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RESUMEN:

En este trabajo se ha desarrollado una metodologia analitica que ha permitido la
identificacion y caracterizacién de nanoparticulas de plata en células expuestas a este
agente en ensayos de citotoxicidad a través de fraccionamiento en flujo mediante campo
de flujo asimétrico (AsFIFFF) acoplado a un espectrometro de masas con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS). Se ha trabajado con muestras bioldgicas de cultivos
celulares tratados con nanoparticulas de plata a concentraciones en las que se observaron
efectos sobre la viabilidad celular. La puesta en disolucidn de las nanoparticulas de plata
en este tipo de muestras se ha llevado a cabo mediante la digestion/solubilizacion con
hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) como alternativa a la puesta en disoluciéon por
ataque acido. El trabajo experimental se ha centrado en el estudio de la estabilidad de las
nanoparticulas en este medio frente al tiempo y en la optimizacidn de las condiciones de
separacion de las nanoparticulas en AsFIFFF. La caracterizacion de las nanoparticulas
solubilizadas se ha realizado mediante calibracidon externa del sistema AsFIFFF con
estandares de tamafio de nanoparticulas de plata y comparando los resultados con
imagenes tomadas mediante microscopia electrdnica de transmisién (TEM). Los resultados
obtenidos permiten confirmar la presencia de nanoparticulas en las células del mismo
tamano que las inicialmente puestas en el medio. Por ultimo se ha cuantificado de forma
satisfactoria la cantidad de plata total en las células mediante el procedimiento de
solubilizacion encontrado, validdandolo frente al ataque 4&cido convencional. Esta
metodologia abre el camino a la caracterizacidon de nanoparticulas de plata en matrices
biolégicas complejas, lo que puede aportar informacion relevante para estudios de

toxicidad de estas nanoparticulas en entornos bioldgicos o medioambientales.
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1.1 INTERES, APLICACION Y CONSECUENCIAS DEL USO DE NANOPARTICULAS DE

PLATA

La nanociencia y la nanotecnologia han experimentado una rapida expansién en las
dos ultimas décadas, dando lugar al desarrollo y produccion de una gran variedad de
nanomateriales. Estos nanomateriales sintéticos estdn incorporandose a un cada vez mayor
numero de productos industriales, de consumo y alimentos [1]. El interés creciente por los
materiales a nanoescala estd convirtiendo a las nanoparticulas de plata (AgNPs) en el
nanomaterial mas utilizado actualmente, debido a sus propiedades antimicrobianas [2,3]. Las
nanoparticulas de plata estdn siendo utilizadas en diversas aplicaciones de tratamiento de
agua [4], pinturas, vendajes y diverso material sanitario, envases para el almacenamiento de
comida, etc. [5]. La actividad bactericida de las nanoparticulas depende del tamafio y de Ia
forma, siendo las particulas con un tamafo menor a 100 nm las que muestran una actividad
antibacteriana dptima, aumentando al disminuir el tamafio de particula [6].

Una consecuencia del desarrollo de la nanotecnologia es la liberacién de
nanoparticulas sintéticas en el medio ambiente [7]. Las principales rutas de exposicion humana
serian el sistema respiratorio, el sistema gastrointestinal y la piel, los cuales son interfases
entre los sistemas internos del cuerpo humano y el medio ambiente externo [8]. La plata en su
forma idnica tiene efectos tdxicos para muchos patdgenos, incluyendo bacterias, virus y
hongos [9]. Debido a la toxicidad relativamente baja sobre los seres humanos, la plata se ha
utilizado en un gran ndmero de aplicaciones médicas [10]. Aunque también se hayan
empezado a estudiar los posibles efectos téxicos de las nanoparticulas de plata, los
mecanismos de toxicidad no estdn todavia establecidos. Los estudios realizados parecen
indicar que la toxicidad puede estar relacionada tanto con las propiedades especificas de las
nanoparticulas, como debida a los efectos de los iones plata liberados desde las mismas [11].
Existen pruebas que demuestran que las nanoparticulas de plata pueden danar directamente
las membranas de las células, interaccionando con ellas y penetrando en el interior de la
célula. Los tres mecanismos mas comunes de toxicidad propuestos son: (1) absorcidon de iones
plata libres seguidos de una interrupcion en la produccion de ATP y en la replicacidon del DNA,
(2) generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), y (3) dafio directo de las nanoparticulas

de plata a las membranas celulares [12] (Figura 1).
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Fig 1 Diagrama resumen de la interaccidon de nanoparticulas de plata con células bacterianas. AgNPs pueden (1)
liberar iones plata y generas ROS; (2) interaccionar con proteinas de la membrana afectando a su funcién correcta;
(3) acumularse en la membrana celular afectando a la permeabilidad de la membrana; y (4) entrar en la célula
donde pueden generar ROS, liberar iones plata, y afectar al DNA. Las ROS generadas también pueden afectar al
DNA, ala membrana de la célula, y a las proteinas de membrana; los iones plata liberados afectaran probablemente

al DNAYy a las proteinas de membrana [12].

1.2 TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE

NANOPARTICULAS

La caracterizacion y cuantificacion de nanoparticulas en matrices complejas como
biolégicas o medioambientales, supone un dificil reto analitico ya que las medidas son
altamente dependientes de: (1) el tamafio de la particula y su naturaleza, (2) la concentracion
de la muestra y las caracteristicas fisicoquimicas de la disolucién, y (3) los principios

fundamentales de la técnica analitica [13].

1.2.1. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
Las técnicas mas comunes para la caracterizacion de tamafios incluyen técnicas
basadas en laser, asi como la espectroscopia de correlacién de fotones (PCS), técnicas basadas

en la microscopia, y técnicas de separacion por tamafios [14].

Microscopia electronica

Las técnicas de microscopia electrénica (EM), basadas en la aplicaciéon de un haz de
electrones, tienen una alta resolucién, lo que les convierte en una opcién muy frecuente en la
visualizacidon y caracterizacion de nanomateriales. Las técnicas mds destacadas son la
microscopia electronica de transmision (TEM) y la microscopia electréonica de barrido (SEM)

[15]. Las imagenes TEM no sélo proporcionan el tamafo y la forma de las particulas, sino
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también la morfologia y el estado de agregacion. Sin embargo, se requiere que las muestras
TEM estén secas y sean de un espesor de unos cientos de nandmetros, por lo que la principal
dificultad esta en preparar una muestra correcta. En disoluciones, la evaporacién del
disolvente puede llevar a una coagulacién indeseada de las particulas y cambios en las
propiedades de la superficie. Para tejidos biolégicos y otras muestras complejas, a menudo se
necesita fijacién quimica y un proceso de presiéon [16].

En SEM, el haz de electrones interacciona con la superficie de la muestra, y se detectan los
electrones secundarios. Aunque las muestras SEM no necesitan ser tan delgadas como las de
TEM, para evitar la acumulacion de carga electrostatica en la muestra durante la irradiacion, la
muestra, o al menos la superficie de ésta, debe ser conductora, por lo que muchas veces hay
gue recubrir la muestra con una capa de material conductor, con el riesgo de que se pierda
parte de la informacidn de la superficie [17]. Ademas, la resolucidon suele ser inferior a la que
se alcanza por TEM, lo que puede limitar el estudio de algunos nanomateriales en funcion de

su tamano.

Espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS)

La espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS) es un método analitico de
gran importancia para la determinacidn elemental. Normalmente, se combina con TEM o SEM
para dar una distribucidon elemental de las nanoparticulas. Para muestras complejas, es una
herramienta muy util para identificar la existencia de nanoparticulas de un elemento

determinado [18].

Absorcion UV-Vis

Las propiedades dpticas de las nanoparticulas difieren de las del metal, por lo que el
UV-Vis ofrece la posibilidad de caracterizar NPs. Normalmente, la longitud de onda del maximo
de absorcidn en un espectro de UV-Vis se asocia al tamafio promedio de particula. Se sabe que
las AgNPs tienen un pico de resonancia de plasmoén de superficie localizado en la regién del
UV-Vis. La banda de plasmones de superficie surge de la existencia de electrones libres en la
banda de conduccidn debido al pequefio tamafio de particula. Esta banda de absorcién se sitta
cerca de los 400 nm en el caso de las AgNPs libres. El desplazamiento de la banda depende del
tamafio de la particula y del entorno quimico. Una caracteristica Unica de estas particulas
metalicas sintetizadas es que un cambio en la absorbancia o en la longitud de onda, da una
medida del tamafio y forma de la particula. Para AgNPs libres la disminucion en la absorbancia

se puede utilizar como una medida de disolucién. Por su parte, un desplazamiento a longitudes
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de onda mayores es indicativo de la aglomeracion de particulas. Cuando la aglomeracion esta

teniendo lugar, la absorbancia del pico de las AgNPs disminuye [19-22].

1.2.2. TECNICAS DE SEPARACION

Las técnicas para la separacion por tamanos y el andlisis de su distribucién incluyen el
fraccionamiento en flujo mediante campos (FFF), métodos cromatograficos y métodos
electroforéticos. Todos ellos se pueden usar con diferentes tipos de detectores y tienen un
gran numero de aplicaciones debido a su amplio rango de separacidon de tamafios y a una

perturbacidén relativamente baja de la muestra [23].

Fraccionamiento en flujo mediante campos (FFF)

FFF es una técnica de separacién en la que se aplica una fuerza (campo o gradiente)

perpendicular a un canal en el que se desplazan las distintas especies en régimen laminar.
S .
i‘:?[at',"",;FOrce

Flow in

3l

Fig 2 Representacidn del proceso de separacién en FFF.

Cuando el flujo que transporta la muestra migra a través del canal de FFF, se aplica un
campo externo perpendicular al eje del canal de fraccionamiento, lo que causa la retencién de
los analitos (Figura 2).

En funcidn de la naturaleza del campo aplicado se distinguen varios tipos de
subtécnicas: FFF térmico, FFF de sedimentacion, FFF de flujo cruzado, FFF dielectroforético y
FFF magnético [24]. Debido a su aplicabilidad en un amplio rango de tamafios (de 1 nm a 100
um), FFF se ha empleado en la separaciéon de diversos tipos de nanomateriales. En
comparaciéon con los métodos cromatograficos, la ausencia de fase estacionaria en FFF evita
interacciones irreversibles, por lo que la morfologia y el tamafio de las NPs se conservan

durante las operaciones [15].

