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RESUMEN

Las nanoparticulas de oro (AuNP) juegan un papel importante contra el cancer de mama al servir
como un excelente marcador de diagnéstico temprano, transportador de quimiofarmacos y y
regulador de la expresion de diferentes genes. Por lo cual comprender la interaccion de las AuNP
con la superficie celular y las modificaciones en sus propiedades biomecanicas de la membrana
plasmatica de las células cancerosas es esencial para el desarrollo de un eficiente sistema liberador
de farmacos. En este estudio se empled la Microscopia de Fuerza Atémica (AFM por sus siglas en
inglés) para evaluar los cambios que suceden en la superficie de la membrana plasmatica de células
de carcinoma mamario humano MCF-7 por efecto de la incorporacion de AuNP desnudas de 20 nm
de diametro y la Microscopia Confocal de Barrido Laser (CLSM por sus siglas en inglés) para
monitorear la distribucién intracelular de dichas nanoparticulas. Los resultados demostraron que las
células MCF-7 incubadas con AuNP a una concentracion subletal de 80 pg/mL (concentracion
maxima que mostré efectos sobre la morfologia celular sin llegar a ocasionar la muerte de las
mismas, esto con base a los datos obtenidos en el anélisis de viabilidad) a diferentes tiempos de
exposicion, mostraron incremento en la rugosidad superficial, mientras que las células incubadas
solo con el vehiculo (agua ultrapura) no mostraron cambios significativos en la rugosidad. Los
efectos sobre esta propiedad biomecanica de la membrana plasmatica se observaron con mayor
intensidad a las 12 h de incubacion. Por otra parte, la CMLS mostrd la localizacién de las AuNP
conformadas en conglomerados (clusteres) en el interior celular mediante el analisis espectral
determinando que las nanoparticulas emiten sefial fluorescente a 623 nm de longitud de onda. A
través de estos datos del analisis espectral fue posible monitorear la distribucién intracelular de las
AuNP mostrando que a las 6 h se encontraban dispersas en el citoplasma mientras que para las 12
h se localizaron en la periferia nuclear y para las 24 h provoca desestabilidad del nucleo. El analisis
de Z-stak mostrd que a partir de las 6 h varios conglomerados de AuNP lograron internalizarse en el
nucleo lo cual sugiere la acumulacion después de las 24 h de exposicidn provocando dafio

irreversible del organelo.

Basados en estos resultados se concluyo que los cambios en la rugosidad de la membrana
plasmatica de la células cancerosas se asocian a la incorporacién de las AuNP a través de los

procesos de endocitosis y exocitosis para la excrecion.
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ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNP) play an important role against breast cancer while serving as an excellent
marker for early diagnosis, chemotherapy drugs and genes regulator. Understanding the interaction
of AuNP with the cell surface and changes in the biomechanical properties of the plasma membrane
of cancer cells is essential for the proper development of an efficient drug delivery system. In this
study the Atomic Force Microscopy (AFM) was used to assess the changes that occur on the surface
of the plasma membrane of cells of human breast carcinoma MCF-7 effect on incorporating AUNP
naked 20 nm in diameter and Confocal Laser Scanning microscopy (CLSM) was used to monitor the
intracellular distribution of nanoparticles. Results showed that MCF-7 cells incubated with AuNP to a
sublethal concentration of 80 pug/mL (maximum concentration that showed effects on cell morphology
without causing the death of cells according to data obtained from the analysis of viability) at different
times, they showed an increase in surface roughness, whereas cells incubated with the control
showed no significant changes in roughness. The effects of changes in the biomechanical property of
the plasma membrane were observed with greater intensity at 12 h of incubation. Meantime, the
LSCM showed the location of AUNP formed in clusters within the cell by determining spectral analysis
nanoparticles emit 623 nm fluorescence signal in the wavelength. Through thus spectral analysis was
possible to monitor the intracellular distribution of AUNP showing that at 6 h are dispersed in the
cytoplasm while for 12 h are found in the nuclear periphery and for 24 h destabilization is cause of
core. Z-stak analysis showed that from 6 h several agglomerates AuUNP managed internalized into
the nucleus proposing that the accumulation over time of exposure (24 h) generating organelle

irreversible damage.

Based on these results it is concluded changes in the roughness of the plasma membrane of the
cells is due to constant interaction with AuNP being incorporated via endocytosis and a process of

excretion or exocytosis.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia aplicada al cancer de mama

El cancer de mama es uno de los padecimientos oncoldgicos que ocupa un gran interés en la
medicina actual y donde tiene mayor presencia la nanotecnologia; que va desde la sintesis de
marcadores puntuales, asi como agentes terapéuticos disefiados a base de nanomateriales [1]. La
incursion de la nanotecnologia en la terapia del cancer de mama se da por la necesidad de
desarrollar nuevas estrategias experimentales que proporcionen efectividad en los tratamientos
empleando una reciente generacion de bionanomateriales como marcadores y transportadores de
farmacos, incluyendo diversos tipos de nanoparticulas como los liposomas [2], dendrimeros [3],
nanotubos de carbono [4], nanobarras [5], nanoesferas [6] y nanocapsulas [7, 8]. El avance en el
desarrollo de nuevos nanomateriales y su aplicacion en el area biomédica ha sido de mucho interés
en los ultimos afios por un gran numero de investigadores en todo el mundo. Los avances
significativos que han surgido se encuentran en torno a la sintesis de nanomateriales con geometria
controlada, propiedades fisicoquimicas especiales, carga superficial, tamafio adecuado para
aplicaciones especificas y adaptacién de polimeros bioactivos. Esto ha dado como resultado una
mejor biocompatibilidad con las células cancerosas y orientacion activa a través de la
funcionalizacién con ligandos especificos hacia los tejidos tumorales, llevando al desarrollo de una
amplia gama de nanomateriales que pueden reconocer diferentes tipos de cancer, la administracion
especifica de medicamentos antineoplasicos y destruir el tumor de manera eficiente empleando una
variedad de técnicas terapéuticas como la fotodinamica [9], entre otras [10]. El uso de diversos tipos
de nanoparticulas contra el cancer ha despertado un gran interés en el desarrollo de metodologias
que mejoren las imagenes in vivo para el diagndstico temprano, la administracion especifica de los
farmacos en sitios especificos de células diana, transportadores de farmacos, agentes fototérmicos,
agentes de contraste y radiosensibilizadores [11, 12, 13, 14]. La investigacion de nuevas alternativas
terapéuticas y de diagnéstico temprano implica el uso de nanoparticulas de oro (AuNP) en la terapia

eficaz contra esta enfermedad [15].
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1.2 Propiedades de las AuNP

Las AuNP se han colocado en la vanguardia de la investigacion contra el cancer de mama en los
ultimos afos debido a que presentan propiedades fisicas importantes como la forma, tamafio, facil
modificacién de su superficie, excelente biocompatibilidad factible para entornos clinicos y sobre
todo por sus propiedades 6pticas Unicas proporcionadas por su Resonancia de Plasmén Superficial
(RPS, efecto que surge de la interaccion entre una onda electromagnética y los electrones de
conduccion de este metal) que depende principalmente del tamafio y forma de las nanoparticulas
[16, 17]. Las AuNP generan una dispersién maxima de luz que se puede lograr excitandolas con una
longitud de onda de 543 nm, iluminandolas tan intensamente que se hacen visible para los sistemas
de deteccion por microscopia optica de alta resolucion [18, 19]. Este singular comportamiento
fotodindmico se encuentra muy influenciado por su geometria que las convierten en un excelente
biomarcador para el diagnostico temprano [10]. Cuando aumenta el tamafio de las AuNP, la
absorcién del plasmon superficial se maximiza acercandose ligeramente al rojo, por lo tanto cuando
las nanoparticulas forman conjuntos o agregados, la resonancia del plasmon aumenta y por ende su
absorcién, logrando un desplazamiento hacia la regién cercana al infrarrojo del espectro de la luz.
Ademas, cuando la geometria de las AuNP cambia de esferas a barras, el espectro de absorcion de
la RPS se divide en dos bandas: una de longitud de onda larga mas fuerte en la region cercana al
infrarrojo debido a la oscilacion longitudinal de los electrones y una banda de longitud de onda corta
mas débil en la region visible alrededor de los 520 nm debido a la oscilacion transversal de los
electrones. Esa peculiar caracteristica propicia que las AuNP sean una potencial herramienta para el

diagnostico del cancer [20].

1.3 AuNP contra células cancerosas

El éxito de las AuNP en el tratamiento y en el diagnostico del cancer de mama depende de su
adecuada interaccion con las células cancerosas; por lo tanto, la incorporacion y distribucién en el
interior celular para ejercer un efecto citotoxico eficaz sigue siendo poco comprendido. Las AuNP se
han considerado una excelente alternativa terapéutica para contrarrestar los efectos letales del
cancer de mama, debido a sus caracteristicas Unicas, incluyendo su permeabilidad mejorada y
retencion en el tejido tumoral, absorciéon de luz y la presencia del fenémeno de resonancia de
plasmén superficial cercano al infrarrojo [21], asi como su interaccion con una fuente de radiacién

para generar electrones secundarios y provocar un efecto hipertérmico, y su capacidad de ser
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conjugadas con farmacos u otros agentes de interés farmacoldgico [22]. Como agentes
transportadores de farmacos, las AuNP han mostrado un enorme interés gracias a la facilidad que
poseen para ser funcionalizadas con una gran variedad de agentes quimicos empleados en la
terapia contra esta enfermedad y que pueden mejorar la farmacocinética. La captacion, distribucion
intracelular y el efecto citotoxico de las AUNP sobre las células cancerosas depende en gran medida
del tamafio, la concentraciéon administrada, asi como la forma (esferas, huecas, barras, estrellas,
diamante) y la modificacion de su superficie. Si bien las AuNP de diferentes formas y tamafios (1-
100 nm) tienden a acumularse en diferentes células cancerosas, su cinética de absorcion y toxicidad
puede variar profundamente. Este fendémeno se encuentra asociado a la interaccion de las
nanoparticulas con la superficie de la membrana plasmatica y en general las cargas positivas en la
superficie de las AuNP estimulan la absorcién celular posiblemente debido a interacciones
electrostaticas con la superficie de las células [23]. En el diagnéstico temprano del cancer de mama
se pueden emplear biomarcadores como receptores membranales que son cruciales para ser
detectados y cuantificados con precision en secciones de tumores individuales mediante el empleo
de AuNP conjugados con anticuerpos especificos [24]. Marcadores moleculares de la superficie
membranal de células de cancer de mama han sido blancos farmacéuticos por su alta sobre
expresion en pacientes con esta enfermedad. La funcionalizacién de moléculas anti-HER2
(Trastuzumab) con AuNP ha despertado un gran interés ya que se ha observado que al ser
expuestas en células SK-BR-3 y BT474 AZ LR (sensitiva y resistentes respectivamente) hay una
mayor interaccion del farmaco y una alta incorporacion de AuNP al interior celular. Este fenémeno
propicia que se estimule a las AuNP mediante la emisién de un laser cercano al infrarrojo

provocando un efecto hipertérmico y su consecuente muerte celular por calor [25].

