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INTRODUCCIÓN
Hacer mínimas las interferencias de todo tipo, entre el ele-

mento sensor y la muestra, es el objetivo común para todos
aquellos que trabajan en el desarrollo de nuevos sensores.

Cuando se trabaja a nivel celular, las dimensiones son tan
pequeñas que la introducción de un marcador molecular, o de
contraste, puede provocar daños biológicos, toxicidad, altera-
ción del funcionamiento de la célula, errores en la medición efec-
tuada, y puede incluso causar hasta la muerte de la célula.

Con la utilización de una matriz inerte en la cual se puedan
encapsular esos sistemas (marcadores moleculares y de con-
traste, captadores de iones, etc.) se logra reducir de forma con-
siderable todo tipo de interacción entre la célula y el sensor.

Kopelman y cols. introdujeron en 1998 el término PEBBLE,1

(Probes Encasulapted by Biologically Localized Embedding, una
posible traducción podría ser: sensores encapsulados por
incrustramientos biológicamente localizados), aplicable a toda
una familia de nanosenores y técnicas de nanofabricación, com-
puestos los primeros por matrices poliméricas inertes de dife-
rente tipo utilizadas para miniaturizar diferentes tecnologías e
insertar elementos sensores para la realización de mediciones
ópticas.2 Se utiliza generalmente la fluorescencia como elemen-
to transductor para su trabajo, teniendo en cuenta, la “facilidad”
que proporciona esta para su medición.

NANOSENSORES PEBBLES

Los nanosensores PEBBLEs fueron desarrollados para su uso
en aplicaciones intracelulares teniendo en cuenta las posibilida-
des de protección que proveen los sensores de fibra óptica, com-
binada con la gran capacidad de protección que brindan a la
célula con respecto a las perturbaciones mecánicas y físicas
durante su operación.

Combinan las ventajas de diferentes tipos de sensores, eli-
minando las interferencias químicas y físicas entre el sensor y la
muestra. Su pequeño tamaño permite la realización de su traba-
jo de un modo prácticamente no invasivo en la célula, teniendo
en cuenta que la naturaleza porosa de la matriz, permite la
interacción del analito con el indicador, de manera que su detec-
ción se realiza mediante una variación en la fluorescencia emitida.

Esta es la principal ventaja de los sensores PEBBLEs sobre
los marcadores fluorescentes cuando se realizan mediciones
intracelulares, ya que esta matriz provee una cubierta protectora
para los marcadores de contraste, protegiendo la respuesta en la
medición de interferencias tales como enlaces con proteínas,
secuestro de organelos de la muestra biológica o ambos.3

Los nanosensores PEBBLEs aventajan de forma apreciable a
los de fibra óptica en cuanto al volumen de inserción en la célu-

la. Estos son muy útiles en el estudio y seguimiento de analitos
simples, aunque tienen un volumen de inserción muchísimo
mayor, de forma tal que la utilización de varios de estos sensores,
pueden introducir serios errores en la medición e incluso provo-
car la muerte de la célula. Sin embargo, en un volumen seme-
jante, pueden introducirse cientos, e incluso miles de sensores
PEBBLEs en el interior de una célula sin ocasionar problemas
semejantes.

La matriz polimérica reduce a la mínima expresión las per-
turbaciones físicas que se pudieran introducir al desarrollar una
medición por parte del contenido intracelular y al mismo tiem-
po, el contenido celular es protegido de la posible toxicidad que
pudieran provocarle los marcadores de contraste u otros marca-
dores.2 Esta dualidad en la protección es una característica fun-
damental de los nanosensores PEBBLEs.

Durante su utilización pueden identificarse fácilmente dos
zonas en el sensor. En una de ellas, la matriz concentrará todos
los elementos sensores, mientras que los analitos se encuentran
en el entorno celular. La constitución porosa de la matriz permi-
tirá la difusión de iones y otros analitos neutros y su interacción
con los marcadores de contraste o captadores de iones, pero al
mismo tiempo, evitará la difusión de estos marcadores hacia el
interior de la célula, garantizando de esta forma, la protección
del contenido celular e incluso permitiendo que se utilicen dife-
rentes marcadores de contraste que, utilizados de otra forma,
pudieran provocar toxicidad y muerte de la célula.