Meétodos cromatogrdficos y electroforéticos

Dentro de los métodos cromatograficos se encuentra la cromatografia hidrodinamica
(HDC) o la cromatografia de exclusién por tamafios (SEC). HDC utiliza una columna

empaquetada con microparticulas no porosas, la separacion se consigue por la velocidad de

4
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flujo y la velocidad de gradiente a través de ellas [15]. El uso de fase estacionaria no porosa en
HDC reduce considerablemente las interacciones con las particulas [17]. La cromatografia de
exclusién por tamafios (SEC) utiliza una columna empaquetada con materiales porosos, los
cuales forman canales de flujo. Las particulas que tienen un didmetro inferior o igual al tamafio
del poro de los materiales de empaquetado pueden penetrar en el interior de la columna;
mientras que las particulas mayores Unicamente se pueden trasladar a través de los poros

mayores o ser excluidas, dando lugar a menores tiempos de retencién.

La electroforesis en gel, la electroforesis de isoelectroenfoque (IEF) y la electroforesis

capilar (CE) han sido ampliamente utilizadas en el fraccionamiento de NPs [15].

Otros métodos

También se han aplicado otras técnicas para la separacién de AgNPs como filtracién
por membrana, ultrafiltracion o dialisis. Debido a su bajo coste y facil manejo, la centrifugacion
es ampliamente utilizada para purificar AgNPs. Por su procedimiento simple y por no requerir
una adicidn de otros agentes de separacion, la filtracion por membrana o la ultrafiltracién han
emergido como una herramienta eficiente para la separacién de AgNPs de distintos tamafios
[18, 24, 26, 27, 28]. Sin embargo, durante la centrifugacion o la filtracién puede tener lugar
una agregacion no deseada o una obturacion del filtro, lo que puede distorsionar los

resultados [29].

1.2.3. TECNICAS DE CUANTIFICACION

Entre las técnicas de cuantificacion la espectroscopia atémica de emisidn con plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-AES) y la espectroscopia de masas con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS) permiten detectar trazas de AgNPs de manera eficiente y rdpida. La alta
velocidad, precisién, sensibilidad y el amplio rango lineal les convierten en las técnicas mas
populares en la determinacion de iones metalicos. ICP-AES o ICP-MS se pueden acoplar a
diversas técnicas de separacién (por ejemplo, FFF o HDC), por lo que las particulas de
diferentes tamafios dentro de la muestra pueden ser aisladas, determinando la composicidon

de cada fraccion.
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1.3. FRACCIONAMIENTO EN FLUJO A TRAVES DE CAMPLO DE FLUJO ASIMETRICO

ACOPLADO A UN ESPECTROMETRO DE MASAS DE PLASMA DE ACOPLAMIENTO

INDUCTIVO (AsFIFFF-ICP-MS)

Tal y como se ha comentado previamente, FFF es una técnica de separacion versatil en
términos de rango de separacion, selectividad y resolucién [30], pudiéndose acoplar a un gran
numero de detectores [25] (Figura 3). El FFF de flujo asimétrico (AsFIFFF o AF4) es actualmente
una de las técnicas mds utilizada para la identificacidon y caracterizacion de nanoparticulas

sintéticas.

TEM
SEM

offlina || AFM
AAS
light scatiering
carier flow
[HPLC) debactor(s)
VIS

DRI
on line || ILICrESCENCE
light szatiaring
CPMS
CPOES

Fig 3 Esquema general de los diversos detectores on-line y off-line que se pueden acoplar a un sistema de FFF.

AsFIFFF generalmente se encuentra acoplado con un detector on-line de UV-Vis.
Mientras que el UV-Vis tiene como ventaja su sencillez de operacién y bajo coste, entre sus
inconvenientes se encuentra una baja sensibilidad y selectividad para el analisis de
nanomateriales. Es por ello que se usa el ICP-MS como detector on-line acoplado al AsFIFFF, ya
gue proporciona una alta sensibilidad y selectividad, un amplio rango dindmico y ademas

cuenta con la capacidad de analisis multielemental [31].

A pesar de las ventajas que presenta el AsFIFFF en la caracterizacién de NPs, los
tiempos de analisis son largos (20-40 min por réplica) y el trabajo es laborioso. Para conseguir
las condiciones de separacidon adecuadas para las particulas de estudio, se han de optimizar
una serie de parametros, incluyendo la fase movil, la membrana, el espesor del canal y el

campo externo aplicado [25].

En AsFIFFF el campo externo que se aplica consiste en un flujo secundario
perpendicular al flujo portador a través del canal de separacién. La separacién se consigue por
la retencién de particulas en el canal de FFF, en comparacién con la velocidad promedio del
flujo portador. La retencidn se origina por un equilibrio entre el movimiento de difusion de las

particulas y la fuerza del campo generado. El campo externo lleva a las particulas hacia la
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Ilamada pared de acumulacion, desde donde difunden en sentido opuesto al campo aplicado.
Los diferentes coeficientes de difusion de las particulas van a permitir llevar a cabo una
separacion por tamafos, de acuerdo a la ley de Stokes que relaciona el didmetro

hidrodindmico con el coeficiente de difusién (Figura 4).

flujo Difusién=f(diametro) flujo Difusién=f(diametro) o
laminar ——— t laminar ) ! o
I II H\III H e e e
membrana de membrana de
ultrafiltracion l ultrafitracion .—
Crossflow Crossflow

Fig 4 Efecto de la difusidn sobre la separacion de tamafios al aplicar un campo perpendicular al canal de AsFIFFF.

En AsFIFFF la pared superior del canal es impermeable y el flujo cruzado se genera por
un exceso de caudal a la entrada del canal. A la inyeccién de la muestra le sigue un paso de
focalizacidn, donde se genera un flujo opuesto bien equilibrado desde la entrada y la salida del

canal. Finalmente, tiene lugar la etapa de separacién de la muestra (Figura 5).

Sample Injection

Parabolic Fiw Profila

A o X7 ’ —
.....\‘.n_ Awmvxuu._.....—...‘u-.

Samp!c— Focussing

W in Flow Ou 7 N\
Farabolic Flow Profile o _;. \
vV g
Y — LAY |
Ju,) -
. T -

PR A—t‘ A’u&‘:—"uﬂ"ﬂtﬂ'&—.’uum_-—.—uwuw

~EET—

Sample Elution

v ir Focus O Flow Out 8

Parabolic Flow Profife

3142 v

D
sddd

mm-.mmmuuu‘ﬁm -u.auu.us

Fig 5 Etapas implicadas en la separacidn en FFF: inyeccidn, focalizacion y elucidn de la muestra.

Durante la inyeccién, se introduce caudal por la parte superior e intermedia del canal. La
muestra se introduce a un caudal bajo (por ejemplo a 0,2 mL-min™) para asegurar que queda

en la zona inferior del canal. Una vez inyectada la muestra, la focalizacién consiste en centrar
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la muestra en una banda lo mds estrecha posible. Hay que evitar efectos de sobrecarga que
pueden provocar interacciones entre las propias especies y el propio canal. Estos efectos

provocarian una modificacidn en los tiempos de retencidn.

El amplio rango de tamafios y la capacidad de separacion del FFF se consigue a través
de una optimizacion muy cuidadosa de las condiciones de operacién. Existen varios
parametros que influyen en la calidad de la separacién a través de FFF entre los que se
encuentran:

— la composicion del portador
— lamembranay sus propiedades superficiales
— las dimensiones del canal

— el campo externo

Las caracteristicas de pH, fuerza idnica y composicién quimica de la disolucién

portadora (fase movil) influyen en las propiedades electrostaticas de la membrana y de las
NPs, influyendo en el comportamiento fisicoquimico de las NPs. Generalmente, la fase movil
proporciona una carga con la misma polaridad eléctrica (ambas negativas o ambas positivas)
de la particula y la membrana, con una suficiente repulsidon electrostatica para prevenir la
interaccion y pérdida de particulas en la membrana.
La estabilidad de las suspensiones acuosas de AgNPs se puede conseguir a través de dos
mecanismos diferentes: basado en repulsiones estéricas o basado en repulsiones
electrostaticas. En el primer caso, se usan polimeros y surfactantes no iénicos como fase movil
ya que forman una capa adsorbida que tiene un efecto estabilizante equilibrando las fuerzas
atractivas y repulsivas. En el segundo mecanismo, la carga superficial de la fase dispersa puede
aumentar por la adicién de un surfactante idnico que proteja a las AgNPs de adherirse unas a
otras.

En AsFIFFF el papel de la membrana es permitir el paso del flujo perpendicular (flujo
cruzado), evitando al mismo tiempo que las particulas y las nanoparticulas se filtren a su
través. El valor nominal de las membranas se dan generalmente en Dalton (g/mol) y estan
disponibles en un rango de 300-100000 Da. Las membranas mas comunes en AsFIFFF son de
celulosa regenerada (RC) o de poliétersulfona (PES).

Una de las variables mas importantes que influyen sobre la retencion vy
fraccionamiento de las particulas es el flujo cruzado. Las particulas mas pequefias exigen un

mayor caudal para poder ser separadas de forma adecuada. Sin embargo, caudales elevados




Introduccion

conllevan tiempos de retencién mayores y pérdidas selectivas de las particulas mas grandes
de la muestra. Una opcién para muestras con un amplio rango de tamafios de particula es
aplicar gradientes, reduciendo el caudal del flujo cruzado a lo largo del tiempo.

La sefial que se obtiene en el AsFIFFF se denomina fractograma. Al principio del mismo
siempre aparece un pico denominado void peak. Este pico es debido a especies no focalizadas

correctamente que se eluyen sin ser retenidas por accion del flujo aplicado (Figura 6).
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Fig 6 Fractograma de una muestra de nanoparticulas de plata.

1.4. PUESTA EN DISOLUCION DE LAS NANOPARTICULAS

La forma habitual para la puesta en disolucién de la plata pasa por la utilizacién de
acidos, puesto que en este medio los cationes simples son mas estables. Sin embargo, el uso
de esta digestion acida no permite la distincién entre plata idnica y nanoparticulas (plata en
estado metdlico). Como alternativa al uso de la digestién 4cida se propone el uso de un medio
alcalino mediante la utilizacién de hidroxido de tetrametilamonio (TMAH). Se sabe que el
TMAH es un reactivo eficiente para solubilizar muestras de tejidos, principalmente tejidos
animales. La reaccién del TMAH con el tejido animal se percibe a través de la formacién de
espuma, la viscosidad y el olor parecido a una reaccién de esterificacion [32]. El objetivo es
conseguir una buena liberacién de las NPs desde las muestras biolégicas antes de llevar a cabo
la separacidn a través de FFF.

