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Abstract

La técnica ablacién laser (LA) ICP-MS puede emplearse
para estudiar la distribuciéon espacial de elementos
endo6genosy biomoléculas en diferentes tipos de muestras.
En el caso de los cultivos celulares, los cuales presentan
una gran heterogeneidad, es posible obtener de manera
sencilla un analisis cualitativo de los analitos en células
individuales. Sin embargo, es necesario atin desarrollar
métodos que permitan conocer no solo la distribucién de
los analitos sino también su concentracién (i.e.,, masa de
analito por unidad de volumen). Este tipo de informacién
resulta de crucial importancia a la hora de evaluar
diferentes tratamientos o suplementaciones en una
poblacion celular. En este articulo se desarrolla una
metodologia analitica que permite obtener imagenes
cuantitativas para la distribucién de proteinas en células
individuales empleando rojo de rutenio (RR) como
marcador del volumen celular. Se ha estudiado la proteina
CYP1B1 en dos poblaciones de células ARPE-19
empleando nanoclisteres de oro (AuNCs) como marca
elemental.

1. Introduccién

El estudio de proteinas implicadas en procesos biolégicos
es un campo de gran interés en bioquimica ya que cambios
en los niveles de expresion o localizacién de ciertas
biomoléculas puede ayudar a entender el origen y
desarrollo de determinadas enfermedades. En este
sentido, los estudios de bioimagen de elementos
endégenos y biomoléculas en muestras de -cultivos
celulares mediante ablacién laser (LA) acoplado a un
plasma de acoplamiento inductivo - espectrometria de
masas (ICP-MS) presenta actualmente interesantes
caracteristicas en el ambito bioquimico y clinico, tales
como una alta sensibilidad (en el rango de las ppb),
posibilidad de realizar analisis multiparamétricos, y
elevada resolucién espacial (del orden de 1 micra) [1].

El andlisis de células individuales mediante LA-ICP-MS
permite obtener de manera directa informacion sobre la
distribuciéon de los elementos endégenos en las células.

Ademas, también es posible llevar a cabo el estudio de
biomoléculas empleando LA-ICP-MS, si bien es necesaria
una etapa previa de inmunocitoquimica. Para ello, es
necesario emplear anticuerpos especificos de las proteinas
de interés que hayan sido marcados con una etiqueta
elemental facilmente detectable por ICP-MS (e.g.,
nanoparticulas metalicas, quantum dots, lantanidos, etc.)
[2]. En este sentido, el empleo de nanoclusteres metalicos
(MNCs), nanoparticulas con didmetros menores de 3 nm,
ha demostrado ser una excelente marca elemental para la
deteccién de biomoléculas empleando ICP-MS [3,4].

Uno de los mayores retos en el uso de la técnica LA-ICP-MS
para el analisis de muestras bioldgicas es el desarrollo de
métodos que proporcionen no solo informacidn cualitativa
para la distribucion de los analitos en la muestra
(imagenes en cuentas por segundo, cps), sino también
informacién cuantitativa (i.e., masa o concentracién del
analito). Este hecho se debe principalmente a la ausencia
de materiales de referencia apropiados para llevar a cabo
la calibracion. El nimero de materiales de referencia
certificados (CRMs) para materiales bioldgicos es limitado
y los que hay disponibles se presentan normalmente
liofilizados, perdiendo la consistencia original de matrices
biol6égicas como las secciones de tejido o los cultivos
celulares [5].

