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4. Resultados 
En este capítulo se presentan, analizan y discuten los resultados obtenidos en el 

análisis de biomarcadores de los tres modelos de enfermedad estudiados: 

1. En primer lugar, se muestran los resultados observados en los dos ensayos 

realizados con muestra real (suero y saliva) para detectar anticuerpos frente 

al virus causante de la COVID-19 utilizando kits de diagnóstico referidos 

con anterioridad. 

2. Seguidamente, se muestra un proceso de optimización de la sensibilidad de 

estos kits de diagnóstico mediante el uso de nanopartículas para la detección 

de biomarcadores para la enfermedad de Alzheimer.  

3. Finalmente, se presenta un modelo de cáncer colorrectal basado en el cultivo 

de organoides en chips microfluídicos, y se propone una metodología para 

medir biomarcadores en el medio de cultivo gracias a la combinación de kits 

de diagnóstico y nanopartículas de oro. 

4.1. Medición de Igs específicas como marcadores de la 

COVID-19 

El primer objetivo de la tesis es verificar la capacidad de multiplexado de los kits 

de diagnóstico y la reproducibilidad de los protocolos de funcionalización de estos 

kits. Para ello, se realizan dos ensayos con el fin de detectar anticuerpos y otros 

biomarcadores de la COVID-19. 

4.1.1. Ensayo de detección de biomarcadores en sueros de pacientes que 

padecen COVID-19 

En el primer ensayo para detectar de biomarcadores de la enfermedad de COVID-

19 se desarrolla un kit de diagnóstico multiplexado. Este kit permite la medición 

de varios marcadores en el suero de 74 pacientes con PCR positiva para esta 

enfermedad: la Ferritina (FER), la Proteína C Reactiva (CRP), las 

Inmunoglobulinas totales (IgTs), las Inmunoglobulinas G (IgGs), las 

Inmunoglobulinas M (IgMs) y las Inmunoglobulinas A (IgAs). Estos pacientes son 

clasificados en graves, moderados y leves por médicos especialistas durante el mes 

de marzo de 2020 en el Hospital Clínico San Carlos (HCSC). 
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Una vez realizado el ensayo con las condiciones descritas en el aparado 3.3.1.1.1., 

se obtienen los resultados de las señales interferométricas procedentes de la 

incubación de los sueros pertenecientes a pacientes graves (Figura 65), moderados 

(Figura 66) y leves (figura 67). Estas señales proporcionan información de los 

niveles de IgTs, FER y CRP, como se refleja en el artículo publicado en 2022 

(Murillo et al., 2022). 

 

Figura 65. Resultados de la señal de lectura correspondientes a los diferentes 
biomarcadores en las muestras de pacientes con síntomas graves. El sombreado 
corresponde a la señal de fondo en cada gráfica (adapta de Murillo et al., 2022). 



Resultados 

97 

 

Además, se incuban Igs secundarios sobre los kits de diagnóstico para determinar 

los niveles correspondientes a IgGs, IgMs e IgAs específicos del SARS-CoV-2 en el 

suero de los pacientes. 

 

Figura 66. Resultados de la señal de lectura correspondientes a los diferentes 
biomarcadores en las muestras de pacientes con síntomas moderados. El 
sombreado corresponde a la señal de fondo en cada gráfica (adapta de Murillo et 
al., 2022). 
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A continuación, se clasificaron cada uno de los pacientes en función de si el valor 

del biomarcador se encuentra por encima de la señal de fondo (positivo) o no 

(negativo). Esta clasificación se realiza para cada uno de los 6 biomarcadores 

(Figura 68). 

 

Figura 67. Resultados de la señal de lectura correspondientes a los diferentes 
biomarcadores en las muestras de pacientes con síntomas leves. El sombreado 
corresponde a la señal de fondo en cada gráfica (adapta de Murillo et al., 2022). 
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Cabe mencionar que casi la totalidad de los pacientes graves presentan IgTs 

positivos (96%), esto no ocurre en los pacientes moderados (77%) y leves (65%). 

Además, también se puede observar que existen más pacientes graves positivos en 

IgGs (72%) que pacientes moderados (54%) o leves (39%). Otro dato que resulta 

destacable es que el 60% de los pacientes graves y el 58% de los moderados son 

positivos en FER, frente al 43% de los pacientes leves. Ocurre de forma similar con 

las IgMs. Finalmente, no se observan diferencias significativas en los porcentajes 

de positivos en IgAs y CRP entre los grupos de gravedad. 

 

Figura 68. A. Comparación cualitativa del porcentaje de positivos para cada biomarcador 
en función del grado de gravedad. B. Clasificación del porcentaje de positivos para 
cada biomarcador en los tres grupos de gravedad (adapta de Murillo et al., 2022). 

Para completar los ensayos, se analizan de la misma forma 20 sueros de donantes 

de sangre del Hospital Clínico San Carlos. Estas muestras fueron tomadas en 

febrero de 2020, por lo que no se determinó si padecían o no la enfermedad de 

manera asintomática o han podido cursarla en los días previos. Por ello, se 

considera que estas muestras son de casos asintomáticos (Figura 69). Tras el 

análisis se observan algunos casos en los que existen niveles altos de 

biomarcadores de COVID-19. 
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Figura 69. Resultados de la señal de lectura correspondientes a los diferentes 
biomarcadores en las muestras de donantes asintomáticos. El sombreado 
corresponde a la señal de fondo en cada gráfica (adapta de Murillo et al., 2022). 

Para terminar el estudio, se llevan a cabo dos tipos de análisis. El primero de ellos 

es un ANOVA, con él se determina que el grado de gravedad del paciente es un 

factor significativo para el valor obtenido de IgT. El resultado muestra un valor-p 

de 0.045, que se considera significativo. Al comparar los valores de IgT con los 

diferentes grados de gravedad se obtiene una diferencia significativa entre el grupo 

de pacientes graves con el grupo de moderados (valor de p de 0.028) y con el grupo 

de leves (valor de p de 0.036). 
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El segundo análisis es un análisis del grado de correlación entre cada marcador 

biológico detectado. Aunque se trata de un modelo simple muestra que existe una 

mayor correlación entre los valores de IgTs y los valores de IgG, así como entre los 

valores de IgTs y los valores de FER (Figura 70). 

 

Figura 70. Matriz de correlación, en la cual cuanto mayor es el tamaño del círculo, mayor 
es el nivel de correlación indicado en la barra a la derecha de la figura (adapta de 
Murillo et al., 2022). 

Finalmente, se realiza un modelo de regresión múltiple para correlacionar los 

niveles de IgTs con los otros cinco biomarcadores. Este análisis se lleva a cabo 

mediante los valores de p de cada biomarcador presentados en la Tabla 2. 

 IgG IgM IgA FER CRP 

IgT 1.59×10-6 1.22×10-4 3.62×10-3 1.17×10-6 4.72×10-1 

Tabla 2. Valores de p obtenidos en el modelo de regresión lineal simple. Para valores 
inferiores a 0.05 se considera un biomarcador relacionado con las IgTs (adapta de 
Murillo et al., 2022). 

En este modelo se excluye el biomarcador CRP, ya que el valor de p de este 

marcador es superior al considerado como estadísticamente significativo (0.05). El 

resto de las variables sí son significativas, por lo que se aplican al modelo. Teniendo 
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en cuenta todo ello, se calculan los coeficientes que definen los valores de IgTs en 

función de los biomarcadores IgGs, IgMs, IgAs y FER, obteniendo la siguiente 

ecuación: 

𝐼𝑔𝑇෢ =  −0.20 +  0.76 [𝐼𝑔𝐺]  +  1.02 [𝐼𝑔𝑀]  +  1.91 [𝐼𝑔𝐴]  +  0.43 [𝐹𝐸𝑅] 

Este modelo, que cuenta con un R2 de 70.29%, señala que los niveles de IgT 

aumentan conforme aumentan los valores de los otros cuatro marcadores. 

Además, si se consideran las variables de gravedad en el modelo de regresión 

múltiple se obtienen un R2 del 73.01%, y la ecuación resultante se muestra a 

continuación: 

𝐼𝑔𝑇෢ =  22.72 +  0.78 [𝐼𝑔𝐺] +  1.05 [𝐼𝑔𝑀] +  0.88 [𝐼𝑔𝐴] +  0.41 [𝐹𝐸𝑅] −  58.92 [𝐿] −  14.78 [𝑀] 

Este modelo no solo indica que el valor de IgT aumenta conforme aumentan los 

valores de IgGs, IgMs, IgAs y FER, sino que nos muestra que, en el caso de los 

pacientes moderados o leves, los niveles de IgT serán inferiores a los niveles de 

paciente graves. 

Como conclusión, mediante los kits de diagnóstico interferométricos multiplexados 

empleados durante el desarrollo de esta tesis se puede detectar seis biomarcadores 

distintos de la enfermedad COVID-19 en muestras de pacientes con diferentes 

niveles de gravedad, llegando incluso a desarrollar un modelo estadístico 

predictivo de gravedad (Murillo et al., 2022). 

4.1.2. Ensayo piloto de detección de IgAs frente a SARS-CoV-2 en 

salivas 

Otro de los ensayos realizados en esta tesis se basa en la de detección de 

biomarcadores para la enfermedad de COVID-19 en saliva. En este caso se estudia 

la evolución de las inmunoglobulinas específicas totales (IgT) contra la proteína 

spike del virus SARS-CoV-2, en particular la evolución de los anticuerpos IgA, en 

196 voluntarios durante los tres últimos meses de 2020. Para ello, se recoge la 

saliva de voluntarios y se procesa cada 10-12 días para analizar los anticuerpos 

contra el SARS-CoV-2, resultando en seis pruebas por voluntario, con un total de 

pruebas de 855. Tras medir los anticuerpos mediante un kit de diagnóstico 

multiplexado, se normalizan los resultados de los datos utilizando como referencia 

un control negativo (CN) en saliva IgA (0%) y un control positivo (CP) en saliva IgA 

(100%), ambos confirmados por ELISA (Murillo et al., 2021). 
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Una vez se miden y normalizan las muestras de todos los voluntarios, se comparan 

los resultados obtenidos en IgT e IgA, para analizar si estos resultados son 

consistentes, es decir, que no haya diferencias de clasificación entre IgT e IgA. Tras 

el análisis, la mayoría de las pruebas realizadas son coherentes (85%), no obstante, 

algunas muestras fueron incoherentes: IgA positiva e IgT negativa o IgT positiva 

e IgA negativa. Estas incoherencias se clasifican en función de la posible razón a 

la que pueden deberse y posteriormente se descartan. 

Por último, se analizan los conjuntos completos de muestras de cada voluntario 

para determinar la evolución de los anticuerpos contra el virus SARS-CoV-2. Se 

clasifica a cada voluntario según la evolución de sus anticuerpos contra el SARS-

CoV-2 (Figura 71). Los anticuerpos pueden: (1) permanecer detectables (P-P), (2) 

no ser detectables en ninguna entrega (N-N), (3) empezar a ser detectables en 

mitad del estudio (N-P), o (4) dejar de ser detectables durante el estudio (P-N). 

Además, existe un grupo de voluntarios cuyos datos son indeterminados (IND).  

 

Figura 71. Gráfico de la clasificación de voluntarios: sin anticuerpos detectables (N-N), con 
anticuerpos que empiezan a ser detectables (N-P), con anticuerpos que permanecen 
detectables (P-P), con anticuerpos que dejan a ser detectables (P-N). 

La evolución de las IgAs de los voluntarios de principio a fin del estudio se resume 

en la Figura 72.  



Luis González Valle 

104 

 

 

Figura 72. Distribución de las IgAs desde el comienzo del estudio (octubre de 2020) hasta 
el final (diciembre de 2020). 

Para analizar la evolución de los anticuerpos en las salivas de los voluntarios, en 

primer lugar, se realiza un análisis longitudinal de todas las pruebas. Para ello, se 

clasifica el porcentaje de pruebas IgA positivas e IgA negativas de acuerdo al 

análisis en cada uno de los 6 periodos de entrega. 

Como se muestra en la Figura 73, la cantidad de anticuerpos IgA detectables 

disminuye a medida que avanza el estudio, con una disminución del 10% de 

voluntarios positivos. También existe una disminución en los casos notificados de 

COVID-19 en la Comunidad de Madrid en la misma época del estudio. 
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Figura 73. A la izquierda gráfico temporal del porcentaje de positivos y negativos. A la 
derecha gráfico temporal de casos notificados de la COVID-19 en la Comunidad de 
Madrid. 
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A continuación, se analiza cómo los voluntarios oscilaban entre las dos categorías 

principales, positivos y negativos (Figura 74), observando que a lo largo de todas 

las semanas hay voluntarios con IgAs que dejan de ser detectables. 

Una vez realizado el análisis de los voluntarios, se recopilan los datos de los 

mismos, Para ello, durante la recogida de muestras, los voluntarios rellenan un 

cuestionario online a partir del cual se clasifican sus respuestas en función de los 

resultados del análisis previo.  

 

Figura 74. Distribución de los voluntarios por semana. 

Cada voluntario proporciona información detallada con cada entrega de muestra, 

así, se recogen un total de 522 respuestas de 184 voluntarios diferentes. En este 

cuestionario se especifica el sexo, la edad, el grupo profesional o el medio de 

transporte habitual. Las características de los participantes del estudio se basan 

en los resultados obtenidos en este cuestionario online facilitado a los voluntarios. 

Tras el análisis y como se observa en la Tabla 3, se determina que no existe relación 

entre el sexo y la presencia de anticuerpos detectables contra el virus SARS-COV-

2 en saliva (Figura 75).  
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Sexo Masculino Femenino 

n (%) 84 (45.65%) 100 (54.35%) 

P-P 27.38% 26.00% 

P-N 10.71% 15.00% 

N-P 3.57% 4.00% 

N-N 54.76% 51.00% 

IND 3.57% 4.00% 

TOTAL 100.00% 100.00% 

Tabla 3. Correlación entre el sexo y la presencia de anticuerpos frente a SARS-COV-2. 

 

Figura 75. Relación entre el sexo y la presencia de anticuerpos frente a SARS-COV-2. 

Voluntarios sin anticuerpos detectables (N-N), con anticuerpos que empiezan a ser 

detectables (N-P), con anticuerpos que permanecen detectables (P-P), con anticuerpos que 

dejan a ser detectables (P-N). 

Como se recoge en la Tabla 4, los datos muestran que el 32.07% de la cohorte de 

voluntarios tienen entre 18 y 29 años: el 23.73% de ellos se clasificaron como P-P, 

el 15.25% como P-N, el 0% como N-P, el 57.63% como N-N y el 3.39% como IND. 

Esto concuerda con los resultados obtenidos en los voluntarios de edades 

comprendidas entre 30 y 39 años (17.39%): 15.63% fueron clasificados como P-P, 

6.25% como P-N, 12.50% como N-P, 62.50% como N-N, y 3.13% como IND (Figura 

76). Estos resultados muestran que, en los voluntarios más jóvenes, el porcentaje 

de voluntarios que no presentan anticuerpos detectables contra la COVID-19 en la 

saliva es superior al 50%.  
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Edad 18-29 30-39 40-49 50-59 60-69 Sin respuesta 

n         

(%) 

59 

(32.07%) 

32 

(17.39%) 

39 

(21.20%) 

45 

(24.46%) 

7     

(3.80%) 

2         

(1.09%) 

P-P 23.73% 15.63% 23.08% 37.78% 42.86% 50.00% 

P-N 15.25% 6.25% 20.51% 8.89% 14.29% 0.00% 

N-P 0.00% 12.50% 2.56% 2.22% 14.29% 0.00% 

N-N 57.63% 62.50% 48.72% 46.67% 28.57% 50.00% 

IND 3.39% 3.13% 5.13% 4.44% 0.00% 0.00% 

TOTAL 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 

Tabla 4. Correlación entre la edad y la presencia de anticuerpos frente a SARS-COV-2. 