Se han realizado estudios para la determinacion de AuNPs en tejidos de rata por AsFIFFF-
ICPMS en los que se empleaba TMAH para liberar AuNPs desde higados y tejidos
homogeneizados. Se consiguid detectar y separar con éxito AuNPs intactas tras una extraccién
alcalina con TMAH. Sin embargo, la separacion de AuNPs de 10 y 60 nm presentes en los
extractos alcalinos de higado no fue posible debido a la asociacidon de las NPs con restos del

tejido, lo que podria haber impedido la correcta caracterizacion mediante AsFIFFF [33].
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Objetivos

El proyecto desarrollado en este Trabajo Fin de Master (TFM) forma parte de una de
las lineas de investigacion del Grupo de Espectroscopia Analitica y Sensores (GEAS):
“Nanotecnologia y Nanociencia Medioambiental Analitica”.

Este trabajo se encuadra dentro de un proyecto en el que ha colaborado el Grupo
Nutrigenomics de la Universidad Rovira i Virgili en Tarragona. Este grupo se ha encargado de
realizar los distintos ensayos de citotoxicidad con nanoparticulas de plata y de suministrar las
distintas muestras con las que se ha trabajado a lo largo de este proyecto.

El objetivo principal del presente TFM se centra en el desarrollo de una metodologia
analitica que permita la identificacidn y caracterizacién de nanoparticulas de plata expuestas a
este agente en ensayos de toxicidad. Para ello, se han de conseguir los siguientes objetivos
parciales:

1. Establecer una estrategia alternativa al ataque 4cido mediante Ia
digestion/solubilizacion de las muestras utilizando hidréxido de tetrametilamonio
(TMAH). Validar el procedimiento comparando los resultados obtenidos con el
ataque acido para la cuantificacion de plata total.

2. Estudiar la estabilidad de las AgNPs en el medio de solubilizacién y frente al tiempo.

3. Desarrollar un procedimiento basado en el uso de la técnica de separacidon AsFIFFF
acoplada a UV-Vis e ICP-MS para la identificacidn de las especies de plata puestas en
disolucion.

4. Caracterizar por tamafios mediante AsFIFFF las nanoparticulas solubilizadas,
haciendo uso de estandares de tamafio de AgNPs. Comparacién de los resultados

con Microscopia de transmisidn electrénica (TEM).

10



3. EXPERIMENTAL




Experimental

3.1 INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

INSTRUMENTACION

Equipo de Fraccionamiento en Flujo mediante Campo de Flujo Asimétrico (AsFIFFF).
(Postnova Analytics, Landsberg, Germany).

Espectrometro ICP-MS Perkin Elmer SCIEX Elan DRC-e (Perkin Elmer, Toronto, Canada).
Espectrometro Molecular UV-Vis Diode Array (Shimadzu, Duisburg, Germany).
Espectrometro Molecular UV-Vis Diode-Array 8452 A (Hewlett-Packard, California, USA).
Microscopio Electrénico de Trasmision (TEM) INCA 200 X-Sight Oxford Instruments.
Balanza Analitica GH-200 (AND, California, USA).

Micropipetas 5-50 pL (Biohit, Helsinki, Finlandia).

Micropipetas 100-1000 pL y 1000-4000 pL (Rainin, California, USA).

APARATOS
Agitador orbital analdgico Reax 2 (Heidolph, Schwabach, Alemania).
Bafio de Ultrasonidos Ultrasons-P (Selecta, Barcelona, Espafia).

Placa agitadora Rotamax 120 (Heidolph, Schwabach, Alemania).

MATERIAL
Tubos tipo Falcon de polipropileno de 50 mLy de 15 mL (cdnico).
Tubos Eppendorf de polipropileno de 1,5 mL.
Estos tubos se dejaron en un bafio de HNO; al 1 % (v/v) durante al menos 24 horas.
Posteriormente se lavaron con agua ultrapura y se dejaron secar en estufa a una
temperatura de unos 60 °C, dejandose enfriar antes de su utilizacién.
Frascos para cultivos celulares.
Filtros de membrana de nylon con tamafio de poro de 0,20 um.
Filtros para jeringa de poliamida con tamario de poro de 0,45 um.
Membranas de poliétersulfona (PES) con tamafo de poro de 1y 4 kDa para el sistema
de AsFIFFF.

Cubetas de cuarzo de volumen reducido para EAM-UV-Vis.

3.1.4. REACTIVOS Y ESTANDARES

Se utilizé agua ultrapura (Milli-Q Advantage, Molsheim, Francia) para la preparacion de

disoluciones.
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Las disoluciones de plata (I) se prepararon a partir de una disolucion de estandar
comercial ! (disolucién estandar de Ag 1,000 + 0,002 g-L™* AA, Panreac, Barcelona, Espafia).
Las disoluciones de nanoparticulas de plata (AgNPs) correspondientes se prepararon a
partir de estandares comerciales de distintos tamafios y concentraciones:
— AgNPs 10 nm, 100 mg-L" (PlasmaChem, Berlin, Alemania).
— AgNPs 20 nm, 7 mg-L"* (BBInternational, Cardiff, UK).
— AgNPs 40 nm, 20 mg-L" (Sigma Aldrich, St. Louis, USA).
— AgNPs 60 nm, 20 mg-L™" (Sigma Aldrich, St. Louis, USA).

Se emplearon también disoluciones de Colargol (Laboratorios Argenol, Espafia)
preparadas a partir del polvo comercial.

Ademas se utilizd: HNO3 69,0-70,0 % (Baker Instra Analyzed for Trace Metals Analysis,
J.T. Baker, Holanda); HClI 36,5-38,0% (Baker Instra Analyzed for Trace Metals Analysis, J.T.
Baker, Holanda); hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) (Alfa Aesar - 25% w/w agq. soln.,
electronic grade, Karlsruhe, Alemania); L-cisteina (Aldrich, St. Louis, USA); Triton™ X-100
(Aldrich, St. Louis, USA); dodecil sulfato sodico (SDS) (electrophoresis purity reagent, BioRad,
California, USA).

Todas las disoluciones de estandares se prepararon por pesada.

Las muestras se sonicaron durante 1 min justo antes de cada medida.

3.2. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

— Descripcion del Colargol

El Colargol, fue proporcionado por el fabricante (Laboratorios Argenol, Espafia) como
un polvo granulado.

El Colargol es también conocido como plata coloidal. Este producto esta descrito en la
farmacopea europea como un fuerte antiséptico. Su contenido en plata esta entre el 68-70%
(m/m), en su mayor parte en forma de nanoparticulas de 14-17 nm de didmetro. El resto del
contenido del producto es materia organica procedente del proceso de la sintesis de las
nanoparticulas. Esta materia organica son proteinas, fundamentalmente caseinas, con un

porcentaje de Ag (l) en esta matriz proteica inferior al 0,5%.
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La disolucién inicial de Colargol de 1000 mg-L™ se prepard a partir del producto original
(solido) y disolviéndolo en un volumen adecuado de agua ultrapura. El resto de disoluciones se

prepararon mediante la dilucidn correspondiente.

— Descripcion de las muestras de cultivos celulares

Las muestras objeto de estudio son células pertenecientes a la linea celular de
hepatoma humano HepG2.

Estas células se someten a dos tipos de ensayo: cultivo con nanoparticulas de plata
(AgNPs) adicionadas como Colargol y cultivo con plata en forma iénica (Ag (1)) adicionada como
AgNO;, a distintas dosis en ambos casos. Las concentraciones a las que se trabaja

corresponden a niveles que afectan a la viabilidad celular.

El medio de cultivo empleado es el DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium)
suplementado con suero fetal bovino (FBS), aminoacidos no esenciales, penicilina,
estreptomicina, glutamina y HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico).

Los medios de cultivo fueron retirados tras 24 horas de incubacién, dejando

Unicamente las células en los frascos, y congelandolas inmediatamente a -20 °C.

En el caso en el que se adiciona la plata en forma de AgNPs, éstas proceden del
Colargol. Los ensayos desarrollados con HepG2 se corresponden con:
—  Células incubadas + Colargol 15 mg-L™ (equivalente a una concentracién de
10,2 mg-L"* de AgNPs. La masa adicionada se corresponde con 102 ug). Sin
efecto sobre la viabilidad celular.
—  Células incubadas + Colargol 30 mg-L" (equivalente a una concentracion de
20,4 mg-L"! de AgNPs. La masa adicionada se corresponde con 204 ug). Efecto
sobre la viabilidad celular del 50%.
—  Células incubadas + Colargol 50 mg-L™" (equivalente a una concentracién de 34
mg-L" de AgNPs. La masa adicionada se corresponde con 340 pg). Efecto sobre

la viabilidad celular préxima al 90%.

Por su parte, en las células cultivadas con la plata en forma de Ag (1), ésta se adiciona

como nitrato de plata (AgNOs). Los ensayos desarrollados con HepG2 se corresponden con:
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—  Células incubadas + AgNO; 0,5 mg-L™ (equivalente a una concentracién de 0,32
mg-L" de Ag (). La masa adicionada se corresponde con 3,2 pg). Sin efecto
sobre la viabilidad celular.

—  Células incubadas + AgNO; 2 mg-L"* (equivalente a una concentracién de 1,27
mg-L" de Ag(l). La masa adicionada se corresponde con 12,7 pg). Efecto sobre
la viabilidad celular del 50%.

—  Células incubadas + AgNO; 4 mg-L™ (equivalente a una concentracién de 2,54
mg-L" de Ag(l). La masa adicionada se corresponde con 25,4 ug). Efecto sobre
la viabilidad celular del 90%.

Asimismo se cuenta con cultivos celulares de control, en los que no se ha aifadido plata

al medio en ninguna de sus formas.

3.3. PUESTA EN DISOLUCION DE LAS MUESTRAS

Para la puesta en disolucién de las muestras se siguieron dos estrategias: digestién

acida y solubilizacion mediante TMAH.

3.3.1. DIGESTION ACIDA

Se llevd a cabo un ataque acido para la determinacidn del contenido total de plata
presente en las distintas muestras de células.

Para ello se afiaden 10 mL de una disolucidn de ataque compuesta por HNO3:HCI (7:3)
en cada uno de los frascos de cultivo que contienen las células y se dejan 18 h en ligera
agitacion (50 rpm) en una plaza agitadora. Transcurrido este tiempo se recoge la disolucién de
ataque en HCl 3% hasta 50 mL. Para la cuantificacién por ICP-MS se hace una dilucion previa a

la medida igualmente en HCl 3%.