Como alternativa a los CRMs, se han propuesto diversas
estrategias de calibracion empleado patrones de
laboratorio con matrices similares a las de las muestras
[6,7]. En concreto, las diferentes estrategias de
cuantificacion propuestas hasta la fecha para el analisis de
células empleando LA-ICP-MS se basan en el uso de
diferentes materiales (suplementados con los analitos de
interés) que tratan de imitar la matriz celular; secciones de
gelatina [8], microgotas de gelatina [9] o rodamina [10], y
membranas de nitrocelulosa [11]. Ademas, Zheng et al. han
evaluado recientemente el uso del analisis por dilucién
isotopica para la cuantificacion de nanoparticulas de plata
(AgNPs) en células [12]. En dicho trabajo, los autores
dispensan células individuales en una gradilla con un
sistema microfluidico y a continuacién, afiaden sobre cada
célula un picolitro de una disoluciéon isotépicamente
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enriquecida. En una etapa posterior, la célula y la gota de
disoluciéon son analizadas simultidneamente en un solo
disparo mediante LA-ICP-MS. Esta estrategia se emple6
para la cuantificacion de AgNPs en células macréfagas de
ratén, obteniendo limites de deteccion de 0.2 fg de Ag por
célula. Por otro lado, Lores-Padin et al. evaluaron una
metodologia de cuantificacion empleando patrones con la
misma matriz que la muestra para la determinacién de
proteinas en células individuales. En este caso se empled la
misma linea celular de las muestras para sintetizar
patrones de laboratorio [13]; se usaron células del epitelio
pigmentario de la retina (EPR) incubadas in vitro
suplementadas con diferentes concentraciones de
nanoclusteres de oro (AuNCs). Esta metodologia se emple6
para la cuantificacién de proteinas diana localizadas en las
células del EPR, previamente etiquetadas con anticuerpos
especificos marcados con AuNCs como marca elemental en
la etapa de inmunocitoquimica (ICC).

Teniendo en cuenta que pueden existir cambios en los
niveles de proteinas derivados de cambios en el volumen
celular [14], un factor importante a tener en cuenta cuando
se estudian proteinas en células individuales es el volumen
de cada una de las células en estudio para no extraer
conclusiones erréneas. Sin embargo, hay una escasez de
métodos que permitan la determinacion del volumen
celular por LA-ICP-MS. Van Malderen et al. han propuesto
la combinacion de LA-ICP-MS con medidas de p-
tomografia computarizada para reconstruir la distribucién
elemental en 3D en células HeLa [15]. Otros autores han
propuesto el etiquetado de f3-actina con Eu, y la relacién
del contenido total de proteina con el volumen celular [16].
Aunque esta premisa es asumible en la mayoria de los
casos, puede haber tratamientos que causen que el
contenido de proteina celular total deje de estar
relacionado con el volumen celular (p.e., si causan una
alteracién de la osmolaridad). Por lo tanto, hay una
necesidad actual de métodos que permitan conocer el
volumen celular empleando LA-ICP-MS.

En este contexto, este trabajo se centra en el desarrollo de
una metodologia analitica para llevar a cabo la
determinacién de proteinas diana en células individuales
mediante LA-ICP-MS, permitiendo conocer no solo la
distribucidon de la proteina sino también el volumen de
cada una de las células; es posible determinar la masa de
proteina por unidad de volumen. Con dicho objetivo se ha
empleado rojo de rutenio (RR) como marcador del
volumen celular. Como prueba de concepto se ha estudiado
la proteina CYP1B1 en dos poblaciones de células ARPE-
19, bajo condiciones control y sometidas a estrés oxidativo,
usando AuNCs como marca elemental y patrones de
gelatina para realizar la calibraciéon. En la Fig. 1 se recoge
un diagrama esquematico con la metodologia desarrollada.

2. Experimental

Se cultivaron células ARPE-19 en condiciones control (CT)
y sometidas a estrés oxidativo (incubadas durante 24 h con
2 mM de 2,2'-azo-bis(2-amidinopropano) dihidrocloruro
(AAPH)). Esta concentraciéon de AAPH fue optimizada con
un inmunoensayo de viabilidad y otro de produccién de

especies reactivas de oxigeno (ROS), de forma que se
selecciond la concentracién de AAPH que causa un mayor
incremento de ROS sin afectar a la viabilidad celular. A
continuacidn, las células CT o tratadas con AAPH se fijaron
con paraformaldehido al 4% durante 20 min.

Previo a su analisis por LA-ICP-MS las células, fijadas en
portaobjetos, fueron sometidas a un protocolo de ICC con
un anticuerpo que reconoce especificamente la proteina
CYP1B1 marcado con AuNCs (inmunosonda Anti-
CYP1B1:AuNCs) y seguidamente se incubaron 30 min con
10 pg mL-1 de RR disuelto en agua ultrapura (acidificada a
pH 5 con HCI). Para eliminar el exceso de reactivos, las
células fueron lavadas por inmersion con agua ultrapura
acidificada.