Por el contrario, en los rangos de edad de 40-49 y 50-59 años, el porcentaje de 

voluntarios sin anticuerpos detectables se encuentra por debajo el 50% (48.72% y 

46.67% respectivamente). Los voluntarios mayores de 60 años representan apenas 

un 3.8% de la cohorte de edad de la encuesta, pero aparentemente también 

presenta tendencia descendente. 
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Figura 76. Clasificación de los voluntarios según la presencia de anticuerpos frente a 
SARS-COV-2 en los distintos rangos de edades. Voluntarios sin anticuerpos 
detectables (N-N), con anticuerpos que empiezan a ser detectables (N-P), con 
anticuerpos que permanecen detectables (P-P), con anticuerpos que dejan a ser 
detectables (P-N). 

Asimismo, se observa en los datos recopilados en la Tabla 5 una tendencia similar 

en lo que respecta a los grupos profesionales: los grupos ocupados 

mayoritariamente por jóvenes, como los estudiantes de grado/máster (10.87%) o los 

estudiantes de doctorado (19.57%), presentan un alto porcentaje de voluntarios sin 

anticuerpos detectables contra el SARS-CoV-2 (65.00% y 63.89% respectivamente). 
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Además, el personal auxiliar (11.41%) y el personal docente e investigador (40.76%) 

son los grupos profesionales con menor número de voluntarios incapaces de 

expresar anticuerpos detectables (42.86% y 46.67% respectivamente) (Figura 77). 

Grupo 

Profesional 
 

Personal 

Docente e 

Investigador 

Personal de 

Administración 

y Servicios 
 

Personal 

auxiliar 

Estudiante 

predoctoral 
 

Estudiante 

de Grado o 

Máster 

n (%) 75 (40.76%) 32 (17.39%) 21 (11.41%) 36 (19.57%) 20 (10.87%) 

P-P 33.33% 18.75% 28.57% 25.00% 15.00% 

P-N 10.67% 15.63% 23.81% 8.33% 15.00% 

N-P 2.67% 12.50% 4.76% 0.00% 0.00% 

N-N 46.67% 53.13% 42.86% 63.89% 65.00% 

IND 6.67% 0.00% 0.00% 2.78% 5.00% 

TOTAL 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 

Tabla 5. Correlación entre profesión y presencia de anticuerpos frente a SARS-COV-2. 
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Figura 77. Clasificación de los voluntarios según la presencia de anticuerpos frente a 

SARS-COV-2 en los distintos grupos de trabajo. Voluntarios sin anticuerpos detectables 

(N-N), con anticuerpos que empiezan a ser detectables (N-P), con anticuerpos que 

permanecen detectables (P-P), con anticuerpos que dejan a ser detectables (P-N). 

Analizando el medio de transporte utilizado por los voluntarios, se observa en la 

Tabla 6 que menos del 50% (46.72%) de los voluntarios con vehículo particular 

(74.46%) no expresan anticuerpos detectables contra el SARS-CoV-2. Esto puede 

deberse a que los jóvenes tienen más dificultades para acceder a un transporte 

particular, por lo que hacen uso del transporte público (Figura 78). 
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Medio de 

transporte 

Transporte 

público 

Vehículo 

propio 

Vehículo 

compartido 
Otros Ninguno 

n (%) 28 (15.22%) 137 (74.46%) 9 (4.89%) 6 (3.26%) 4 (2.17%) 

P-P 17.86% 31.39% 11.11% 0.00% 0.00% 

P-N 3.57% 15.33% 22.22% 0.00% 0.00% 

N-P 3.57% 3.65% 0.00% 16.67% 0.00% 

N-N 67.86% 46.72% 66.67% 66.67% 100.00% 

IND 7.14% 2.92% 0.00% 16.67% 0.00% 

TOTAL 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 

Tabla 6. Correlación entre el medio de transporte y la presencia de anticuerpos frente a 
SARS-COV-2. 

 

Figura 78. Clasificación de los voluntarios según la presencia de anticuerpos frente a 
SARS-COV-2 en los distintos grupos de medio de transporte utilizado. Voluntarios 
sin anticuerpos detectables (N-N), con anticuerpos que empiezan a ser detectables 
(N-P), con anticuerpos que permanecen detectables (P-P), con anticuerpos que 
dejan a ser detectables (P-N). 
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El 7.07% de los voluntarios es diagnosticado por PCR positiva o prueba serológica: 

sólo el 30.77% de ellos ya no presenta anticuerpos detectables en saliva en el 

momento del estudio (Tabla 7). Mientras que el 69.33% de los voluntarios siguen 

expresando estos anticuerpos, aunque para uno de ellos llega a ser no detectable 

(Figura 79). Todos ellos se realizan la prueba 2 meses antes de empezar el estudio 

(entre el 3 de marzo y el 1 de agosto). 

Tests 

COVID-19 

realizados 

PCR 

positiva 

Tests 

serológicos 

positivos 

Tests 

rápidos 

Diagnóstico 

médico sin 

test 

Síntomas 

sin 

diagnóstico 

Sin 

sintomatología 

n           

(%) 

9 

(4.89%) 

4     

(2.17%) 

1 

(0.54%) 

3      

(1.63%) 

13   

(7.07%) 

154     

(83.70%) 

P-P 66.67% 50.00% 0.00% 33.33% 23.08% 24.03% 

P-N 11.11% 0.00% 100.00% 33.33% 15.38% 12.34% 

N-P 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 4.55% 

N-N 22.22% 50.00% 0.00% 33.33% 61.54% 54.55% 

IND 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 4.55% 

TOTAL 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 

Tabla 7. Correlación entre los tests realizados y la presencia de anticuerpos frente a SARS-
COV-2. 

En este estudio, se analizan los anticuerpos IgA específicos frente al SARS-CoV-2 

en la saliva de 196 voluntarios para evaluar la inmunidad frente al COVID-19, 

considerando 4 grupos principales en su clasificación, los que no presentan 

anticuerpos detectables en saliva (N-N), los que sí presentan (P-P), aquellos cuyos 

anticuerpos dejan de ser detectables (P-N), y en los que aparentemente empiezan 

a ser detectables (N-P).  
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Figura 79. Relación entre los tests realizados previos al estudio y la presencia de 
anticuerpos frente a SARS-COV-2. Voluntarios sin anticuerpos detectables (N-N), 
con anticuerpos que empiezan a ser detectables (N-P), con anticuerpos que 
permanecen detectables (P-P), con anticuerpos que dejan a ser detectables (P-N). 

Como conclusión de este apartado de la tesis, en cuanto a la clasificación de estos 

voluntarios, se observa que más del 50% no presentan anticuerpos en saliva, en 

contraste con el 26.5% de los voluntarios que sí presentan anticuerpos detectables 

en saliva. Además, como se muestra que al final del estudio, un 13% de los 

voluntarios ya no presentan anticuerpos detectables en saliva, que aparentemente 

son detectables al principio del estudio. Esto sugiere que las señales de IgA 

específicas del SARS-CoV-2 en saliva pueden decaer con el tiempo. Este hecho 

concuerda con lo observado en otros artículos, lo que podría sugerir que existen 

tanto poblaciones con anticuerpos en saliva que permanecen como anticuerpos que 

decaen (Dobaño et al., 2021). 

Respecto al cuestionario, 9 de los voluntarios son diagnosticados mediante una 

prueba de PCR positiva ese año: 4 de ellos en octubre (el mes de inicio del estudio), 

y los 5 voluntarios restantes antes de septiembre. De estos 5 voluntarios, 3 
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muestran un descenso de anticuerpos específicos contra COVID-19 en saliva, lo 

cual concuerda con lo reportado en la literatura (Sterlin et al., 2021).  

Como se observa en la Tabla 3, que no hay diferencias en función del sexo. En 

cambio, existen algunas diferencias en función de la edad: hay más voluntarios 

jóvenes sin anticuerpos detectables que voluntarios de edad avanzada, 

contrariamente a lo observado en otros estudios (Cervia et al., 2020). Esta 

diferencia se puede apreciar en el grupo profesional de estudiantes de grado o 

máster y estudiantes de doctorado, donde existe un alto porcentaje de voluntarios 

sin anticuerpos detectables frente al virus SARS-CoV-2. 

Por tanto, los resultados de este estudio, así como la bibliografía, muestran dos 

tipos diferentes de poblaciones: aquella cuyos IgAs en saliva disminuyen y aquella 

en los que persisten (Dobaño et al., 2021, 2022); además, aparentemente, hay un 

número de personas que desarrollan anticuerpos sin síntomas previos (Ebell et al., 

2022). En base a estos resultados, se sugiere recoger saliva, además de suero, para 

tener una aproximación más exacta en los estudios de prevalencia y transmisión 

del SARS-CoV-2. En este sentido las muestras de saliva suponen una ventaja 

puesto que se trata de un método no invasivo capaz de aportar información 

adicional a las pruebas clásicas de PCR y de serología de anticuerpos. 
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4.2. Detección de biomarcadores de la enfermedad de 

Alzheimer 

En este apartado de la tesis se propone detectar dos biomarcadores de la 

enfermedad de Alzheimer: las proteínas Tau y Lactoferrina. Los kits de diagnóstico 

basados en 65 celdas interferométricas utilizados en la sección anterior, que 

presentan una gran capacidad de multiplexado, serán adaptados para la detección 

de estos biomarcadores. Una vez que se estandarizan las condiciones del 

inmunoensayo para detectar el biomarcador elegido, se optimiza esta metodología 

de detección mediante el empleo de nanopartículas, con el fin de alcanzar una 

sensibilidad mayor a la proporcionada por la técnica ELISA. 

En la Tabla 8 se pueden observar los diferentes antígenos utilizados durante este 

apartado para la detección de Tau y Lactoferrina, y en la Tabla 9 los anticuerpos 

que se han empleado para detectar estos antígenos. 

Biomarcador Nombre del 
antígeno utilizado Características Casa comercial 

Tau 

AcTau Péptido de Tau de 3.3 
kDa acetilado Lincbiotech 

3PTau Péptido de Tau de 3.3 
kDa trifosforilado 

Lincbiotech 

uTau Péptido de Tau de 3.3 
kDa ubiquitinado Lincbiotech 

PTau Péptido de Tau de 3.3 
kDa fosforilado Lincbiotech 

Tau Fragmento de Tau de 
26 kDa 

Sigma 

Ref. APREST88626 

Lactoferrina Lactoferrina Proteína completa 
Bio Rad 

Ref. PHP 239 

Tabla 8. Antígenos utilizados para la detección de Tau y Lactoferrina. 
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Biomarcador Nombre del 
anticuerpo utilizado Características Casa comercial 

Tau 

Anti-AcTau Se une a Tau 
acetilada Lincbiotech 

Anti-PTau Se une a Tau 
fosforilada Lincbiotech 

Anti-Tau Se une a Tau 
Sigma 

Ref. HPA048895 

Lactoferrina 

Anti-LF Se une a Lactoferrina 
Fisher Scientific 

Ref. A80144A 

Anti-LF biotinilado Se une a Lactoferrina 
Fisher Scientific 

Ref. A80143B 

Tabla 9. Anticuerpos utilizados para la detección de Tau y Lactoferrina. 

4.2.1. Ensayos de detección de péptidos de Tau 

Para el desarrollo de los experimentos de este apartado se colabora con la empresa 

Lincbiotech en el margen de un proyecto para el desarrollo de nuevos anticuerpos 

capaces de detectar la proteína Tau modificada. Esta empresa proporciona 

péptidos pequeños de la secuencia de la proteína Tau, específicamente, péptidos de 

3.3 kDa, en cuya secuencia se encuentran aminoácidos que pueden ser modificados. 

Como se describe en la sección 3.3.2.1., en la enfermedad de Alzheimer la proteína 

Tau puede sufrir modificaciones postraduccionales, como la acetilación o la 

fosforilación, siendo la hiperfosforilación de Tau uno de los signos más 

característicos de la enfermedad. Por ello, los péptidos seleccionados para realizar 

un kit diagnóstico de EA poseen estas modificaciones en la secuencia.  

Los cuatro péptidos facilitados son: AcTau (péptido con un grupo acetilo), 3PTau 

(péptido hiperfosforilado), uTau (péptido ubiquitinado) y PTau (péptido con un 

único grupo fosfato). Asimismo, se cuenta con dos anticuerpos específicos de Tau: 

el anti-PTau, que detecta Tau fosforilada, y el anti-AcTau, que detecta Tau 

acetilada. 
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4.2.1.1. Evaluación de la inmovilización de péptidos de Tau modificada y de 

anticuerpos que los detectan 

Como primera aproximación se realizan curvas de inmovilización de los péptidos y 

de los anticuerpos descritos para determinar a qué concentración se puede 

conseguir el tapizado del sensor. Las inmovilizaciones (n =4) se realizan en cámara 

húmeda durante 20 horas a 20 ºC. 

Este primer experimento para demostrar el anclaje de las moléculas 

proporcionadas a la superficie sensora se realiza sobre kits de 16 BICELLs, los 

resultados pueden observarse en la Figura 80. 

 

Figura 80. Inmovilización de anticuerpos específicos y péptidos de Tau modificados 
postraduccionalmente. 

Por una parte, como se observa en la Figura 80, el único anticuerpo que 

aparentemente está inmovilizado correctamente es el que detecta Tau fosforilada 

(anti-PTau); en cambio el anti-AcTau no parece aumentar su señal a medida que 

aumenta la concentración empleada en el ensayo. Por otra parte, en lo relativo a 

los péptidos, se observa un aumento de la señal de inmovilización únicamente en 

el péptido acetilado (AcTau) y el péptido fosforilado (PTau).  

4.2.1.2. Estudio de especificidad de anti-PTau por PTau 

Teniendo en cuenta estos resultados preliminares, se realiza un ensayo en el cual 

se inmoviliza el péptido con el grupo fosfato (PTau) sobre un kit de diagnóstico de 

65 celdas a una concentración de 125 g/mL, ya que a esa concentración se 

observan señales superiores a -100 % de IROP.  
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Finalmente, se emplean diferentes concentraciones del anticuerpo anti-PTau para 

el reconocimiento, estos resultados se pueden observar en la Figura 81. Tanto las 

inmovilizaciones como el reconocimiento se realizan en cámara húmeda durante 

20 horas a 20 ºC, con n =7. 

 

Figura 81. Señales del reconocimiento de concentraciones crecientes de anti-PTau sobre 
un kit tapizado con PTau (rojo). 

Este resultado no es satisfactorio, ya que apenas se observa un aumento de señal 

a pesar de emplear altas concentraciones de anticuerpo en el reconocimiento. Esto 

puede deberse a que el anticuerpo no reconoce con mucha especificidad el péptido 

utilizado en la inmovilización. 

4.2.1.3. Estudio de especificidad de anti-PTau por 3PTau 

Por lo observado anteriormente, se realiza una nueva curva de inmovilización del 

péptido 3PTau, para observar si empleando este péptido aumenta la afinidad. 

