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1. Introduccién

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha experimentado un
rapido crecimiento desarrollando una gran diversidad de
nanomateriales con aplicaciones en diversos campos, tales
como medicina, agricultura, alimentacion, medio ambiente e
industria, entre otros [1,2]. Entre estos nanomateriales, las
nanoparticulas  metdlicas (NPs) exhiben excelentes
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas que las hacen
particularmente interesantes [3] destacando las
nanoparticulas de oro (AuNPs) por presentar una gran
superficie reactiva y propiedades opticas Unicas [4]. Las AUNPs
tienen un alto potencial en diversas aplicaciones relacionadas
con la biologia y medicina, que incluye la administracion de
farmacos, el diagndstico por técnicas de imagen, la terapia
génica y fototérmica o terapias de tratamiento oncoldgico
[5,6]. Debido a estas numerosas aplicaciones, la exposicién a
AuNPs probablemente aumentara de manera sustancial en los
proximos afios. Sin embargo, existe una creciente
preocupacion tanto por los efectos que puedan producir como
por la necesidad de realizar controles reglamentarios.
Diferentes estudios han abordado la toxicidad de AuNPs en
ensayos in vivo e in vitro, siendo este ultimo el mas utilizado
[8,9]. En estos estudios, las NPs no se comportan como objetos
inertes, sino que pueden experimentar diferentes
transformaciones fisicas y quimicas e interaccionar con
macromoléculas bioldgicas [7]. Entre las transformaciones de
la NPs metdlicas se encuentra la posibilidad de sufrir procesos
de disolucion que generen la liberacién de la forma idnica. Para
obtener una interpretaciéon correcta de los resultados de los
ensayos de toxicidad, es importante tener informacion sobre
estos cambios, con particular interés en diferenciar la forma
particulada de la disuelta en lo que podriamos considerar un
nuevo reto para el andlisis de especiacion [10,11].

Sin embargo, el estudio de las NPs tradicionalmente se ha
centrado en una caracterizacidn relacionada con parametros
fisicos como son tamafio, forma y estructura [12,13]. Entre las
técnicas mdas comunes se encuentran las de microscopia
electronica, tales como microscopia electronica de transmisidn
(TEM), microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia

de sonda donde destaca la de fuerza atomica (AFM). Con estas
técnicas no solo somos capaces de visualizar las NPs, sino que,
ademas, podemos observar otras propiedades como son su
estado de agregacion, dispersién, adsorcidon, tamafio,
estructura y forma [14]. También se emplean técnicas basadas
en la dispersion y difraccion de la luz, siendo las mas comunes
las de dispersion de luz dinamica (DLS), dispersion multiangulo
de luz (MALS), Raman o difraccion de Rayos X [15,16]. Estas
técnicas proporcionan la medida de pardmetros de especial
relevancia como son potencial zeta, diametro hidrodinamico o
la identificacién de la fase cristalina, entre otros. Sin embargo,
el analisis de NPs en muestras complejas tiene un sentido mas
amplio en términos de composicién quimica y cuantificacion.
Ademas, estas técnicas no permiten realizar estudios de
especiacion donde se puede llevar a cabo la determinacidn
simultanea de las NPs y sus iones correspondientes en
muestras complejas.

La alternativa mdas prometedora para realizar este tipo de
analisis es el acoplamiento on-line de técnicas de separacidn
hidrodinamicas con detectores suficientemente sensibles y
selectivos [12,13]. Las técnicas de separacién, como la
cromatografia exclusion por tamafio (SEC), cromatografia
liquida de fase inversa (RP-LC) o fraccionamiento en campo de
flujo (FFF), son cada vez mas utilizadas, especialmente para
amplios rangos de tamafio (polidispersidn) y para la medicién
del tamafio hidrodinamico [11,17,18]. En cuanto a los sistemas
deteccion pueden emplearse DLS, MALS, UV-vis o
espectroscopia atdmica. Pero en el caso concreto de las NPs
metalicas el uso de un detector de espectrometria de masas de
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) es una de las
alternativas mas ventajosas debido a que ofrece alta
sensibilidad y la posibilidad de una deteccion multielemental y
multisotdpica [19]. Estas técnicas hibridas estan empezando a
jugar un papel decisivo, pero se encuentran en un estado
incipiente de desarrollo.