Rojo de Rutenio
o Marcador volumen celular

Anti-h-CYP1B1
o Proteina diana

Rojo de Rutenio (RR)

Fig. 1. Representacion esquematica de la metodologia
desarrollada para determinar la masa de proteina por
unidad de volumen en células individuales empleando LA-
ICP-MS. El rojo de rutenio (RR) se utiliza como marcador
del volumen celular y los AuNCs como marca elemental en
la etapa ICC.

Las células CT y tratadas con AAPH se analizaron mediante
LA-ICP-MS empleando un laser NWR193 (Elemental
Scientific Inc. - ESI) equipado con una camara de ablacién
TwoVol2 (ESI) y una interfase DCI (ESI) acoplado a un ICP-
MS 7900 series (Agilent). Las condiciones experimentales
para el andlisis de las células estan recogidas en la Tabla 1.
Para procesar las imagenes de LA-ICP-MS se emple6 el
software lolite v4 (ESI).

La calibraciéon de las medidas de LA-ICP-MS se llev6 a cabo
con secciones de gelatinas dopadas con Au y Ru. Para ello
se prepararon disoluciones de gelatina al 15% en masa
dopadas con cantidades crecientes de RR y AuClsNa-H:20
(en el rango entre 0 y 200 ppm) y se agitaron durante 15
min a 60 °C. A continuacién, se formaron bolas de gelatina
enfriandolas a -20 °C. Por altimo, se cortaron secciones de
gelatina con el mismo espesor que las muestras usando un
criostato. Para determinar la concentracién de los
patrones de laboratorio se llevd a cabo la digestion de las
gelatinas con acido nitrico y se determiné su concentraciéon
elemental empleando andlisis por nebulizacién
convencional ICP-MS.

3. Resultadosy discusion
3.1. Determinacion del volumen celular

Con el objetivo de preparar unos patrones de laboratorio
para realizar la calibracién que sean similares a las células
en estudio, en primer lugar, se determind el grosor de las
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células ARPE-19 fijadas en los portaobjetos mediante
medidas por microscopia laser confocal después de marcar
el citoplasma celular con un fluoréforo. En la Fig. 2 se
muestran dos imagenes, con las proyecciones x, y, z para
varias células dispuestas sobre el sustrato. Se observé que
las células ARPE-19 son homogéneas en grosor una vez
fijadas en los portaobjetos, tanto dentro de una misma
célula como comparando distintas células de una misma
poblacion. Los resultados experimentales mostraron que
para un total de 100 células ARPE-19 su espesor promedio
tenia un valor de 6,2 £ 0.8 um.

Tabla 1. Parametros experimentales empleados con el
equipo LA-ICP-MS para el analisis de las muestras de
células ARPE-19 y los patrones de gelatinas.

ICP-MS Agilent 7900 series
Potencia RF 1350 W
Flujo Ar Plasma 15 L min?
Flujo Ar auxiliar 0.85 L min?
Is6topos ¥7Aut, 01Ru*, 18Rt
Tiempo de integracion 0.05s
Tiempo por ciclo 0.106 s
Tipo de adquisicién tiempo resuelto

Sistema LA NWR 193 ESI

Flujo He 0.9 L mint
Fluencia 0.3Jcm?2
Frecqeppla de 20 Hz
repeticion
Velocidad de barrido 10 ums?
Forma del disparo XYR
Tamafio del disparo 2X2 pum?
Tipo de muestreo linea a linea
Dimensiones del pixel 1x2 pm?

Una vez conocido el espesor de las células, se prepararon
secciones de gelatinas de 6 pm de espesor para ser

y-projection
Z-projection

empleadas como patrones de calibracién. Las gelatinas
fueron fortificadas con los elementos en estudio (Ru, para
seguir el marcador de volumen; RR, y Au para seguir la
proteina diana; inmunosonda Anti-CYP1B1:AuNCs).

Dado que las células tienen un grosor constante a lo largo
de su superficie, puede asumirse que tienen la forma de un
prisma irregular. De este modo, el volumen de una célula
puede deducirse a partir de la férmula matematica para el
volumen de un prisma irregular (Ecuacion 1):

Vcélula = Area base X Altura = Area célula x Espesor célula

De esta forma, para calcular el volumen de una célula debe
conocerse su area y su espesor. Como se ha descrito, el
espesor de las células ARPE-19 fijadas en portaobjetos
tiene un valor promedio de 6,2 £ 0.8 pym (medidas por
microscopia confocal; n=100) y el area celular podria
determinarse a partir de las imagenes 6pticas de las células
obtenidas con la cdmara del sistema de ablacién laser. Sin
embargo, tal y como se observa en la Fig. 3E la resolucién
de estas imagenes no es lo suficientemente buena para
distinguir las dimensiones de las células individuales y se
comete un error significativo determinando de este modo
el area de las células ARPE-19.