1.4 Propiedades biomecanicas de la membrana plasmatica de las células cancerosas.

Se ha descrito que la transformacion tumoral y la neoplasia estan fuertemente asociadas con
cambios significativos en el citoesqueleto celular [26, 27]. La desorganizacién del citoesqueleto
puede desencadenar alteraciones en la estructura de la membrana plasmatica y de sus propiedades
biomecanicas [28]. Muchas técnicas como las TEM (Transmission Electro Micrsocopy por sus siglas
en ingles), pinzas Opticas, aspiracion por micropipeta y la AFM (Atomic Force Microscopy por sus
siglas en ingles) se han empleado para estudiar los cambios en las propiedades biomecénicas y las

nanoestructuras de la membrana plasmatica (biomoléculas) en las células cancerosas las cuales
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pueden servir como marcadores de deteccion en estadios tempranos del proceso tumoral.
Recientemente se han desarrollado diversas técnicas microscopicas para estudiar las propiedades
biomecanicas de las células [29]. La AFM representa una poderosa herramienta en el estudio de la
interaccion de las AuNP con las membranas de la superficie de células cancerosas [30, 31]
comparado con otras técnicas como SEM (Microscopia Electrénica de Barrido) o TEM [32] que
debido a sus limitaciones no es posible determinar dicha interaccion. Las imagenes de AFM pueden
ser representadas en tres dimensiones (3D) y ayudan en la medicion de las variaciones del eje Z la
superficie celular debido a la interaccion de las nanoparticulas con la membrana.

La AFM es la técnica mas empleada para el anélisis de las propiedades biomecanicas de las células
de cancer de mama debido a que presenta diversas ventajas como la facil preparacion de muestras,
la capacidad de analizar las superficies celulares en condiciones naturales incluyendo en liquido y
con una aplicacion precisa de fuerzas con dafio celular minimo. Las iméagenes topogréficas y la
fuerza de interaccion entre la sonda del AFM y la superficie de la membrana pueden ser
monitoreadas mediante esta técnica que puede proveer de informacién importante acerca de las
propiedades biomecanicas de la célula tales como la elasticidad (parametro biomecanica importante
que indica rigidez de la célula), rugosidad superficial y viscosidad, estos dos ultimos elementos
fundamentales que reflejan el estado de la célula [29]. Estas propiedades dependen fuertemente de
la regulacion en la expresion de proteinas de adhesion celular como las integrinas y las caderinas.
La baja expresion de estas moléculas propicia el desprendimiento de las células tumorales para
iniciar su transporte hacia otras partes tisulares. En células metastasicas (MDA-MB-231) se ha
encontrado que la reduccion en la expresion de moléculas de adhesion genera alteraciones en sus
propiedades biomecanicas [33].

La rugosidad superficial membranal es una de las propiedades biomecanicas de la célula que juega
un papel importante en el estudio de la progresion tumoral. La informacion que se obtiene del
analisis de este parametro arroja informaciéon importante sobre los cambios que suceden en la
superficie membranal de las células cancerosas como por ejemplo la sobre expresion de receptores
asociados a proliferacion y migracion celular. Por ejemplo, la sobre expresién de la proteina SMAR1
(proteina de unién asociada a una regién de la matriz celular) incrementa la rugosidad en células
tumorales de mama. Estos cambios morfoldgicos en las células y tejidos cancerosos asociados a la
sobreexpresion de esta proteina son un punto de referencia importante para el diagndstico del

cancer asi como la prevencion del proceso de metastasis [34].
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El pardmetro de rugosidad se mide a través de la evaluacion cuantitativa de las propiedades
morfolégicas de la superficie membranal de las células cancerosas mediante AFM. Esto significa que
el analisis de la propiedad biomecanica asociada a la rugosidad de la membrana plasmatica se basa
en el siguiente planteamiento: en un terreno uniforme (poco rugoso), los vectores perpendiculares a

la superficie del mismo seran aproximadamente paralelos y, en consecuencia, presentaran una
dispersién baja (mide variaciones en la dimensién Z). Al contrario, en un terreno rugoso, los cambios
de pendiente y orientacion haran que dichos vectores presenten una dispersién mayor [Figura 1].
Una vez obtenidas las imagenes en el AFM, el software permite realizar analisis de seccion en las
imagenes de AFM que se obtienen en cualquier posicion y direccion en la que se desee obtener un
perfil de la superficie. La figura 2 ilustra los perfiles obtenidos a partir de diferentes cortes de seccion
hechos a una imagen donde se observa el analisis de seccion realizado. Ahi se obtuvo un perfil del

que se obtienen mediciones de altura y distancia entre los marcadores que pueden ser colocados en

cualquier punto de interés.

500 nm

250

Figura 1. Andlisis de rugosidad. Evaluacion de las variaciones en la altura medida (vector Z). La
rugosidad esta representara por Rq (RMS) (root-mean-square), que es la desviacion estandar del total de las
alturas medidas.
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Figura 2. Andlisis de seccion sobre la superficie membranal de células cancerosas por AFM. Andlisis de Seccion para una imagen de AFM donde se

obtienen datos sobre la topografia y rugosidad superficial.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Interaccion de las AuNP con la membrana celular

La comprension de la interaccion e internalizacion de las AuNP con la membrana celular puede
ayudar al desarrollo de un instrumento efectivo para el transporte de quimiofarmacos altamente
selectivos. Los cambios en las caracteristicas superficiales de las AuNP y de las propiedades de la
membrana plasmatica de las células cancerosas influyen en la adecuada adhesién con la superficie
celular. Sin embargo, no existe la forma de determinar directamente la interface de la interaccién
entre la AuNP y la superficie de la membrana plasmatica. La membrana plasmatica es el primer sitio
de contacto entre las nanoparticulas y las células. La interaccion AuNP-membrana se ve
severamente afectadas por las propiedades de superficie de las AuNP como tamafio, forma y carga
[35]. Se han demostrado que la interaccion de AuNP con la membrana plasmatica de células de
rifidn de mono verde africano (VERO; rifién verde) genera cambios en las propiedades mecanicas
de la membrana plasmatica (rugosidad) provocando la formacién de poros y permitiendo una mayor
permeabilidad de la nanoparticulas en la membrana [36, 37]. Hong y Col., observaron que existe la
disrupcién de la membrana plasmatica de células KB (carcinoma epidermoide) y Rat2 (células de
fibroblasto de ratén) cuando son incubadas con nanoparticulas poliméricas. Sus observaciones
incluian la formacion de poros nanometricos a lo largo de la superficie membranal de las células
aumentando la permeabilidad membranal [38]. En otro estudio se observo que la formacién de estos
‘nanoporos” se debe a la interaccion de las nanoparticulas poliméricas con la membrana plasmatica
y su posterior incorporacién mediado por procesos de endocitosis cuando se analizaron por AFM
[39].

En un estudio realizado por Zhang y colaboradores, detectaron que AuNP de 13 nm de didmetro
provocaron un efecto citotoxico en células de carcinoma mamario metastasicas MDA-MB-231
asociado al proceso de captacion por endocitosis, mediado por receptores (clatrinas y caveolinas),
formado vesiculas endositicas que posteriormente fueron envueltas dentro de lisosomas y
autofagosomas, provocando la disrupcién de la arquitectura y estructura interna de la célula
llevandola finalmente a su muerte [40]. Por su parte, Kang y Cols., demostraron que AuNP de 30 nm
de diametro provocan graves dafios a la estructura nuclear de células, llevandolas a la apoptosis por

muerte celular programada y de un arresto de la citoquinesis. Estos resultados fueron obtenido
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mediante la emision de una sefial fluorescente de las AuNP al ser funcionalizadas con el fluorocromo
FITC y detectandolas mediante microscopia confocal [41].

Garcia y Cols., utilizaron TEM para estudiar los fendmenos de interaccion entre AuNP y células de
leucemia THP-1. Los resultados mostraron la distribucion uniforme de AuNP de 35 nm sobre la
superficie de la membrana plasmaética y posteriormente estas fueron incorporadas hacia el interior.
Sin embargo, observaron que AuNP de menor tamafio (5 nm) provocan modificaciones en la
superficie membranal al formarse conglomerados que posteriormente son captados por la
membrana plasmatica. Las AuNP de 15 nm provocaron mayor rugosidad en la superficie membranal
al entrar en contacto con la célula y, a diferencia de las nanoparticulas de los diferentes tamafios,
detectaron una mayor incorporacién, fendmeno que lo asocia con la capacidad de agregacion en el

medio de cultivo [42].

