma selectiva y lo mds estable posible, lo que requeria
utilizar un protocolo de modificacién de la superficie de los cédigos. Por otro lado,
disponer de un protocolo optimizado y polivalente de modificacién de la superficie de

las microparticulas, que permita unir diferentes tipos de moléculas, es clave para
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estudios futuros en los que las microparticulas puedan albergar dispositivos que sirvan

como sensores o actuadores en el interior celular.

Con este objetivo se testaron dos protocolos distintos de funcionalizacién, la adsorcién
y la unidn covalente, y para evaluar si la diferencia de forma y tamano de las
microparticulas afectaba de algdn modo la eficiencia del proceso de
funcionalizacién, se trabaqjoé tanfo con las pSi-MP como con los cédigos. En ambos
casos, la superficie de las microparticulas se oxida al contacto con el aire y forma
grupos hidrofilicos silanol capaces de formar puentes de hidrégeno o enlaces
covalentes con otros compuestos. Mediante adsorcion la molécula forma una pelicula
que recubre la superficie. Es un proceso rdpido y sencillo, pero se forman enlaces
débiles como puentes de hidrégeno, entre la molécula adsorbida y los grupos silanol
del silicio. Estos enlaces pueden romperse si se modifican condiciones del medio como
el pH 6 la concentraciéon de sales. En la modificacion por unidn covalente se obtienen
enlaces estables entre un compuesto y la superficie de silicio. Este procedimiento,
aunque mds estable en el tiempo, es mds complejo y habitualmente requiere de la
utilizacién de moléculas puente que se enlacen mediante grupos reactivos distintos,

con el compuesto deseado y los grupos silanol.

Se seleccionaron dos proteinas para unirlas a la superficie de las microparticulas: un
anficuerpo (IgG) y una lectina (WGA). En ambos casos se utilizaron conjugadas con
moléculas fluorescentes, Alexa Fluor 488 (IgG48) y Texas Red (WGAS¢!), para facilitar la
valoraciéon de la eficiencia de la funcionalizacion. El anticuerpo se eligid por ser un tipo
de proteina capaz de interaccionar selectivamente y de forma muy especifica con su
antigeno, que puede encontrarse en diferentes estructuras celulares. En el futuro, esto
deberd permitirnos trabajar con prdcticamente cualquier estructura celular utilizando
la estrategia de funcionalizacion puesta a punto en el presente trabajo. El ofro ligando,
la lectina, se selecciond teniendo en cuenta que se querian utilizar cédigos de
polisilicio para etiquetar células sin capacidad fagocitica, ya que esta proteina se une
selectivamente a los residuos N-acetilglucosamina y dcido N-acetiineuraminico de las
proteinas de membrana. También se selecciond porque a las concentraciones de
frabajo habituales recomendadas por el fabricante (1-10 ug/ml), presenta unos indices
de citotoxicidad muy bajos. En efecto, ni en cultivos primarios ni en lineas de cultivo de
células humanas de colon, tras 48 h en contacto con las células y concentraciones de

hasta 250 ug/ml de WGASS!, no se observaron efectos citotdxicos (Heinrich et al. 2005).

La modificacion 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 polimeros 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 efectian sobre
superficies de polisilicio y dxido de silicio. La funcionalizacion del silicio por adsorcién o
por unidn covalente tiene protocolos bien definidos sobre superficies grandes (Lan et
al. 2005) y nanoparticulas (Sharma y Gilchrist 2007), que habitualmente sedimentan
lentamente en soluciones acuosas. No obstante, aunque la superficie de las
microparticulas tenga las mismas caracteristicas fisicoquimicas, en solucién
sedimentan y se agregan de forma distinta. Una de las razones principales de que esto
ocurra es el tamano, pero la eficiencia de modificacién de superficies depende
también en gran medida de la forma y el material que las componen. La mayoria de
nanoparticulas se obtienen por sintesis quimica, y suelen tener formas esféricas donde
la superficie de contacto entre ellas es minima, lo cual dificulta la agregacién. En
nuestro caso tanto la forma cilindrica de las pSi-MP como las formas poliédricas de los
codigos, tienen caras planas que pueden contactar entre si haciendo que las
particulas se agreguen vy precipiten rdpidamente. Esto provocaria que algunas caras

de las microparticulas no quedaran expuestas al medio y no se funcionalizaran.