En este contexto, con la metodologia desarrollada, se
propone una manera alternativa para determinar el area
de cada una de las células empleando RR, un marcador de
membrana ampliamente utilizado en microscopia
electronica para visualizar células. Siguiendo la sefial de Ru
para las células analizadas por LA-ICP-MS, es posible
visualizar el area celular con una resolucién mucho mayor
ala que se obtiene con las imagenes 6pticas (Fig. 3A versus
Fig. 3E, respectivamente). De esta forma, siguiendo la
sefial de Ru es posible dibujar una regién de interés (ROI;
marca roja sobre las células en las imagenes) con el
programa lolite, permitiendo determinar el area de cada
célula.

v

X-projection

v

X-projection

Fig. 2. Determinacidn del grosor de las células ARPE-19 fijadas en portaobjetos mediante microscopia laser confocal. (A)
Proyeccién x, y de un portaobjetos donde se ven varias células, y (B) Proyeccion x, z donde se pueden observar dos
células; Las dos células de laimagen corresponden a las identificadas con una linea azul en la proyeccién x, y de la imagen

(A).
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(12x1d/3e) ny

(19x1d/3e) ny

(19x1d/3e) ny

(12x1d/3e) ny

Fig. 3. Imagenes cuantitativas de células ARPE-19 CT obtenidas mediante LA-ICP-MS después del marcaje de la proteina
diana CYP1B1 con la inmunosonda Anti-CYP1B1:AuNCs y de la membrana celular con RR. (A) Distribucién de Au, (B)
Distribucién de Ru, (C) Regiones de interés seleccionadas con el programa Iolite, con forma poligonal, (D) Regiones de
interés seleccionadas con el programa lolite, con forma cuadrada/rectangular, y(E) Imagen 6ptica de las células tomada

con la cAmara del sistema de ablacion laser.

Teniendo en cuenta las pequefias dimensiones de las
células y su forma al estar fijadas en los portaobjetos, este
procedimiento puede ser largo y tedioso en experimentos
en los que se analicen un gran nimero de células (i.e., hay
que determinar el area celular, célula a célula dibujando
cada una de las ROI). Sin embargo, se observé que si se
representa la masa de Ru contenida en cada célula frente
al volumen celular (calculado con la Ecuacion 1) se
obtiene una relacién lineal. Por lo tanto, empleando un
numero de células representativo de la poblacién celular
se puede construir un calibrado para el volumen celular
como el que se representa en la Fig. 4 (masa de Ru por
célula frente al volumen celular). De este modo, una vez
construido el calibrado para una determinada poblacion
de células (se observo que el calibrado es lineal tanto para
células CT como sometidas al tratamiento con AAPH) es
posible determinar el volumen de cada célula individual
simplemente analizando las células por LA-ICP-MS y
siguiendo la sefal de Ru. Se puede dibujar con el programa
Iolite una ROI amplia que contenga la célula (Fig. 3D;
mucho mas rapido que delimitar exactamente el area
celular como en la Fig. 3C), integrar la masa de Ru
contenida en esa region e introducir ese valor en la recta
de regresion del calibrado en volumen (Fig. 4) para
conocer el volumen de la célula.

o

1000

Ru (fg/célula)

y=0.05x+ 10
R*=0.98

T T
10000 15000 20000

Volumen celular (pm?)

Fig. 4. Calibrado celular en volumen: grafico de dispersion
donde se representa la masa de Ru por célula medida por
LA-ICP-MS frente al volumen celular (n=120; células CT y
tras tratamiento con AAPH).