3.3.2. SOLUBILIZACION CON TMAH

Para la solubilizacidon de las muestras con TMAH, los cultivos celulares se ponen en
presencia de 4 mL de TMAH (25%w/w) y 1 mL de Triton X-100 0,25 %, de manera que la
proporcién de éste en el medio de solubilizacién sea 0,05 %. A continuacion, se deja en

agitacion durante 4 horas para que tenga lugar el proceso de solubilizacién.
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Transcurrido este tiempo, se toman 2 mL del medio solubilizado y se diluyen hasta los 8 mL
con Triton X-100 al 0,05 %. El medio final en que se encuentran las células solubilizadas es

TMAH 5 %y Triton X-100 0,05 %.

3.4. FRACCIONAMIENTO EN FLUJO MEDIANTE CAMPO DE FLUJO ASIMETRICO
(ASFIFFF)

Se utiliza un sistema AsFIFFF AF 2000. El canal trapezoidal era de 27,5 cm de largo y
entre 2 a 0,5 cm de ancho. El espaciador utilizado en todas las medidas tenia 350 um de
espesor. Se utilizaron membranas de ultrafiltracion de polietersulfona (PES) de 1y 4 kDa como
pared de acumulacién.

La fase movil empleada se corresponde con una disolucién de SDS 0,01 % (m/v)
preparada en agua ultrapura y ajustada a pH=8. Esta fase moévil fue desgasificada antes de su
uso a través de un desgasificador online de vacio. Se estudiaron distintos programas de
crossflow para conseguir una correcta separacion. En la Tabla 1 se resume el programa éptimo

encontrado. Se usé un loop de inyeccién de muestra de 100 pL.

Tabla 1 Método de inyeccidn y de crossflow utilizado para las medidas de fraccionamiento en flujo mediante campo

asimétrico (AsFIFFF) con un flujo a la salida del detector de 1,0 mL-min™.

Programa de separacion de nanoparticulas de plata

Etapa del programa T;;Tnp)o Crossflow,Vc, mL-min™
Inyeccidn/focalizacidn 5 Flujo de Inyeccidn, 0.2 mL-min™ 4
Separacion 5 Constante 2.5

20 Caida lineal 2.5a0
5 Constante 0

El eluyente se dirige desde el canal hasta un detector UV-Vis de diodos que recoge la
sefial entre 200 y 650 nm; y hasta un espectrémetro ICP-MS colocado en linea. La resonancia
plasmon de las AgNPs fue utilizada para su deteccién online a través del detector UV-Vis. Se
registré un espectro completo del eluyente cada 2 s.

Para la deteccidn elemental, se acopld el sistema AsFIFFF a un espectrometro de masas
ICP. El flujo de salida del sistema se dirigia directamente al nebulizador del espectrémetro (un
nebulizador concéntrico de vidrio slurry con una camara ciclénica de spray). La adquisicién de

datos por ICP-MS se realizd utilizando 20 barridos y un "dwell time" de 50 ms [23].

15




4. RESULTADOS Y DISCUSION




Resultados y Discusion

4.1. DETECCION Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA EN CELULAS
PROCEDENTES DE ENSAYOS DE NAOCITOTOXICIDAD MEDIANTE SOLUBILIZACION
CON TMAH Y POSTERIOR ANALISIS MEDIANTE AsFIFFF-ICP-MS.

Uno de los principales objetivos del presente trabajo se centra en la deteccidn y
caracterizacion de nanoparticulas de plata en células. Para poder realizar el andlisis mediante
AsFIFFF-ICP-MS, hay que conseguir previamente una correcta solubilizacidén de las muestras.

Las muestras con las que aqui se trabaja son cultivos celulares tratados con plata. Mas
alla de llevar a cabo una digestidn acida que permita determinar el contenido de plata total, se
busca realizar una solubilizacion de las células que permita especiar entre las distintas formas
de plata presentes.

La identificacidn y caracterizacion de AgNPs en células sometidas a ensayos de
citotoxicidad con nanoparticulas, resulta ser una tarea complicada. Las AgNPs pueden haber
sufrido distintos procesos en el interior de las células que dificulten su identificacion. Por una
parte, las AgNPs pueden liberar iones plata que contribuyan a los mecanismos de toxicidad. La
liberacion de iones desde las NPs puede depender de una gran variedad de factores, entre los
que se encuentra el tamafio de las NPs [34]. Una menor liberacidon de Ag (I) podria estar
relacionada con una alta velocidad de aglomeraciéon de las AgNPs en el medio celular.
Particulas mas grandes, aglomerados, con un area de superficie reactiva menor, mostrarian
una liberacidn de iones reducida, en comparacién con particulas menores, de mayor area de
superficie reactiva [35]. La aglomeracion puede afectar a la capacidad de las AgNPs para
interaccionar con las células. Las nanoparticulas se pueden asociar a la membrana celular, lo
que favorece que las células puedan internalizar algunas de esas particulas [36]. El andlisis TEM
de la distribucién de particulas de plata en dos lineas celulares (A549 y HepG2) mostré la
presencia de AgNPs en el interior de este tipo de células [37].

Asimismo el proceso de solubilizacion también es complicado. Las nanoparticulas se
pueden asociar a restos sin solubilizar y no permitir una correcta separacion de las mismas

[33].

4.1.1. Estudio de las condiciones experimentales para la solubilizacion con TMAH del

material bioldgico presente en los estudios de citotoxicidad.

En una primera aproximacién para realizar la solubilizacién de las células, se toma

como punto de partida el procedimiento dptimo obtenido durante ensayos de solubilizacion
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de muestras de heces de ratones que habian sido alimentados con Colargol durante cierto
periodo de tiempo. La optimizacion de este procedimiento se desarrollé durante la realizacion
de un Trabajo Académicamente Dirigido (TAD) en el curso 2011-2012. A través de él se
consiguid llevar a cabo la determinacion de plata y la identificacion de AgNPs en este tipo de
muestras.

En este procedimiento se utilizaba el TMAH como alternativa al ataque 4acido. Este
reactivo es capaz de provocar la ruptura hidrolitica y la metilaciéon de enlaces éster, amida y
algunos enlaces éter, solubilizando asi la materia organica. El TMAH es una base fuerte que va
a producir la precipitacién de la plata. Para tratar de evitar esto, y tener la plata presente en
disolucién, se utiliza un complejante. Entre todos los complejantes que se estudiaron se
encontré que el que mejores resultados daba era la cisteina en una determinada proporcién.

El procedimiento dptimo dejaba la muestra en contacto con 2 mL de TMAH vy cisteina
0,1 % en agitacidn durante 24 horas. Tras la agitacion se diluia hasta un volumen de 10 mL con
Triton 0,05 %. El medio final en el que quedaba la muestra era TMAH 5 %, cisteina 0,1 % vy
triton 0,05 %.

Los experimentos preliminares se llevaron a cabo para optimizar la cantidad de TMAH

y el tiempo de contacto necesario con la muestra para solubilizar las células.

En primer lugar se traté de emplear el mismo procedimiento de solubilizacion llevado
a cabo en ensayos anteriores (agitacion durante 24 h con 2 mL de TMAH vy cisteina 0,1 %, para
posterior dilucion a 10 mL con Triton X-100 0,05 %). A la vista de que 2 mL de TMAH no eran
suficientes para cubrir toda la superficie del frasco donde se encuentran las células
procedentes del ensayo de citotoxicidad, se decidié emplear el doble, 4 mL, y dejarlo junto con
cisteina 0,1 % en agitacién durante 24 h, diluyendo hasta un volumen final de 20 mL para

mantener siempre la misma proporcién de TMAH en el medio final (1:5).

Los primeros ensayos se realizaron sobre cultivos de AgNO; y de control debido a que
el nimero de muestras disponibles era reducido. Se utilizaron las células incubadas con AgNO;
en una dosis de 2 mg-L"l. Asimismo, se realizo la solubilizacién de uno de los cultivos de control
(libre de plata) al que se le adicionaron AgNPs y se dejé en agitacién durante 24 h segun el
procedimiento descrito anteriormente. Las medidas del primer caso se realizaron a través de
ICP-MS; mientras que en el segundo caso se acopld el equipo de AsFIFFF al ICP-MS para la
detecciéon de nanoparticulas debidas a las AgNPs adicionadas. De estos ensayos no se

obtuvieron buenos resultados. Por una parte, no se estaba solubilizando toda la cantidad de
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plata presente ( % Rec = 54 % respecto al ataque acido), y por otra, no se detectaron las AgNPs,
lo que sugirid cierta inestabilidad de las AgNPs frente al tiempo. En la Figura 7 se muestra el
fractograma obtenido al inyectar la disolucién de control a la que se habia adicionado AgNPs,
en la que no aparece la sefal correspondiente al efecto plasmén de las mismas. Esta

inestabilidad puede ser una cuestion de cinética y de tiempo de contacto con la cisteina.
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Fig 7 Fractogramas de células de control en el medio de solubilizacién (TMAH 5 %, cisteina 0,1%, Triton x-100 0,05%)
tras 24 h de solubilizacién. Programa de crossflow Tabla 3. La linea negra es la sefial obtenida a 254 nm, la roja se

refiere a 405 nm. En la parte superior de la figura se observa el espectro UV-Vis a un tiempo de 5,3 min.

4.1.2. Estudio de la estabilidad de las nanoparticulas de Ag en las condiciones del ensayo

de solubilizacion con TMAH.

A la vista de los resultados, se realizaron ensayos para estudiar la estabilidad de las
nanoparticulas de Ag en las condiciones del ensayo de solubilizacién con TMAH. Se queria ver

la influencia del medio sobre las nanoparticulas de plata con el tiempo.

Los primeros ensayos se realizan en frascos de cultivo vacios, para que el contacto de
las nanoparticulas con el medio sea comparable al que sufren las células cuando se lleva a
cabo su solubilizacién. De esta forma, se dejan AgNPs (concentracién final en el medio diluido:
10 mg-L™) en agitacion con 4 mL de TMAH y cisteina 0,1 %. Se toma una pequefia fraccion en el
momento de poner en contacto las NPs con el medio (t,) y otra fraccidn transcurridas 4 horas
(tsn). En ambos casos se diluye la muestra con Triton X-100 de manera que el medio final sea
TMAH 5 %, cisteina 0,1 % y Triton X-100 0,05 %.

Estas fracciones se inyectan en el equipo de AsFIFFF para identificar las nanoparticulas

de plata. Los fractogramas que se muestran a continuacion, se corresponden con la seial
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obtenida a una longitud de onda de 405 nm (caracteristica del efecto plasmon de las AgNPs)

para ambos casos (Figura 8).
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Fig 8 Fractogramas de AgNPs en el medio de solubilizacion (TMAH 5 %, cisteina 0,1%, Triton x-100 0,05%) a t, (linea

de puntos) y transcurridas 4 horas (linea continua).