Tanto en la modificacion por adsorcién como en la modificacién por unidn covalente
fue necesario implementar algunos pasos adicionales en los procesos previamente
descritos para modificar otros sustratos a priori similares. En nanoparticulas de polisilicio
(Sharma y Gilchrist 2007) u ofros materiales, por ejemplo, los lavados se realizan
habitualmente mediante membranas de didlisis, pues estas particulas suelen ser
estables en suspension. Por el contrario, las superficies de gran tamano permiten
lavados rdpidos e incluso el secado de la muestra de forma fdcil. La solucidn
propuesta en este trabajo para poder lavar las microparticulas fue la centrifugacion,
que se llevd a cabo a 4°C para evitar la degradacién de las proteinas unidas a la
superficie de las microparticulas y facilitar la sedimentacion de estas Ultimas. Para
desagregar y mantener en suspension pSi-MP y cddigos, se utilizd la sonicaciéon vy la

agitaciéon continuada, respectivamente.

Las moléculas puente mdas utilizadas para la modificacién covalente son los silanos,
andlogos 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 modificacion fisica, 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 silanizacién
aprovechando la capa de déxido nativo que se forma espontdneamente en las
superficies de polisilicio en condiciones normales. Sin embargo, a causa de la

agregacion, estos protocolos son dificiles de llevar a cabo cuando se trabaja con



Dlscuslon

microparticulas, y el nUmero de grupos que se pueden anadir a la superficie del silicio
es limitado. En este trabajo, para evitar un bajo porcentaje de recubrimiento con el
siano en pSi-MP y cddigos, el crecimiento de la capa de &oxido de silicio en la
superficie de las microparticulas se controld mediante el fratamiento con una solucién
dcida. A continuacién se utilizd una solucidn con pH bdsico para activar los grupos
silanol generados en la capa superficial que debian crear un enlace con el silano

(Janssen et al. 2006).

Para seleccionar la molécula que debia actuar como molécula puente entre las
microparticulas y la proteina funcional, se probaron distintos silanos. Se valord tanto la
eficiencia de su inmovilizacion en la superficie de la microparticulas como la simplicidad
del protocolo en cada caso, y finalmente se selecciond el TESUD, un silano que ha dado
buenos resultados en ofros trabajos (Melamed et al. 2011). Los enlaces siloxano entre el
siano vy las microparticulas, reversibles con el agua, se fijaron deshidratando
completamente la muestra para eliminar totalmente el agua de este enlace. Pero secar
completamente las microparticulas provoca su agregacion. Es por esta razén que fue
necesario anadir un paso adicional de sonicacién. Una vez fijado este enlace, los grupos
aldehido del otro extremo del TESUD formaron enlaces covalentes imino con las aminas
primarias de la proteina, que el cianoborohidruro sédico anadido a la reaccidén redujo a
aminas secundarias, todavia mds estables (Miller y Robyt 1983). Para corroborar que los
procesos realizados daban lugar a las reacciones descritas la formacién del enlace
siloxano se evalud con el silano APTMOS e isotfiocianato de rodamina B, una molécula
que es capaz de formar enlaces covalentes con el silano, pero no puede quedar
adsorbida. Se usé como modelo el APTMOS, pero todos los etoxi-silanos reaccionan de
manera similar. El proceso que se llevd a cabo demuestra que la silanizacién tenia lugar

en la superficie activada del polisilicio.

Siguiendo la estrategia de silanizacidén con GPTMOS, se obtuvo una baja eficiencia en
la unién de las proteinas. 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 silanizacion en ausencia de agua. La modificacién con APTMOS también
se desestimd porque se formaba una pelicula de gel alrededor de las particulas que
inducia su agregacién y, en consecuencia, su sedimentacion. Este proceso no es
controlable debido a que el glutaraldehido 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 microparticulas.

Después de poner a punto ambas técnicas, se valord la eficiencia de la adsorcién y la
modificacién covalente de superficies. En la funcionalizacién por adsorcién se generd

la capa de éxido nativo por oxidacién 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
microparticulas a formar agregados en este paso, que impedirian la completa
oxidacién de la superficie de las particulas localizadas en la regién interna del cUmulo.
Estas diferencias no se observan en los cdédigos, los cuales, si bien tenderian a
precipitar, no formarian estos agregados. Sin embargo, en la modificaciéon covalente,
tanto la oxidacién como el resto de pasos se llevaron a cabo en solucién y repetidas
sonicaciones, lo cual impidié la formacién de agregados, y dio lugar a una elevada

eficiencia de funcionalizacién.