3.2. Determinacion de la concentracion de la
proteina CYP1B1 en células ARPE-19 mediante
LA-ICP-MS

Como se indica en la secciéon experimental, las células
ARPE-19 son marcadas con RR para determinar el
volumen celular y se someten a un protocolo de ICC con un
anticuerpo especifico de la proteina CYP1B1 marcado con
AuNCs (inmunosonda Anti-CYP1B1:AuNCs). De esta
forma, siguiendo en el ICP-MS la sefial de Au se puede
observar la distribucién de la proteina en las células (Fig
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3B.). En el caso de CYP1B1, se trata de una proteina
citosolica, de forma que se observa sefial de Au en toda la
célula.

La masa de Au por célula puede calcularse integrando la
sefal de Au en toda el area celular con el programa Iolite.
Para pasar de imagen cualitativa (en cps) a cuantitativa
(ag/pixel) hay que utilizar el calibrado instrumental
realizado con los patrones de gelatina. A continuacion, la
masa de Au por célula se puede convertir en masa de
CYP1B1 por célula teniendo en cuenta la amplificacién
proporcionada por la inmunosonda (i.e., numero de
atomos de Au por proteina detectada) y la masa molecular
de la proteina.

Para obtener, no solo la masa de proteina sino su
concentracion, ésta se puede determinar dividiendo la
masa de proteina entre el volumen de cada una de las
células. Tal y como se menciona en la introduccién, cuando
se estudian los niveles de una proteina diana en células
sometidas a un tratamiento es importante considerar
también el volumen de cada una de las células, ya que este
puede haberse visto afectado por el tratamiento. Para
ejemplificar la importancia de tener en cuenta, no solo la
masa de proteina, sino también el volumen celular, se
construyeron dos histogramas de frecuencia: uno con la
masa (Fig. 5A) y otro con la concentracion (Fig. 5B) de
CYP1B1 para células CT y tratadas con AAPH. En dichos
histogramas se representa el numero de células (en
porcentaje) de la poblacién celular que tienen una
determinada masa o concentracién de proteina.

A

—e—Control —e—AAPH

w
o

w
o
L

NN
o wn
L

-
o

0]
L

o

0 50 100 lISO 200
Masa de CYP1B1 (fg/cell)

Frecuencia (% de células)
o
w

o

—e—Control —e—AAPH

=R NN W W
o Lo v o n

(=]

L =

0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion de CYP1B1 (ag/um3)

Frecuencia (% de células)

Fig. 5. Histogramas de frecuencia para células ARPE-19 CT
(verde) y tratadas con AAPH (rojo). (A) Masa de CYP1B1,y
(B) Concentracién de CYP1B1.

Respecto a la masa de proteina por célula (Fig. 5A), se
observé una amplia distribuciéon tanto para las células CT
como tratadas con AAPH, donde aparecen varios maximos
en la poblacién celular. Sin embargo, la concentracién de
proteina para las células CT es mas estrecha y con una
forma de campana de Gauss (Fig. 5B). Para las células
sometidas al tratamiento de AAPH la distribucion de la
concentraciéon de proteina es mdas ancha que para las
células CT y se pueden observar claramente dos grupos
diferentes de células. Estos dos grupos de células dentro de
la poblaciéon podrian ser células que responden de
diferente manera al tratamiento de estrés oxidativo. Por lo
tanto, las diferentes tendencias que se observan al estudiar
la masay concentracién de proteina por célula remarcan la
importancia de monitorizar no solo la masa de proteina,
sino también el volumen al estudiar los efectos de un
estimulo en los niveles de proteina en una poblaciéon
celular.

4. Conclusiones

La combinacién de inmunosondas metdlicas (e.g,
anticuerpos marcados con NCs metalicos) y el marcaje con
un marcador de volumen, como el RR, permite la
determinacién simultanea de proteinas diana en células
individuales y el volumen celular mediante un tnico
analisis por LA-ICP-MS. De este modo es posible obtener
imagenes cuantitativas para la distribuciéon de proteinas
diana en células individuales, estudiando ademas el
volumen celular (el cual puede verse afectado por
diferentes tratamientos de la poblacién).

Los resultados experimentales obtenidos con la
metodologia propuesta revelan que la proteina CYP1B1
presenta una diferente distribucién en células ARPE-19 CT
frente a las que han sido expuestas a un tratamiento de
estrés oxidativo con AAPH. En este ultimo caso, se
observan dos grupos diferentes en la poblacidn celular, lo
que sugiere que las todas las células no responden de igual
manera al tratamiento.
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