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Abstract

Los farmacos basados en platino constituyen el
tratamiento de primera linea en numerosos tipos de
cancer, aunque su eficacia clinica se ve frecuentemente
comprometida por el desarrollo de resistencias. En este
trabajo se desarrolld6 una estrategia analitica
multiplataforma orientada a comprender y superar esta
limitacién mediante: (i) la caracterizaciéon mecanistica
de la resistencia al cisplatino mediante ensayos de
viabilidad celular, cuantificacion intracelular a nivel de
célula individual (SC-ICP-MS) y analisis de la platinacion
del DNA en células expuestas; y (ii) el disefio,
caracterizacion y evaluacion bioldgica de nanoparticulas
ultrapequefias de 6xido de hierro funcionalizadas con
una prodroga de platino(IV) (IONPs-Pt(IV)) como
sistema alternativo de administracién para mejorar su
incorporacion celular. Estas nanoparticulas fueron
caracterizadas estructural y composicionalmente
mediante LC-ICP-MS, y su internalizacién en modelos
celulares se estudié mediante SC-ICP-MSy citometria de
masas (CyTOF). La integracién de estas aproximaciones
permitié comparar la eficacia de ambas estrategias
terapéuticas e identificar posibles vias de mejora.

*Contribucion presentada en el SciX 2025 Annual Meeting
(Federation of Analytical Chemistry and Spectroscopy
Societies, FACSS), celebrado en octubre de 2025 en Covington,
Kentucky (EE. UU.).

1. Introduccion

El cisplatino y sus analogos de segunda y tercera
generacion, carboplatino y oxaliplatino, constituyen la
columna vertebral de numerosos protocolos
quimioterapéuticos contra procesos tumorales, como el
cancer de ovario, pulmoén, préstata y hueso [1]. Su
mecanismo de accidn se basa en la formacién de aductos
covalentes con el ADN nuclear, lo que desencadena la

parada del ciclo celular y provoca la entrada de la célula
en apoptosis. A pesar de su eficacia inicial, el uso de estos
compuestos se encuentra limitado, por un lado, por su
toxicidad dosis-limitante y, por otro, por el desarrollo de
resistencia intrinseca o adquirida por parte de los
pacientes, lo que reduce su eficacia terapéutica.

Los mecanismos de resistencia al platino son
multifactoriales e incluyen, entre otros, la reduccién de
la captacidn celular del farmaco o el incremento de la
expulsion del mismo; el secuestro citoplasmatico por
especies ricas en azufre como el glutatiéon; la mayor
capacidad de reparacion del ADN dafiado, especialmente
a través de las vias de escision de nucleétidos; asi como
lainhibicion de la cascada apoptotica [2]. Comprender la
contribucidn relativa de cada uno de estos mecanismos
en distintos subtipos celulares requiere técnicas con
resolucion de célula individual, ya que los analisis
globales enmascaran la heterogeneidad intra- e
interpoblacional.

En este contexto, la metodologia single-cell de
espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (SC-ICP-MS) se basa en la introduccién
de células individuales al plasma ICP-MS utilizando
sistemas de introduccion de muestras adecuados y
espectrometros de masas que permitan una velocidad
de adquisicion de datos elevada, para poder detectar la
presencia de la nube idnica de una sola célula de forma
individual (que ocurre en el entorno de 0.5
milisegundos). Este hecho imposibilita la medida de mas
de un isétopo cuando se emplean espectrémetros tipo
filtro cuadrupolar aunque puede llevarse a cabo en
aquellos que emplean un tiempo de vuelo (TOF) [3].

Por tanto, en el presente trabajo se aborda el empleo de
SC-ICP-MS en dos tipos de estudios. Por un lado, para
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estudiar la resistencia inducida en modelos celulares de
cancer 6seo en combinacién con técnicas de masas
moleculares usando fuente de ionizacién por
electrospray (ESI-MS) en un estudio integrado para
poder establecer pautas que permitan diagnosticar la
resistencia antes de que esta ocurra en el paciente.
Ademas, la estrategia de SC-ICP-MS se usara para
estudiar el empleo de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con platino(IV) (IONPs-Pt(IV)) como
alternativa terapéutica que permita mejorar la
incorporacién intracelular del mismo. En estas
nanoformulaciones, se estudia el potencial del Pt(IV)
como profairmaco que, una vez internalizado, es
reducido a Pt(II) citotéxico en el entorno reductor
intracelular [4].