En la figura anterior se ve de manera clara la presencia de AgNPs en la muestra
tomada a to. Sin embargo, el pico que aparece en el fractograma correspondiente a la muestra
en agitacidon durante 4 h no se aprecia lo mismo. El pico que aparece a los 5 minutos de
inyeccion puede ser debido a especies de pequefio tamafio o no focalizadas correctamente

gue se eluyen sin ser retenidas en el void peak y no a la presencia de nanoparticulas.

Estas observaciones llevan a pensar que los malos resultados obtenidos
anteriormente, en los que no se observaba la presencia de AgNPs tras agitacion durante 24 h
(Fig. 7), pueden ser debidos a un exceso de tiempo de contacto de la muestra con el TMAH y a
la presencia de cisteina. Se sabe que la cisteina es capaz de estabilizar la Ag (I) formando
complejos con ella (pK; = 11,9). Este ligando se utiliza para disminuir la concentracion de Ag (l)
libre en el medio y, por tanto, para liberar de la toxicidad total la contribucion de la Ag (1) de la
de las AgNPs [26]. Pero es posible que en este caso la cisteina esté dificultando la identificacion

de las nanoparticulas de plata disolviéndolas.

Para comprobar esto ultimo de manera cualitativa se hace una pequeia prueba en la
gue se pone en contacto las nanoparticulas de plata con TMAH pero esta vez sin cisteina.

Transcurridas unas horas, la disolucion de AgNPs en triton sigue manteniendo intacto el color
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amarillo caracteristico de las disoluciones de AgNPs debido al efecto plasmén. Sin embargo, si
se le adiciona cisteina se vuelve completamente incoloro. La cisteina esta disolviendo las

AgNPs de plata.

Resulta por tanto necesario encontrar un medio adecuado que permita Ia
solubilizacion de las muestras, asi como la identificacién de las nanoparticulas. Para ello se
Ileva a cabo un estudio de la influencia de la concentracidn de cisteina, asi como la presencia
de triton sobre las AgNPs presentes en el Colargol con el tiempo. Se pone Colargol en agitacién
en distintos medios y se van recogiendo distintas fracciones a lo largo del tiempo
(aproximadamente cada 30 minutos durante 3 horas). Estas fracciones se recogen en tubos
Eppendorf, se diluyen con Triton X-100 0,05 % y se miden a través de EAM-UV-Vis empleando
cubetas de cuarzo de volumen reducido para 1 mL.

Los medios que se estudiaron fueron:

Colargol + 4 mL TMAH.

Colargol + 4 mL TMAH + cisteina 0,002 % (1 mL).
Colargol + 4 mL TMAH + cisteina 0,02 % (1 mL).
Colargol + 4 mL TMAH + cisteina 0,1 % (1 mL).

LA A

Colargol + 4 mL TMAH + triton 0,05 % (1 mL).

Se hizo un blanco de la sefial con agua milli-Q al principio de las medidas y las

correspondientes lineas base de cada medio.

1. Colargol + 4 mL TMAH

En la Figura 9 se muestran los espectros obtenidos a lo largo del tiempo al poner en

agitacion las AgNPs del Colargol Unicamente con 4 mL de TMAH.

0,9 Abs bc
Abs to
(1]
2 e Abs 30"
S 06
2 e Abs 60"
2
s 03 e A £90"
7
e A\bs 120"
m T AR
0~ ' ' Abs t180'
300 400 A (hm) 500

Fig 9 Espectro de absorcién de Colargol (10 mg-L"l) frente al tiempo. Ensayo en presencia de TMAH.
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Se observa una diferencia de sefial del 77 % pasados los 30 min respecto a la sefal
inicial (to) . Si se mide después de 3 horas esta diferencia se ve incrementada hasta el 91 %.

Transcurridos 30 minutos desde el inicio del experimento se aprecia un precipitado por
las paredes del tubo. La aparicién de este precipitado junto con el descenso de la absorbancia,
permiten deducir que la plata presente en el ensayo precipita en forma de hidréxido al haber
medio bdsico; por lo que pasados 30 minutos desde el inicio, gran cantidad de la plata que
habia presente ya no estd en forma de AgNPs, sino que se encuentra precipitada.

La precipitacidn de las AgNPs tiene lugar debido a un proceso previo de oxidacién de la
Ag (0) a Ag (). Las AgNPs se pueden oxidar en disoluciones acuosas en presencia de oxigeno
segun la reaccion:

4Ag + 0, + 2H,0 €<—=> 4Ag" + 40H

La liberacion de estos iones plata junto con la basicidad del reactivo empleado, da lugar a la
precipitacion de la plata que se encuentra favorecida por la formacién del precipitado de AgO,

en medio francamente basico (pKs ag0=7,7).

2. Colargol + 4 mL TMAH + cisteina

En las figuras 1,2, 3 recogidas en los Anexos (A1) se muestran los espectros de UV-Vis
obtenidos a lo largo del tiempo al poner en agitacidon las AgNPs del Colargol con 4 mL de TMAH
y cisteina en distintas proporciones (0,002 %, 0,02 % y 0,1 %). En todos los casos la cisteina
estd en exceso respecto a la cantidad de plata presente.

Se observa que al aumentar la concentracion de cisteina en el medio, parece aumentar

el grado de disolucién de las AgNPs con el tiempo, al favorecer este proceso.

3. Colargol + 4 mL TMAH + triton 0,05 %

En la Figura 10 se muestran los espectros obtenidos a lo largo del tiempo al poner en

agitacion las AgNPs del Colargol con 4 mL de TMAH y Triton X-100 0,05 %.
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Fig 10 Espectro de absorcidn de Colargol (5 mg-L'l) frente al tiempo. Ensayo en presencia de TMAH 5 %, Triton X-100
0,05 %.

Se observa una diferencia de sefal del 26 % pasadas las 3 h respecto a la sefial inicial (to) .

En la Figura 11 se representa para todos los casos descritos anteriormente el

porcentaje de la sefal que se mantiene con el tiempo respecto a la sefial a to.
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\ ———
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=== CON TRITON Y SIN CISTEINA === CON CISTEINA 0,002% CON CISTEINA 0,02%
=== CON CISTEINA 0,1 % === CON TMAH

Fig 11 Variacidn de la sefial de absorcion relativa respecto a ty con el tiempo para los distintos medios.

A la vista de los resultados se puede concluir que la ausencia de un tensoactivo como

el triton, provoca la rapida oxidacién de las AgNPs en TMAH debido a la precipitacién de AgO,.
Asimismo, transcurridas 3 h de contacto entre el Colargol y el medio de cisteina
correspondiente, se aprecia una menor disminucién de la seial cuanto menor es la proporcion
de cisteina en el medio. Esto estd de acuerdo con los cambios de color que se observan en el
contenido de los tubos que tenian el Colargol en presencia de TMAH vy cisteina. Por tanto, en
presencia de tensoactivo, la adicidon de cisteina acelera el proceso de oxidacion, tanto mas
cuanto mayor es la concentracion de cisteina en el medio.
Para el caso del ensayo con Triton X-100 la disminucion de sefial no es tan acusada. Ademas,
apenas se observa cambio de color. En estas condiciones se considera que los mejores
resultados se obtienen realizando la solubilizacién en presencia Unicamente de tensoactivo
Triton X-100.

Al eliminar la cisteina como complejante, la Ag (I) que no se encuentre estabilizada por

formacion de complejos con especies procedentes de la muestra precipitara. Para el caso de

22



Resultados y Discusion

las AgNPs parece que el tensoactivo evita su oxidacion, impidiendo su transformacién a Ag (1) y

su posterior precipitacién en el medio basico.

Es necesario comprobar si en estas condiciones de estabilizacién, Unicamente con
Triton X-100 0,05 % en presencia de TMAH, se puede llevar a cabo la identificacién de AgNPs
en el equipo de AsFIFFF.
Para ello, se deja Colargol en agitacion en este medio (TMAH vy triton 0,05%) y se inyectan

distintas fracciones diluidas con Triton X-100 a distintos tiempos (to, tin Y tan) (Figura 12).

Abs /r.u.

t/ min

Fig 12 Fractogramas de AgNPs en el medio de solubilizacion (TMAH 5 %, Triton x-100 0,05%). La sefial de color negro

es la obtenida a t,. La roja y la azul se corresponden con ty, y ta, respectivamente.

Integrando los picos correspondientes a las AgNPs (pico con maximo a 7-8 min) se
obtienen los resultados que se muestran en la Tabla 2. Se ha considerado el drea a t, como 100

% para evaluar el efecto en términos relativos del tiempo sobre la integridad de las AgNPs.

Tabla 2 Diferencias de sefial obtenidas en los ensayos llevados a cabo a tyy, y ts, respecto a la sefial a t,.

t Area % senal % diferencia sefal respecto t,
0 61091,2515 100,0

1h 42425,8001 69,4 30,6

4h 34156,5984 55,9 44,1
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Atendiendo a los resultados se observa que en las condiciones de medida, un aumento
en el tiempo de solubilizacion en presencia de TMAH y Triton conduce a una reduccién en el
area del pico correspondiente a las AgNPs, tal y como se habia observado en el ensayo anterior

con la sefial de absorbancia. En este caso, y tras 4 horas, la sefial se ha reducido en un 44%.

Este es el medio finalmente elegido para llevar a cabo la solubilizacidn de las células.
Realmente se trata de una solucién de compromiso. Un aumento en el tiempo de
solubilizacion conlleva una pérdida de AgNPs por disolucidon de las mismas. En cambio, un
tiempo menor puede llevar a una solubilizacidn incompleta del medio bioldgico objeto de
estudio. En la bibliografia se utilizan tiempos mayores para la solubilizacién de muestras
bioldgicas complejas (como tejidos) del orden de 12 o 24 h [38]. Estos tiempos son
excesivamente largos para poder mantener la presencia de AgNPs en el medio, por lo que se
opta por un tiempo en el que en principio se permita la completa disolucién de la muestra
biolégica, pero asegurando que al menos un porcentaje significativo sigue estando en la forma
elemental como NPs. A través de posteriores ensayos de cuantificacién de la plata se confirma
gue 4 horas son suficientes para la solubilizacién completa de las células. Ademas, esto queda

validado por comparacién de resultados tras ataque dcido como se discute en el apartado 4.2.

4.1.3. Deteccion de nanoparticulas de plata en células mediante AsFIFFF-ICP-MS tras

solubilizacion con TMAH. Condiciones iniciales.