2.2 Modificaciones en la superficie de la membrana por efecto de la interaccion con AuNP

Recientemente se ha observado que la captacién celular de nanoparticulas es un proceso que
consta de dos etapas; en primer lugar, las nanoparticulas inicialmente se adhieren a la superficie de
la membrana plasmatica y subsecuentemente son internalizadas por la célula a través de
mecanismos dependientes de energia. Posteriormente son incorporadas hacia el interior de las
células y trasportadas hacia diferentes compartimentos subcelulares que normalmente termina en la
acumulacion lisosomal como lo demostré Taylor y Cols [43]. Asi mismo, se ha demostrado que la
incorporacion de AuUNP modula la rugosidad y elasticidad de la membrana plasmatica de diferentes
tipos celulares, tanto maligno como normal, y los subsecuentes eventos intracelulares rio abajo de la
membrana plasmatica [44]. Algunos de los mecanismos de accién que provocan este efecto puede
estar asociado a la interaccion iénica entre las AuNP y la superficie membranal, fendomeno asociado
al potencial negativo de la membrana (cuando la membrana es permeable a iones positivos) de
algunas células que interactian con AuNP con densidad de cargas positivas diferentes, asi como a
la desestabilizacién de los complejos de adhesion focal e intercelulares, generando poros que
permite el paso de las AuNP a su interior provocando disrupcién del citoesqueleto dando como

resultado la modulacion de la rugosidad de su superficie [45, 46, 47].

Tapia y colaboradores (2009) emplearon la AFM para estudiar los efectos de la interaccion de AuNP

con la superficie de células HelLa. Los resultados mostraron la presencia de grandes aglomerados
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de AuNP sobre la superficie de la membrana plasmatica de las células analizadas y observaron que
este fendmeno incrementa la rugosidad superficial conforme avanzaba el tiempo de incubacion. Esta
investigacion propone que la modificacién en la rugosidad de la membrana plasmatica es paulatina
debido a la acumulacién de las AuNP sobre la superficie membranal, sin embargo al paso del tiempo
estos aglomerados se van incorporando al interior celular alterando la estabilidad de la membrana
plasmatica y permitiendo el paso de otros agentes externos que pueden ser nocivos para las células
[31].

2.3 Incorporacion y distribucion intracelular de las AuUNP

La comprension y control de la interaccion e incorporacion de AuNP son de suma importancia para
desarrollar una terapia efectiva contra el cancer de mama. Diversos estudios han analizado los
procesos de captacion de AuNP vy su distribucidn intracelular, tal es el caso de Nativo y Cols. [48]
que demostraron la incorporacion de AuNP utilizando TEM y CLSM donde observaron que las AUNP
son endocitadas a través de proteinas ancladas a la membrana plasmatica (caveolinas y clatrinas)
para posteriormente desplazarse al interior celular mediante endosomas. Al estar dentro de la célula
se produce una distribucion intracelular de las AuNP en diversos sitios del citosol, lo que conlleva a
un efecto citotoxico provocando dafio en los niveles subcelulares y moleculares, efectos que
provocan la modulacién de varios procesos moleculares implicados en la sobrevivencia o muerte
celular [49; 50]. La observacion directa de la interaccién de AuNP con el nucleo ha sido de suma
importancia en la investigacién del efecto nocivo ocasionado por estos nanomateriales y su
aplicacién como agentes desestabilizadores de la estructura nuclear, ya que interrumpen la funcion
del organelo y provocan una extrema deformacién llevando a la célula a un colapso irreparable [51].
Se debe considerar que la captacién intracelular depende de una serie orquestada de eventos que
requieren una coordinada funcién de lipidos y proteinas de la membrana plasmatica. Ademas de la
dinamica de la membrana, el papel del citoesqueleto también debe tenerse en cuenta, ya que es
fundamental para el trafico intracelular de las AuNP [52]. La distribucién de las AuNP en el interior
celular afecta la funcidén general de las células ya que las nanoparticulas viajan a través del
citoplasma a los diferentes organelos intracelulares provocando dafios irreparables como lo
demostrd Taggart y Cols., [53] al observar que AuNP generaban dafio mecanico al ADN; asi como, a
la mitocondria de células de carcinoma mamario MDA-MD-231, células de cancer de préstata (DU-

145) y de células de glioma humano (T98G). Los resultados mostraron que las AuNP provocaron
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fragmentacion del nucleo cuando las nanoparticulas entraban en contacto con el organelo, del
mismo modo la presencia de AuNP en la mitocondria provoco dafios excesivos que se tradujeron en
la despolarizacion de su membrana debido a la presencia de radicales libres y una alta
concentracion de calcio intracelular. La induccion de especies reactivas de oxigeno induce estrés
oxidativo y finalmente la muerte celular por apoptosis. La informacion recabada de este estudio
indico que la concentracion de AuNP en la mitocondria esta asociado directamente con el dafio
ocasionado en el nucleo y también la distribucién intracelular afecta los componentes celulares

internos y que también se ven reflejado en la membrana plasmatica [53].
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3. JUSTIFICACION

El papel de las AuNP en la lucha contra el cancer de mama ha sido estudiado intensamente para
desarrollo de terapias alternativas, debido a sus propiedades fisicas y excelente biocompatibilidad
(nulo rechazo por el sistema inmunolégico), que generen elementos especificos para el diagnéstico
temprano y tratamiento eficaz contra esta enfermedad; sin embargo, no han sido determinados con
claridad los mecanismos que influyen en su interaccion con la superficie de las células cancerosas,
asi como el papel que juegan en los procesos fisioldgicos cuando son internalizadas por las células.
Si bien se han realizado investigaciones en el campo de la interaccion AUNP-membrana celular, no
se han detectado con precisién los efectos que estas ocasionan en la membrana por efectos de la
interaccion e incorporacion de las AuNP por lo que se desarroll6 el presente trabajo de investigacion,
el cual busca comprender los cambios en las propiedades biomecanicas (particularmente la
rugosidad) de la membrana plasmética de células de carcinoma mamario humano. Los resultados
permitiran comprender con mas detalle los cambios que ocurren en la membrana plasmatica de las
células asociados con las internalizacion de las AuNP y de esta manera se podra plantear nuevos
procedimientos para el desarrollo de sistemas de Nanoterapia dirigida y contrarrestar los efectos

secundarios de las quimioterapias.
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4. OBJETIVO GENERAL
Determinar los cambios, a nivel nanométrico, en la rugosidad de la membrana plasmatica de células

MCF-7 que genera la captacién de AuNP de 20 nm, asi como su distribucién intracelular.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar la concentracion de AuNP y el tiempo de incubacién 6ptimos, en funcién de la viabilidad

celular, para analizar los cambios en la rugosidad de la membrana de las células MCF-7.

Analizar la captacion y distribucién intracelular de las AuNP en células MCF-7, mediante la emisién

de fluorescencia detectada por Microscopia Confocal de Barrido Laser.

Cuantificar los cambios en la rugosidad de la membrana plasmatica de células MCF-7, inducidos por

la incubacion con AUNP mediante Microscopia de Fuerza Atémica.

5. HIPOTESIS

Si la interaccion de las AuNP con la superficie de la membrana celular, asi como su incorporacion y
distribucion intracelular afectan su rugosidad. Entonces empleando el anélisis de rugosidad mediante
imagenes de alta resolucion por AFM y analisis de espectro de emision por MCBL, es posible
observar el fendémeno de incorporacion y también los cambios dinamicos en la superficie de la

membrana plasmatica de las células por el proceso de captacion de AuNP de 20 nm de diametro.
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6. MATERIAL Y METODOS

En este trabajo de investigacion la interaccion de las AuNP de 20 nm de diametro, con la superficie
de la membrana plasmatica de las células de carcinoma mamario MCF-7 fue caracterizada
empleando anélisis cuantitativos y cualitativos por AFM. El analisis de incorporacion y distribucion
intracelular fueron realizados a través microscopia confocal de barrido laser mediante la emisién de
la sefal fluorescente que generaron las AuNP desnudas. Para determinar los cambios en la
rugosidad de la membrana plasmatica antes y después de la incubacién con AuNP, las células
fueron fijadas mediante un tren de deshidratacién por etanol a diferentes concentraciones (absoluto,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 96% respectivamente). Para visualizar los cambios en la rugosidad
de la membrana plasmatica de las células ocasionados por la interaccién de las AuNP a diferentes
tiempos de incubacién (0, 6, 12, 18 y 24 h) se realizd el analisis de cambios de rugosidad en la

superficie membranal empleando imagenes de altura y analisis topogréaficos en el modo tapping.

6.1 Reactivos. Las células de carcinoma mamario humano MCF-7 fueron adquiridas de la empresa
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). El medio Eagle Modificado por
Dulbecco’s (DMEM), el Suero de Feto Bovino (SFB) se adquirié de Life Technologies (Gaithersburg,
MD) y el antibiético-antimicético fueron adquirido de Life Technologies (Gaithersburg, MD, USA). El
anticuerpo DAPI se adquirié de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), signal Cell Technology,
Beverly, MA. Las nanoparticulas de oro coloidal esféricas de 20 nm de diametro fueron obtenidas de
BBI International (UK) para uso exclusivo de investigacion. Todos los reactivos quimicos son de

grado investigacion.

6.2 Cultivo celular. Las células MCF-7 fueron cultivadas en medio DMEM el cual contenia 10% de
SBF hasta alcanzar una confluencia del 90% y la formacién de una monocapa. Antes de los
tratamientos, las células fueron sincronizadas mediante la deprivacién secuencial de SBF, esto
significa que después de haber alcanzado la confluencia adecuada se cambi6 el medio DMEM sin
rojo fenol por uno que contenia SBF al 5% durante 24 h para finalmente reemplazarlo por medio
DMEM con SBF al 2.5% tratado con carbén-dextran (SBFC), L-glutamina (2 mM), amino&cidos no
esenciales (100 mM), piruvato de sodio (100 mM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100

mg/mL) y antimicético anfotericina B (250 ng/ml), también durante 24 h Las células se incubaron a
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una atmosfera y 5% de CO2 a 37°C. En todos los experimentos las células fueron cultivadas en alta

confluencia.
6.3 Experimentos

Las células MCF-7 fueron expuestas a los siguientes tratamientos: se emplearon AuNP de 20 nm de
didmetro en diferentes concentraciones como se menciona en la tabla 1. Se us6 agua ultrapura

(MilliQ) como control (Vehiculo).
Tratamientos: AuNP a 20, 50 y 80 ug/mL, asi como el vehiculo.
Tiempo de exposicion: 6, 12, 18 y 24 h.