Para ello, se depositan concentraciones crecientes del péptido 3PTau en un kit de 

diagnóstico de 65 celdas. Las inmovilizaciones (n =13) se realizan en cámara 

húmeda durante 3 horas a 37 ºC. Además, para comprobar la afinidad del 

anticuerpo se dispensan dos concentraciones diferentes de anti-PTau (200 y 1000 

g/mL) por cada concentración de péptido 3PTau inmovilizada en el kit (Figura 

82). El reconocimiento (n = 6) se realiza en cámara húmeda durante 3 horas a 37 

ºC. 
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Figura 82. Esquema de la disposición de las gotas sobre el kit de diagnóstico en la 
inmovilización de 3PTau y en el reconocimiento con anti-PTau. 

Como se observa en la Figura 83, aumentado la concentración de péptido 3PTau, 

se consigue aparentemente una señal de inmovilización mejor que la obtenida en 

el primer ensayo (-180 %).  

 

Figura 83. Señales de la inmovilización de 3PTau (en verde) y del reconocimiento por parte 
de anti-PTau (en azul) sobre ese mismo kit. 
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Cabe mencionar que en este ensayo disminuye la señal de reconocimiento cuanto 

mayor es el tapizado de la superficie, debido a unión inespecífica del anticuerpo a 

la superficie que no se encuentra bien tapizada, por lo que aparentemente se 

consigue tapizar completamente a una concentración de 290 g/mL, asegurando 

un tapizado completo. Además, en el reconocimiento se alcanza una señal de -

200%, obteniendo una afinidad del anticuerpo por este péptido mayor que la 

obtenida con el péptido anterior. 

Hay que mencionar que estos estudios previos son para evaluar los péptidos y los 

anticuerpos proporcionados por Lincbiotech, pero el objetivo principal de este 

apartado de la tesis es establecer un kit de diagnóstico que sirva para detectar 

biomarcadores específicos de la EA. En consecuencia, el ensayo a estandarizar es 

el tapizado de un kit con el anticuerpo, detectando así la proteína objetivo.  Para 

llevar a cabo la aproximación definitiva con la que alcanzar este objetivo se 

depositan concentraciones crecientes del anticuerpo anti-PTau en un kit de 

diagnóstico de 65 celdas (Figura 84).  

 

Figura 84. Señales de la inmovilización de anti-PTau y del reconocimiento de 3PTau sobre 
ese mismo kit 



Luis González Valle 

122 

 

Las inmovilizaciones (n = 13) se realizan en cámara húmeda durante 3 horas a 37 

ºC, tras las cuales se bloquea durante una hora con hidrolizado de caseína. Para 

comprobar la capacidad del kit para detectar el péptido se dispensan dos 

concentraciones diferentes de 3PTau (100 y 290 g/mL) por cada concentración de 

anticuerpo inmovilizada en el kit. El reconocimiento (n = 6) se realiza en cámara 

húmeda durante 3 horas a 37 ºC, con n = 6. 

De este ensayo se deduce que a 1 mg/mL se alcanza aparentemente un tapizado 

completo de la superficie por parte del anticuerpo, así como que el tamaño del 

péptido dificulta la obtención de una señal clara. 

Como se explica en la sección 3.1.2., en este tipo de biosensores interferométricos 

la detección de moléculas se basa en el aumento del espesor de la celda, el tamaño 

de un anticuerpo promedio es de 150 kDa y el tamaño del péptido a detectar es 3.3 

kDa. Por lo que, como era de esperar, conseguir una buena sensibilidad con 

moléculas tan pequeñas es realmente complicado. 

Mientras se lleva a cabo una búsqueda de un anticuerpo y un antígeno alternativos 

relacionados con la enfermedad de Alzheimer, se realiza un último ensayo con este 

péptido (3PTau) y este anticuerpo (anti-PTau) con el fin de comparar con un ensayo 

ELISA. 

Para este ensayo se deposita una misma concentración del péptido 3PTau (290 

g/mL) en un kit de diagnóstico de 65 celdas, esta inmovilización se realiza en 

cámara húmeda durante 3 horas a 37 ºC. Finalmente, se incuban concentraciones 

crecientes de anti-PTau y tiene lugar el reconocimiento (n = 5) en cámara húmeda 

durante 3 horas a 37 ºC. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 

85. 
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Figura 85. Curva de reconocimiento del anticuerpo anti-PTau a diferentes concentraciones 
sobre una superficie tapizada con el péptido 3PTau. Se realiza un ajuste sigmoidal 
("Logistic fit") de las señales obtenidas utilizando el software Origin, obteniendo un 
R2 de 0.99935 en el ajuste de la curva (en rojo).  

Por otro lado, para llevar a cabo un ensayo empleando la técnica ELISA, la empresa 

que suministra estos péptidos facilita un protocolo y el material necesario para su 

realización. Entre cada uno de los pasos se realizan tres lavados con TBS-T 0.05% 

(por sus siglas en inglés Tris buffer saline with Tween).  

El protocolo comienza con la inmovilización de 100 L de anticuerpo anti-PTau a 

10 g/mL a 4 ºC durante 20 horas en los pocillos de la placa ELISA. Tras lo cual se 

bloquea la superficie durante 1 hora a 37 ºC. Seguidamente, se incuban 100 L del 

péptido 3PTau a diferentes concentraciones a 25 ºC durante 2 horas. A 

continuación, se incuban 100 L de un anticuerpo comercial biotinilado a 250 

ng/mL a 25 ºC durante 1 hora en movimiento. Posteriormente, se incuban 100 L 

de estreptavidina-HRP (por sus siglas en inglés HorseRadish Peroxidase) a 50 
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ng/mL a 25 ºC durante 1 hora en movimiento en oscuridad. Por último, se revela 

con TMB (Tetrametilbencidina) durante 10 minutos a 25 ºC en oscuridad y se 

detiene la reacción con H2SO4. 

La cinética de este ensayo se obtiene mediante un lector de placas ELISA (Tecan, 

Ref. Infite F50). Durante los 10 minutos del revelado con TMB, el láser empleado 

de una longitud de onda de 620 nm proporciona los resultados resumidos en la 

Figura 86A. Además, en la Figura 86B se muestra la relación entre absorbancia y 

concentración a los 10 minutos. 

 

Figura 86. A) Cinética del ensayo ELISA. B) Señales del ensayo ELISA a los 10 minutos, 
se realiza un ajuste sigmoidal ("Hill1 fit") de las señales obtenidas a los 10 minutos 
utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 de 0.99868 en el ajuste de la curva 
(en rojo).  
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Como se puede observar en la Figura 85, la afinidad de este anticuerpo por el 

péptido es muy débil en los kits con sensores interferométricos, en concreto, existe 

una diferencia de cuatro órdenes de magnitud comparado con la detección 

mediante ELISA (Figura 86).  

4.2.2. Ensayos con un fragmento recombinante de Tau y un anticuerpo 

anti-Tau unido a NPs Magnéticas 

Como consecuencia de los resultados observados anteriormente, se propone utilizar 

un nuevo fragmento recombinante de Tau de mayor tamaño (Sigma, Ref.: 

APREST88626), concretamente 26 kDa.  

4.2.2.1. Evaluación de la inmovilización del fragmento recombinante de Tau 

Este fragmento comercial de Tau es inmovilizado en un kit de diagnóstico de 65 

celdas a diferentes concentraciones, incubándose en cámara húmeda durante 2 

horas a 37 ºC, con n =7. Podemos observar en la Figura 87 que la saturación de la 

curva se alcanza a 50 g/mL. 

 

Figura 87. Incubación de la proteína Tau a diferentes concentraciones. Se realiza un ajuste 
sigmoidal ("Hill1 fit") mediante el software Origin, obteniendo un R2 de 0.99935 en 
el ajuste de la curva (en rojo). 

4.2.2.2. Estudio de especificidad de anti-Tau por Tau 

Tras esto, se selecciona un nuevo anticuerpo anti-Tau (Sigma, Ref.: HPA048895). 

Para corroborar la especificidad de este nuevo anticuerpo se tapiza completamente 

un kit de 65 celdas con Tau a 50 g/mL, concentración a la que se encuentra 

saturado el sensor, durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda. Finalmente 
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se incuban diferentes concentraciones de este nuevo anticuerpo en 7 celdas por 

condición durante 2 horas a 37 ºC Figura 88. 

 

Figura 88. Curva de reconocimiento del anticuerpo anti-Tau a diferentes concentraciones 
sobre una superficie tapizada con Tau. Se realiza un ajuste sigmoidal ("Hill1 fit") 
mediante el software Origin, obteniendo un R2 de 0.99997 en el ajuste de la curva 
(en rojo).  

En la Figura 88 se puede observar el ensayo de reconocimiento con el nuevo 

anticuerpo anti-Tau, en el que se obtienen señales más altas a partir de 50 g/mL 

con los péptidos del anterior apartado. 

Finalmente se realiza un ensayo en el que se tapiza completamente un kit de 65 

celdas con anti-Tau a 50 g/mL durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda, 

tras lo cual, se bloquea durante una hora con hidrolizado de caseína. Sobre este kit 

se incuban diferentes concentraciones de Tau en 7 celdas por concentración 

durante 2 horas a 37 ºC. 

Se observa que la saturación de la curva se alcanza a 50 g/mL (Figura 89). Este 

ensayo se repite numerosas veces, obteniendo señales similares, por lo que se 

consigue estandarizar un ensayo en el que testar nanopartículas. 
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Figura 89. Curva de reconocimiento de Tau por parte del anticuerpo anti-Tau que tapiza 
el kit de diagnóstico. Se realiza un ajuste sigmoidal ("Boltzmann fit") mediante el 
software Origin, obteniendo un R2 de 0.99967 en el ajuste de la curva (en rojo). 

4.2.2.3. Evaluación de la señal de las nanopartículas magnéticas en un 

sensor interferométrico  

Como se explica a lo largo de esta tesis, las nanopartículas se pueden emplear para 

optimizar los métodos de biosensado, ya que permiten el cribado de muestra. En 

concreto se emplean nanopartículas magnéticas puesto que debido a su naturaleza 

presentan una serie de ventajas. Una de ellas es la facilidad que poseen para 

controlar el proceso de cribado mediante el empleo de un imán, lo que permite el 

aislamiento de estas NPs respecto de la muestra, es decir, se elimina fácilmente la 

solución permaneciendo únicamente las nanopartículas magnéticas que han 

capturado la molécula objetivo. 

El primer ensayo consiste en depositar estas nanopartículas sobre kits de 

diagnóstico que tienen pocillos de nitrocelulosa en vez de celdas de SU-8. El 

objetivo de este ensayo es determinar las señales que pueden alcanzar estas 

nanopartículas sin estar tapizadas con ninguna proteína y observar su respuesta 

óptica en el sensor. 
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Para ello se incuban 2 L de concentraciones crecientes de nanopartículas 

magnéticas tapizadas con un grupo DMSA, que presenta un final carboxilo, en 

cámara húmeda durante 3 horas a 37 ºC, con n =5. Estas partículas cuentan con 

un núcleo de 8.3 nm de diámetro.  

En la Figura 90 se puede observar que estas nanopartículas no biofuncionalizadas 

son capaces de alcanzar una señal de -800% IROP. Este resultado es satisfactorio, 

ya que empleando estas MNPs no solo se alcanzan estos valores en un ensayo 

específico, sino que además se debe tener en cuenta que se encuentran recubiertas 

con anticuerpos, con los cuales se alcanza una señal de alrededor de -500% IROP. 

Se observa que la saturación de la curva se alcanza a concentraciones cercanas a 

1×1012 NPS/L. 

 

Figura 90. Gráfico de la incubación de MNPs sobre kits de nitrocelulosa. Se realiza un 
ajuste sigmoidal ("Boltzmann fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un 
R2 de 0. 99818 en el ajuste de la curva (en rojo).  

4.2.2.4. Funcionalización de nanopartículas magnéticas con proteína G 

Una vez confirmado que las nanopartículas son detectadas por el biosensor se 

procede a diseñar un protocolo de biofuncionalización basado en la química del 

EDC (sección 3.2.4). 

Para ello, se activa 1 mL de MNPs a 1×1012 NPS/L añadiendo 120 g de EDC cada 

hora durante 4 horas en sonicación en frío. Seguidamente, se centrifugan para 

eliminar el sobrenadante, se resuspenden en H2O y se incuban en un baño de 

sonicación refrigerado con 100 L de PG a 0.5 mg/mL (Figura 91). Tras 4 horas se 

centrifugan para eliminar el sobrenadante y se resuspenden en 0.5 mL de H2O. 
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Posteriormente, se incuban durante una hora con 0.5 mL de dietanolamina 0.1 M 

para bloquear los grupos carboxilos que puedan quedar libres.  

Tras centrifugar y lavar, se utiliza una pequeña cantidad para comprobar la 

correcta funcionalización de estas MNPs con PG.  

 

Figura 91. Biofuncionalización de MNPs con proteína G. 

Para comprobar esta funcionalización se incuban 1.5 L de la proteína Tau a 50 

g/mL sobre un kit de 65 celdas durante 2 horas a 37 ºC en ambiente de humedad. 

Esta proteína es reconocida por un anticuerpo anti-Tau, depositando 1.5 L a 50 

g/mL de este anticuerpo sobre las celdas previamente tapizados con Tau. Tras 

esta incubación de 2 horas a 37 ºC en ambiente de humedad, se lavan los kits y se 

confirma la señal específica del anticuerpo, para finalmente incubar durante 24 

horas a 20 ºC en humedad distintas concentraciones de MNPs con proteína G 

(Sigma, Ref. P4689) funcionalizada en su superficie. Se incuban 5 celdas para cada 

condición, observándose en la figura 92 la especificidad de estas MNPs con PG por 

el anticuerpo anti-Tau, que se va a unir a las MNPs a continuación.  

 

Figura 92. Ensayo de reconocimiento directo de MNPs con PG sobre anticuerpos. 
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4.2.2.5. Estudio de especificidad de nanopartículas magnéticas con anti-Tau 

por Tau 

Las nanopartículas con proteína G en su superficie son incubadas con 0.2 mL de 

anti-Tau a 0.1 mg/mL durante 24 horas a 4 ºC (Figura 93). 

 

Figura 93. Unión de un anticuerpo a las MNPs biofuncionalizadas con proteína G. 

A continuación, estas nanopartículas se incuban sobre un kit de 65 celdas con la 

superficie completamente tapizada con la proteína Tau (50 g/mL) para su 

reconocimiento, empleando como control negativo FBS (por sus siglas en inglés 

Fetal Bovine Serum). Se incuban en cada celda 1.5 L de concentraciones 

crecientes de MNPs con anti-Tau, empleando para cada condición 5 celdas. Esta 

incubación se lleva a cabo durante 24 horas a 20 ºC en humedad. 

Como se puede observar en la Figura 94, se obtienen valores altos de IROP tanto 

en el control negativo como en el reconocimiento específico a la máxima 

concentración de las MNPs tapizadas con anti-Tau.  

 

Figura 94. Ensayo de reconocimiento directo de MNPs con anti-Tau sobre Tau empleando 
como control negativo FBS. 
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Puesto que no se consigue observar especificidad en el ensayo, en el siguiente 

experimento se elige como control negativo la proteína BSA, manteniendo el resto 

de condiciones descritas previamente para el anterior control negativo. Salvo que, 

en este caso, no se incuban MNPs a cada concentración sobre BSA, sino que se 

incuban las MNPs a 5×109 NPS/L y a 2×1011 NPS/L sobre BSA. 