Una vez que se han encontrado las condiciones adecuadas para la estabilidad de las
nanoparticulas de plata en el medio de solubilizacidn, se realiza un ensayo con uno de los
cultivos celulares de los que se dispone.

En este caso se realiza el ensayo con las células cultivadas con una dosis de 50 mg-L™
de Colargol. Estas células son solubilizadas segun el procedimiento descrito anteriormente.

Para realizar la identificacion de AgNPs se acopla el AsFIFFF al ICP-MS. De esta manera,
se utiliza el AsFIFFF como método de separacion por tamafios, y la absorcidon UV-Vis y el ICP-
MS como técnicas de deteccidn. El contenido de plata de las especies eluidas es monitorizada
por el ICP-MS; mientras que la sefial del detector de UV-Vis da informacion adicional
relacionada con su naturaleza: nanoparticulas de plata que muestran un maximo a 405 nm. La
sefial que se registra a 254 nm se relaciona con materia organica presente en la muestra.

El programa de separacién aplicado para la separacién de las nanoparticulas de plata
se describe en la Tabla 3. Este programa permite la caracterizacién de AgNPs con un tamafio

entre 1y 100 nm y ha sido optimizado por nuestro grupo de investigacion [23].

24



Resultados y Discusion

Tabla 3 Método de inyeccién y de crossflow utilizado inicialmente para las medidas de fraccionamiento en flujo

mediante campo asimétrico (AsFIFFF) con un flujo a la salida del detector de 1,0 mL-min™.

Programa de separacion de nanoparticulas de plata

T
Etapa del programa "::::o’ Crossflow, V¢, mL-min™
Inyeccién/focalizacidn 5 Flujo de Inyeccién, 0.2 mL-min™ 1
Separacién 20 Constante 0.325
5 Caida lineal 0.325a0
5 Constante 0

En la Figura 13 se muestran las seiales de UV-Vis a 254 nm y 405 nm, junto con la
sefial ICP-MS de las células solubilizadas. Asimismo, se refleja el espectro UV-Vis en el tiempo

del maximo de los picos observados a 405 nm.
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Fig 13 Fractograma células cultivadas con una dosis de 50 mg-[1 de Colargol. En azul se refleja la sefal de = Ag

obtenida en ICP-MS. Las sefiales en negro y rojo hacen referencia a las sefales obtenidas en UV-Vis a 254 nm y 405
nm, respectivamente. En la parte superior de la figura, se muestra el espectro UV-Vis en el tiempo maximo de los
picos observados en la sefial de 405 nm. La linea rosa se refiere al maximo del pico a los 6 min y la naranja a 6,86

min. En verde se muestra el programa de flujo cruzado aplicado en el AsFIFFF.

De la sefal de ICP-MS se observa la presencia de un pico de plata al principio del
fractograma, sin resolver del void peak, asociado a la sefial obtenida a 254 nm. Este pico puede
estar relacionado con Ag (1) asociada a materia organica de la muestra. El espectro UV-Vis para
los maximos del fractograma a 405 nm confirman la presencia de nanoparticulas de plata en
las células solubilizadas.

Sin embargo, la separacidn no es del todo correcta. Los dos picos que aparecen al principio del

fractograma no estan resueltos.
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Se ha de optimizar un programa de flujo cruzado que permita separar estas AgNPs del

resto de especies que contienen plata en el medio de solubilizacién.

4.1.4. Optimizacion de las condiciones de separacidon de nanoparticulas de plata en AsFIFFF.

Programa de flujo cruzado.

El tiempo de retencidén (t;) de las especies se puede relacionar con variables
experimentales a través de la teoria de FFF. Si se establece una relacién lineal entre el
parametro de retencién experimental R (tiempo de elucién correspondiente al void peak (tp)
dividido por el tiempo de retencién para una particula dada (t;)) y A (pardmetro de retencidn
tedrico y que depende de las propiedades de la especie que se eluye), de manera que R=6 A

(vélido para valores A<0,02), entonces el t, se puede expresar como:

2

to= 2] (1+ VC)
T_6Din Vout

donde w es la anchura del espaciador, D; el coeficiente de difusién de la sustancia i, V. el
caudal del flujo cruzado (crossflow), y V.. el caudal de salida del canal. Cuanto menor es el
tamafio de una especie, mayor es su coeficiente de difusién, y por tanto menor es el tiempo de
retencidon de la misma. Es necesario entonces adecuar el crossflow al tamafio (coeficiente de
difusion) de las especies que se quiere separar. Para una sustancia dada y con w fija, el tiempo
de retencion depende de la relacion V/V.. Valores mas altos de V. llevan a mayores tiempos
de retenciodn, por lo que el crossflow se debe fijar para tener buenas separaciones en tiempos
razonables.

Asimismo, la anchura de los picos obtenidos también se deberia tener en cuenta para una
separacion optima. De la teoria se deriva una ecuacion simplificada para la anchura de un pico
de un compuesto retenido:

Aw 2
|78

{1n(1+ Ve )}

o; = 0,82 v
donde A es el area de la pared del canal poroso. Por tanto, de la ecuacion anterior se deduce
que para una relacion V./V,: dada, se deben aplicar valores mas altos de crossflow para
obtener picos lo mas estrechos posible. Desde un punto de vista experimental, V. esta
normalmente limitado por la presion dentro del canal, por lo que la relacion V./Vq, se debe
estudiar para la configuracion de cada sistema.

Un aumento en la relacidn V/V,. lleva a mayores tiempos de retencidén y mejor resolucion

[23].
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La optimizacién de las condiciones de separacién de AgNPs en AsFIFFF se lleva a cabo
mediante diferentes ensayos. Estos ensayos se realizan en el medio de solubilizacién
empleado, inyectando 100 plL de las muestras en el equipo de AsFIFFF y con una membrana
PES 1 kDa. En este caso se utiliza como sistema de deteccidn Unicamente el detector de UV-
Vis. Se realizaron ensayos sobre muestras de células y sobre nanoparticulas de plata tal y como

se describe a continuacion.

4.1.4.1. Ensayos de optimizacion sobre células tratadas con Colargol

Los primeros ensayos para llevar a cabo la optimizacién del programa de separacion se
realizan sobre la muestra descrita en el apartado 4.1.3. (células cultivadas con una dosis de 50
mg-L™ de Colargol). Parte del volumen restante de esa muestra que no habia sido utilizado en
las medidas, se emplea para tratar de encontrar un buen programa de separacion.

El objetivo es desarrollar un programa que permita separar las AgNPs de la fraccion de
materia organica presente en el medio. Esto requiere de una etapa con elevado crossflow,
gue permita eluir las especies de menor tamanfo, seguida de otra con un crossflow menor que

permita la elucidn de las AgNPs.

Se parte de un programa optimizado por el grupo de investigacién que se ha utilizado
para la identificacidn de especies de plata asociada a proteinas presentes en medios de cultivo.
Este programa permite separar especies de bajo peso molecular (en el rango de 10-100 kDa),
para a continuacion eluir especies de mayor tamafio sin ninguna separacion (etapa en la que

se deja de aplicar crossflow). Este programa se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4 Método de inyeccién y de crossflow utilizado para las medidas de fraccionamiento en flujo mediante campo

asimétrico (AsFIFFF) con un flujo a la salida del detector de 1,0 mL-min ™.

Etapa del programa T':;:O' Crossflow, V¢, mL-min™
Inyeccidn/focalizacidn 5 Flujo de Inyeccion, 0.2 mL-min™ 4
Separacion 30 Constante 3

1,5 Caida exponencial 3a0
10 Constante 0

La Figura 14 muestra el fractograma obtenido al aplicar el programa de la Tabla 4.
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Fig 14 Fractograma correspondiente al ensayo con células cultivadas con una dosis de 50 mg:L™ de Colargol al
aplicarle el programa de separacién descrito en la Tabla 4. Las sefiales en negro hacen referencia a las sefales

obtenidas en UV-Vis a 254 nm, las de color rojo a las de 405 nm.

Tal y como se ha descrito, el primer pico corresponde a especies de bajo peso
molecular y de naturaleza organica (elevada sefial a 254 nm). El pico con una mayor

proporcién en la sefial a 405 nm indica presencia de AgNPs.

Para confirmar la naturaleza de estas dos poblaciones se inyectan con este mismo
programa AgNPs y células de control solubilizadas siguiendo el mismo procedimiento, por
separado. Los fractogramas obtenidos para esta inyeccién de AgNPs en el medio de

solubilizacion se muestran en las Figuras 15y 16.
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Fig 15 Fractograma correspondiente al ensayo con AgNPs en el medio de solubilizacién al aplicar el programa de
separacidn descrito en la Tabla 4. Las sefales en negro hacen referencia a las sefiales obtenidas en UV-Vis a 254 nm,

las de color rojo a las de 405 nm.
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Fig 16 Fractograma correspondiente al ensayo con células de control tras someterse al proceso de solubilizacion al
aplicar el programa de separacidon descrito en la Tabla 4. Las sefiales en negro hacen referencia a las sefales

obtenidas en UV-Vis a 254 nm, las de color rojo a las de 405 nm.

Comparando ambos fractogramas, podemos observar que el pico a 39,6 min de la
Figura 14 corresponde con el pico a 38 min de AgNPs de la figura 15, lo que confirma la
naturaleza metadlica de dicha fracciéon. Por su parte, al comparar los picos a 254 nm de la Figura
14 con los que aparecen en la Figura 16 de las células de control, se ve que los picos que
aparecen a 5,6 min, 35,9 miny 39,6 min en el primer caso, se corresponden con los de 5,6 min,
35,7 y 39,6 min del segundo, lo que confirma la naturaleza orgdnica procedente de las células
de dichos picos. El pico que aparece a 7,2 min en la Figura 14 no se observa en la Figura 16,
podria estar relacionado con la presencia de nanoparticulas de pequeiio tamafio asociadas a

material organico.

A pesar de que este programa permite la separacion de las AgNPs de la fraccion
organica de menor tamafo, éstas se eluyen al final del fractograma, donde no es posible
obtener informacién acerca del tamaio de las mismas al eluirse en ausencia de crossflow. El
hecho ademds de que otras especies de gran tamafio de naturaleza orgdanica, coeluyan en
estos tiempos y que también pudieran llevar asociada plata, hace que se busque un programa

mas adecuado.
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4.1.4.2. Ensayos de optimizacion sobre células de control

Para estos ensayos de optimizacién del programa de separacion, se utilizaron células

de control sobre las que se adicionaron AgNPs (segun el procedimiento indicado en 3.3.2.).