6.4 Analisis de viabilidad celular. Se empleé el ensayo de viabilidad por exclusién de azul tripano
(Life Technologies, Gaithersburg, MD) para determinar el porcentaje de viabilidad de las células que
fueron incubadas con las AuNP a las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion. El azul
tripano es un colorante derivado de la toluidina, caracterizado por tener la capacidad de tefiir la
membrana plasmatica de las células muertas pero no de células vivas. Este principio se basa en el
hecho de que las células vivas tienen intacta una membrana plasmatica e inhiben el paso de
determinadas sustancias como el colorante, mientras que las células muertas han perdido esta
cualidad en su estructura membranal permitiendo que el colorante del azul tripano pase a través de
la membrana. Por lo tanto las células muertas se muestran con el distintivo color azul bajo el
microscopio. Esta prueba es utilizada para determinar el numero de células viables presentes en una
suspension de células. Las células MCF-7 fueron sembradas en placas de 20 pocillos (10,000
células por pozo) durante 24 h. Posteriormente se incubaron con una mezcla de medio DMEM mas
AuNP a las diferentes concentraciones empleadas (20, 50 y 80 pg/ml) a diferentes tiempos de
incubacion (24, 48 y 72 h). Transcurrido el tiempo de incubacion, las células con las AuNP fueron
removidas de los pozos mediante la adicion de 3 ml de tripsina por 3 min y depositadas en tubos
eppendorf de 5 ml para centrifugarlas durante 5 min a 1000 rpm y finalmente retirar el sobrenadante.
Posteriormente, se tom6 una alicuota de 90 L de la suspension celular recogida previamente en
tubos eppendorf y para depositarla en otro tubo eppendorf de 0.5 mL al cual se le adiciono 10 uL del
colorante azul tripano, se mezclé de manera homogénea y se incubo por 3 min a temperatura

ambiente. A continuacién, se realizd el recuento celular en la cdmara de Neubauer donde se afiade
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una pequefa cantidad de la mezcla (20 pL) de células y azul de tripano sobre el portaobjetos de la
camara y se coloca un cubreobjetos sobre la muestra. Posteriormente se enfocaron las cuadriculas
donde se localizaron las células que en los recuadros divididos en 16 secciones como se muestra a

continuacion:

Amplificacion de una cimara del hemocitémetro

Conjunto de 16 cuadriculas (1) [

BT
B.L'm“‘

|
|

Volumen de recuento=1 mm x 1 mmx 0.1 mm

V=0.1 mm3=104cm3

Factor de la camara= 10* C i

D

Finalmente las células son contadas mediante un microscopio invertido. El porcentaje de células

viables se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion del analisis de viabilidad:

Células Viables (%)

_ Numero total de célula viables por mL de la alicuota 100
B Numero total de células por mL de la alicuota x

6.5 Analisis de la morfologia celular. El analisis de la morfologia celular se realizd mediante el uso
de un microscopio invertido Axioveert 40 CFL, Carl Zeiss (GmbH, Jena, Gemany), equipado con una
camara Cannon PowerShot A640, empleando un objetivo ocular 10 X. Se analizaron las células que
fueron expuestas a las AuNP bajo las condiciones experimentales anteriormente descritas. Los
parametros que se midieron fueron cambios en la forma celular (de alargada a circular o esferoide),

la aparicion de células flotando en el medio de cultivo.

6.6 Microscopia de Fuerza Atdémica. Las imagenes y analisis de la superficie de la membrana
plasméatica de las células MCRF-7 fueron obtenidos mediante un AFM NanoScope llla y IV
Multimode (Veco Inc., EE.UU) en el modo de altura-tapping (oscilacién constante) usando sondas
limpias estandar de nitruro de silicio (SisNs) con una frecuencia de resonancia promedio de 256 y
365 kHz, y una constante de resorte de 20-80 pN/nm. Todos los parametros para la adquisicién de

las imagenes fueron ajustadas manualmente de manera constante con la finalidad de mantener la
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sefial optima y la resolucion adecuada. Los valores de amplitud del cantiléver se mantuvieron en
aproximadamente 1.500 mV y un setpoint de 1.3 V. La velocidad de barrido de la sonda se mantuvo

entre 0.3 y 0.9 Hz, todo obtenido en condiciones de aire.

6.7 Cultivo celular en placas de oro para AFM. Se sembraron células MCF-7 sobre placas de
vidrio recubiertas con una monocapa de oro (Au (111)) que consiste en un soporte rectangular de
vidrio de 2 mm de espesor, una pelicula de cromo de 200 nm que recubre el cristal y que funcioné
como capa de adhesion para la pelicula de Au de 2000 nm. Las placas fueron previamente
esterilizadas por autoclave durante 15 minutos a 15 Ib de presién (120°C).

Las placas de oro fueron colocadas en cajas Petri que contenia 3 mL de la mezcla de ampicilina-
estreptomicina para evitar contaminacion fungica y bacteriana durante 30 min. Posteriormente, en
condiciones de esterilidad se transfirieron las placas de oro en cada uno de los pozos de la placa de
cultivo celular de 6 pozos y enseguida se adicionaron 100 uL de la suspension celular sobre la
superficie de la placa, posteriormente se dejé que las células se adhirieran al substrato (3 h
aproximadamente) y posteriormente se adiciond un volumen final de 300 uL de DMEM con SBF al
10% de manera cuidadosa para evitar desprendimiento de las células del substrato. Cabe mencionar
que en este proceso también se llevo a cabo la sincronizacion celular mediante la técnica de
privacion secuencial de SBF como se describié anteriormente. Posteriormente se removié el medio
para administrar el tratamiento con la mezcla de DMEM+AuNP a 80 pg/mL e incubara 6, 12, 16y 24
h. Al término de los tratamientos, las células se fijaron por deshidratacion secuencial con etanol a
diferentes concentraciones (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 96%) durante 2 min en cada

concentracion y finalmente se analizaron por AFM en modo tapping.

Las células fueron seleccionadas por microscopia éptica acoplada a AFM (Nikon, Japén) buscando
morfologia normal (alargada) de las células, con la finalidad de realizar un correcto analisis por el
escaner AFM. El analisis se realizo en células individuales obteniendo imagenes de 100 x 100 pym
para localizar una célula individual, y posteriormente se realizaron analisis sobre la superficie de la
célula donde se obtuvieron imagenes de 50, 20, 10, 5, 2,5 y 1 ym2 de manera secuencial a lo largo
de tres diferentes zonas de la célula y en tres células diferentes por triplicado en los modos de altura,
fase y amplitud. Tiempo de adquisicion para cada imagen fue de aproximadamente 20 min. Se

realiz6 el andlisis de imagenes utilizando el software r3003-AFM-NanoScope Il (Veco Inc).
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6.8 Analisis de la rugosidad superficial de las células MCF-7. Para los andlisis de la superficie de
la membrana plasmatica, las placas de vidrio fueron introducidas en una placa de cultivo de 24
pozos donde se colocd una placa individual en cada pozo para posteriormente depositar 10,000
células en 20 pL directamente sobre la superficie de Au y finalmente llevandola a un volumen final
de 400 pL con DMEM + SFB al 5%. Las placas se incubaron a 37° C durante 24 h, hasta alcanzar
70% de confluencia, posteriormente se cambid el medio a uno nuevo con baja concentracion de SBF
para sincronizar las células. Las células fueron incubadas con los tratamientos correspondientes
DMEM + 5% de FBS + AuNP 80 pg/ml a diferentes tiempos (0, 6, 12,18 y 24 h). Finalmente las
celulas se fijaron mediante un tren de deshidratacion por etanol a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y
96% durante 2 min en cada una de las concentraciones. El area de escaneo para todos los anélisis

de rugosidad fue de 5y 1 ym2.

6.9 Captacion celular y distribucion intracelular de las AuNP. Para el analisis de la emision de
fluorescencia e incorporacién de las AuNP, las células fueron cultivadas en cajas de cultivos
especiales para microscopia confocal de 8 pocillos (Lab-Tek Il Chamber Slides) durante 24 h donde
fueron sincronizadas mediante el mismo método de deprivacion secuencial de SBF. Posteriormente
se incubaron con AuNP a una concentracion de 80 pg/ml durante 2, 6, 12, 18 y 24 h. Por su parte,
las células control fueron incubadas con agua ultrapura (vehiculo) a los mismos periodos que las
células tratadas con AuNP. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células fueron lavadas
con solucién salina de fosfatos (PBS) y fijadas con 4% de paraformaldehido en PBS.
Posteriormente, las células se incubaron con 1 ug/ml de 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-
Aldrich) para tefiir los nlcleos y se montaron con medio de montaje para la inmunofluorescencia
(DAKO Cytomation, Glostrup, Dinamarca). Los anélisis de emisién espectral y de fluorescencia se
realizaron utilizando un Microscopio Confocal de Barrido Laser de foton multiple (Carl Zeiss, LSM-
780 NLO).

6.9.1 Andlisis estadistico. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en al menos tres
experimentos diferentes, los datos se presentan como medias £ DE. Se empled el software
GraphPad Prism (San Diego, CA) para el analisis de variancia (ANOVA). La comparacion entre
grupos se realizd mediante la prueba de comparacion mltiple de Tukey-Kramer. Las diferencias se

consideraron significativas cuando los valores de p <0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion de la concentracion/tiempo de incubacion de AuNP en las células MCF-7

El potencial uso de las AuNP en el tratamiento contra el cancer de mama depende de su adecuada
interaccion e incorporacion en las células cancerosas. La membrana plasmatica es la primera
barrera celular con la que estos nanomateriales entran en contacto, y tanto la forma como el tamafio
de las AuNP juegan un papel importante en la correcta captacion celular. Actualmente se ha
demostrado que la exposicion de estas nanoparticulas a diferentes tipos celulares puede generar un
efecto citotoxico irreversible determinado por la via de incorporacidn, concentracion y el tiempo de
exposicion de estos nanomateriales en un sistema biolégico [23].