En la Figura 95 se muestra el ensayo con BSA como control negativo, observando 

la ausencia de señal del control negativo, y una única señal específica a 2×1011 

NPs/L. En cualquier caso, ambos controles negativos registran señales inferiores 

a -200% IROP (-175.80% IROP y -161.18% IROP), por lo que de ahora en 

adelante se emplea BSA como control negativo en los experimentos. 

La concentración a la que comienza a observarse la señal específica de las MNPs 

con anti-Tau (Figura 95) se considera demasiado alta, además los valores de IROP 

se consideran muy discretos. Dado que se pretende obtener valores más altos para 

amplificar la señal de detección se sustituyen las MNPs con grupo DMSA por 

MNPs con un núcleo de hierro más grande en los siguientes experimentos. 

 

Figura 95. Ensayo de reconocimiento directo de MNPs con anti-Tau sobre Tau empleando 
como control negativo BSA. 

Por ello, se escogen MNPs con grupo DMSA de mayor tamaño, de 19 nm y de 20 

nm y se analizan por DLS. Como se puede apreciar en la Figura 96, en el caso de 

las MNPs con un diámetro de 19 nm existe una única población, por el contrario, 

en el caso de las de 20 nm se observan dos poblaciones. Finalmente, se seleccionan 

las MNPs de 19 nm para los siguientes ensayos. 
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Figura 96. Distribución de las poblaciones de MNPs de mayor tamaño mediante DLS. 

Una vez seleccionada la población de MNPs se procede con el mismo protocolo de 

biofuncionalización con el que se ha obtenido previamente una señal específica. 

Además, se realiza en paralelo un ensayo de biofuncionalización similar al 

anterior, con la diferencia de llevar a cabo la incubación de la proteína G en una 

noria a 4 ºC durante 20 horas, en vez de en un baño de sonicación refrigerado 

durante 4 horas. Tras el proceso de biofuncionalización, y antes de realizar el 

ensayo de afinidad, estas nuevas MNPs se caracterizan empleando la técnica DLS 

(Tabla 10). 

Población dH (nm) Índice de polidispersidad 

MNP de Ø19 nm 36.65 ± 0.79 0.20 ± 0.02 

MNP + PG sonicadas 37.59 ± 0.10 0.17 ± 0.01 

MNP + PG + anti-Tau sonicadas 42.05 ± 0.33 0.25 ± 0.02 

MNP + PG en nevera 40.90 ± 0.17 0.19 ± 0.01 

MNP + PG + anti-Tau en nevera 46.37 ± 0.47 0.29 ± 0.03 

Tabla 10. Caracterización de MNPs durante la biofuncionalización mediante DLS. 

Es relevante señalar que no se observan grandes cambios tras la unión de la 

proteína G a la nanopartícula. Es en la etapa de unión del anticuerpo cuando se 

puede observar un cambio sustancial, aunque comprometa, en parte, la 

polidispersidad en el caso de las MNPs incubadas en nevera. El potencial zeta no 

se refleja en la Tabla 10 ya que no se observan cambios en las distintas fases del 

proceso de biofuncionalización, manteniéndose siempre alrededor de -54 mV. 
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Se tapizan dos kits de 65 celdas con la proteína Tau y se deposita como control 

negativo BSA. Seguidamente, en cada celda se incuban 1.5 L de concentraciones 

crecientes de MNPs con anti-Tau, empleando para cada condición 5 celdas. Esta 

incubación se realiza durante 6 horas a 37 ºC en humedad.  

En la Figura 97 se puede observar que las MNPs incubadas en nevera alcanzan 

una señal superior a -1000% IROP a la máxima concentración, 2.84×1010 NPs/L.  

 

Figura 97. Ensayo de reconocimiento directo de MNPs con anti-Tau sobre Tau. Se realiza 
un ajuste sigmoidal ("Hill1 fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 
de 0.9000 en el ajuste de la curva (en rojo).  

En la Figura 98 se puede observar que las MNPs sonicadas alcanzan señales más 

altas debido al empleo de concentraciones superiores en el reconocimiento, 

6.46×1010 NPs/L. 

 

Figura 98. Ensayo de reconocimiento directo de MNPs con anti-Tau sobre Tau. Se realiza 
un ajuste sigmoidal ("Hill1 fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 
de 0.98643 en el ajuste de la curva (en rojo).  
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Cabe señalar que la diferencia entre las concentraciones empleadas en las MNPs 

sonicadas respecto a las MNPs incubadas en nevera, se debe al valor de 

concentración obtenido mediante el DLS de las MNPs tras su lavado. En este 

sentido, el protocolo de sonicado refleja un mayor rendimiento de la reacción. 

Merece especial atención que, mediante estas nanopartículas magnéticas de mayor 

diámetro, se consigue alcanzar valores de IROP superiores a -1000% utilizando 

concentraciones un orden de magnitud menor. 

Tras la obtención de estas curvas de afinidad, se corrobora mediante SEM la 

presencia de las MNPs sobre las celdas interferométricas, lo cual permite observar 

cómo están distribuidas sobre el sensor. Así, se obtienen imágenes empleando 

aumentos de 30000 y 5000 (Figuras 99 y 100). 

 

Figura 99. Imágenes del reconocimiento directo de MNPs incubadas en nevera con anti-
Tau sobre Tau. 
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Figura 100. Imágenes del reconocimiento directo de MNPs sonicadas con anti-Tau sobre 
Tau. 

En estas imágenes se puede observar que, a altas concentraciones de 

nanopartículas, la superficie de la celda parece estar tapizada completamente, 

formando una monocapa. Mientras que a concentraciones más bajas las MNPs 

parecen agruparse formando cadenas (Figura 101). 
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Figura 101. Imagen tomada por SEM de MNPs con anti-Tau a 6.46×1010 NPs/L sobre un 
kit funcionalizado con Tau. 

4.2.2.6. Ensayo competitivo con nanopartículas magnéticas con anti-Tau  

Por último, se realiza un ensayo competitivo en el que MNPs con anti-Tau a una 

concentración de 3.23×1011 NPs/L se incuban con Tau a 500 ng/mL durante 24 

horas a 4 ºC en agitación. Seguidamente, estas MNPs se depositan sobre un kit de 

65 celdas tapizado con Tau, cuya incubación se realiza durante 6 horas a 37 ºC en 

humedad. Como control positivo se utiliza la misma concentración de MNPs, en 

ausencia de Tau.  

La Figura 102 muestra una señal muy baja de las MNPs previamente incubadas 

con Tau, ya que los anticuerpos no se encuentran libres y son incapaces de unirse 

a la superficie específica. 
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Figura 102. Ensayo competitivo de MNPs con anti-Tau sobre Tau. 

Las MNPs con anti-Tau que han sido incubadas con Tau tienen una señal mucho 

menor sobre el kit tapizado con Tau, verificando que el reconocimiento llevado a 

cabo previamente se ha producido de manera satisfactoria. 

Como se puede observar, a lo largo de este apartado se consigue tapizar 

nanopartículas magnéticas con anticuerpos capaces de detectar un biomarcador de 

la enfermedad de Alzheimer, en este caso la proteína Tau. Es necesario mencionar 

que durante el proceso de biofuncionalización no se observan cambios apreciables 

en el análisis mediante DLS hasta la unión del anticuerpo. 
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4.2.3. Ensayos con Lactoferrina y un anticuerpo anti-LF unido a NPs 

de oro 

En el capítulo anterior se ha conseguido realizar ensayos con nanopartículas 

magnéticas con anticuerpos en su superficie, capaces de reconocer un biomarcador 

de la enfermedad de Alzheimer. Aunque ese anticuerpo y ese antígeno sean 

adecuados no se pudieron obtener más alícuotas de estos debido a que fueron 

descatalogados por la casa comercial. Mientras se busca otra pareja antígeno-

anticuerpo relacionado con la enfermedad de Alzheimer, el GOFB comienza a 

trabajar con nanopartículas de oro el objetivo de estudiar la respuesta óptica en los 

biosensores descritos anteriormente, siendo utilizadas en los subsiguientes 

ensayos.  

Bajo este contexto se procede a sintetizar nanopartículas de oro. Es necesario 

resaltar que esta decisión se toma teniendo en cuenta las ventajas de estas 

nanopartículas: 

 Teniendo en cuenta que son sintetizadas por el mismo laboratorio se puede 

controlar el tamaño de las AuNPs sintetizadas, y presentan una 

disponibilidad ilimitada. 

 Las AuNPs pueden ser caracterizadas por espectroscopía de absorción, como 

se explica en la sección 2.2.3.4. Esta técnica permite calcular la 

concentración de forma más exacta en comparación con el DLS. El DLS 

calcula la concentración en base al diámetro hidrodinámico, que aumenta 

con la biofuncionalización de la nanopartícula, y en base a las propiedades 

ópticas de la nanopartícula, que se mantienen constantes en el DLS, aunque 

en realidad varían a medida que se añaden moléculas a la superficie.  

 Además, la respuesta óptica de estas AuNPs es mayor que en el caso de las 

MNPs debido a sus propiedades ópticas.  

4.2.3.1. Síntesis y caracterización de AuNPs 

La síntesis de las nanopartículas de oro se realiza mediante el protocolo descrito 

en la sección 3.2.2.1. Tras la síntesis de las AuNPs, se caracterizan mediante tres 

métodos diferentes: DLS, SEM (Figura 103) y espectroscopía de absorción. En el 

caso de la técnica DLS, se obtiene información aproximada sobre el diámetro 

hidrodinámico y la concentración de la solución mediante el análisis de la 

dispersión de la luz. Por otro lado, el SEM facilita una imagen sobre la que podemos 
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medir el diámetro de las AuNPs, aunque no de forma precisa. Finalmente, 

mediante la espectroscopía se puede obtener un valor aproximado del diámetro y 

de la concentración de la solución. Los datos obtenidos pueden observarse en la 

Tabla 11, observándose valores muy similares de diámetro de las AuNPs 

sintetizadas. 

 

Figura 103. Caracterización del tamaño de las AuNPs sintetizadas mediante SEM. 

Técnica Diámetro (nm) Concentración (NPs/L) 

DLS 24.65 8×108 

Espectroscopía 23.73 4×108 

SEM 25.96  

Tabla 11. Cuadro resumen de la caracterización de las AuNPs mediante tres técnicas 
diferentes. 

Cabe señalar que, aunque son diferentes técnicas se obtienen valores aproximados 

muy cercanos entre sí en el caso del diámetro, y del mismo orden de magnitud en 

el caso de la concentración. 



Luis González Valle 

140 

 

4.2.3.2. Evaluación de la señal de las nanopartículas de oro en un sensor 

interferométrico 

A continuación, las AuNPs son concentradas mediante centrifugación y se 

depositan en un kit de diagnóstico de 65 BIWELLs con nitrocelulosa. Es necesario 

mencionar que, debido al aumento de tamaño, se alcanzan señales más altas (-

2000% IROP), por lo que se espera aumentar visiblemente la sensibilidad del 

biosensor (Figura 104).  

 

Figura 104. Gráfico de la incubación de AuNPs sobre kits de nitrocelulosa. Se realiza un 
ajuste sigmoidal ("Hill1 fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 de 
0. 99883 en el ajuste de la curva (en rojo).  

4.2.3.3. Funcionalización de nanopartículas de oro con biotina 

Para realizar ensayos con nanopartículas de oro (antes de anclar proteínas) se 

prueba a anclar una molécula de biotina a los grupos carboxilos de nanopartículas 

tapizadas con PEG-COOH (sección 3.2.2.2.) (Figura 105). Para ello se emplea una 

biotina con un grupo hidrazida (Thermo Scientific, Ref.: 21339). 

La población de nanopartículas empleada tiene alrededor de 25 nm de diámetro y 

presenta una concentración de 4.39×108 NPs/L. Se incuban 40 mL de estas 

nanopartículas con 4.5 mg de PEG-COOH. Las cuales fueron lavadas y 

caracterizadas, obteniendo una concentración de 2.4×109 NPs/L. Se añade 1 mL 

de MES 200 mM, 25 L de hidrazida-Biotina en DMSO, y 12.5 L de EDC (500mM) 

a 1 mL de estas AuNPs-COOH. Tras incubar durante 2 horas, se realizan lavados 

con agua ultrapura, y, se lavan en PB (del inglés Phosphate-Buffered) + Tween 

0.1%. Una vez resuspendidas en PB, se caracterizan, obteniendo una concentración 

de 5.13×109 NPs/L. 
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Figura 105. Biofuncionalización de AuNPs con Biotina-Hidrazida. 

4.2.3.4. Estudio de especificidad de AuNPs con biotina por STV 

Se inmovilizan 1.5 L de la proteína STV a 250 g/mL en kits con 65 biosensores 

interferométricos con superficie de SU-8 durante 2 horas a 37 ºC; paralelamente, 

se inmoviliza BSA como control negativo. A continuación, se incuban diferentes 

concentraciones de AuNPs sobre estos kits durante 4, 8 y 16 horas; a su vez, la 

mayor concentración de nanopartículas utilizada se incuba sobre la proteína BSA. 

Una vez obtenidas las medidas interferométricas se normalizan con el valor del 

control negativo (Figura 106).  

 

Figura 106. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con biotina sobre STV. 

En el caso de la incubación de 16 horas, se observa en el chip que las gotas a la 

máxima concentración están evaporadas, por lo que se descartan incubaciones tan 

prolongadas con las AuNPs, por lo que se reduce el tiempo de incubación (Figura 

107). 
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Figura 107. Imagen de un kit de diagnóstico en el que se están incubando diferentes 
concentraciones de AuNPs durante 4 horas, no existe evaporación. 

Se incuban 40 mL de estas nanopartículas con 4.5 mg de PEG-COOH. Las cuales 

fueron lavadas y caracterizadas, obteniendo una concentración de 8.07×109 

NPs/L. Se añade 1 mL de MES 200 mM, 75 L de hidrazida-Biotina en DMSO, y 

37.5 L de EDC (500mM) a 1 mL de AuNPs-COOH a 8.07×109 NPs/L. Tras 

incubar durante 2 horas, se realizan lavados con agua ultrapura, y seguidamente 

se lava en PB + Tween 0.1%. Después de su caracterización se obtiene una 

concentración de 1.6×1010 NPs/L. 

Se inmovilizan 1.5 L de la proteína STV a 250 g/mL en kits con 65 biosensores 

interferométricos con superficie de SU-8 durante 2 horas a 37 ºC; en paralelo, se 

inmoviliza BSA como control negativo. A continuación, se incuban diferentes 

concentraciones de AuNPs sobre estos kits durante 2, 4, 6 y 8 horas; asimismo, la 

mayor concentración de nanopartículas utilizada se incuba sobre la proteína BSA. 

Posteriormente se normalizan las medidas interferométricas obtenidas con el valor 

del control negativo (Figuras 108 y 109).  
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Figura 108. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con biotina sobre STV. 

Se observa que a partir de las 4 horas las curvas son muy similares (Figuras 108), 

esto puede deberse a alcanzar el equilibrio en la unión biotina-STV. Además, la 

saturación de la curva se alcanza a 4×109 NPs/μL en las incubaciones a 4, 6 y 8 

horas (Figuras 109). 