Tras varios programas (Anexo A2) se obtuvo uno que permitia la separacion de las
AgNPs del resto de especies presentes en el medio solubilizado (Tabla 1). Los fractogramas que
se obtienen para la muestra solubilizada de células de control, para la muestra de células de

control con adicién posterior de AgNPs y para AgNPs en el medio de solubilizacion se muestran

en la Figura 17.
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Fig 17 Fractogramas correspondientes a los ensayos de células de control solubilizadas (a), células de control
solubilizadas con adicién posterior de AgNPs (b) y AgNPs en el medio de solubilizacién (c) al aplicar el programa de
separacidn descrito en la Tabla 7. Las sefales en negro hacen referencia a las sefiales obtenidas en UV-Vis a 254 nm,

las de color rojo a las de 405 nm. Para la separacién de la muestra (C) se empled una membrana PES 4 kDa.

De los fractogramas anteriores se observa la separacion entre las AgNPs adicionadas
posteriormente a la muestra de control solubilizada y el material organico presente en la
muestra debido a la solubilizacidn de las células. La Figura 18 muestra una ampliacién de la

zona baja de la Figura 17 B en la que se aprecia esto.

Con este programa se ha conseguido la separacién parcial de las AgNPs debidas al

Colargol y del material organico debido a la solubilizacién de las células.

El programa descrito en la Tabla 1 se toma como el mas adecuado para llevar a cabo la

separacion de nanoparticulas de plata en medios celulares solubilizados.

30000

20000 -

Abs/r.u.

10000 -

Fig 18 Fractograma ampliado correspondientes a células de control solubilizadas con adicion de AgNPs (Fig. 17 B).
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4.1.5. Calibracidn del canal frente a estandares de tamaiio.

El t, de las especies que se eluyen a través del canal de FFF se puede relacionar con su
tamanio, tal y como se ha discutido en la seccion 4.1.4. Las particulas mds pequefias, con mayor
coeficiente de difusion, se eluyen antes que las mds grandes.

Se realiza una calibracion del sistema AsFIFFF frente al tamafio de distintos estdandares
de AgNPs. Estos estandares van desde los 20 a los 45 nm (Figura 19).

Estos estandares se disuelven en la fase movil empleada (SDS 0,01 %, pH=8) y se inyectan en el

sistema aplicando el programa de elucion optimizado (Tabla 1).
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Fig 19 Fractogramas de los estandares de AgNPs utilizados para la calibracién de tamafios en fase movil. La sefial
negra hace referencia a AgNPs de 20 nm, la roja a AgNPs de 30 nm y la azul a AgNPs de 45 nm. Los programas se

pararon antes de su finalizacion completa tras la aparicion del maximo correspondiente a cada uno de los tamafios.

Se establece una relacion lineal entre el logaritmo del factor de retencién R (R = ty/t,) vy
el logaritmo del diametro (d) en nanémetros de las nanoparticulas [19]. La relacidn encontrada
es: log R =-0,9665 log d + 0,9341 (r*=0,9986).

De acuerdo a esta relacidn se puede establecer el tamafio de las nanoparticulas eluidas

a través del canal en experimentos posteriores.
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4.1.6. |Identificacidon y caracterizacion de nanoparticulas de plata en los medios

solubilizados mediante AsFIFFF-ICP-MS. Analisis mediante TEM de las fracciones

recogidas en el AsFIFFF.

El programa de separacidn aplicado para la separacion de las nanoparticulas de plata
es el descrito en la Tabla 1.

Las muestras estudiadas en este caso son los medios celulares tratados con una dosis
de 4 mg-L"t de AgNO; y 30 mg-L" de Colargol respectivamente. El medio tratado con AgNO; se
utilizé con fines comparativos, con el fin de establecer por diferencia aquellas sefiales que

fueran debidas a la presencia de AgNPs.

La Figura 20 muestra las sefiales de UV-Vis a 254 nm y 405 nm correspondientes a las

células solubilizadas, que habian sido previamente tratadas con Colargol y con AgNOs.
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Fig 20 Fractogramas correspondientes a las muestras de Ag (l) y AgNPs solubilizadas. Las sefiales azul y rosa se
refieren a las sefiales obtenidas a 254 nm y 405 nm respectivamente para las muestras de células tratadas con

AgNOs. Las sefiales negra y roja son las de las células tratadas con Colargol a esas mismas longitudes de onda.

A continuacion se comparan las sefiales de ambas muestras (Figura 21 y Figura 22).
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Fig 21 Fractogramas correspondientes a la muestra de células tratada con AgNOs. Las sefiales discontinuas se

corresponden a las sefiales de UV-Vis; siendo la de color negro la sefial a 405 nm y la gris la de 254 nm. La sefal que

aparece en azul es la sefal de 107Ag medida en ICP-MS. En verde se representa el programa de flujo cruzado

aplicado en el AsFIFFF para la separacion.
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Fig 22 Fractogramas correspondientes a la muestra de células tratada con Colargol. Las sefiales discontinuas se

corresponden a las sefiales de UV-Vis; siendo la de color negro la seiial a 405 nm y la gris la de 254 nm. La sefial que

34



Resultados y Discusion

aparece en azul es la sefal de 107Ag medida en ICP-MS. En verde se representa el programa de flujo cruzado
aplicado en el AsFIFFF para la separacion. En la figura se muestra también la relacion de tamafios de las AgNPs

encontrada por calibracién de nanoparticulas.

En la Figura 21 las sefiales de plata que se observan en ICP-MS corresponden a plata
asociada a fracciones de bajo peso molecular de material organico sin solubilizar.
Cuando se aplica un crossflow constante de 2,5 mL-min™ durante 5 min, se eluyen las
macromoléculas pequefias. En el siguiente paso de caida lineal de crossflow desde los 2,5a 0
mL-min " durante 20 min se permite la elucién de macromoléculas mayores (o en su caso
AgNPs) a diferentes tiempos. Finalmente, se introduce una etapa sin crossflow para asegurar

gue todas las especies inyectan son eluidas.

En la Figura 22 la sefial de '”’Ag muestra un gran pico a los 7 min, y dos mas pequefios
a 11y 17 min. También se eluye una pequefa cantidad de plata al final del programa, cuando
no se aplica crossflow.
La calibracién del canal frente a estdndares de tamaifio de AgNPs muestran que las especies
eluidas antes de los 10 min son menores de 10 nm, mientras que las que se eluyen entre 10 y
30 min estdn en un rango de 10-40 nm. Especies mayores de este tamafo se eluirian a

tiempos mayores.

A la vista de los fractogramas de UV-Vis obtenidos en ambos casos (Figura 20), se
deduce que la presencia de algunas fracciones en la muestra del cultivo celular tratado con
Colargol estan relacionadas con la presencia de nanoparticulas. Estas fracciones se pueden
dividir en tres:

1. Primera fraccién, correspondiente al doble pico a 254 nm con un tiempo de elucién de

7 min.

2. Una segunda fraccién, correspondiente al pico de 405 nm eluido a 11 min, asociado a
una sefial de plata al mismo tiempo.

3. Latercera fraccion, correspondiente al pico a 254 nm que se eluye a 17 min.

Para la confirmacion de la presencia o no de nanoparticulas de plata, se tomaron
también distintas fracciones de las muestras a esos tiempos de eluciéon para una posterior
observacion de las muestras por TEM (Figura 23). La muestra original sin separacion también

se observé a través de TEM (Figura 23 a).
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Y 100000X (cuadrado pequefio). Fracciones de muestra recogidas del sistema AsFIFFF a b) 7 min 60000X; c) 11 min
40000X y d) 17 min 40000X.

Estas imagenes muestran nanoparticulas con un rango de tamafios relativamente
amplio, desde didmetros de 35-40 nm hasta numerosas nanoparticulas de 3-4 nm, vistas a una
mayor resolucion (cuadrado pequefio Fig. 23 a, correspondiente a la muestra original, sin
inyectar en el canal). Estas pequefias nanoparticulas se deberian eluir a tiempos menores de
10 min. Sin embargo, las imagenes correspondientes a la fraccién recogida a los 7 min
muestran la presencia de AgNPs en un rango de tamafios de 5-10 nm (Fig. 23 b), pero no
menores. La gran dilucidon dentro del canal (la masa inyectada en 100 pL es eluida en 30 mL) y
la baja resolucién de tamafio del TEM utilizado, cercana a 2-3 nm, puede justificar la ausencia
de estas pequenas nanoparticulas en las imagenes obtenidas. Es posible que el pico a 7 min
corresponda a AgNPs de 3-4 nm sin resolver de la Ag (l) asociada a macromoléculas no
solubilizadas en la disolucidn restante.

Las imagenes de la fraccidn recogida a 11 min Unicamente revelan unas pocas nanoparticulas
de alrededor de 15 nm de tamafio. A pesar de la poca cantidad de nanoparticulas observadas,

estos resultados estan de acuerdo con la informacién obtenida por los fractogramas dada la
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alta absorbancia a 405 nm asociada a este pico. En el pico correspondiente a un tiempo de 11
min, se aprecia en la muestra tratada con Colargol el tipico efecto plasmén de las
nanoparticulas de plata a 400 nm. Este efecto no se observa en la muestra tratada con AgNO;

al mismo tiempo de elucién (Figura 24).
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Fig 24 Espectro UV-Vis para un tiempo de 11 min. La seial de color negro corresponde a la muestra tratada con

Colargol; la sefial azul se refiere a la muestra tratada con AgNOs.

La ultima fraccion recogida corresponde al pico eluido a los 17 min. Las imdgenes muestran
muchas particulas de diferentes tamafios, desde 10 nm a 30 nm, y un material no homogéneo
y mas brillante en el fondo. Este material podrian ser restos materiales de células parcialmente
solubilizadas. Esto podria justificar el gran pico de absorbancia a 254 nm asociado a la sefial de

plata.

A través de la sefial de plata obtenida a través de ICP-MS, de los espectros de UV-Vis 'y

de las imagenes de TEM se confirma la presencia de AgNPs en el medio solubilizado y, por lo

tanto, en las células.

4.1.7. Recuperacion del canal.

Un parametro importante que hay que controlar cuando se lleva a cabo una
separacion a través de FFF es la recuperacion del analito. Para caracterizar y cuantificar de
manera adecuada las AgNPs, es necesario minimizar las posibles interacciones entre las AgNPs
y los componentes del canal. Si estas interacciones se corresponden con procesos irreversibles,
conllevan a la pérdida de nanoparticulas introducidas en el canal [23].