En este contexto, el primer objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones subletales de las
AuNP que se utilizaron en los estudios de incorporacion a través de un estudio de viabilidad celular
empleando el método de incorporacién de azul tripano. Se incubaron células MCF-7 a
concentraciones de 20, 50 y 80 pg/mL por 24, 48 y 72 h de incubacién tomando en cuenta la
informacion recabada por la bibliografia revisada donde muestran que a estas condiciones con
concentraciones por arriba de 100 pg/mL el efecto de las AuNP son citotoxicas (véase capitulo 2).
Los resultados obtenidos sefialan que las AuNP no inducen disminucién de la viabilidad cuando se
incuban durante 24 h. Los efectos significativos (p <0.05 vs Vh) sobre la viabilidad de las células
MCF-7 fueron observados a las 48 h de incubacion Unicamente con la concentracién més alta de
AuNP, es decir a 80 ug/mL, y a las 72 h con las tres concentraciones estudiadas como se muestra
en la grafica de la Figura 3. Es necesario aclarar que este objetivo solo buscaba demostrar las
condiciones adecuadas para la realizaciéon de los analisis de rugosidad en la superficie de la
membrana de las células estudiadas por lo que no se pretendid encontrar las concentraciones

letales (citotoxicidad).

7.2 Efecto de las AUNP sobre la morfologia de células MCF-7

Para determinar el efecto de las AuNP sobre la estructura morfolégica de las células MCF-7, se
realizar6 analisis morfolégico mediante microscopia Optica donde se observd (Figura 4) que los
cambios estructurales mas evidentes fueron en aquellas células que se incubaron con 80 pg/mL de
AuNP durante 48 y 72 h, en comparacion con las células incubadas con el vehiculo (H20-MilliQ),

mientras que las células que se incubaron con las concentraciones de 20 y 50 yg/mL de AuNP se
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observé que los efectos sobre la morfologia celular se generaron a partir de las 48 h de incubacion.
Los cambios observados incluyeron la reducciéon del tamafio de las células, la formacion de
estructuras esferoidales, en lugar de su forma alargada normal, y el consecuente desprendimiento
del substrato, lo cual es representativo de muerte celular [54]. La obtencion de estos resultados
permiti6 establecer las condiciones idoneas para el estudio de los procesos, a nivel de la membrana
plasmatica, de la incorporacion de AuNP esféricas de 20 nm, utilizando la concentracién de 80

pg/mL y en tiempos de incubacién inferiores a 24 h.
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Figura 3. Efectos subletales de las AuNP sobre la viabilidad de las células MCF-7. Las células MCF-7
fueron incubadas con diferentes concentraciones de AuNP (20, 50, 80 pg/mL) durante 24, 48 y 72 h y el
andlisis de viabilidad fue realizado a través del ensayo de exclusion de azul tripano. Los resultados del ensayo
mostrados en la Figua 2, exhiben un efecto dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion de las AuNP
sobre las células tratadas en comparacién con las células que fueron expuestas solo al vehiculo. La gréfica
representa los valores obtenidos del anélisis de viabilidad donde se muestra que la concentracion mas alta
(80 pg/mL) provoca disminucion del porcentaje de viabilidad en los tres tiempos de incubacion, observandose
el efecto maximo a las 72 h. Esta informacién fue la base para la realizacion de los siguientes experimentos
determinando que el tiempo maximo de exposicion de las AuNP sobre las células MCF-7 es a las 24 h de
incubacion. Todas las barras de error representan la desviacion estandar de al menos n=9 medidas. Los
asteriscos indican la diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (p<0.05).
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Figura 4. Efecto a nivel morfoldgico de las diferentes concentraciones de AuNP sobre las células MCF-
7. El andlisis morfolégico por microscopia optica mostrd que la morfologia celular se modificaba con respecto
al tiempo de incubacion con las diferentes concentraciones de AuNP. Sin embargo, efecto maximo fue
observado cuando las células fueron incubadas con la concentracion mas alta (80 pug/mL) desde las 48 h. Los
datos arrojaron que la estructura celular fue alterada a las 72 h de incubacién con 20 pg/mL, mientras que a
50 pg/mL desde las 48 hrs. Este fendmeno es atribuido al dafio que mecanico, ocasionado por las AuNP
sobre las células. Los parametros que se consideraron para determinar el cambio en la morfologia celular
fueron: alargamiento de las extensiones citoplasmaticas (células viable), perdida en la adhesién al substrato
(células flotando en el medio), células esferoidales (muertas) que han perdido su estructura original. En las
células tratadas con la mayor concentracion y a 24 h no se observaron tanto estos cambios en comparacion
con el control. Todas las imagenes fueron adquiridas en una magnificacion original de 40X.
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7.3 Caracterizacion de las regiones de analisis en la superficie celular

La AFM se caracteriza por el anlisis de la superficie de una muestra a través de una sonda la cual
recorre el area de estudio mediante una punta afilada de forma piramidal o cénica que tiene un final
promedio de 20 nm y que se encuentra anclada a una viga o cantiléver, la cual funciona como una
palanca microscopica flexible y muy sensible que sirve como sensor de cambios en el relieve de una
superficie. Al presentar estas caracteristicas, altas diferencias en las dimensiones de altura sobre la
superficie de una muestra provoca graves dafios en la sonda, produciendo informacién errénea del
andlisis de barrido y forzando al cantiléver a flexionarse severamente de tal forma que alcance su
ruptura. Por su parte, la superficie membranal de una célula animal esta cubierta por una gran
cantidad de moléculas bioldgicas que le confiere enormes diferencias topograficas a lo largo de toda
la superficie celular.

Con la finalidad de evitar la obtencion de datos erréneos provocados por artefactos mecanicos
ocasionados por un mal barrido de la sonda de AFM sobre la superficie membranal, asi como la
obtencién de iméagenes con falsos positivos decidimos realizar varios barridos en diferentes zonas de
la membrana plasmatica de las células MCF-7 etiquetadas como control a modo de obtener datos
homogéneos en los valores de RMS[Rq]. En primer lugar se realizaron barridos en tres zonas de la
superficie celular comenzando con la region del extremo de la célula, es decir la region que
denominamos como borde (corresponde a la zona donde la extension celular termina y se encuentra
el sustrato), posteriormente se analiz6 la zona del citoplasma y finalmente la regién que corresponde
a la zona nuclear. En la figura 5 se muestra una célula MCF-7 analizada mediante AFM en modo
altura donde se marcan las zonas de analisis por las cuales se determinaron las condiciones
necesarias que llevaron al analisis de rugosidad de la membrana plasmatica de las células
estudiadas. En este experimento se analizaron por lo menos 3 regiones de 3 diferentes células que
fueron incubadas solo con el vehiculo (control) por 12 h solo para establecer las zonas que
presentaran mayor homogeneidad. En la Figura 5A se muestra una célula a 50 um?2 de area de
barrido donde se sefialan las regiones analizadas e indicadas como: b=Zona del Borde: esta
representa la region que corresponde a la zona entre la extension citoplasmatica y la superficie del
substrato; i= Zona Intermedia: se refiere a la zona denominada como region citoplasmatica donde no
se observaron altos relieves; finalmente n= Zona Nuclear y esta representada por la regiéon que

cubre al nucleo y nucléolo. La imagen 5B describe una representacion gréfica del barrido de la
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sonda y las regiones donde hay mayor flexibilidad de la sonda encontrando que la regién nuclear es

la mas irregular (5C).
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Figura 5. Analisis topografico de alta resolucion por AFM de una célula MCF-7 en diferentes zonas de
la superficie membranal. (A) Imagen de una célula MCF-7 donde se sefialan las regiones escaneadas y las
que representaron mejor sitio de analisis proporcionado por el barrido de la sonda. (B) Gréafica del andlisis
microtopografico de las diferentes regiones analizadas y donde se muestran las diferencias de rugosidad
dando como datos relevantes que las zonas del nicleo presentan grandes diferencias en altura lo que
provoca dafio a la sonda y hasta su posible desprendimiento como se ejemplifica en el esquema (C).
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Como se muestra en la figura 6, las diferentes regiones de andlisis mostraron que la zona
denominada borde tenian valores de rugosidad inferiores a 20 nm de acuerdo a los valores de
RMS[Rq]/nm debido a la relaciéon que existe entre la rugosidad de la extension citoplasmatica y la
superficie del substrato donde se encontraba adherida para su crecimiento. La superficie del
substrato muestra resultados de rugosidad uniformes como se mostrd anteriormente en trabajos
realizados en el Laboratorio de Nanotecnologia [31] y sin variacion alguna en cuanto la sonda
recorria esa region y subia a la membrana plasmatica de la célula MCF7, fendmeno atribuido a la
expansion de la matriz extracelular sobre la monocapa de oro (Figura 6A). La regiéon que
corresponde a la zona nuclear mostr6 una gran variacion en los valores de rugosidad en diferentes
puntos de dicha regién, la figura 6B muestra la grafica de los datos obtenidos en los analisis y la
relacion de rugosidad en la zona nuclear es significantemente diferente a la encontrada en las zonas
intermedias alcanzando valores promedio de 70 +12 nm, mientras que la zona intermedia
(citoplasmatica) mostro resultados de rugosidad que cercano a los 4245 nm en los valores de
RMS[Rq]. Los resultados obtenidos en estos analisis sugieren que las regiones que mostraron una
mayor homogeneidad en la rugosidad de su superficie correspondieron a la zona del citoplasmatica
0 intermedia por lo que con estos datos se establecen las zonas de analisis para las células que

fueron expuestas a las AuNP.
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Figura 6. Imagen tridimensional de una célula MCF-7 adherida al sustrato de oro y escaneada por AFM
en modo tapping-Altura. En la imagen (A) se muestra una célula donde se observa las zonas de barrido
donde se realizaron los analisis de rugosidad para establecer el sitio adecuado para el estudio en proceso. La
zona del borde presenta condiciones inadecuadas debido a que es la interface entre la superficie del sustrato
y la superficie membranal por lo que los valores de rugosidad en ese sitio de la célula no son exactos. Por su
parte la zona identificada cono region nuclear mostro grandes diferencias en cuanto a los valores de
RMS[Rq]/nm haciendo complicado el anélisis al forzar de manera agravante la sonda del AFM y en ocasiones
provocando desprendimiento de la misma, sin embargo la zona correspondiente a la regién intermedia mostro
ligera variacion en los datos obtenidos de rugosidad al no encontrar grandes diferencias topogréficas en los
diferentes andlisis realizados (datos mostrados en la figura 4B correspondiente a la gréfica). A partir de esta
informacién recabada se determino que el area de barrido con mejores condiciones para los analisis de
rugosidad correspondi6 a la region intermedia o citoplasmatica. La imagen fue escaneada en un &rea de
barrido de 70 um?2. Valor Z= 1540.25 nm.
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7.4 Visualizacion por AFM de la superficie membranal de las células MCF-7.