Existen diferentes matrices, conocidas de acuerdo con el
material del que son fabricadas:poliacrilamida, PDMA [poli(decil-
metacrilato)] y sol gel de dióxido de silicio.

Los nanosensores con matriz de poliacrilamida más conoci-
dos son los desarrollados para medir: pH,4 calcio,4 oxígeno,5 zinc7

y magnesio.8 Esta fue la primera matriz utilizada para producir
los nanosensores PEBBLEs9 y con ella se fabrica uno sensible a
la glucosa,6 que está considerado como una de los buenos expo-
nentes en este campo de los nanosensores. Se inmoviliza en la
matriz, una enzima (glucosa-oxidasa), un fluorósforo de referen-
cia y un marcador fluorescente estándar.

También con matriz de poliacrilamida existe un nanosensor
capaz de realizar la medición de la concentración de radica-
les libres,10 conocidos como una de las especies más dañinas
para los sistemas biológicos,11 los cuales no son detectados
por otros métodos dado su corto tiempo de vida (cercano a 1 ns)
en ellos.11,12

Con matriz de poli(decilmetacrilato) PDMA son también cons-
truidos los PEBBLEs sensibles a los iones potasio,13 sodio2 y cloruro.2

Utilizando la matriz de sol gel de dióxido de silicio, se cons-
truyen sensores sensibles al oxígeno y NO.2
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En el caso de los PEBBLEs con matriz de sol gel de dióxido
de silicio, se recubren con poliglicol-polietileno (PEG), que no es
tóxico y su unión con las nanopartículas de dióxido de silicio
incorpora una superficie biocompatible de protección,14 con lo
que se logra un mayor tiempo de vida útil (al ser menos “agredi-
do” el sensor por el entorno), condición de gran importancia en
la realización de mediciones in vivo.

Para introducir estos nanosensores en las células a estudiar,
existen diferentes métodos ampliamente descritos.15-17

 MOONS Y MAG MOONS

Los Nanosensores Ópticos Modulados, MOONs ( MOdulated
Optical Nanosensors) constituyen nuevas generaciones de
nanosensores PEBBLEs que se desarrollan para resolver las difi-
cultades que se pueden presentar en las mediciones por la fluo-
rescencia de fondo en los instrumentos ópticos de medición, así
como la autofluorescencia en las muestras biológicas. Dentro de
estos sensores modulados, se encuentran los MagMOONs y
MOONs modulados por movimiento térmico aleatorio (Brownian
Moons).

Los MagMOONs [Sensores Ópticos Modulados Magnéti-
cos (Magnetic MOONs)],18,19 son nanoesferas de sol gel de dióxido
de silicio en las cuales se introduce un material ferromagnético
de forma que pueden ser moduladas por un campo magnéti-
co externo.

Estos nanosensores incrementan considerablemente la sensi-
bilidad y la relación señal/ruido (en más de dos órdenes) durante
la realización de las mediciones, lo que permite incrementar
la confiabilidad, disminuir los niveles de detección y mejorar la
calidad de las mediciones a realizar, así como eliminar los pro-
blemas ya referidos relacionados con la fluorescencia de fondo.

 PRINCIPALES VENTAJAS DE LOS PEBBLES

Los sensores PEBBLEs, trabajan con la relación existente
entre los valores de los marcadores indicadores y de referencia.
Esto posibilita la solución al problema que provocan factores
tales como las fluctuaciones de la señal y la dispersión de la luz
por parte de la muestra, que se producen en los sensores basa-
dos en marcadores fluorescentes, los cuales trabajan en función
de un pico único de intensidad.

La separación que produce la matriz inerte entre el entorno
intracelular y los elementos sensores permite la protección de
ambos de las interferencias que pudiera provocar uno en el otro.
La matriz protege a la célula de cualquier citotoxicidad provoca-
da por el marcador fluorescente, u otro elemento sensor y, al
mismo tiempo, protege al elemento sensor de cualquier posible
evento que pueda ocurrir en el entorno celular (secuestro de
organelos, uniones de proteínas, etc.), que afectarían la respuesta
correcta durante la medición.