Los calculos de recuperacion se hicieron con tres inyecciones de la muestra y de un

patrén respectivamente, sin aplicar ningln crossflow en el canal AsFIFFF (tampoco se aplica
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ninguna etapa de inyeccidén). Después, se integraron las areas de los picos y se realizé una

estimacion de la recuperacién de plata en el canal segun:

Area de la sefial del factograma (AsFIFFF)

- 100
Area de la sefial sin canal (FIA)

% Recuperacion Ag =

La recuperacién de plata en el canal se calcula para una muestra de AgNPs de 500 ppb
y para las muestras de células solubilizadas que habian sido cultivadas con Colargol y AgNO;

(Tabla 5).

Tabla 5 Recuperacién de plata en el canal.

Muestra % Recuperacion Ag
AgNPs 500 ppb 75,2+9,2
Células + Colargol 30 mg-L™* 71,1+ 6,0
Células + AgNO; 4 mg-L™ 93,8+10,8

Hay que indicar que estos valores estan en consonancia con los obtenidos con los
patrones de AgNPs comerciales. Estos valores de recuperacién indican que un pequefio
porcentaje de la muestra es adsorbido de forma irreversible en el interior del canal, sobre Ia
membrana de permeacidn, siendo este efecto mas acusado para la Ag en forma de AgNPs que
asociada a formas de materia organica, como se ha comprobado en estudios anteriores. El
mayor valor de recuperacién en el caso de la muestra cultivada con AgNOs puede ser debido a
este hecho, o bien a que ésta fue la Ultima en ser inyectada, por lo que podria arrastrar parte

de la plata no eluida en las muestras anteriores.

4.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PLATA TOTAL EN LAS CELULAS

MEDIANTE SOLUBILIZACION CON TMAH. VALIDACION DEL PROCEDIMIENTO

Tras realizar la solubilizacion de las muestras con TMAH se hace la cuantificacion de

plata presente en las mismas a través de ICP-MS.

Para la cuantificacidn de plata se inyectan en el AsFIFFF las muestras y un patrén de Ag

(1) directamente en el canal, es decir, sin aplicar ningun tipo de crossflow. Integrando las areas
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de los picos correspondientes al patrén (de concentracion conocida) y a la muestra se puede

cuantificar la cantidad de plata presente en los cultivos celulares solubilizados (Tabla 6).

Tabla 6 Cantidades de plata encontradas tras realizar la solubilizacién con TMAH.

Muestra Concentracidn de plata, pg
Células + Colargol 30 mg-L* 77,2+9,9
Células + AgNO; dosis 4 mg-L™ 74+1,1

Las cantidades de Ag obtenidas por ataque acido en estos mismos cultivos se muestran en la

Tabla 7.

Tabla 7 Cantidades de plata encontradas en las muestras tras ataque acido.

Muestra Concentracion de plata, ug
Células + Colargol 30 mg-L™* 75+1
Células + AgNO; 4 mg-L* 6,76 £ 0,04

Aplicando un test t con un nivel de confianza del 95 % se puede afirmar que el
procedimiento de solubilizacién con TMAH da similares resultados a los obtenidos mediante
un ataque acido de los medios celulares. No se encuentran diferencias significativas entre

ambos métodos.

Esto confirma que el procedimiento de solubilizacion con TMAH permite la puesta en
disolucién de la plata presente en las muestras de células de forma completa y sin pérdidas

significativas por procesos de precipitacion.

Este procedimiento permite por tanto la cuantificacién de plata total en este tipo de
medio biolégico permitiendo de forma simultanea la identificacién de formas metdlicas de

plata.
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Conclusiones

puntos:

Las principales conclusiones del presente trabajo pueden resumirse en los siguientes

Se ha desarrollado una metodologia de puesta en disolucién de plata para medios
celulares que permite su cuantificacion, ademas de la identificacién de la presencia de
nanoparticulas mediante el empleo de un agente de solubilizacién como es el TMAH.
Esta metodologia se ha aplicado a la cuantificacion de plata en muestras reales
procedentes de medios celulares cultivados con distintas formas de plata (como plata
idnica y nanoparticulas), validdndose mediante la comparacién de los resultados
obtenidos con aquellos procedentes de la aplicacién de un ataque acido.

Se ha desarrollado una estrategia global de caracterizacidn de nanoparticulas de plata
en medios celulares por AsFIFFF como técnica de separacion y UV-Vis e ICP-MS como
técnicas de deteccidn. La caracterizacién de nanoparticulas se ha confirmado con
imagenes TEM.

Con los resultados obtenidos, se puede afirmar que al adicionar la plata sobre cultivos
celulares en forma de AgNPs, éstas o bien se quedan adheridas sobre las paredes

celulares o la atraviesan como NP, y una vez dentro liberarian Ag (1).

Esta metodologia abre el camino a la caracterizacién e identificacion de nanoparticulas

de plata en matrices bioldgicas complejas, lo que puede aportar informacion relevante para

estudios de toxicidad de estas nanoparticulas en entornos bioldgicos o medioambientales.
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Anexos

Al. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS NANOPARTICULAS DE Ag EN LAS CONDICIONES DEL

ENSAYO DE SOLUBILIZACION CON TMAH Y CISTEINA

En las figuras 1, 2, 3 se muestran los espectros de UV-Vis obtenidos a lo largo del
tiempo al poner en contacto las AgNPs del Colargol con 4 mL de TMAH vy cisteina en distintas

proporciones (0,002 %, 0,02 % y 0,1 %).

1. Colargol + 4 mL TMAH + cisteina 0,002 %

En este ensayo se deja Colargol en agitacion en presencia de 4 mL de TMAH vy cisteina
0,002 %. En los ensayos anteriores en los que se empleaba cisteina 0,1 %, la cisteina estaba en
gran exceso respecto a la cantidad de plata (relacién molar Ag:cisteina 1:88). En este caso la

relacién molar entre Ag y cisteina es 1:3,5.

En la Figura 1 se muestra el espectro obtenido a través de EAM-UV-Vis.
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Fig 1 Espectro de absorciéon de Colargol (5 mg-L’l) frente al tiempo. Ensayo en presencia de TMAH 5 %, cisteina

0,002 %.

2. Colargol + 4 mL TMAH + cisteina 0,02 %

En este ensayo se deja Colargol en agitacion en presencia de 4 mL de TMAH vy cisteina
0,02 %. La relacién molar entre plata y cisteina es 1:35.

El espectro completo se puede ver en la Figura 2
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Fig 2 Espectro de absorcién de Colargol (5 mg:L™) frente al tiempo. Ensayo en presencia de TMAH 5 %,

cisteina 0,02 %.

3. Colargol + 4 mL TMAH + cisteina 0,1 %

Se pone Colargol en presencia de TMAH y en presencia de cisteina 0,1 % para ver la
influencia que ésta tiene sobre las nanoparticulas. En este caso la relacion molar entre plata y

cisteina es de 1:88.

El espectro de absorcién obtenido corresponde con Figura 3.
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Fig 3 Espectro de absorcién de Colargol (10 mg-L'l) frente al tiempo. Ensayo en presencia de TMAH 5 %,

cisteina 0,1 %.
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A2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA

EN ASFIFFF. PROGRAMA DE FLUJO CRUZADO.

A2.1. Ensayos de optimizacion sobre células de control

Para encontrar el programa adecuado que nos permita separar las nanoparticulas de
plata y el material orgdnico presente en las muestras de los cultivos, se realiza una
solubilizacion de una de las muestras de control y se prueba con distintos programas.

Asimismo, se adicionan posteriormente AgNPs a ese medio de control ya solubilizado para

observar la separacion.

En la Tabla 1 se muestran las condiciones de uno de los programas de separacién.

Tabla 1 Método de inyeccidn y de crossflow utilizado para las medidas de fraccionamiento en flujo mediante campo

asimétrico (AsFIFFF) con un flujo a la salida del detector de 1,0 mL-min".

Etapa del programa Tien'rpo, Crosst.O\_/;/,
min mL-min
Inyeccién/focalizacién 5 Flujo de Inyeccidn, 0.2 mL-min™ 4
Separacion 15 Constante 3
1 Caida exponencial 3a0.325
10 Constante 0.325
5 Constante 0

Con el programa descrito en la Tabla 1 se inyectan células de control solubilizadas y
esas mismas células con una adicion de AgNPs posterior a la solubilizaciéon. Las Figura 4

muestra los fractogramas obtenidos en ambos casos.
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Fig 4 Fractogramas correspondientes a los ensayos con células de control solubilizadas (A) y a esas mismas células
con una adicién posterior de AgNPs (B) al aplicar el programa de separacion descrito en la Tabla 5. Las sefiales en

negro hacen referencia a las sefiales obtenidas en UV-Vis a 254 nm, las de color rojo a las de 405 nm.

En los fractogramas anteriores se observan las sefiales a 254 nm debidas a materia
organica al principio y al final del programa. Asimismo, en el fractograma de la muestra de

control con adicidn de AgNPs se ve el pico correspondiente a 405 nm.

En la busqueda de un programa que permita la separacion se inyectan las muestras

segln el programa lineal indicado en la Tabla 2.

Tabla 2 Método de inyeccién y de crossflow utilizado para las medidas de fraccionamiento en flujo mediante campo

asimétrico (AsFIFFF) con un flujo a la salida del detector de 1,0 mL-min ™.

Etana del brograma Tiempo, Crossflow,
P prog min mL-min*
Inyeccidn/focalizacidn 5 Flujo de Inyeccion, 0.2 mL-min™ 4
Separacion 15 Caida lineal 3a0
5 Constante 0

Las muestras a las que se les aplica este programa se corresponden con muestras de
células de control con adicion de AgNPs, y una muestra de AgNPs en el medio de

solubilizacion. En la figura 5 se muestran los fractogramas que se obtienen.
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Fig 5 Fractogramas correspondientes a los ensayos de células de control solubilizadas con adicién posterior de
AgNPs (A) y AgNPs en el medio de solubilizacion (B) al aplicar el programa de separacion descrito en la Tabla 2. Las

sefiales en negro hacen referencia a las sefiales obtenidas en UV-Vis a 254 nm, las de color rojo a las de 405 nm.

En este caso la separacién de las AgNPs se da dentro del programa de crossflow para la
muestra de células solubilizadas con adicién posterior de AgNPs (Fig. 5A). Sin embargo, en el
ensayo realizado unicamente con AgNPs en el medio de solubilizacién (Fig 5B) se observa que

una vez que se deja de aplicar crossflow todavia no ha terminado de descender la sefial del

pico correspondiente.