Una vez establecidas las condiciones de incubacién y concentracién de las AuNP, fue necesario
caracterizar y estandarizar las regiones en la superficie de la membrana plasmatica de las células
MCF-7 con el fin de obtener datos correctos de los andlisis de rugosidad en la membrana
plasmatica. Estudios previos han analizado la rugosidad de la membrana plasmatica de varias
células a la vez sin tomar en cuenta varios detalles como la diferencia morfologica que pudieran
tener las células en un campo de barrido. En este contexto, se emplearon células MCF-7
individuales para cada andlisis las cuales fueron sincronizadas con anterioridad por el método de
disminucion secuencial de la concentracion del SBF a fin de que la mayoria se encontraran bajo las
mismas condiciones fisiologicas. Posteriormente células individuales fueron fijadas y analizadas
mediante la AFM en modo tapping con la intencion de obtener valores de rugosidad reales, es decir
que fueran directamente obtenidos de una region puntual de la membrana plasmatica de una célula.

Con el fin de comprender el efecto de las AuNP sobre la rugosidad de la membrana plasmatica fue
importante realizar barridos a diferentes resoluciones para establecer el area de escaneo que
expresara las mejores condiciones para la obtencion de los valores de RMSrg, estos analisis se
realizaron en diferentes tamafios de barrido (50, 20, 10, 5, 1, 0.6, 0.2 and 0.1 pym?2). Previamente
fueron analizadas las células MCF-7 sin tratamiento para obtener imagenes de AFM de la membrana
en un total de 512 puntos y este proceso se repitié en tres diferentes regiones de al menos tres
diferentes células. Los valores RMSrq obtenidos tienen un comportamiento similar en cada una de
las areas analizadas en los diferentes tamafios de barrido y donde solo se muestra la imagen
representativa como se indica en la Figura 7, donde los recuadros amarillos (A-F) sefialan las
regiones en las que se midio la rugosidad. Las imagenes 7G a 7| fueron adquiridos en el modo fase
debido a que la alta resolucion del escaneo en areas de barrido tan pequefias no pudieron ser
obtenidos en modo altura. En la micrografia 7A se muestra la imagen de una célula individual con un
tamafio de barrido de 50 um? y las imagenes subsecuentes se realizaron en tamafios de barrido
secuencialmente mas pequefios en por lo menos 3 zonas homogéneas de las células (recuadro
amarillo) alcanzando dimensiones y resoluciones nanométricas de 100 nm2. Los resultados
obtenidos mostraron que la mejor resolucion (area de barrido) para una adecuada obtencion de
valores RMSRrg corresponde a 5 pm? por lo que a partir de estos datos, todos los estudios de
rugosidad se realizaron en esta resolucion debido a que se detectaron con mayor detalle la

superficie membranal de la region citoplasmatica .
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Figura 7. Obtencion de imagenes de alta resoluciéon por AFM. Para obtener las condiciones adecuadas
para el analisis de rugosidad de la membrana plasmatica de las células MCF-7 fue necesario realizar una
serie de barridos a distintas resoluciones sobre la membrana celular a fin de encontrar el area adecuada que
permitiera la obtencion de valores de RMSrq estadisticamente confiables. Las imagenes (A-C) representan
el analisis en areas de barrido que comenzaron en los 50 um?2 (célula individual) y secuencialmente fue
aumentando la resolucion y disminuyendo el tamafio de barrido. Los recuadros amarillos indican la zonas de
acercamiento donde se fue realizando el andlisis. En las imagenes (D-F) se muetran imagenes que fueron
obtenidas a 5, 2.5 y 1 um?respectivamente y fueron adquiridas en el modo tapping-altura. Las imagenes (G-
) fueron adquiridas en modo tapping-fase debido a que a esta resolucién el microscopio encontro dificultades
para realizar los barridos en modo altura, sin embargo se observo la capacidad generar imagenes de alta
resolucion del AFM para el analisis en resolucion nanométrica. A partir de estos resultados se dedujo que el
area de barrido con las mejores condiciones para el estudio de rugosidad se presenta en un area de barrido
de 5 um2. Valor Z= 756.12 nm (A-C); 432.23 nm (D-F) y 235.21 nm (G-H).
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7.5 Deteccion de las AuNP en células MCF-7mediante AFM y espectroscopia Raman.

Con el objetivo de sustentar los resultados del efecto de las AUNP sobre la viabilidad y morfologia de
las células MCF-7, fue necesario analizar la localizacién de las nanoparticulas sobre la membrana
plasmatica de las células MCF-7, en el sustrato y en el interior de las células, por lo que se llevaron a
cabo barridos en modo tapping-altura empleando un AFM-Nanoscope IlI (Veco, Inc.) y analisis de
deteccion mediante espectroscopia Raman (T6400 Horiba Jobin Yvon). En primera instancia se
analizaron, mediante AFM, dos placas empleadas para el crecimiento celular; la primera placa
contenia el vehiculo y la segunda una suspension de 80 ug/mL de las AuNP. Ambas se incubaron
por 6 h y posteriormente fueron expuestas a temperatura ambiente durante 24 h para descartar
cualquier rastro de agua o humedad que interfiriera con el barrido de la sonda. Posteriormente, se
analizaron placas que contenian células MCF-7 que fueron incubadas con 80 ug/mL de las AuNP de
20 nm de diametro y a las 12 h de exposicion fueron fijadas mediante un proceso de deshidratacion
con diferentes concentraciones de etanol para finalmente realizar el analisis topogréfico. La figura 8
muestra los resultados del analisis de la superficie de una célula MCF-7 (Figura 8A) obtenidos
mediante AFM donde se observan diferentes estructuras con tamafios de entre 80 y 400 nm que
sugieren la presencia de agregados (cluster) de AuNP sobre la superficie membranal (Figura 8B).
Estos agregados de AuNP localizados en la superficie de las células MCF-7 presentaron las mismas
dimensiones de los clusteres de AuNP que se observaron sobre la superficie de la placa con
recubrimiento de oro, empleada para el crecimiento de estas células (Figura 8C).

Se emplearon muestras con células MCF-7 que fueron incubadas bajo las mismas condiciones antes
descritas y se analizaron por espectroscopia Raman mediante un equipo de espectroscopia confocal
Raman. La figura 9 muestra un tipico espectro SERS de las células MCF-7 que fueron incubadas
con 80 pg/mL de AuNP a diferentes tiempos en 4 diferentes zonas de la célula. Los resultados
mostraron que las AuNP se localizan en el interior de la célula emitida por los aglomerados de AuNP
en diferentes regiones del interior celular. Como lo muestra la imagen, la sefial obtenida en la region
del citosol (picos mas altos) fue muy fuerte a las 6 h, al igual que en la periferia nuclear (borde). Para

las 12 h la sefial Raman se observd con mas intensidad dentro de la estructura nuclear.
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Figura 8. Localizacion de aglomerados de AuNP sobre la superficie membrana de las células MCF-7.
La superficie de la membrana plasmatica de las células MCF7 y del substrato de oro fueron analizados
mediante AFM para localizar la presencia de AuNP. (A) imagen de parte de una célula MCF-7 individual
analizada en modo altura donde se observa la interface entre el substrato y la extensién celular. Sobre la
superficie membranal se observan estructuras que oscilan los 80 y 400 nm de diametro (B) en diferentes
puntos del area de barrido (circulos amarillos) visto en una imagen en 3D, mientras que en la superficie que
corresponde al substrato también se detectaron dichas estructuras con dimensiones semejantes (flechas y
circulos amarillos) a las localizadas en la superficie membrana vistas desde un angulo tridimensional (C). Los
datos obtenidos muestran una semejanza en las dimensiones de las estructuras presentes en ambos casos
proponiendo la presencia de conglomerados de AuNP sobre la membrana plasmatica de las células. El
campo de barrido para las micrografias fue de 16.86 nm?2 para la micrografia correspondiente a la parte
celular, asi como 5 nm? para las zonas de la regién citoplasmatica de la célula y del substrato. La
concentracion de AuNP empleada para estos experimentos fue de 80 pg/mL incubadas por 12 h.Valor Z=
756.12 nm.
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Figura 9. Espectro Raman de AuNP en células MCF-7. Se realizé el anélisis en 3 diferentes regiones:
citoplasma, borde nuclear y nucleo. La sefial del espectro Raman en el citoplasma a las 6 h (cito) fue mayor
en comparacién con la obtenida en la region que corresponde al borde nuclear a las 6 h (bor).
Sorpresivamente también se localizé dicha sefial dentro del nucleo a las 12 h (nuc). El andlisis en la region
del substrato no mostro resonancia por lo que se descarto la presencia de AuNP. Del mismo modo, los
resultados del andlisis en células control no mostraron sefial semejante a las tratadas con las AuNP salvo en
la regién del nucleo ya que la sefial Raman emitida se debe a la resonancia de las moléculas de ADN y
proteinas dentro del organelo [55].
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7.6 Deteccion de las AuNP por espectro de emision fluorescente

Para comprobar la presencia de los aglomerados de AuNP en las células MCF-7, que fueron
observados por los barridos de la AFM sobre la superficie de la membrana plasmatica de las células
y sobre la superficie del substrato, se realizaron estudios mediante microscopia confocal empleando
un equipo CLSM Carl Zeiss LSM-780 NLO. Esta técnica proporciona informacién de la estructura
interna y superficial de las células con base en el uso de marcadores fluorescentes o de su propia
naturaleza fluorescente y las AuNP juegan un papel importante en este fendmeno debido a sus
propiedades fisicas que dependen de su resonancia del plasmén superficial. La determinacion se
realiz en muestras de células MCF-7 que se incubaron con 80 ug/mL de AuNP por 6 h a las cuales
se les realizd un analisis de dispersion espectral a partir 416 nm a 687 nm en la longitud de onda.
Con el objeto de eliminar la autofluorecencia de fondo generada por las mismas células, el espectro
de emision fue normalizado con respecto al emitido por las células control y los nucleos fueron
marcados con el fluoréforo de acidos nucleicos DAPI.