El presente trabajo fue presentado en el congreso SciX
2025 (Federation of Analytical Chemistry and
Spectroscopy  Societies, FACSS, Annual Meeting),
celebrado en Covington, Kentucky (EE. UU.), uno de los
foros internacionales de referencia en quimica analitica
aplicada. A continuacién, se describen la estrategia
experimental desarrollada y los principales resultados
expuestos durante dicho congreso.

2. Adquisicion y estudio de resistencia al
cisplatino

2.1 Estudios de sensibilidad a cisplatino vy
desarrollo de modelos resistentes

Con el fin de establecer el perfil de sensibilidad de los
modelos celulares de cancer dseo frente al cisplatino, se
realizaron ensayos de viabilidad mediante el método
colorimétrico WST1. Las células fueron tratadas con
concentraciones crecientes del fairmaco durante 72 h 'y
la absorbancia medida a 460 nm para obtener curvas
dosis-respuesta y determinar la concentracién
inhibitoria 50 (ICsp). Los ensayos revelaron diferencias
significativas entre las distintas lineas celulares, con
valores de ICso en el rango micromolar tipico para las
lineas sensibles y cambios significativos en las
resistentes, poniendo de manifiesto los mecanismos de
resistencia desarrollados en estas ultimas (Figura 1).

2.2 SC-ICP-MS: cuantificacién de platino a nivel de
célula individual

Las células tratadas con cisplatino fueron analizadas
directamente en modo single-cell mediante ICP-MS
(ThermoFisher MTX, equipado con sistema de
introducciéon de muestra de consumo total especifico
para este tipo analisis). Cada evento de sefial transitoria
correspondiente a una célula individual fue integrado y
cuantificado a masa de '°°Pt (proveniente de los
farmacos) mediante calibracién con disoluciones iénicas
de dicho elemento para llevar a cabo dicha
cuantificacion.

Los resultados no mostraron resultados concluyentes en
cuanto a la incorporaciéon de platino en los pares
sensible/resistente con resultados como los que se
muestran en la Figura 2, donde se observaron tres
patrones diferentes. Dependiendo de la linea en cuestion
se obtenian resultados de incorporacién mayor, menor
o igual en el modelo sensible frente al resistente.
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Fig. 1. Valores de ICs, obtenidos tras el andlisis de
viabilidad de las lineas de cancer dseo. En rojo: lineas
sensibles; en azul: resistencia moderada; en verde: alta
resistencia.
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Fig. 2. Niveles de incorporacidn celular de cisplatino en
algunos de los pares sensible/resistente estudiados.

2.3. FIA-ICP-MS: cuantificacidon de platino en el ADN
Para la cuantificacion de platino incorporado en el ADN
se empled FIA-ICP-MS. Tras el tratamiento (ICso, 24 h),
el ADN fue extraido y digerido, determinandose el
contenido de platino mediante calibracién con
disoluciones de ***Pt y un estandar de ADN de esperma
de salmoén para establecer la relacién platino-ADN. Este
enfoque proporciona una medida promedio de la
acumulacidén del farmaco y la formacién de aductos en la
poblacioén celular, sirviendo de referencia para los datos
de SC-ICP-MS.

Los resultados confirmaron diferencias significativas en
la platinacién del ADN entre lineas sensibles y
resistentes, observandose de nuevo tres patrones
distintos de acumulacién (menor, igual y mayor) en las
lineas con resistencia adquirida (Figura 3).
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Fig. 3. Resultados obtenidos del nivel de platino por
ADN en tres pares diferentes sensible/resistente de
lineas de cancer 6seo.