 

Figura 109. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con biotina sobre STV. Se realizan 
ajustes sigmoidales ("Hill1 fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 
de 0.99702 en el ajuste de la curva de 2 horas (en rojo), de 0.93383 en el ajuste de 
la curva de 4 horas (en amarillo), de 0.97924 en el ajuste de la curva de 6 horas (en 
verde claro), y de 0.96893 en el ajuste de la curva de 8 horas (en azul). 
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Puesto que no se observan diferencias a partir de las 4 horas se realiza el mismo 

ensayo, pero durante 3 horas, además de incubar también durante 2 horas. 

Para ello, se inmoviliza la proteína STV (1.5 L a 250 g/mL) en kits de 65 celdas 

con biosensores interferométricos con superficie SU-8 durante 2 horas a 37 ºC; 

paralelamente, se inmoviliza BSA como control negativo. A continuación, se 

incuban diferentes concentraciones de AuNPs sobre estos kits durante 2 horas y 3 

horas; a su vez, la mayor concentración de nanopartículas utilizada se incuba sobre 

la proteína BSA. Una vez obtenidas las medidas interferométricas se normalizan 

con el control negativo (Figura 110).  

En la Figura 111 se confirma que, al igual que se aprecia en la Figura 109, la 

saturación de la curva se alcanza a 4×109 NPs/μL en el caso de la incubación 

durante 3 horas. Nuevamente, no se alcanza saturación a las 2 horas. 

 

Figura 110. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con biotina sobre STV.  
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Figura 111. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con biotina sobre STV. Se realizan 
ajustes sigmoidales ("Hill1 fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 
de 0.9874 en el ajuste de la curva de 2 horas (en rojo), y de 0.94254 en el ajuste de 
la curva de 3 horas (en verde oscuro). 

En último término, una vez se confirma que las nanopartículas con grupos biotina 

reconocen de forma específica a la estreptavidina inmovilizada, se realiza un 

ensayo que consiste en inmovilizar STV a distintas concentraciones en un kit de 

diagnóstico de 65 celdas durante 2 horas a 37 ºC, para reconocer con una misma 

concentración de AuNPs en cada celda, concretamente, 1.5 L de AuNPs a una 

concentración 2×109 NPs/L, usando como control negativo BSA. Una vez 

obtenidas las señales, se normalizan con el valor del control negativo (Figura 112).  

 

Figura 112. Ensayo de amplificación de la señal de distintas concentraciones de STV 
mediante el empleo de AuNPs.  
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Se observa que, mediante el uso de nanopartículas, las señales obtenidas de las 

celdas interferométricas aumentan, por lo que permiten amplificar la señal. 

4.2.3.5. Ensayo competitivo con AuNPs con biotina y STV 

A continuación, se realiza de un ensayo competitivo, para el cual se tapiza todo un 

kit de 65 celdas con STV a 250 g/mL. Al mismo tiempo, se incuban 10 L de 

AuNPs a 2×109 NPs/L durante 30 min con diferentes concentraciones de STV: 

1×10-3, 1×10-2, 1×10-1, 1, 1×10, 1×102 y 1×103 ng/mL.  

Se trata de una primera aproximación para realizar el ensayo competitivo posterior 

para detectar biomarcadores. En la Figura 113 se puede apreciar que, en caso de 

emplear 1×103 ng/mL de STV, no se obtiene señal debido a que no quedan sitios 

libres, ya que las nanopartículas quedan totalmente tapizadas. 

 

Figura 113. Ensayo competitivo para la detección de STV. En rojo se señala la banda de 
confianza. 

Para asegurar que se han empleado las STV necesarias para tapizar por completo 

la superficie de las AuNPs se calculan cuántas moléculas hay en 1 mL de STV a 

1×103 ng/mL basta con multiplicar el número de gramos (1×10-6 g) por el número 

de Avogadro (6.022×1023) y dividir por la masa molecular. Con este cálculo se 
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obtienen 1×1013 moléculas totales de STV en el caso en el que se obtiene señal baja 

(1×103 ng/mL). 

Por otro lado, para conocer cuántas moléculas de STV son suficientes para tapizar 

completamente la superficie de 2×109 NPs/L de AuNPs en 10 L, se calcula el 

número total de AuNPs a 2×109 NPs/L en 10 L, que son 2×1010 NPs. Estas 

AuNPs presentan un diámetro de 50 nm tras la unión de SH-PEG-COOH, 

conociendo el radio se puede calcular la superficie de una esfera (4r2), por lo que 

estas NPs tendrían una superficie total de 1.6×1014 nm2. La STV es una proteína 

de 60 kDa con un tamaño de 5 nm aproximadamente, por lo que supondría una 

superficie ocupada en la esfera de 19.64 nm2. Por ello, la cantidad de STV necesaria 

para tapizar por completo todas las AuNPs es de 8×1012, por lo que se utilizaron 

1×1013 moléculas totales de STV, las AuNPs se encontraban tapizadas 

completamente (Tabla 12). 

Nº de NPs 
Diámetro 

(nm) 

Superficie 

total de NPs 

(nm2) 

Diámetro 

de STV 

(nm) 

Superficie que 

ocupa la STV 

(nm2) 

STV necesario 

para tapizar las 

NPs 

2×1010 50 1.6×1014 5 19.64 8×1012 

Tabla 12: Cálculo del número de moléculas de STV necesarias para tapizar las AuNPs. 

Como se explica a lo largo de esta sección, se sintetizan nanopartículas, que pueden 

ser funcionalizadas con un grupo PEG con un carboxilo terminal. Esto permite unir 

moléculas a estas nanopartículas gracias a la química del EDC. Asimismo, se 

concluye que estas nanopartículas permiten amplificar las señales obtenidas 

mediante el kit de diagnóstico, el cual es empleado en el siguiente apartado para 

la detección de un biomarcador de la enfermedad de Alzheimer. 

4.2.3.6. Evaluación de la inmovilización de la proteína Lactoferrina 

El próximo objetivo es detectar un biomarcador de la EA con las nanopartículas de 

oro. Para este propósito se realizan dos tipos de ensayo basados en la activación de 

grupos carboxilo mediante EDC, por un lado, unir proteína G, y, por otro lado, unir 

Estreptavidina. 

El primer paso es realizar un ensayo para hallar a qué concentración se debe 

inmovilizar la proteína Lactoferrina para su detección con nanopartículas de oro. 

Para ello se incuban concentraciones crecientes de esta proteína sobre los kits de 

65 celdas mencionados anteriormente, empleando 1.5 L por celda, en un total de 
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8 celdas por condición. La incubación se realiza durante 2 horas a 37 ºC en una 

cámara húmeda. 

Como se puede observar en la Figura 114, la concentración a la que la Lactoferrina 

satura el sensor es 50 g/mL, por lo que es la concentración empleada en los kits 

sobre los que más adelante se prueba la especificidad de las nanopartículas de oro 

a las que se les ha unido anti-Lactoferrina (anti-LF). 

 

Figura 114. Incubación de Lactoferrina. Se realiza un ajuste sigmoidal ("Boltzman fit") 
utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 de 0.99978 en el ajuste de la curva 
(en rojo).  

Seguidamente, se tapiza por completo un kit de 65 celdas con Lactoferrina a 50 

g/mL durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda, para después reconocer 

con el anticuerpo a emplear en el ensayo posterior con nanopartículas de oro (anti-

LF). Se emplean concentraciones crecientes de este anticuerpo en 8 celdas por 

condición y se incuban durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda. La 

saturación de la curva se alcanza a 50 g/mL (Figura 115).  
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Figura 115. Ensayo de reconocimiento de Lactoferrina. Se realiza un ajuste sigmoidal 
("Hill1 fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 de 0.99898 en el 
ajuste de la curva (en rojo). 

Finalmente, como el objetivo es detectar la proteína LF, se realiza un ensayo donde 

se tapiza un kit de 65 celdas por completo con anti-LF a 50 g/mL durante 2 horas 

a 37 ºC en una cámara húmeda, para después reconocer diferentes concentraciones 

de Lactoferrina, empleando 8 celdas por condición, incubándose durante 2 horas a 

37 ºC en una cámara húmeda. Podemos observar que la saturación de la curva se 

alcanza a 50 L en la Figura 116. 

 

Figura 116. Curva de reconocimiento de Lactoferrina por parte del anticuerpo anti-LF que 
tapiza el kit de diagnóstico. Se realiza un ajuste sigmoidal ("Hill1 fit") mediante el 
software Origin, obteniendo un R2 de 0.99999 en el ajuste de la curva (en rojo). 
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4.2.3.7. Funcionalización de nanopartículas de oro con proteína G 

A continuación, se utilizan una misma población de nanopartículas de 22 nm de 

diámetro con una concentración de a 1.17×109 NPs/L. Se incuban 125 mL de estas 

nanopartículas con 13 mg de SH-PEG-COOH. Posteriormente se lavan y se 

caracterizan, obteniendo una concentración de 4.25×109 NPs/L. 

A 1 mL de estas AuNPs-COOH se les añade 25 L de EDC a 500mM, además de 

800 µL de proteína G a 1 mg/mL. Se añade la proteína G por exceso, ya que para 

tapizar por completo la superficie de las nanopartículas se necesitarían 200 L. A 

su vez, se emplea 1 mL de esta población sobre la que se añade 25 L de EDC 

(500mM) y 400 µL de Estreptavidina (1mg/mL), siendo necesarios 134 L de STV, 

debido a que su tamaño es mayor, en el caso de la proteína G es de 35 kDa y la STV 

es de 52 kDa. 

Tras ser lavadas, se analizan en el DLS y por espectrofotometría ultravioleta-

visible (Tabla 13), obteniendo las siguientes concentraciones: 2.16×1010 NPs/L 

aquellas NPs unidas a PG y 3.11×1010 NPs/L aquellas unidas STV. 

Seguidamente, se añade en exceso un anticuerpo anti-Lactoferrina (que en el caso 

de la nanopartícula con Estreptavidina el anticuerpo se encuentra biotinilado), 

concretamente, se incuban el triple de anticuerpo necesario para cubrir la 

superficie de 20 µL de AuNPs.  

Población dH (nm) Índice de polidispersidad 

AuNPs 22.59 ± 0.36 0.11 ± 0.01 

AuNPs + PEG-COOH 41.14 ± 0.77 0.15 ± 0.01 

AuNPs + PEG + STV 40.47 ± 0.58 0.26 ± 0.02 

AuNPs + PEG + STV + anti-LF 39.51 ± 0.30 0.27 ± 0.01 

AuNPs + PEG + PG 39.86 ± 1.50 0.23 ± 0.01 

AuNPs + PEG + PG + anti-LF 41.10 ± 0.21 0.22 ± 0.01 

Tabla 13. Caracterización durante el proceso de biofuncionalización de AuNPs. 

Una vez lavadas y medidas en el DLS ambas poblaciones de AuNPs con anti-LF, 

se depositan en un kit de celdas tapizado con Lactoferrina a concentraciones 

crecientes. 
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El resultado de esta primera aproximación se muestra en la Figura 117, 

observando que existe una unión específica en el caso de las AuNPs con proteína 

G y anti-LF; en cambio, en el ensayo con Estreptavidina no se observa dicha unión 

específica. En base a estos resultados, se decide optimizar el protocolo de unión de 

proteína G a las AuNPs para poder anclar anticuerpos a esta. 

 

Figura 117. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con anti-LF sobre LF. 

Nuevamente, se realiza un ensayo utilizando las AuNPs con PG y anti-LF para 

comprobar y confirmar la especificidad (Figura 118). En un kit de 65 celdas 

tapizado con Lactoferrina se incuban AuNPs a distintas concentraciones durante 

2 y 3 horas.  

 

Figura 118. Biofuncionalización de AuNPs con proteína G, y unión de un anticuerpo a 
estas nanopartículas. 
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Como se observa en la Figura 119, a medida que aumenta la concentración de 

nanopartículas aumenta la señal específica. Sin embargo, se considera mejorable, 

ya que no se aprecian diferencias entre los tiempos de incubación; esta diferencia 

sí se observa en el caso de AuNPs con biotina. 

 

Figura 119. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con anti-LF sobre LF. 

4.2.3.8. Estudio de especificidad de AuNPs con anti-LF por Lactoferrina 

El primer paso en el proceso de optimización de la biofuncionalización de AuNPs 

para la detección de LF es cambiar la población de nanopartículas empleadas, es 

decir, se sintetizan AuNPs con un mayor tamaño. La finalidad de emplear una 

población mayor es poder alcanzar valores más altos en la señal de IROP. 

Esta población de nanopartículas presenta 25 nm de diámetro (Figura 120) y una 

concentración de 4.39×109 NPs/L. Se incuban 40 mL de estas nanopartículas con 

4.5 mg de PEG-COOH. Seguidamente, las AuNPs obtenidas se lavan y 

caracterizan, obteniendo una concentración de 8.07×109 NPs/L. 
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Figura 120. Distribución de tamaños observada por el DLS durante la biofuncionalización 
de AuNPs (adapta de Valle et al., 2023). 

Se añaden 25 L de EDC (500mM), además de 1200 µL de proteína G (1 mg/mL), 

a 1.5 mL de estas AuNPs-COOH. Esta cantidad de PG se debe a que, como se 

explica previamente, la proteína G se añade en exceso, y para tapizar por completo 

la superficie de las nanopartículas se necesitarían 900 L. 

Tras los lavados se analizan en el DLS y por espectrofotometría ultravioleta-visible 

(Tabla 14), obteniendo una concentración de 4.5×1010 NPs/L. Finalmente, se 

añade anti-LF no biotinilada en exceso.  

 dH (nm) 
Grado de 

Polidispersidad 

Potencial Zeta 

(mV) 

AuNP 24.65 ± 0.95 0.119 ± 0.017 -32.95 ± 2.83 

AuNP + PEG 49.20 ± 1.15 0.182 ± 0.013 -43.22 ± 1.51 

AuNP + PEG + P.G. 44.30 ± 1.48 0.206 ± 0.014 -9.05 ± 3.15 

AuNP + PEG + P.G. + anti-LF 76.83 ± 1.36 0.322 ± 0.049 -27.43 ± 3.58 

Tabla 14. Caracterización durante el proceso de biofuncionalización de AuNPs (adapta de 
Valle et al., 2023). 

Cabe señalar que el proceso de lavado no muestra un buen rendimiento, puesto 

que al centrifugar las AuNPs con anticuerpo (y por tanto mayor tamaño) parte de 

estas se aglomeraban, por lo que no se recuperan en su totalidad (Figura 121).  
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Figura 121. Nanopartículas aglomeradas durante una centrifugación. 

Una vez caracterizadas estas nuevas AuNPs, se procede a realizar un nuevo ensayo 

de reconocimiento directo. Para ello, se inmoviliza la proteína Lactoferrina en kits 

con 65 biosensores interferométricos con superficie SU-8 durante 2 horas, y 

también se inmoviliza BSA como control negativo. A continuación, se incuban 

diferentes concentraciones de AuNPs sobre estos kits durante 45, 90 y 180 min; 

asimismo, la mayor concentración de nanopartículas utilizada se incuba sobre la 

proteína BSA. A continuación, se normalizan las medidas interferométricas con el 

valor del control negativo (Figuras 122 y 123).  

 

Figura 122. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con anti-LF sobre LF. Se realizan 
ajustes sigmoidales ("Logistic fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un 
R2 de 0.99977 en el ajuste de la curva de 45 min (en rojo), y de 0.99405 en el ajuste 
de la curva de 90 min (en azul) (adapta de Valle et al., 2023). 
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Figura 123. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con anti-LF sobre LF. 