En la Figura 10 se muestran las imagenes de la emision espectral de las células MCF-7 que fueron
incubadas con las AuNP (Figura 10A), en donde se observo que la méxima sefial de emision
fluorescente es a 626 nm de longitud de onda (Figura 10B). Es importante sefialar que las células
incubadas con el vehiculo emitieron baja cantidad de fluorescencia en el espectro del rojo, la cual se
elimino al establecer los valores basales de la fluorescencia de fondo como se muestra en la figura
10C y D. El dltimo recuadro de los analisis espectrales de ambos experimentos se observa la suma
de todos los canales analizados y la reconstruccion final de la imagen, donde la emision de
fluorescencia es debida al DAPI que se utilizé como referencia en la CMLS. En la Figura 11 se
muestra una micrografia de una célula MCF-7 incubada con las AuNP a 6 h y la imagen de un
nucleo DAPI (azul) donde se observa la localizacion en rojo de las AuNPs (como se indica en la
imagen) en el citoplasma muy cercano a la periferia nuclear con lo que se comprueba la emision de
sefal fluorescente de las nanoparticulas. La linea punteada representa la membrana de la célula.
Estos resultados demuestran la presencia de AuNP en el interior de las células y refuerzan los datos
obtenidos por la AFM, lo que indica la incorporacién de las nanoparticulas en el interior celular y su
monitoreo, mismo que fueron demostrado mediante las imégenes de campo claro donde se

observan la ubicacion de los aglomerados de AuNP en el interior de las células MCF-7 (Figura 12).

43
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Figura 10. Deteccién de las AuNP en células MCF-7 por andlisis espectral. (A) El andlisis de emision
espectral detecto la presencia de AuNP de 20 nm, (80 ug/mL durante 6 horas de incubacion) en el interior de
las células MCF-7 a los 626 nm de longitud de onda (recuadro blanco) en comparacién al anélisis realizado a
células incubadas con vehiculo (C). Las iméagenes (B y D) representan la amplificacién del campo de analisis
donde se observo la presencia de los aglomerados de AuNP en comparacion con el control respectivamente.
El barrido se realizd mediante CMLS desde 416 nm hasta 687 nm de longitud de onda. Los nlcleos fueron
marcados con DAPI (maxima emisién 461 nm). Todas las imagenes tienen dimensiones de 20 umz2.
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Figura 11. Localizacion de la sefial de emision fluorescente de las AuNP. El anélisis mostré la ubicacién
de la sefal fluorescente de las AuNP en el interior celular en una longitud de onda cercana al rojo. Las flechas
sefialan la ubicacion de los conglomerados de AuNP alrededor el nicleo (azul) de una célula MCF-7. Como
se observa en la imagen, las AuNP se encuentran dispersas en el citoplasma y en la periferia nuclear. La
emision de sefial fluorescente de los aglomerados de AuNP fue de vital importancia para monitorear su
distribucidn intracelular. Amplificacién: 63X.
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Figura 12. Localizacién de aglomerados de AuNP en el interior de las células MCF-7 por imagenes de
campo claro. Los resultados del analisis espectral mostraron la deteccion de los aglomerados de AuNP en el
interior células sustentando asi la poca informacién que se conocia de este fenémeno disponible en la
literatura actual. Estos andlisis fueron reforzados mediante el escaneo por microscopia de campo claro del
mismo CMLS donde se logaron detectar varios aglomerados distribuidos en el interior celular. Con estos
resultados se determina que no fue necesario el analisis de las células mediante la técnica de TEM lo que
permitid emplear simultaneamente las muestras para los procesos de fluorescencia y campo claro. En la
imagen(A) se muestran células MCF-7 incubadas con AuNP a 80 pg/mL durante 6 h y en la imagen (B) se
observan células incubadas con la misma concentracién pero a 12 h. Las flechas y el circulo punteado en
negro indican la localizacién de las AuNP agrupadas en clusteres. Amplificacién: 60X.
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7.8 Captacion y distribucion intracelular de las AuNP.

Una vez demostrada la localizacion de las AuNP en el interior de las células, se continud con el
monitoreo de estas a diferentes tiempos de incubaciéon. Para determinar la incorporacion y
distribucion intracelular de las AuNP, se empleé el andlisis de fluorescencia por CMLS a 626 nm a
partir de los resultados obtenidos en el estudio espectral, en donde las células MCF-7 fueron
incubadas con vehiculo (Figura 13A) o con 80 ug/mL de AuNP (Figura 13B) durante 6, 12y 24 h'y
los nucleos fueron tefiidos con DAPI.

Los datos obtenidos sefialan que después de las 6 horas de incubacion con las AuNP su distribucion
intracelular es heterogénea y no todas las células las captaron en la misma proporcion. Alrededor de
las 12 horas se observé que las AuNP se incorporan al nucleo en mayor cantidad; esto se puede
asegurar debido a que la emision de fluorescencia detectada es el resultado la colocalizacién de la
fluorescencia emitida por las AuNP y por el DAPI, este efecto fue comprobado por el anélisis de “Z-
stack” (Figura 14). Los resultados obtenidos a las 24 h de incubacion con las AUNP muestran que la
emision de fluorescencia es menor en comparacion con la emitida a las 12 h (Figura 13D), lo cual
puede ser debido a que las células sacaron las AuNP o que las células dafiadas generan que los
agregados de AuNP se observen en el medio de cultivo. Los resultados muestran que a las 6 h de
incubacion se presenta el mayor ingreso de AuNP a las células MCF-7 y su distribucién en el
citoplasma es mas evidente que en el nucleo. Los agregados de AuNP se visualizan como puntos
rojos de diferentes tamafios que se encuentran distribuidos de manera heterogénea en la célula
(Figura 13B): En las células que fueron tratadas con el vehiculo no se detectd sefial en la longitud de
onda de 626 nm (Figura 13D).

Como se mencion6 anteriormente, la figura 14 muestra un analisis de seccién realizado en el
microscopio confocal (Z-stack) donde se pudo determinar la internalizacién de las AuNP en el nicleo
de las células. La Figura 14A muestra el analisis de seccion mediante una imagen orto en donde se
puede apreciar la colocalizacion de la sefial emitida por las nanoparticulas y del marcador nuclear
dando como sefial una coloracion rosa y mediante la reconstruccién en 3D (figura 14B) se pudo
observar con mayor detalle la localizacién de los conglomerados de AuNP en el interior del nucleo al
irnos acercando (figura 14C) para finalmente posicionar el analisis en el interior del nucleo como lo

muestra el acercamiento en la figura 14D.
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Asi mismo, se pudo observar la distribucion intracelular de las AuNP al incubar a las células con el
marcador lisosomal Lysotraker® Green y donde se puso determinar que las nanoparticulas son
transportadas a través de vesiculas que se localizaron en diferentes regiones de la célula pero mas
en la periferia nuclear cuando el tiempo de incubacién fue de 12 h como se puede observar en la
figura 15. Estos resultados apoyan los datos existentes en la bibliografia actual y aporta informacién

importante para seguir investigando los mecanismos de incorporacion de las AuNP.
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Figura 13. Captacion y distribucion especial intracelular de AuNP en las células MCF-7. Agregados de AuNP de 20 nM fueron detectadas en el interior de
las células MCF-7 cuando se incubaron en concentracion de 80 ug/mL durante 6, 12 y 24 h mediante CMLS. Los agregados de AuNP se detectan en la longitud
de onda de 626 nm (rojo), mientras que el nlcleo se tifid con DAPI (azul). (A y B) Amplificacion de 40X; (C y D) Amplificacién 63X. La maxima incorporacion de
AuNP en el nucleo se observo a las 12 h de incubacion.
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Figura 14. Imagen confocal Z-stack del cultivo de células MCF-7 tratadas con las AuNP. (A) Imagen orto del analisis Z-stack del nucleo de las células (azul)
y su penetracion al interior del organelo por las AuNP. En el punto de interseccion (lineas roja y verde) se observa el entrecruzamiento de la sefial fluorescente
emitida por las AuNP (rojo) con la sefial del marcador DAPI (azul) del nicleo dando como resultado la sefial en color rosa que indica la incorporacién de las
nanoparticulas. En la imagen (B) se muestra una reconstruccion en 3D del andlisis de Z-stack donde se pudo corroborar la penetracion de las AuNP al realizar un
acercamiento (C) en el que los cortes del Z-stack mostraron la localizacion de aglomerados de AuNP en el interior del nucleo (imagen D) demostrando que estas
tienen la capacidad de incorporarse a la célula y posteriormente alojarse en el nicleo. Las células fueron incubadas con 80 ug/mL de AuNP durante 12 h. Barra
de medicién: 20 pm.
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Figura 15. Transporte vesicular de las AuNP en el interior de las células MCF-7. Localizacién intracelular de vesiculas de transporte en las células al ser
incubadas con las AuNP a diferentes tiempos. La imagen muestra las micrografias de los diferentes canales donde se ubicd a cada uno de los marcadores
empleados para monitorear el trasporte vesicular utilizando DAPI (azul) para marcar acidos nucleicos, el marcador lisosomal (verde) Lysotraker Green®. AuNP
(rojo) y colocalizacion de los tres marcadores (MERGE). A partir de las 2 h de incubacion las AuNP se encuentran incorporadas a las vesiculas de transporte
como se observa en las imagenes de co-localizacion (merge) y a las 12 h estas se encuentran alrededor de la periferia nuclear.
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7.9 Efecto de las AuNP sobre la rugosidad en la superficie de la membrana plasmatica de las
células MCF-7