Por tanto, el objetivo de este estudio ha sido la optimizacion de
sistemas hibridos basados en técnicas de separacion (RP-LCy
FFF con flujo asimétrico, AF4) acoplados a ICP-MS para el
analisis de especiacién de AuNPs y especies de oro disuelto
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(Au®*) y su aplicacién en células y medio de cultivo celular
utilizados en ensayos toxicoldgicos in vitro.

2. Resultados y discusion

Optimizacion de las condiciones de separacion

En primer lugar, se optimizaron los métodos analiticos
utilizando para ello disoluciones comerciales de Au3*y AuNPs
(10 y 30 nm) (Sigma-Aldrich) estabilizadas en tampon fosfato
(PBS). En el caso de la cromatografia liquida RP-LC se selecciond
una columna de fase inversa (columna C18 con un tamafio de
poro de 1.000 A). Las AuNPs se separan de acuerdo con su
volumen hidrodinamico siguiendo un mecanismo de
separacién similar al de exclusidn por tamafios y, por lo tanto,
cuanto mayor es el tamafio de la NP, menor es el tiempo de
retencion. Fue necesario optimizar las condiciones de
separacion, tales como la composicion y pH de la fase movil, el
volumen de inyeccién y caudal. Las condiciones finales de
separacién para RP-LC fueron: tampon fosfato (1 mM, pH 7,3)
con la adicién de SDS (10 mM) como fase movil y 0,5 mL min!
de caudal (Tabla 1). En la Figura 1A se muestra el
cromatograma correspondiente a la separacion de AuNPs de
10 y 30 nm (51,9 ng mL y 5,2 ng mL?, respectivamente) y el
ion Au3* (49 ng mL?). Los tiempos de elucién correspondientes
fueron 4,1; 4,7 y 6,0 min para AuNP de 30 nm, 10 nm y Au®,
respectivamente [11].

Por otro lado, también se llevé a cabo la separacion de las
AuNPs mediante AF4. En este caso la separacion tiene lugar en
un canal abierto por la accion de un campo externo aplicado,
que consiste en un flujo hidrodinamico perpendicular al canal
de fraccionamiento. Debido al equilibrio entre los coeficientes
de difusion de las NPs y el flujo perpendicular aplicado, las de
menor tamafio eluirdn primero. Los principales pardmetros
que hay que optimizar para lograr una adecuada separacion
por tamafios son el tipo de la membrana, composicion de la
fase movil y programa de fraccionamiento (flujo focalizacién,
flujo inyeccidén y flujo cruzado). Las condiciones dptimas de
separacién se muestran en la Tabla 1. En la Figura 1B se
muestra el fractograma correspondiente a la separacion de 10
nm (42 ng mL?) y 30 nm (108 ng mL?) de AuNPs donde los
tiempos de fraccionamiento fueron 12 y 18 minutos,
respectivamente, pero en este caso no se puede observar la
presencia del ion Au3* [20].

Tabla 1, Condiciones dptirmas
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Figura 1. A) Cromatograma de una mezcla de 10 nm (51,9 ng mL*), 30 nm (5.2 ng mL*) AuNPs-PBS y Au®
{49 ng mL) en fase movil {10 mM SDS, ImM tampon fosfato pH 7,3). B) Fractograma de una mezcla de 10
nm (42 ng mLY) y 30 nm {108 ng mL ) de AuNPs-PBS en fase mdvil (0,01% SDS, pH 6).

Estudio de las transformaciones de AuNPs en presencia de
medio de cultivo celular

Una vez que se habian optimizado las condiciones de
separacioén y deteccidn de los sistemas hibridos, el objetivo es
su aplicacién en estudios toxicoldgicos in vitro. En este tipo de
estudios, las células crecen en un medio de cultivo celular. El
propio medio de cultivo es un medio biolégico de gran
complejidad que puede provocar cambios por si mismo. Por
tanto, en primer lugar, se evalud cual es su efecto.

En este trabajo, el medio utilizado ha sido DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium). Este medio esta compuesto por una
gran variedad de sales inorganicas, aminoacidos, vitaminas,
etc. Ademads, para que las condiciones del crecimiento celular
fueran adecuadas, se suplementa con suero fetal bovino (FBS)
y antibidticos (penicilina y estreptomicina). Para estudiar su
efecto, las AuNPs fueron incubadas en DMEM (0 y 24 horas) y
analizadas por los dos métodos optimizados previamente.