Una vez más, en la Figura 123 no se aprecian diferencias entre la incubación 

durante 90 minutos y la incubación durante 3 horas. Por el contrario, en la Figura 

122 se puede observar que sí existen diferencias entre la incubación a 90 minutos 

y la incubación a 45 minutos. Además, esta figura muestra que la saturación de la 

curva se alcanza a una concentración de 6×109 NPs/μL a los 90 min. Dicha 

concentración es utilizada en los ensayos posteriores para calcular el límite de 

detección. 

A continuación, mediante SEM se toman imágenes de los kits de diagnóstico 

empleados para obtener las señales de la Figura 122. Para ello se analiza una celda 

para cada concentración de AuNPs empleada. 

Como se explica en la sección 3.2.3.1., mediante el uso del software ImageJ, se 

realiza un modelado 3D de la superficie observada por el SEM (Figura 124), con el 

objetivo de verificar que las señales obtenidas por el MOX se corresponden con el 

tapizado de la celda por las AuNPs.  
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Figura 124. Imágenes del reconocimiento directo de AuNPs con anti-LF sobre LF (adapta 
de Valle et al., 2023). 

Gracias al ImageJ se mide la fracción de área blanca (%) en cada imagen, y se 

representa en la figura 125 a la izquierda, en esta también se muestran los valores 

de señales obtenidos mediante IODM. La correlación entre las señales del MOX y 

el porcentaje de área tapizada se puede observar en la Figura 125 a la derecha. 
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Figura 125. Comparación y correlación del análisis de las imágenes con la señal obtenida 
mediante interferometría. Se realiza un ajuste lineal utilizando Origin, obteniendo 
un R2 de 0.99472 (adapta de Valle et al., 2023). 

Por primera vez se reporta una relación entre las señalas obtenidas mediante 

IODM y lo observado mediante SEM en un ensayo de reconocimiento directo 

gracias al empleo de nanopartículas con anticuerpos específicos en su superficie. 

4.2.3.9. Cálculo del LoD de Lactoferrina en un ensayo tipo Sándwich 

Para calcular el límite de detección obtenido mediante el empleo de AuNPs, se 

realiza un ensayo tipo Sándwich. Para ello, previamente se realiza un ensayo en el 

que se tapiza un kit de 65 celdas con diferentes concentraciones de Lactoferrina, 

sobre las cuales se reconoce con una misma concentración de AuNPs con anti-

Lactoferrina (Figura 126). La concentración seleccionada de AuNPs es de 5×109 

NPs/L, ya que en los ensayos anteriores a dicha concentración se obtiene una 

señal suficientemente alta para incubaciones de 90 min. 
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Figura 126. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con anti-LF sobre LF. 

Este ensayo permite determinar qué ordenes de magnitud se deben emplear en el 

ensayo tipo Sándwich. Dado que posteriormente se correlaciona con ELISA, no se 

emplea concentración, sino cantidad (ng) empleada de proteína, ya que en la 

técnica ELISA se usan volúmenes 100 veces más altos que los empleados en los 

kits de diagnóstico. En la Figura 127 puede observarse que la LF a una 

concentración de 0.5 g/mL presenta una señal similar a la obtenida con 1 g/mL, 

puesto que en la incubación se emplean 1.5 L, esto equivale a 0.75 ng. Por otro 

lado, la saturación parece alcanzarse a 50 g/mL, lo que equivale a 75 ng. 

 

Figura 127. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con anti-LF sobre LF. 
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Como se indica previamente, el siguiente ensayo para calcular el límite de 

detección de las AuNPs recubiertas de anticuerpos consiste en realizar un ensayo 

de reconocimiento Sándwich, que posteriormente se compara con un ensayo ELISA 

Sándwich.  

Para ello, por un lado, cada pocillo de la placa ELISA se incuba con un anticuerpo 

anti-LF no biotinilado (150 ng en 100 μL) a 4 ºC durante 20 horas, y se bloquea la 

superficie con BSA a 37 ºC durante 1 hora en movimiento. A continuación, se 

incuban diferentes cantidades de Lactoferrina en cada pocillo: 150, 75, 37.5, 15, 6, 

1.5, 0.6, 0.15 y 0 ng 100 L, a 37 ºC durante 2 horas. Seguidamente se incuban 150 

ng en 100 μL de anti-LF biotinilado a 37 ºC durante 90 min en movimiento. Tras 

lo cual se incuban 375 ng en 100 μL de estreptavidina-HRP a 37 ºC durante 1 hora 

en movimiento en oscuridad. Finalmente, se revela con TMB durante 10 minutos 

a 25 ºC en oscuridad, se detiene la reacción con 50 L de HCl 2N, y se recogen las 

señales de absorbancia a 450 nm. 

Por el otro lado, en los kits de diagnóstico, se inmovilizan 1.5 μL a 250 μg/mL de 

STV a 4 ºC durante 20 horas dentro de cada biosensor interferométrico. Tras lo 

cual, las celdas se incuban con 1.5 μL a 100 μg/mL de un anticuerpo anti-

Lactoferrina biotinilado a 37 ºC durante 2 horas. A continuación, se incuban 1.5 L 

de diferentes cantidades de Lactoferrina en cada celda: 150, 75, 37.5, 15, 6, 1.5, 0.6, 

0.15 y 0 ng a 37 ºC durante 2 horas. Para finalizar el ensayo tipo Sándwich, se 

emplean 1.5 μL de AuNPs recubiertas con anti-LF a una concentración de 6×109 

NPS/μL para amplificar la señal de lectura de los kits de diagnóstico, esta 

incubación se realiza a 37 ºC durante 90 min.  

En cuanto al ensayo Sándwich para la detección de Lactoferrina por IODM (Figura 

128), se observa una señal de saturación de las AuNPs menor que en el 

reconocimiento de LF inmovilizada directamente en el kit. Una posibilidad de este 

descenso de señal puede ser debido a que en el ensayo tipo Sándwich se inmoviliza 

primero un anticuerpo, que capta LF, lo cual supone mucha menos superficie de 

unión de la LF. No sucede así en el caso del reconocimiento directo, ya que se puede 

recubrir toda la superficie de la celda. Este cambio en la señal de saturación se 

puede observar mediante imágenes SEM en la Figura 129 (Valle et al., 2023). 
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Figura 128. A la izquierda, ensayo tipo Sándwich de AuNPs con anti-LF sobre LF, se 
realizan ajustes sigmoidales ("Hill1") utilizando Origin, obteniéndose un R2 de 
0.99772 en el ajuste de la curva ELISA (en rojo), y de 0.99795 en el ajuste de la 
curva IODM (en negro). A la derecha, correlación entre los dos ensayos, se realiza 
un ajuste lineal utilizando Origin, obteniendo un R2 de 0.93225 (adapta de Valle et 
al., 2023). 
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Figura 129. Imágenes del ensayo tipo Sándwich de AuNPs con anti-LF sobre LF (adapta 
de Valle et al., 2023). 
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Como se realiza en el ensayo directo, se obtiene la fracción de área blanca (%) de 

cada imagen del ensayo tipo Sándwich utilizando el ImageJ. Esta fracción, junto a 

los valores de señales obtenidos mediante IODM se representan en la Figura 130. 

 

Figura 130. Comparación del análisis de las imágenes con la señal obtenida mediante 
interferometría. 

En la Figura 128 se aprecia que la pendiente (“m”) obtenida mediante ELISA es 

más pronunciada que la obtenida por IODM, lo cual implica una mayor 

sensibilidad en ese rango. Para poder comparar con precisión la técnica ELISA y 

el método IODM, se utiliza el Límite de Detección (LoD). Para calcular el LoD se 

emplea la siguiente ecuación (De Vicente et al., 2020; Lavín et al., 2018): 

𝐿𝑜𝐷 =
𝑈

𝑚
 

En este sentido, “m” es la pendiente, y “U” representa la incertidumbre. Esta 

incertidumbre se calcula con un factor de cobertura de 3, tal como recomienda la 

Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC) (Ellison & Williams, 

2012; JCGM, 2008): 

𝑈 = 3 𝑢௧ 

Siendo “ut” la incertidumbre estándar total, cuyo cuadrado se calcula como la suma 

cuadrática de las diferentes incertidumbres parciales, como recomienda la Guía 

para la expresión de la incertidumbre en la medición. 
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En estos ensayos en particular, la incertidumbre asociada a la resolución puede 

considerarse como despreciable en comparación con la incertidumbre estadística 

“us”, la cual se calcula: 

𝑢௧
ଶ = ෍ 𝑢௜

ଶ

௞

௜ୀଵ

 ≈ 𝑢௦
ଶ =  

Sଶ

𝑛
 

En esta ecuación, “S” es la desviación típica del número de mediciones repetidas 

“n”. La incertidumbre estándar de medida es igual a la desviación estándar 

dividida por la raíz cuadrada del número de medidas repetidas realizadas durante 

los experimentos.  

Los LoD obtenidos finalmente son 0.0237 ng y 0.1078 ng para IODM y ELISA 

respectivamente (Tabla 15) (Valle et al., 2023). 

 
Número de 
medidas (n) 

Incertidumbre 
(U) 

Pendiente 
(m) 

Rango dinámico 
(ng) 

LoD 
(ng) 

IODM 7 9.3659 395.4508 0.15 - 37.5 0.0237 

ELISA 3 0.1807 1.6772 1.5 - 37.5 0.1078 

Tabla 15. Comparación entre las técnicas ELISA e IODM (adapta de Valle et al., 2023). 

En conclusión, gracias al empleo de nanopartículas de oro que amplifican la señal 

obtenida en kits interferométricos se consigue mejorar la sensibilidad del 

biosensor. Concretamente, se detecta la Lactoferrina en un rango dinámico de 

detección de 0.15-375 ng. Según la bibliografía, mediante la técnica ELISA este 

rango es de 5-600 ng/mL (Liu et al., 2014), mientras que en nuestro ensayo se 

consigue un rango de 1.5-375 ng en 100 μL, lo que equivale a 15-375 ng/mL. Cabe 

señalar, que en la sección 4.2.3.6. se puede observar que la Lactoferrina deja de ser 

detectable sin el empleo de AuNPs a 2 g/mL en la técnica de IDOM, lo que 

equivale a 3 ng de proteína, cantidad que es detectada empleando estas 

nanopartículas tapizadas con anticuerpo. 

Además, en el ensayo ELISA el LoD obtenido es de 0.1078 ng, aunque en la 

literatura se alcanza 3.23 ng/mL (en 100 L equivale a 0.323 ng); mientras que en 

los kits de diagnóstico con AuNPs se obtiene 0.0237 ng utilizando muy poco 

volumen de muestra (Valle et al., 2023). Para poner en contexto, mediante el 

empleo de la técnica μPAD, en la que se utilizan 2 μL de muestra, se alcanza un 

LoD de 0.1 mg/mL, equivalente a un LoD de 200 ng (Yamada et al., 2015).  
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El empleo de estas nanopartículas de oro supone un gran avance en la tecnología 

IODM y suponen una mejora respecto a las nanopartículas magnéticas de hierro 

(Tabla 16). 

Tipo de NP Síntesis Señal máxima Propiedades  

AuNP Propia -3000% IROP 

 Facilidad de funcionalización 

 Caracterización por 

espectroscopía 

MNP Externa -1000% IROP 
 Manipulables por campos 

magnéticos 

Tabla 16. Comparación entre nanopartículas de oro y nanopartículas magnéticas 
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4.3. Tecnología Organ-on-a-chip como modelo de cáncer de 

colon 

Finalmente, tras comprobar que se dispone de kits de diagnósticos multiplexados, 

capaces de realizar de una gran cantidad de ensayos en poco tiempo, y de alcanzar 

límites de detección superiores a los alcanzados por la técnica ELISA, se propone 

el diseño de un sistema de diagnóstico in vitro para cáncer colorrectal. 

Mediante este ensayo se pretende sentar las bases para la fabricación de un 

sistema de diagnóstico y testado de fármacos para diferentes cánceres, ya que esta 

metodología puede adaptarse en un futuro a otro tipo de cáncer con las 

características que demande. 

Para realizar este ensayo, se emplean muestras de cáncer de colon cedidas por el 

Biobanco del IdISSC con el objetivo de desarrollar una prueba de concepto para la 

detección de biomarcadores en un caso clínico. Estas muestras pertenecen a 

pacientes previamente informados a través de un Consentimiento Informado y se 

clasifican en dos tipos de biopsia: 

 Biopsia tumoral. Se trata de una muestra seleccionada por un patólogo 

especializado a partir de a una sección de la cirugía del paciente en la cual 

el tejido se diagnostica como adenocarcinoma de colon. 

 Biopsia no tumoral. Esta biopsia pertenece al mismo paciente del que se 

extrae la biopsia tumoral, pero en tejido no cancerígeno, es decir, se obtiene 

tejido cercano al tumoral durante la misma cirugía. Este tejido es 

seleccionado por un patólogo especializado y catalogado como no tumoral, ya 

que no se puede asegurar que se trate de tejido sano. 

4.3.1. Ensayos con Biopsias en Chips microfluídicos 

Empleando la tecnología Organ-on-a-chip presentada en el artículo (Herreros et 

al., 2021, 2022) se fabrica un sistema microfluídico en el cual cultivar biopsias de 

cáncer de colon. Para ello, se realiza un primer ensayo con 8 chips microfluídicos 

(anteriormente mencionados en la sección 3.3.3.1.1.), que poseen una entrada y 

una salida de medio de cultivo y una cámara donde depositar la biopsia sobre una 

membrana permeable al medio de cultivo. En dicha membrana se deposita la 

biopsia correspondiente y se tapa el chip.  
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Para el cultivo de biopsias de cáncer de colon se disponen 4 biopsias tumorales en 

4 chips microfluídicos y 4 biopsias no tumorales sobre otros 4 chips microfluídicos 

(Figura 131 izquierda). 

 

Figura 131. Preparación del primer ensayo con biopsias. 

Una vez cerrados los chips se les coloca el tubbing, se colocan dentro del incubador 

a 37 ºC y 5% de CO2 (Figura 131 derecha) y se establece un flujo de 0.5 L/min en 

la bomba de perfusión que suministra el medio de cultivo. 

Tras el primer día de incubación se observa que los tubos en los que se recoge el 

eluyente del cultivo se encuentran vacíos, indicando que los chips no están en 

perfectas condiciones y fugan. 

Como se puede observar en la Figura 131, existen zonas en las que los chips no se 

han cerrado correctamente, debido al gran tamaño de las biopsias suministradas. 

Además, son transportadas en medio de cultivo hasta el laboratorio donde se 

procesan el cultivo, por lo que al entrar en contacto con el PDMS este se impregna 

de medio de cultivo impidiendo su correcto cierre. 

Por tanto, se repite el ensayo, no sin antes realizar unas modificaciones de diseño 

sobre los chips microfluídicos. Como se describe anteriormente en la sección 3.3.3.2 

estos chips son fabricados y diseñados por el Grupo de Óptica, Fotónica y 

Biofotónica, por lo que estos cambios de diseño pueden ser rápidamente 

implementados: 

 Aumentar la altura del chip microfluídico. Dado que para la fabricación de 

estos chips se emplean capas de vinilos superpuestas se decide aumentar en 

un 67% el número de capas de la parte superior. 
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 Desarrollar un chip alternativo en el cual no se requiera de membrana. Así, 

durante el montaje del chip microfluídico no se coloca una membrana sobre 

la que deposita la biopsia, sino que el medio cubre la biopsia entera. Como 

las biopsias se encuentran sumergidas en el medio de cultivo se evitan 

posibles fugas, además, tendrán un mejor suministro de nutrientes a costa 

de disminuir el suministro de oxígeno.  