Después de 8 dias en condiciones de cultivo no se detectd disminucidn en la
intensidad de fluorescencia en ningun caso, indicando que en ambos procesos de
funcionalizacién el enlace creado es estable. Sin embargo, es interesante destacar
que las pSi-MP presentaron siempre los valores de mayor intensidad, siendo los mds
elevados en la modificacion por funcionalizacion covalente. Este hecho puede
deberse a la diferencia de forma, mayor uniformidad de tamanio y dimensiones mds
reducidas de las pSi-MP respecto a los cédigos, que podria resultar en una menor

tendencia a formar agregados y precipitar durante el proceso de modificacion.

Estos resultados evidenciaron que la modificacién covalente era la funcionalizaciéon
mds adecuada para nuestra finalidad: trabajar en condiciones de cultivo y durante
periodos de tiempo largos. Este resultado es coherente, ya que durante el proceso de
adsorcion se forman enlaces mds débiles e inestables, que pueden romperse en
condiciones de cultivo. Es por esta misma razén que la modificacion covalente es el
procedimiento mds utilizado para modificar superficies (Shirahata et al. 2005). Tanto
para 1gG#8 como para WGAS®S¢!, |as diferencias observadas entre los valores de
intensidad de fluorescencia de cada condicién analizada con respecto al tiempo (0,

2, 4y 8 dias) en condiciones de cultivo no fueron estadisticamente significativas.

5.6. ETIQUETAIE Y SEGUIMIENTO INDIVIDUALIZADO DE CELULAS SIN
CAPACIDAD FAGOCITICA MEDIANTE CODIGOS DE PoLISILICIO

En el Ultimo estudio de este trabagjo, los cdodigos de polisilicio modificados
covalentemente con la lectina WGAS$! fueron utilizados para el etiquetaje extracelular
y el seguimiento individualizado de células Vero, sin capacidad fagocitica. Aunque en
los estudios previos se habia demostrado la ausencia de citotoxicidad de los cddigos

cuando se hallaban presentes en el interior de las células, y por tanto era de esperar



Dlscuslon

gue su presencia en el exterior no afectara la viabilidad celular, no se podia descartar
un posible efecto citotdxico de la lectina unida covalentemente a su superficie. Si se
considera que toda la proteina utilizada durante el proceso de funcionalizacién se
unié covalentemente a los cédigos, la cantidad de WGAS$! presente en los cultivos
seria de 40 ng/ml. Esta cantidad es varios érdenes de magnitud inferior al mdéximo
recomendado por la casa comercial 6 al valor umbral de toxicidad detectado por
Heinrich y colaboradores (2005). La baja densidad de células sembradas en un inicio
ralentizé el crecimiento inicial de la poblacién, incrementando el MGT en todos los
cultivos, pero no se observaron diferencias significativas con el control. A nivel
individual, las células etfiguetadas tampoco mostraron diferencias significativas
respecto a las células no etiquetadas en la supervivencia celular tras 7 dias de cultivo.
En vista de estos resultados, la WGAS¢! unida a los cddigos de polisilicio no parecia

tener efecto citotdxico sobre el cultivo celular utilizado.

El Ultimo dia de cultivo todas las células etiquetadas que seguian vivas mantenian el
codigo unido a su superficie. La visualizacién de dichas células en el microscopio de
fluorescencia demostré que los cddigos continuaban emitiendo en el espectro del
rojo, lo que demostraba que la proteina WGAS¢! quedaba fuertemente anclada a la
superficie de polisilicio de los cddigos. Estos cddigos seguian unidos a la membrana
plasmdtica de las células incluso después del tratamiento del cultivo para su
observacion en el SEM. Este dato confirma la resistencia del enlace que se establece

entre la lectina WGAS3$1 y las glicoproteinas de la membrana celular.