En la Figura 2A se representa la comparacién de los
fractogramas de las AuNPs de 10y 30 nm, sin y en presencia de
DMEM, donde se pueden observar importantes cambios. En
primer lugar, aparece un pico adicional a 8 minutos que podria
ser ion Au3* pero era necesario conocer cudl es su tiempo de
fraccionamiento en este medio. Para ello se registro el
fractograma de una disolucion de patron de Au3* en presencia
de DMEM (Figura 2B). En él se observa que este ion aparece a
un tiempo de fraccionamiento que coincide con el pico
desconocido (8 min). De la misma manera las muestras fueron
analizadas mediante RP-LC-ICP-MS donde se observd la
aparicion de un pico en los cromatogramas que coincidia con
el tiempo de retencion del Au** (cromatogramas no
mostrados).
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Figura 2. A) Fractogramas de 10 nm {42 ng mLY) v 30 nm (108 ng mL) de AuNPs-PBS
en fase movil (linea negra) y en presencia de DMEM (linea roja). B) Fractograma de
una disolucion de Au® (50 ng mL1) en DMEM.

Sin embargo, la coincidencia del tiempo de retencién no es
evidencia suficiente para establecer su origen, es decir, si el ion
se encontraba en la solucion comercial de las NPs o si se
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produce a partir de éstas en el medio. Mediante la técnica de
ultrafiltracidn centrifuga se pudo confirmar que el ion Au3* no
estaba presente en las soluciones comerciales y, por lo tanto,
deberia estar produciéndose mediante un proceso de
oxidacién de AuNPs inducido por el medio de cultivo celular.
Ademas, en presencia de DMEM se observo un desplazamiento
a tiempos de fraccionamiento mayores (Figura 2A) que puede
ser debido al aumento del tamafio hidrodindmico de las AuNPs.
En cromatografia liquida también se observd un
desplazamiento en los tiempos de retencidn, pero en este caso
a tiempos de retencion menores (cromatogramas no
mostrados). En esta técnica este desplazamiento también se
relaciona con un aumento de tamafio. Las causas principales
para este proceso pueden ser la formacion de proteinas corona
y/o aglomerados / agregados.

Estas transformaciones fueron estudiadas mediante
espectrofometria  UV-vis 'y TEM como  técnicas
complementarias. Las AuNPs esféricas tienen una resonancia
de plasmén superficial (SPR) Unica en el espectro UV-visible con
un maximo de absorcién entre 520 y 580 nm para diametros
de particulas comprendidas entre 2,5 y 100 nm [21]. Se
registraron los espectros de absorcion UV-vis de DMEM; 10 nm
de AuNPs-citrato (solucidon comercial) y 10 nm AuNPs-citrato
(103,8 ng mL?') en presencia de DMEM (utilizando agua
ultrapura como referencia) (Figura 3). La solucién comercial
mostré una banda con un maximo de absorcién a 520 nm y
para DMEM el maximo estaba a 560 nm. El espectro de AuNPs
en presencia de DMEM fue similar al del medio de cultivo, pero
con un valor de absorbancia mayor lo cual podria indicar la
formacion de corona proteica [22]. Por otro lado, el uso de la
técnica de microscopia electrénica TEM es clave para estudiar
el tamafio o la agregacién/aglomeracion. En la Figura 3 se
presenta la comparacion de las micrografias TEM tipicas de
AuNPs de 10 nm sin y con medio de cultivo celular (incubado
24 h a 37 °C), donde se puede observar tanto un aumento de
tamafio como una alta dispersién en el tamafio lo que podria
confirmar la formacién de agregados/aglomerados.
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Figura 3. Andlisis de muestras de AuNPs con y sin DMEM mediante
espectrofotometria UV-vis y TEM.

Estudio de AuNPs en ensayos toxicolégicos in vitro

Los métodos desarrollados se han aplicado en ensayos
toxicoldgicos in vitro reales utilizando células HelA (células de
cancer cérvico-uterino) incubadas en medio DMEM. Esos
ensayos tienen un alto grado de complejidad puesto que deben
tenerse en cuenta un gran numero de variables diferentes
relacionadas tanto con las condiciones experimentales como
con el propio nanomaterial.

En este trabajo se ha disefiado un estudio toxicoldgico
completo con diferentes AuNPs, en términos de tamario (10,
30y 40 nm), medio estabilizador (PBS y citrato) y concentracion
(250 y 500 ng mL?), y diferentes condiciones de cultivo celular
(tiempo de incubacidn, 24 y 72 horas, y porcentaje de FBS, 10
% y 0,1 %). Se han estudiado los efectos toxicoldgicos, las
transformaciones y la captacion celular de las AuNPs mediante
diferentes herramientas analiticas complementarias (ICP-MS,
RP-LC-ICP-MS, AF4-ICP-MS, TEM, microscopia confocal).