 Cambios del tamaño de biopsias, se solicita a los patólogos del Hospital 

Clínico San Carlos biopsias de un tamaño menor. 

Para este segundo ensayo se dispone de 4 biopsias tumorales y 3 tumorales, las 

cuales se reparten en 7 chips microfluídicos: 3 de ellos sin membrana y 4 con 

membrana. En la Tabla 17 se puede observar cómo se identifica a cada uno de ellos 

según la muestra que tienen en su interior (Figura 132). 

Chip Biopsia Tipo de Chip 

T1S Tumoral Sin membrana 

T2S Tumoral Sin membrana 

T3M Tumoral Con membrana 

T4M Tumoral Con membrana 

NT1S No tumoral Sin membrana 

NT2M No tumoral Con membrana 

NT3M No tumoral Con membrana 

Tabla 17. Leyenda de los distintos chips empleados. 
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Figura 132. Preparación del segundo ensayo con biopsias. 
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Durante el proceso de cebado, el chip NT1S sufre una obturación en el canal de 

salida, por lo que la cámara se hincha y acaba fugando el chip. Puesto que no se 

usa membrana se debe tener en cuenta que puede desprenderse alguna parte de la 

biopsia taponando el conducto de salida. 

En ninguno de los chips de este ensayo se observan los problemas anteriores 

durante su cierre por lo que las cambios implementados funcionan aparentemente. 

Durante los siguientes 4 días se observa que los chips T2S, T3M, NT2M y NT3M 

comienzan a fugar por la conexión entre el tubbing de salida y el PDMS. 

Tras 15 días de incubación de los chips con las biopsias T1S y T4M se detiene el 

suministro en continuo. Tras esto, las biopsias se fijan con formaldehído al 4%, y 

son enviadas al servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínico San Carlos 

para su estudio. 

Tras la inclusión en parafina de las biopsias se realizan secciones de las biopsias 

incluidas. Posteriormente, se realiza una tinción de hematoxilina-eosina. 

Lamentablemente, tras el análisis de las biopsias, estas se encuentran necrosadas, 

posiblemente por un aporte de medio de cultivo insuficiente debido a un flujo bajo. 

La dificultad de establecer un flujo correcto que aporte suficiente nutrientes al 

tejido, y las complicaciones con las presiones dentro de los chips con muestras de 

tanto volumen, obligan a diseñar un nuevo experimento basado en la generación 

de organoides a partir de biopsias similares a las empleadas en este apartado, y en 

la detección de biomarcadores de cáncer de colon mediante el empleo de 

nanopartículas de oro. 

4.3.2. Ensayos de Organoides 

Con el objetivo de replicar un modelo de cáncer de colon con el que poder estudiar 

biomarcadores de esta patología se realiza una búsqueda bibliográfica. Para evitar 

complicaciones en la presión dentro de los chips, como ocurrió en los ensayos con 

biopsias, se selecciona la generación de organoides como alternativa al cultivo de 

biopsias. Estos organoides se cultivan en una matriz 3D denominada Matrigel. 

Para la realización de este experimento se ha utilizado otro tipo de chip 

microfluídico. En el ensayo con biopsias se emplean chips basados en vinilo, pero 

para la realización de este ensayo se emplean chips basados en PDMS. 
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Como se puede observar en la Figura 133, una gota de Matrigel de 50 L se amolda 

perfectamente en un chip microfluídico. Los cuales, además, se encuentran 

completamente cubiertos de PDMS, para evitar posibles puntos de fuga, como 

ocurría en los anteriores chips microfluídicos debido a las múltiples capas de vinilo 

empleadas. 

 

Figura 133. Inclusión de una gota de 50 L de Matrigel en un chip microfluídico. 

Como primera aproximación a la incubación de organoides derivados de cáncer 

colorrectal, se realiza un experimento empleando 2 tipos de chips microfluídicos de 

PDMS: chips con tapa y chips sin tapa (Figura 134).  

Cada chip cuenta con una metodología propia para introducir la matriz. Por un 

lado, en el chip microfluídico con tapa, se introduce la matriz utilizando una pipeta, 

y cerrando con la tapa de PDMS el chip posteriormente para que se mantenga 

estanco. Por otro lado, en el chip sin tapa se inyecta a través del tapón de teflón 

como se describe en la sección 3.3.3.1.2. 
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Figura 134. Proceso de ensamblaje de los dos tipos de chips microfluídicos de PDMS. 

Como se puede observar en la Figura 135, en el caso del chip microfluídico sin tapa 

se forman burbujas, que dificultarían la correcta incubación de los organoides. Por 

ello se selecciona el chip microfluídico con tapa para la realización del ensayo con 

organoides. 
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Figura 135. En la parte superior se puede observar dos chips microfluídicos con tapa. En 
la parte inferior se puede observar dos chips microfluídicos sin tapa. 

Mediante esta primera aproximación se extrae otra conclusión: a la hora de cebar 

el chip microfluídico con el medio de cultivo, empleando un flujo de 50 L/min, se 

arrastra la matriz, impidiendo una buena visualización. Por ello, en el ensayo con 

organoides se decide emplear un flujo de 5 L/min. 
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Finalmente se realiza un ensayo con tejido procedente de un paciente con cáncer 

colorrectal, cuyo cultivo se mantiene durante de 10 días según lo desarrollado en 

la sección 3.3.3.3.  

A lo largo de esos 10 días se realiza un recuento cada dos días del número de 

organoides visualizados a través del microscopio: en la Figura 136 se aprecian las 

imágenes de algunos organoides cultivados en chip microfluídico, y en la Figura 

137 algunos cultivados en placa. 

 

Figura 136. Organoides cultivados en chips microfluídicos. A y B corresponden a 
organoides derivados de tejido tumoral, C y D derivados de tejido no tumoral. 
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Figura 137. Organoides cultivados en placa. A, B y C corresponden a organoides derivados 
de tejido no tumoral, D, E y F derivados de tejido tumoral. 

Cabe remarcar que la visualización en los chips microfluídicos de PDMS es más 

compleja, ya que la matriz no se expande al introducirla, lo cual sí se produce en 

los pocillos de la placa de cultivos, ya que son más hidrofílicos. Además, dado que 

el PDMS es translúcido, hace más difícil la visualización. Por todo esto se trabaja 

en un chip con la parte inferior de vidrio para la visualización mediante un 

microscopio invertido. 
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Como se puede observar en la Tabla 18, el número de organoides visualizados en 

placa derivados de tejido no tumoral es menor que en el caso de los derivados de 

tejido tumoral.  

Pocillo Día 2 Día 4 Día 6 Día 8 Día 10 

NT 

B2 1 1 1 3 7 

C2 1 2 2 3 7 

C3 1 2 2 4 8 

Media 1 1.67 1.67 3.66 7.33 

T 

B4 1 1 1 2 3 

B5 1 1 2 4 15 

C5 1 2 3 7 18 

Media 1 1.33 2 4.66 12 

Tabla 18. Recuento del número de organoides visualizados cada 2 días. 

Como se observa en la Tabla 18, el pocillo B4 no presenta apenas crecimiento de 

organoides, sin embargo, el resto pocillos tumorales (B5 y C5) muestran un gran 

crecimiento, lo cual se confirma mediante la visualización de la proteína Ki-67 en 

el microscopio de fluorescencia. 

Es importante señalar que en el caso de algunos organoides derivados de tejido 

tumoral se observa una conformación menos esférica, lo cual puede deberse a 

invaginaciones, características del tejido intestinal (Figura 138). 
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Figura 138. Organoides tumorales con una estructura aparentemente más compleja. 

En definitiva, se generan estructuras tridimensionales organizadas, destacando un 

mayor crecimiento en el caso de los organoides derivados de tejido cancerígeno 

respecto al tejido no cancerígeno. En el siguiente apartado se confirma si dichas 

estructuras proceden de tejido colorrectal. 

 



Resultados 

177 

 

4.3.2.1. Caracterización de los organoides derivados de cáncer colorrectal 

Tras realizar el cultivo de organoides derivados de tejido intestinal, existe la 

necesidad de confirmar que, en efecto, los organoides que se han visualizado son 

de este tipo de tejido. Como se explicó en la sección 3.3.3.3.1., la proteína CK20 es 

característica de tejido intestinal, por lo que mediante un ensayo de 

inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-CK20, se puede confirmar si se trata 

de este tipo de tejido (marcaje verde). 

Asimismo, se emplea otro anticuerpo, el anti-Ki67 (marcaje rojo) que revela la 

proteína Ki-67, presente en los organoides, permitiendo visualizar aquellos núcleos 

en los que se producen señales de proliferación. Por último, todos los núcleos se 

observan marcados en azul gracias a la tinción con Hoechst. 

En la Figura 139 se muestran las imágenes de los organoides cultivados en chip 

microfluídico recogidas con el microscopio de fluorescencia. Resulta 

extremadamente difícil enfocar en el microscopio: por lo que, aunque se aprecian 

núcleos próximos en azul, el marcaje verde no se distingue del fondo de la muestra. 

 

Figura 139. Imagen de fluorescencia de organoides cultivados en chips microfluídicos. A y 
C corresponden a organoides derivados de tejido no tumoral, B y D derivados de 
tejido tumoral. 
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En la Figura 140 se pueden observar las imágenes de los organoides cultivados en 

placa obtenidas por el microscopio de fluorescencia. Es importante señalar que, al 

contrario de lo observado en los organoides derivados de tejido no tumoral, en los 

organoides tumorales sí se observa expresión de la proteína Ki-67. 

 

Figura 140. Imagen de fluorescencia de organoides cultivados en placa. A, B y C 
corresponden a organoides no tumorales, D, E y F a organoides tumorales. 
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Por último, estas mismas muestras se visualizan en un microscopio confocal, el 

cual permite mayor precisión de la imagen. El caso de un organoide no tumoral se 

pueden observar en la Figura 141, y el caso de uno tumoral en la Figura 142.  

 

Figura 141. Imágenes de un organoide no tumoral tomadas con un microscopio confocal. 
La distancia entre secciones es de 1.06 m. La escala gris es de 10 m. 
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Estas imágenes obtenidas con el microscopio confocal corroboran lo observado 

anteriormente, se observa una mayor expresión de la proteína Ki-67 en los 

organoides derivados de tejido tumoral. 

 

Figura 142. Imágenes de un organoide tumoral tomadas con un microscopio confocal. La 
distancia entre secciones es de 1.06 m. La escala gris es de 10 m. 
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Para recapitular esta sección, se consigue cultivar organoides derivados de tejido 

intestinal, que aumentan en número al cabo de 10 días, destacando que en el caso 

de los organoides tumorales se observa una mayor expresión de la proteína de 

proliferación Ki-67, lo cual concuerda con una mayor presencia estructuras 

tridimensionales visualizadas.  

4.3.2.2. Detección de Biomarcadores en organoides derivados de cáncer 

colorrectal mediante AuNPs 

Una vez establecido este modelo de cáncer de colon, se procede a poner a punto la 

detección de biomarcadores relacionados con el cáncer de colon. Entre los 

biomarcadores más empleados en esta patología destaca el CEA (Alkan et al., 2021; 

Binefa et al., 2014; Duffy et al., 2007), sin embargo, se propone emplear la proteína 

IGFBP2. La principal ventaja de utilizar este último biomarcador es que se trata 

de una proteína secretable, facilitando su detección en el medio de cultivo, mientras 

que el CEA se encuentra unido a la membrana celular. 

Por tanto, se selecciona la proteína IGFBP2 para llevar a cabo una primera 

aproximación en la detección de biomarcadores en organoides derivados de cáncer 

colorrectal mediante AuNPs. Cabe señalar que se han observado mayores niveles 

de este marcador en sangre en pacientes de cáncer colorrectal que en controles 

sanos (Das et al., 2017; Vocka et al., 2019).  

4.3.2.2.1 Evaluación de la inmovilización de la proteína IGFBP2 

El primer paso para establecer la detección del biomarcador seleccionado en 

organoides es la realización de una curva de inmovilización de la proteína IGFBP2, 

para asegurar un tapizado completo de la superficie en los ensayos posteriores. 

Para ello se incuban concentraciones crecientes de esta proteína sobre los kits de 

diagnóstico de 64 celdas pipeteando 1.5 L por celda, en un total de 8 celdas por 

condición. La incubación se realiza durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda. 

Como se observa en la Figura 143, la saturación de la curva se alcanza a 100 g/mL. 



Luis González Valle 

182 

 

 

Figura 143. Incubación de la proteína IGFBP2. Se realiza un ajuste sigmoidal ("Hill1 fit") 
utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 de 0. 99307. 

A continuación, se lleva a cabo una comprobación de la afinidad del anticuerpo por 

la superficie cubierta de IGFBP2. Para ello, se tapiza un kit de 64 celdas por 

completo con IGFBP2 a 65 g/mL durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda. 

Seguidamente se reconoce con el anticuerpo anti-IGFBP2 a emplear en el ensayo 

con nanopartículas de oro. Durante este ensayo se incuban concentraciones 

crecientes de este anticuerpo en 8 celdas por condición y se incuban durante 2 horas 

a 37 ºC en una cámara húmeda. En la Figura 144 se observa la saturación de la 

curva a 75 g/mL. 

 

Figura 144. Reconocimiento de la proteína IGFBP2. Se realiza un ajuste sigmoidal 
("Logistic5 fit") utilizando el software Origin, obteniéndose un R2 de 0. 99883. 
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4.3.2.2.2 Estudio de especificidad de AuNPs con anti-IGFBP2 por IGFBP2 

Para el ensayo de detección de IGFBP2 en organoides se sintetizan AuNPs de 22 

nm de diámetro según espectroscopía. Seguidamente, 125 mL de AuNPs a 6.29×108 

NPs/L se incuban con 14 mg de PEG-COOH, se centrifugan y nuevamente se 

caracterizan. 

Debido a los problemas de aglomeración observados previamente (Figura 121), a 

la hora de centrifugar las AuNPs se realizan unos cambios en el protocolo de 

biofuncionalización, ya que la cantidad de anticuerpo comercial anti-IGFBP2 es 

muy escasa. Por tanto, para disminuir el tamaño de las AuNPs con anticuerpo no 

se tapiza la superficie con PG en exceso, sino que se añade el equivalente para 

tapizar un 25% de la superficie de las AuNPs. 

Se añade 32 L de EDC (10 mg/mL), 64 L de Sulfo-NHS y 160 MES (0.1M) a 50 

L de AuNPs-COOH a 4.09×1010 NPs/L. Tras centrifugar y resuspender en agua, 

se añaden 38 μL de proteína G (1 mg/mL), teniendo en cuenta que para tapizar por 

completo la superficie de las nanopartículas se necesitan 150 L.  

Tras 4 horas de incubación con PG se añade Tris 0.5 M hasta que en la solución 

final estuviese a 0.1 M, esta incubación dura 20 horas asegurando que los grupos 

carboxilos se encuentren bloqueados, por lo que se une menos cantidad de 

anticuerpo a las nanopartículas y no se aglomeran. Tras caracterizar estas 

nanopartículas se encuentran a una concentración de 4×1010 NPs/L, con ligeros 

cambios en el dH como se muestra en la Tabla 19. 

 dH (nm) Grado de polidispersión 

AuNP 27.71 ± 0.08 0.137 ± 0.011 

AuNP + PEG 47.89 ± 0.62 0.160 ± 0.002 

AuNP + PEG + PG 49.58 ± 0.27 0.158 ± 0.010 

AuNP + PEG + PG + anti-IGFBP2 52.06 ± 0.64 0.199 ± 0.008 

Tabla 19. Tamaño de las poblaciones de AuNPs en el protocolo de biofuncionalización 
mediante DLS. 