3. Estudio de nano-transportadores de cisplatino
al interior celular: IONPs-Pt(1V)

3.1 Farmaco estudiado

Las IONPs-Pt(IV) empleadas en este estudio
consistieron en nanoparticulas de o6xido de hierro
recubiertas con una mezcla de acidos tartarico y adipico
(1:2) funcionalizadas con complejos de Pt(IV), con un
diametro final inferior a 5 nm. Para su caracterizacion,
se utilizaron varias técnicas analiticas incluyendo
microscopia electrénica de transmision (TEM) y
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (LC-ICP-
MS).

En este ultimo caso, utilizando wuna columna
cromatografica de fase inversa (C18) con un tamafio de
poro de 1000 A modificada con dodecilsulfato sédico
(SDS), que ha mostrado ser util para la separacion de
nanoparticulas de tamafo inferior a 30 nm como se
muestra en la Figura 44, donde se recoge la separaciéon
de nanoparticulas de 10 y 30 nm. La doble sefial
elemental de Fe y Pt en el mismo pico cromatografico
(Figura 4B, min 5.2) permiti6 confirmar la conjugacion
del profarmaco (195Pt) a las nanoparticulas de dxido de
hierro (57Fe) con un tamafio en torno a 5 nm, como
revelaron los experimentos de TEM y con relativa
dispersion respecto al tamafio, dada por la sintesis. Es
importante tener en cuenta que el exceso de profairmaco
que eluiria entre 7 y 8 minutos no aparece, lo que implica
que todo el farmaco se ha conjugado a las
nanoparticulas.

3.2 SC-ICP-MS: cuantificacién de platino en célula
Unica
Los anadlisis por SC-ICP-MS demostraron diferencias
notables en los patrones de acumulacidn intracelular en
las lineas de cancer de ovario en funciéon del tipo de
farmaco. En las células tumorales tratadas con cisplatino
se observé una distribucién relativamente heterogénea
de platino intracelular, mientras que el tratamiento con
el nanotransportador proporcion6é resultados mas
homogéneos. Asimismo, se observd una mayor

intensidad de sefial de platino en comparacion con las
tratadas con cisplatino libre, lo que indica una mayor
incorporacién 'y acumulacién intracelular del
nanoconjugado. Sin embargo, la medida de un solo
isétopo, intrinseca al empleo de ICP-MS de tipo
cuadrupolo, como se comenté en la introduccién, limita
la informacién que se puede obtener en células
individuales. En este sentido, la citometria de masas
(CyTOF XT, Standard BioTools) se empled con un doble
objetivo: (i) validar la selectividad celular de los
resultados de SC-ICP-MS y (ii) caracterizar la expresion
de biomarcadores relevantes en la linea celular de
cancer de ovario estudiada. Para la validacion, se incluyd
en el protocolo un intercalador de ADN basado en iridio
(Intercalador de Ir, *°*Ir/*?3Ir), que penetra en las
células tras un paso previo de permeabilizacion
uniéndose al ADN. De tal forma, aquellas células que no
tengan su integridad estructural dafada, y por tanto
conserven su ADN nuclear, seran susceptibles de ser
marcadas con dicho intercalante. La sefal de iridio
actua, por tanto, como marcador de identidad celular.
Asi, un evento de platino acompafiado de sefial de iridio
corresponde inequivocamente a una célula, mientras
que un evento de platino sin sefial de iridio puede
atribuirse a un agregado de nanoparticulas o a otro
artefacto no celular. Esta estrategia permite depurar los
datos de SC-ICP-MS y eliminar los falsos positivos
debidos a la presencia de IONPs-Pt(IV) libres en la
suspension.
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Fig. 4. Cromatograma obtenido tras el analisis por LC-
ICP-MS de las nanoparticulas: A) de oro comerciales de
10 y 30 nm y B) de 6xido de hierro funcionalizadas con
la prodroga (IONP-Pt(IV)).
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Para la caracterizacion de biomarcadores, se incluyeron
anticuerpos conjugados con metales lantanidos frente al
receptor del factor de crecimiento epidérmico 2
(HER2/ErbB2) y al receptor de transferrina 1 (TfR1),
ambos sobreexpresados en las células analizadas y
considerados dianas terapéuticas en diversos tumores.
La co-deteccion de los metales a los que se conjugaron
HER2 y TfR1, junto con el intercalador de Ir y el Pt
derivado de los tratamientos en las mismas células,
permite correlacionar la identidad fenotipica de la célula
con su respuesta al farmaco a nivel individual. El andlisis
por CyTOF de las células marcadas con el intercalador de
iridio permitié confirmar que la gran mayoria de los
eventos de platino detectados por SC-ICP-MS en células
tratadas corresponden efectivamente a células y no a
agregados de nanoparticulas, lo que confirma Ila
incorporacién de las nanoparticulas en las células y
valida la metodologia SC-ICP-MS para el analisis de
muestras tratadas con las mismas (Figura 5). La
deteccion de HER2 y TfR1 mediante CyTOF confirmé,
asimismo, la expresiéon de ambos receptores en la linea
estudiada, con niveles detectables y reproducibles entre
réplicas, lo que establece estos dos receptores como
buenos biomarcadores en las lineas celulares para
futuros estudios por CyTOF mas complejos.
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Fig. 5. Diagrama de dispersion de células tratadas con
IONPs-Pt(IV) y marcadas con uno de los biomarcadores
estudiados (anti-TfR1), medido por CyTOF.