La toxicidad fue evaluada mediante un ensayo de viabilidad
celular (ensayo colorimétrico MTT), donde las AuNPs
mostraron un ligero efecto toxicolégico. Ademds, no se
encontraron diferencias asociadas al tamafio o medio
estabilizador de las AuNPs, o al porcentaje de FBS. También se
pudo observar que las AUNPs no causaron estrés oxidativo en
las células a los niveles de concentracidon estudiados. Sin
embargo, si mostraron estrés oxidativo cuando el medio
DMEM presentaba un 0,1 % en lugar de 10 % de FBS.

Para llevar a cabo el estudio de captacién celular y de las
transformaciones de las NPs, las células fueron separadas del
medio con el que habian estado en contacto (sobrenadante).
Una vez separadas, las células se disolvieron en tampodn
fosfato, se rotaron vy centrifugaron, mientras que los
sobrenadantes no requerian ningun tratamiento adicional.

Los andlisis de las muestras de las células y los sobrenadantes
mediante RP-LC-ICP-MS y AF4-ICP-MS mostraron que las
AuNPs sufren las mismas transformaciones que se habian
observado en presencia del medio de cultivo DMEM, es decir,
un proceso de oxidacion y un aumento de tamafio. A modo de
ejemplo, en la Figura 4 se muestran los fractogramas de los
sobrenadantes de 10 y 30 nm AuNPs-PBS donde se puede
observar que sus tiempos de fraccionamiento aumentaron con
respecto a las NPs comerciales y que el proceso de oxidacion
fue mayor para la NP de menor tamafo. También se pudo
comprobar mediante RP-LC-ICP-MS que el proceso de
oxidacién de las AuNPs incrementaba con el tiempo de
incubacion (72 horas) y, ademas, podria estar favorecido por la
presencia de las células en el medio.
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Figura 4. Fractogramas de sobrenadantes obtenidos del estudio toxicoldgico con AuNPs-
PBS de 10 (250 ng mLY) v 30 nm {500 ng mLY), tiempo de incubacion 24 horas y DMEM
suplementado con 10% FBS. Las lineas verticales indican los tiempos de fraccionamiento
de |las AuNPs-PBS en fase movil.

Ademas, se observé mediante RP-LC-ICP-MS y AF4-ICP-MS una
baja captacion celular de las AuNPs siendo mayor cuando aumenta
el tiempo de incubacion. Todo ello pudo ser confirmado por
experimentos independientes mediante microscopia confocal y
digestién por microondas y cuantificacién total de oro por ICP-MS
(Figura 5). La captacion celular en todos los casos fue inferior al
15%.

Actualidad Analitica 68 (2019)

Pdgina 33



PREMIO MEJOR COMUNICACION DE LA JORNADA DE ESPECIACION

ICP-MS Ps
/
5% : Nideoswd
i @ Shenotgar e
b Al -_... s A._._.._I,'._
Al u [Auj L]

Adicicas Sabrecudinte y/

//(croscopfa
/ Confocal

-

Figura 5. Andlisis mediante ICP-MS y Microscopia Confocal de células y sobrenantes
obtenidos bajo diferentes condiciones experimentales en ensayo toxicoldgico in vitro.

3. Conclusiones

En este trabajo se han desarrollado métodos analiticos basados
en técnicas acopladas (RP-LC-ICP-MS y AF4-ICP-MS) para llevar
a cabo estudios de especiacion de AuNPs y se ha demostrado
su aplicabilidad en ensayos toxicoldgicos in vitro. Estas
metodologias analiticas han permitido detectar
transformaciones inducidas tanto por el medio de cultivo
celular como por las células, tales como un aumento de tamario
en el volumen hidrodindmico y procesos de oxidaciéon. Esta
informacidon es muy relevante y debe ser tenida en cuenta para
realizar una correcta interpretacion de los resultados
toxicoldgicos obtenidos y de sus implicaciones para la salud
humana.

Los estudios toxicoldgicos, tanto in vitro como in vivo, de NPs
deben continuar y seria recomendable que incluyeran entre
sus herramientas de seguimiento los nuevos desarrollos
analiticos que se estan produciendo en este ambito donde, por
otro lado, es necesario seguir investigando.
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