Los resultados obtenidos prueban que el seguimiento de células en cultivo utilizando
cdédigos 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 microelectréonica y basado en procesos fotolitograficos. Si
bien es cierto que la eficacia y la simplicidad del método permiten utilizarlo en
cualquier laboratorio de biologia celular y en una gran variedad de tipos celulares,
también es necesario decir que tiene alguna limitacion. La mayor parte de lineas
celulares, igual que las células Vero, se dividen y duplican su poblacién cada 24 h
aproximadamente. Esto conlleva que, en cada division, una de las dos células seguird
etiquetada, pero la otra no. Por ofro lado, a pesar de la baja densidad de células
sembrada en un inicio, durante los Ultimos dias de cultivo la densidad celular era muy
elevada, y la localizacidon de las células etiquetadas era mds complicada. Otros
sistemas de etiquetaje como los quantum dots no presentan este problema, ya que
cada célula contiene un gran nimero de particulas (Sabharwal et al. 2009), pero sélo

permiten distinguir entre poblaciones celulares, no células individuales. En este caso,
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también es un problema la citotoxicidad provocada por las nanoparticulas (Lovri¢ et
al. 2005; revisado por Hoshino et al. 2007).

Hasta el momento, este tipo de seguimientos tan solo habia sido posible mediante
detectores manuales o automdticos que requerian del uso de softwares sofisticados
(Debeir et al. 2004; Li et al. 2008), y que no permitian seguir las células mdas alld de uno
o dos dias. Nuestra metodologia 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 periodo de 10 dias sin necesidad de monitorizarlas
confinuamente, y utilizando Unicamente un microscopio O6ptico invertido, un
instrumento presente en todos los laboratorios de biologia celular. Esta herramienta
podria 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
automatizacién del sistema de reconocimiento, lectura y seguimiento celular,
facilitaria la localizacion de células concretas en cualquier estudio vy, por lo tanto,
proporcionaria una nueva herramienta sencilla y econdmica para realizar estudios en

célula Unica con cualquier tipo celular.

En resumen, este trabajo ha permitido demostrar que silicio y polisilicio, materiales
practicamente imprescindibles para el desarrollo de BioMEMS intracelulares, son
vdlidos para el desarrollo de estos dispositivos. En la actualidad, algunos autores han
publicado los primeros trabajos que también aplican técnicas de microelectrénica
para la fabricacién de sistemas de liberacion de fdrmacos de silicio poroso (Serda et
al. 2010a,b), y sus resultados de citotoxicidad concuerdan con los obtenidos en este
frabajo. En el futuro, serd necesario estudiar mds a fondo los posibles efectos que
puedan causar los dispositivos en las células, como por ejemplo la activacion de
sefales celulares o variaciones en la expresidén génica 6 la traduccién de proteinas,
pero el conocimiento adquirido con el presente trabajo es la base para el desarrollo
de sensores intracelulares para células vivas utilizando técnicas de fabricacidn de

microelectronica.



e. CONCLUSIONES







Conclustones

El disefio y la fabricacion mediante procesos fotolitograficos ha permitido obtener
Si-MP, pSi-MP de dimensiones adecuadas para albergar futuros dispositivos

intracelulares en células vivas.

. Tanto Si-MP como pSi-MP pueden ser interiorizadas por células vivas en cultivo con
capacidad fagocitica. Una vez endocitadas por macréfagos, estas microparticulas

guedan atrapadas en compartimentos celulares.

. Las Si-MP y pSi-MP no causan ninglin efecto citotéxico significativo al ser
fagocitadas por macréfagos en cultivo, ni comprometen el desarrollo
preimplantacional de embriones de ratdén microinyectados con una sola

microparticula.

. Los cadigos de polisilicio son el primer dispositivo celular pasivo valido para etiquetar
y seguir individualmente células vivas con capacidad fagocitica en cultivo durante
periodos largos de tiempo. Estos cddigos presentan unidades de informacion

facilmente reconocibles mediante microscopia 6ptica.

. La funcionalizacién de la superficie de pSi-MP y cdédigos de polisilicio por unidn
covalente es mas eficiente y estable que la modificacion por adsorcion, y la
molécula puente mas adecuada para anclar proteinas a la superficie de las
particulas de polisilicio es el TESUD. La forma y el tamafio de las particulas afecta a
la eficiencia de funcionalizacion, y para la modificacion covalente es mejor en

pSi-MP que en los cédigos de polisilicio.

. Los codigos de polisilicio funcionalizados covalentemente con la lectina WGAS6! se
adhieren a la membrana plasmatica de células Vero en cultivo con una unién
robusta y estable, sin causar citotoxicidad. Los coédigos funcionalizados permiten
etiquetar y seguir individualmente células vivas en cultivo sin capacidad fagocitica

inherente, sin necesidad de monitorizarlas ininterrumpidamente.
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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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