4. Conclusionesy perspectivas futuras

Este trabajo demuestra la viabilidad y el potencial de
una estrategia analitica multiplataforma para el estudio
comparativo de la resistencia al cisplatino y la
evaluacién de sistemas alternativos de administracion
de farmacos. En el bloque de resistencia, la combinacién
de ensayos de viabilidad, SC-ICP-MS y FIA-ICP-MS ha
permitido caracterizar cuantitativamente la
heterogeneidad en la respuesta al cisplatino tanto a nivel
poblacional como individual, identificando diferencias
de incorporacién asociadas a los distintos mecanismos
de resistencia.

En el bloque de farmacos alternativos, la estrategia
analitica basada en LC-ICP-MS, SC-ICP-MS y CyTOF ha
permitido confirmar la correcta conjugaciéon de la
prodroga a las IONPs, demostrar una mayor

incorporacion intracelular de platino respecto al
cisplatino libre, incluso en células resistentes, y validar
la especificidad celular de los eventos detectados
mediante el intercalador de iridio y el empleo de
biomarcadores. La incorporacion del intercalador de Ir
en el protocolo CyTOF resuelve ademas uno de los
principales desafios analiticos del analisis de muestras
celulares tratadas con nanoparticulas. En conjunto,
estos resultados posicionan las IONPs-Pt(IV) como una
alternativa terapéutica prometedora capaz de superar
las limitaciones del cisplatino convencional.

5. Resefa del congreso SciX 2025

El congreso SciX es el encuentro anual de la Society for
Applied Spectroscopy (SAS) y la Federation of Analytical
Chemistry and Spectroscopy Societies (FACSS), uno de los
foros internacionales mas destacados en el ambito de la
quimica analitica y sus aplicaciones. En su ediciéon de
2025, celebrada en Covington, Kentucky (EE. UU.), el
congreso reuni6 a investigadores de todo el mundo en
torno a sesiones técnicas que abarcaron desde
espectroscopia Raman y de infrarrojo hasta técnicas de
espectrometria de masas elemental y molecular, con
especial  énfasis en aplicaciones biomédicas,
medioambientales y de ciencia de materiales.

La asistencia al SciX 2025 fue posible gracias a la beca
concedida por la Sociedad Espafiola de Quimica Analitica
(SEQA), cuyo apoyo a la movilidad de investigadores
jovenes resulta fundamental para la proyeccion
internacional de la quimica analitica espafiola. La
participacidon permitié no solo presentar los resultados
del grupo de investigacion (Figura 6), sino también
establecer contactos con grupos internacionales
enfocados en el analisis de células individuales, la
nanotecnologia terapéutica y la espectrometria de
masas aplicada a la biomedicina.
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Fig.6. El doctorando Carlos Lépez Portugués durante su
comunicacién oral en el congreso SciX 2025 (Sesién oral
ATOMICC11: New Horizons through ICP-TOFMS).
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