Por otra parte, el pequeño tamaño del nanosensor (entre 20
y 200 nm),20 permite su introducción en las células sin producir
la mortalidad de estas e incluso, puede introducirse un gran
número de sensores PEBBLEs, en el mismo volumen que ocu-
paría un solo sensor de otro tipo. Dourado y Kopelman21 han
puntualizado las ventajas que ofrecen los sensores con dimen-
siones nanométricas y hecho incapié en que según disminuyen
estas, mejoran considerablemente sus características.

El tiempo de respuesta con cualesquiera de las matrices uti-
lizadas es muy pequeño, lo que es una necesidad de primer
orden cuando se trabaja en tiempo real de una célula.

Se pueden realizar simultáneamente varias mediciones, com-
binando marcadores fluorescentes de contraste y de referencias,
catalizadores, enzimas y captadores de iones.

Los tiempos de vida reportados para estos nanosensores
dependen de la matriz que se utilice en su fabricación. Xu et al.,
reportan tiempos de vida de más de tres días para los PEBBLEs
con matriz de sol gel y de un día para los de poliacrilamida,5

mientras que Brasuel et al. reportan tiempos de vida de 30 min

para PEBBLEs de potasio con matriz de PDMA.13 Estos tiempos
de vida son muy buenos para la realización de mediciones in
vivo, en células cuyo tiempo de vida es muy corto una vez co-
menzado el estudio.

LIMITACIONES

La vida útil de los nanosensores PEBBLEs está limitada por
la lixiviación de los marcadores en la matriz de los sensores En
esto influye de forma considerable el tamaño de las moléculas
del marcador, así como su solubilidad en agua y en la matriz del
nanosensor, determinando el tiempo de vida útil de los PEBBLEs
en sus diferentes matrices.

 ALGUNAS APLICACIONES

Entre las principales aplicaciones de los nanosensores
PEBBLEs se encuentra la realización de mediciones intracelulares
en tiempo real, muy estrechamente relacionadas con el objetivo
inicial de estos sensores, así como la obtención de imágenes
intracelulares.15

Nanopartículas de sol gel de dióxido de silicio con un ele-
mento fluorescente han sido preparadas para la obtención de
imágenes biológicas.22

Taqmbién se les ha empleado como exploradores para la
realización de mediciones intracelulares y el desarrollo posterior
de terapias fotónicas,20 en la detección de cáncer y su terapia
posterior, así como en imagenología y en la entrega de medica-
mentos a nivel celular.

Kopelman et al.23 reportan la utilización de un microtaladro
mágnetico que combina las ventajas de un control magnético
externo con la realización de mediciones químicas in situ para
la determinación de pH, que ofrece además, la posibilidad de
utilizar los diferentes nanosensores PEBBLEs desarrollados para
la medición de diferentes iones y moléculas tales como NO,
O2, etc.

CONCLUSIONES

Los nanosensores PEBBLEs reúnen en buena medida las
características buscadas por los diferentes grupos científicos
que se dedican al desarrollo de nuevos sensores, tales como
velocidad de respuesta, pequeño tamaño, reproducibilidad en
su fabricación, protección del entorno en que se realiza la me-
dición, etc.

Es importante destacar que, a pesar de su pequeño tamaño,
mantienen todas las potencialidades en cuanto a funcionalidad
y biocompatibilidad se refiere, de los macrosensores, e incluso,
los superan en cuanto a velocidad de respuesta y al límite de
detección absoluta.

La incorporación de nuevas posibilidades técnicas en los
nanosensores PEBBLEs desarrollados inicialmente, han contri-
buido al surgimiento de nuevas generaciones de sensores tales
como los MOONS (nanosensores ópticos modulados), los que
no solo han incrementado considerablemente sus potencialida-
des, sino también, su utilización en nuevas aplicaciones.
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