Parte de estas AuNPs recubiertas con PG (a una concentración de 5×109 NPs/L) 

son depositadas sobre el kit de diagnóstico en el que cual se realizó el 

reconocimiento con anti IGFBP2. Mediante el análisis de este kit se puede 

determinar si la proteína G de las AuNPs es capaz de unir el anticuerpo. La 
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incubación de AuNPs se realiza durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda. 

Como se observa en la Figura 145, a medida que aumenta la concentración de 

anticuerpo en la superficie del sensor, aumenta la amplificación de la señal por 

parte de las AuNPs. 

 

Figura 145. Comprobación de la afinidad de la PG por el anti-IGFBP2. 

Dado que se parte de 100 L de anticuerpo anti-IGFBP2 a 0.2 mg/mL, y las AuNPs 

se encuentran a 4×1010 NPS/mL con un diámetro de 50 nm, para tapizar 25 L de 

estas nanopartículas son necesarios 85 L de anticuerpo a 0.2 mg/mL, 

considerando que un anticuerpo tiene un tamaño de 150 kDa y aproximadamente 

14.5 nm × 8.5 nm × 4.0 nm (Tan et al., 2008).  

Por tanto, se incuban 25L de estas nanopartículas con 100L de anticuerpo a 0.2 

mg/mL (un 20% en exceso). Tras lavar se obtienen 100 L de AuNPs a 1×1010 

NPS/L, por lo que mediante este protocolo se evita la aglomeración durante la 

centrifugación recuperando todas las AuNPs, según las medidas de concentración 

en el espectrofotómetro. 

Se inmoviliza la proteína IGFBP2 en un kit con 64 biosensores interferométricos 

con polímero SU-8 en superficie durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda, 

también se inmoviliza BSA como control negativo. A continuación, se incuban 

diferentes concentraciones de AuNPs sobre este kit durante 90 min, asimismo, se 

incuba la mayor concentración de nanopartículas utilizada sobre la proteína BSA. 

Seguidamente, se obtienen las medidas interferométricas, restando el valor del 
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control negativo del resto de medidas. En la Figura 146 se observa que no se 

alcanza la saturación de la curva en estas concentraciones y tiempo de incubación. 

 

Figura 146. Ensayo de reconocimiento directo de AuNPs con anti-IGFBP2 sobre IGFBP2. 
Se realiza un ajuste sigmoidal ("Logistic5 fit") utilizando el software Origin, 
obteniéndose un R2 de 0. 99514 en el ajuste de la curva (en rojo).  

4.3.2.2.3 Ensayo competitivo para la detección de IGFBP2 en medio de cultivo 

Puesto que la casa comercial suministra poca cantidad de anticuerpo, no se dispone 

de muchas nanopartículas tapizadas con dicho anticuerpo. Por ello se selecciona la 

concentración de 5×109 NPs/L para realizar un ensayo competitivo con el cual 

detectar cantidades muy bajas de IGFBP2 en estos organoides derivados de cáncer 

de colon, esperando obtener señales alrededor de -500 % de IROP con esta 

concentración. 

Para este ensayo competitivo se seleccionan 6 concentraciones diferentes de 

IGFBP2 para realizar una curva de calibrado a partir de la cual extrapolar la 

concentración de este posible biomarcador en los medios de cultivo. Las 

concentraciones elegidas son 0.1 ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1000 

ng/mL y 10000 ng/mL. 

Se emplea el mismo medio de cultivo que el utilizado en el desarrollo de organoides 

(medio Intesticult). En concreto se utiliza 0.75 mL de este medio cebado con las 

concentraciones anteriormente mencionas de IGFBP2. A los que posteriormente se 

les añade 8 L de AuNPs tapizadas con el anticuerpo anti-IGFBP2. Asimismo, se 

añaden 8 L de AuNPs tapizadas con el anticuerpo anti-IGFBP2 a 3 alícuotas de 

medio de cultivo obtenidas del cultivo de organoides tumorales y a otras 3 alícuotas 

procedentes del cultivo de organoides no tumorales.  
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Tanto la incubación de las AuNPs con los medios de cultivo cebados, como con los 

medios de cultivo de organoides, se realiza a 4 ºC en movimiento constante durante 

72 horas, con el objetivo de prevenir el posible efecto Vroman a la hora de capturar 

la molécula objetivo. Este efecto provoca que las primeras partículas en unirse a 

las nanopartículas son aquellas de menor tamaño, debido a su mayor movilidad, 

pero con el tiempo las moléculas con más afinidad desplazan estas moléculas 

inespecíficas.  

Tras estas 72 horas, las AuNPs son centrifugadas y resuspendidas en 8 L, para 

posteriormente disponerlas sobre un kit de 64 celdas tapizado con la proteína 

IGFBP2. Se incuban 1.5 L de AuNPs por celda, utilizando 5 celdas por condición, 

durante 2 horas a 37 ºC en una cámara húmeda (Figura 147). 

 

Figura 147. Ensayo competitivo para la detección de IGFBP2 en medio de cultivo. 

La curva de calibrado no muestra diferencias en las concentraciones de 10 ng/mL, 

100 ng/mL, 1000 ng/mL y 10000 ng/mL, obteniendo únicamente diferencias entre 

los valores de 0.1 ng/mL, 1 ng/mL y 10 ng/mL (Figura 148). 
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Figura 148. Curva de calibrado del ensayo competitivo con AuNPs tapizadas con anti-
IGFBP2 capturando IGFBP2. Se realiza un ajuste lineal utilizando el software 
Origin, obteniéndose un R2 de 0.99999 en el ajuste de la curva (en rojo). 

Aunque se trata de una primera aproximación, y son necesarios futuros ensayos, 

se halla la ecuación de la recta de calibrado: 

𝑦 = 36.038 ln(𝑥) − 302.06 

En el caso de las AuNPs incubadas con los medios de cultivos de organoides 

tumorales se obtienen valores que se ajustan dentro de la gráfica para las alícuotas 

de los días 2 y 10, no así en el día 6. Mientras que en el caso del cultivo de 

organoides no tumorales los valores tampoco se encuentran dentro del rango de la 

recta de calibrado (Figura 149). 

 

Figura 149. Señal de las AuNPs incubadas con el medio de cultivo de organoides tumorales 
(rosa) y no tumorales (azul). 
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Una vez recogidas las señales de las AuNPs incubadas en el medio de cultivo de 

los organoides, se interpolan en la ecuación de la recta de calibrado obtenida 

previamente. En el caso actual únicamente las señales de la primera y de la última 

alícuota de un organoide tumoral se encuentran dentro de dicha recta, por lo que 

solo esos datos pueden ser interpolados (Tabla 20). 

 Tumoral No Tumoral 

 
Primera 

toma 

Toma 

intermedia 

Toma 

final 

Primera 

toma 

Toma 

intermedia 

Toma 

final 

IROP (%) -345.74 -401.12 -326.73 -406.42 -456.71 -408.40 

ng/mL 0.30 
 

Fuera de 
rango 

0.50 
 

Fuera de 

rango 

Fuera de 

rango 

Fuera 

de rango 

Tabla 20. Interpolación de los datos obtenidos en la ecuación de la recta de calibrado para 
calcular la concentración del biomarcador en el medio de cultivo. 

Puesto que se trata de un ensayo preliminar para el cultivo de organoides 

derivados de tejido tumoral con el que poder detectar biomarcadores, no se puede 

asegurar que los resultados obtenidos sean correctos debido a la incertidumbre de 

los datos. Sin embargo, sí pueden ser utilizados para establecer la metodología a 

desarrollar en los siguientes experimentos dentro del proyecto con el fin de hallar 

la concentración de los biomarcadores de esta patología en el medio de cultivo. 
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5. Conclusiones 
Es innegable la gran importancia que tiene la investigación en el tratamiento de 

enfermedades, en el caso de esta tesis se investiga el desarrollo de biosensores y la 

detección de biomarcadores relacionados con tres enfermedades con amplio 

impacto social. El objetivo principal de esta tesis es la adaptación de kits de 

diagnóstico a diferentes enfermedades, siendo capaces de detectar diversos 

biomarcadores. A continuación, se exponen las principales conclusiones a las que 

se han llegado durante el trascurso de esta tesis: 

 Durante el estudio de la COVID-19 se consigue adaptar los kits de 

diagnóstico para detectar diferentes biomarcadores en suero de pacientes 

que cursan la enfermedad: ferritina, proteína C reactiva, IgGs, IgMs e IgAs. 

En concreto, durante el estudio de sueros de pacientes con la enfermedad de 

COVID-19 se analizan dichos biomarcadores en las muestras de 72 

pacientes con diferentes grados de la enfermedad. Se observa un mayor nivel 

de IgTs en sueros de pacientes graves comparado con lo observado en los 

sueros de los pacientes moderados y leves. A su vez, existen diferentes 

también en los nivel de IgGs, IgMs y FER, lo cual no ocurre en el caso de 

CRP. Con esta información se realiza un modelo de regresión múltiple que 

relaciona la influencia de estos biomarcadores con la gravedad de los 

pacientes con la COVID-19 con un R2 de 73,01%. Asimismo, estos kits de 

diagnóstico permiten realizar un estudio piloto voluntario en la UPM para 

la detección de IgAs en saliva. A lo largo de este estudio se analizan las 

muestras de salivas cedidas por los casi 200 voluntarios cada 10-12 días 

gracias a los kits de diagnóstico desarrollados. Cada kit de diagnóstico 

permite medir la cantidad de IgAs en 7 muestras de saliva distintas en 24 

horas, realizando más de 120 kits durante los dos meses y medio del estudio. 

Ambos estudios, llevados a cabo en muestra real para el análisis de la 

COVID-19, demuestran la capacidad de multiplexado que presentan los kits 

de diagnóstico, puesto que son capaces de detectar diferentes biomarcadores 

y analizar distintos pacientes en cada kit. 
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 En el caso del estudio de biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer se 

desarrollan kits en los que detectar diferentes marcadores biológicos: 

Lactoferrina y diferentes fragmentos de la proteína Tau. Cabe señalar que 

se han analizado diferentes anticuerpos y antígenos desarrollados por 

Lincbiotech y la afinidad entre ellos. Para la optimización de estos kits de 

detección se emplean dos tipos de nanopartículas: de oro y magnéticas de 

óxido de hierro. Mediante la biofuncionalización de estas NPs se recubre su 

superficie con anticuerpos específicos frente a Lactoferrina y Tau. Los 

diferentes pasos seguidos en estos procesos de biofuncionalización son 

validados mediante el caracterizado de las nanopartículas por DLS, SEM o 

espectroscopía UV-Visible. Finalmente, se seleccionan las nanopartículas de 

oro, ya que se puede controlar el tamaño mediante la síntesis en el 

laboratorio y se puede conocer la concentración mediante espectroscopía, 

pudiendo detectar con estas NPs la proteína Lactoferrina con un límite de 

detección mayor que mediante un ensayo ELISA. Por primera vez, se valida 

la señal interferométrica mediante el sistema de medida IODM, 

correlacionándola con el área recubierta del sensor mediante SEM. Por un 

lado, el rango dinámico de detección mediante la técnica ELISA es de 1.5-

375 ng, por otro lado, utilizando nanopartículas en el método IODM se 

obtiene un rango dinámico de detección de 0.15-375 ng. El LoD obtenido en 

esta tesis mediante IODM es de 0.0237 ng, y de 0.1078 ng mediante técnica 

ELISA. 

 Para realizar un modelo de cáncer de colon con el cual evaluar 

biomarcadores de la enfermedad, se emplean chips microfluídicos basados 

en la tecnología Organ-on-a-chip. En un principio, mediante estos chips no 

se logra la incubación directa de biopsias de tejido catalogadas por patólogos 

especializados como cáncer de colon. Sin embargo, con un nuevo diseño de 

chips microfluídicos, finalmente se consigue el cultivo de organoides 

derivados de este tipo de biopsias. Se desarrolla un método de 

caracterización que confirma que los organoides generados son, 

efectivamente, derivados de colon; de hecho, se observa una alta presencia 

de células en proliferación características de los estados neoplásicos respecto 

a tejido no tumoral. Para la detección de un biomarcador específico de cáncer 

colorrectal, se proponen las nanopartículas de oro junto con los kits de 

diagnóstico empleados como técnica de seguimiento de la enfermedad, a 

través del análisis de biomarcadores del modelo de cáncer de colon 
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desarrollado. Se lleva a cabo un ensayo preliminar utilizando la proteína 

IGFBP2 como marcador biológico para comprobar la posibilidad de realizar 

este ensayo, cuantificando esta proteína en el medio de cultivo proveniente 

del cultivo de organoides. 
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6. Futuras líneas de investigación 
Esta tesis supone un avance en varios aspectos dentro del campo de detección de 

biomarcadores, concretamente en los biosensores ópticos interferómetros, a través 

del empleo de nanopartículas capaces de amplificar la señal obtenida en los 

diversos ensayos. Esto abre la puerta a la búsqueda de otras enfermedades en las 

que aplicarla tecnología de los kits de diagnósticos multiplexados. 

Se ha conseguido la estandarización de un protocolo para biofuncionalizar 

nanopartículas de oro, permitiendo que se mantengan estables y que el 

rendimiento no se vea afectado durante este proceso. En un principio se emplean 

nanopartículas magnéticas de óxido de hierro, y en un futuro se plasmará lo 

aprendido en la optimización del protocolo de biofuncionalización de 

nanopartículas de oro permitiendo emplear estas nanopartículas magnéticas 

también, ya que presentan propiedades magnéticas de gran interés en el ámbito 

de los biosensores. 

La línea de investigación más clara en la que se pretende trabajar es la fabricación 

de un modelo de cáncer de colon mediante el cual analizar biomarcadores. Aunque 

se han visualizado organoides tanto en chip microfluídicos como en placa, la 

visualización de los chips es deficiente. Para solucionar esta problemática se 

propone modificar los chips microfluídicos de PDMS, como se puede observar en la 

Figura 150. Se realizarán ensayos en los que el bloque de PDMS que incluye el 

canal fluídico se encuentra unido a un vidrio totalmente transparente, facilitando 

la observación mediante un microscopio invertido. 

 

 

Figura 150. Último diseño de chip microfluídico, en el cual se puede observar una parte 
inferior de vidrio y una parte superior de PDMS. 
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A pesar de haber observado el desarrollo de organoides, este protocolo necesita ser 

optimizado para aumentar la cantidad de estos organoides. Además, existen 

numerosos ensayos a los que se puede aplicar esta tecnología, como el estudio 

morfológico de los organoides en sus diferentes estadios, o el análisis farmacológico 

ante el uso de anticancerígenos. 

La importancia de optimizar los protocolos de cultivo de organoides radica no solo 

en detectar biomarcadores de cáncer de colon o estudiar la evolución de estos 

organoides, sino también en desarrollar una tecnología Organ-on-a-chip que 

permita adaptar los chips a otras enfermedades. Es decir, una vez estandarizado 

el protocolo de cultivo de organoides derivados de tejido colorrectal en chips 

microfluídicos, se podrá desarrollar organoides derivados de otros tejidos en estos 

chips, permitiendo el estudio de múltiples enfermedades. 
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