Una vez que se demostro la incorporacion de las AuNP en el interior de las células mediante el
estudio por microscopia confocal, se continu6 con el analisis de las propiedades morfotopograficas
de la membrana plasmatica de las células MCF-7 que fueron incubadas con las nanoparticulas. Se
determind el efecto de las AuNP sobre la rugosidad de las membranas de las células MCF-7, a
través de la AFM, tomando en consideracién los parametros de RMSRrq. Uno de los principales
problemas que se presentan a través de esta técnica es el hecho de que al analizar la rugosidad, los
resultados obtenidos no puedan ser heterogéneos debido principalmente al hecho de que cada
porcion de la membrana plasmatica es diferente y esta puede modificarse en funcion de la fase del
ciclo celular en el que se encuentran las células. Por este motivo se realizaron barridos en tres zonas
diferentes de cada célula como ya se mencion6 anteriormente: Zona N, encima de los nucleos de las
células MCF-7; Zona B, en el borde entre la membrana celular y el sustrato al cual se adhiere; Zona
, en la region intermedia (citoplasmatica) entre las zonas N e |. En dichas zonas se realizaron los
analisis en areas de barrido desde 20 hasta 0.5 umz2. Previo al analisis del efecto de las AuNP sobre
la rugosidad, los cultivos celulares fueron sincronizados mediante la deprivacion secuencial de
suero, con la finalidad de que la mayor parte de las poblaciones celulares se encuentre en la misma
etapa del ciclo celular y que las condiciones del experimento fueran lo mas homogéneas posibles.
Los analisis de rugosidad se realizaron en células MCF-7 sincronizadas, en ausencia o presencia de
AuNP (20 nm, 80 ug/mL), mediante barridos en areas de 5 um2en 3 regiones diferentes de la zona
[, en al menos 9 células individuales y de 3 a 5 experimentos independientes. Los resultados
demuestran que la rugosidad de la membrana plasmatica de las células MCF-7 aumenta
proporcionalmente con el tiempo de incubacion hasta las 12 h, después disminuye pero no se
alcanzan los valores observados inicialmente.

En la figura 16 se muestran los cambios en la rugosidad sobre la membrana plasmatica de las
células MCF-7 tratadas con las AuNP y con el vh a través del tiempo de incubacion. Los resultados
mostraron que a partir de las 6 h de tratamiento la rugosidad de la membrana se incrementa en las
células experimentales (incubadas con 80 pg/mL de las AuNP) en comparacién con las células
control (incubadas con agua ultrapura). La figura 16a muestra los cambios ocurridos en la superficie

membranal de las células control y donde se observd una ligera modificaciéon en la rugosidad
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mientras que en las imagenes del panel b se observa claramente el aumento en la rugosidad
membranal. Estos datos se corroboran mediante el analisis estadistico (Figura 17) donde se observo
el maximo aumento en los valores de rugosidad hacia las 12 h de incubacion, efecto que fue

disminuyendo hacia las 24 h al llegar a valores semejantes a los del control.

Los efectos de las AuNP sobre la rugosidad de la membrana plasmatica de las células se pueden
asociar a las etapas del ciclo celular (Figura 17). A las 6 h de incubacion, lo que corresponderia a la
fase G1, los valores de RMSRrq,se incrementan 20% con respecto al tiempo inicial, sin presentar
diferencias significativas entre las células incubadas con AuNP o el vehiculo. Entre las 12 y las 16 h
se observa el maximo incremento en los valores de RMSRq, siendo 60% mayores cuando se
incuban con AuNP con respecto al tiempo inicial y 30% con el Vh (p<0.05). Se observa que el efecto
de la incubacion con las AuNPs sobre la rugosidad de la membrana disminuye a las 24 h, sin

presentarse diferencias significativas entre los grupos vehiculo y experimental (p<0.05).
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Figura 16. Efecto de las AuNP sobre la rugosidad de la superficie en la membrana plasmatica de células MCF-7. Los andlisis de rugosidad de la superficie
membranal mostraron cambios en la topografia de las células cuando fueron expuestas a los tratamientos con AuNP. Las imagenes de la fila superior (A)
muestran micrografias representativas de la superficie de la membrana plasmaética de células MCF-7 que fueron incubadas con el vehiculo a los diferentes
tiempos de tratamientos mientras que las imagenes de la fila inferior (B) representan las regiones del andlisis de las células incubadas con las AuNP a 80 pg/mL
a los diferentes tiempos de incubacion. Los resultados de rugosidad mostraron que los cambios en la topografia de la superficie membranal se incrementan a
partir de las 6 h de exposicion a las AuNP, generando un efecto méximo en los valores de rugosidad a las 12 h de incubacion. En las imagenes que
corresponden a las células tratadas con las AuNP se lograron detectar la formacién de diversas subestruturas que tenian diferentes medidas en los valores de
altura (regiones blancas) proponiendo que se trata de fenémenos asociados a la captacion de las nanoparticulas, estructuras que no se detectaron en las
imagenes de AFM de las células control. Todos los experimentos se realizaron en 3 regiones diferentes de una célula y en 9 células diferentes por tratamiento. La
altura se calculd a partir de los valores de RMSgg y fueron procesadas con el software Nanoscope 5.30r3sr3. Valor Z=619.2 nm para todas las imagenes.
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Figura 17. Cambios en la rugosidad de la membrana plasmatica en funcion del tiempo de incubacién
con AuNP o con Vh. Los cambios en la rugosidad de la membrana plasmatica se muestran en términos de
valores de RMSrq; donde los datos obtenidos sugieren un aumento en la rugosidad membranal a partir de las
6 h de incubacién. Como se muestra en la gréfica, este incremento de la rugosidad va propagandose y
alcanzando su punto maximo hacia las 12 y 13 h de exposicion de las células hacia las AuNP comparadas
con aquellas que fueron incubadas solo con el vehiculo (control). Estos cambios en la rugosidad fueron
disminuyendo a partir de las 14 h y hacia las 24 se observo variacion en la rugosidad similar a las células
control. Los datos se presentan como la media de la desviacion estdndar de tres experimentos
independientes, en 3 regiones diferentes de una célula y en 9 células diferentes por tratamiento. *P<0.05
comparado con Vh.
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Figura 18. Efecto de las AuNP sobre la rugosidad a las 6 h de exposicion a las AuNP. Las imagenes de
alta resolucion muestran cambios en la topografia de la membrana plasmatica de las células MCF-7
incubadas con los diferentes tratamientos. Las imagenes muestran micrografias adquiridas por AFM en modo
altura donde se observan la minima rugosidad en la superficie de la membrana de las células incubadas con
el Vh (A y B) donde se observo una superficie lisa 0 menos rugosa (23.5£72 nm) comparadas con aquellas
que fueron tratadas con las AuNP (C y D) en la que se localizaron pequefas estructuras a lo largo del campo
de barrido (48.3£56 nm). Los cambios que se consideraron importantes en el fenémeno de la rugosidad
consisten en la formacion de estructuras consideradas como aumento en los relieves (valles y crestas) de la
superficie. Las regiones més claras (color blanco o crestas) representan las zonas de mayor altura en
comparacién con aquellas que muestran una coloracion obscura (regiones bajas o valles). Valor Z= 787.56
nm.
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Figura 19. Efecto de las AuNP sobre la rugosidad a las 12 h de exposicion a las AuNP. El mayor efecto
de la incorporacion de las AuNP sobre la rugosidad membranal de las células MCF-7 fue observadas en
aquellas que se incubaron por 12 h con las nanoparticulas. Las imégenes de alta resolucion no mostraron
cambios en la rugosidad de la membrana de las células incubadas con el Vh (A y B), mientras que en las
células incubadas con las AuNP se observd un marcado cambio en la rugosidad (73.28+15 nm) como se
muestran en las imagenes de altura y 3D (C y D). El analisis topogréfico (datos no mostrados) indico que la
rugosidad incremento debido a la presencia de subestructuras con dimensiones mayores a los 400 nm de
diametro mientras que en la superficie de las células control no se observd este fenémeno. Como se muestra
en la imagen tridimensional de la superficie membranal de la célula tratada con las AuNP (Figuera D) existe la
presencia de grandes depresiones (flechas) que no se observaron en las células control. Este fendomeno se
propone que este asociado a procesos de incorporacién de AuNP o a mecanismos de excrecidn, mecanismos
que requieren ser estudiados puntualmente. Valor Z= 745.98 nm.
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Figura 20. Efecto de las AuNP sobre la rugosidad a las 16 h de exposicion a las AuNP. Al igual que las
células incubadas con el tratamiento de las AuNP, los cambios observados en aquellas expuestas a las
nanoparticulas por 16 h sufrieron modificaciones en la superficie de su membrana en comparacion de
aquellas expuestas solo al Vh (C y D; A y B respectivamente). Como se muestran en los valores de
rugosidad, los valores de RMS[Rq] (63.5+42 nm) arrojaron datos en la variacion topolégica de la membrana
de las células MCF-7 incubadas con las AuNP por 16 h no muy diferentes a las expuestas por 12 h. Las
imagenes de alta resolucion (C y D) mostraron alteraciones en la rugosidad similares a las tratadas por 12 h
proponiendo los mismos fendémenos que originan los cambios. Valor Z= 427.52 nm.
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Figura 21. Efecto de las AuNP sobre la rugosidad a las 24 h de exposicion a las AuNP. Las imagenes
de alta resolucion por AFM mostraron una disminucién en la rugosidad de las células que fueron expuestas a
ambos tratamientos durante 24 h. Las imagenes (A y B) representan la superficie de la membrana de células
expuestas al Vh y donde la variacion en los valores de rugosidad no fue muy diferente a las células control
(25.5£32 nm) de los diferentes tiempos de tratamiento. Como se observa en las imagenes (C y D), la
rugosidad de la membrana plasmética de las células con el tratamiento muestran patrones topogréficos
similares a las células expuestas a las 6 h de tratamiento con las AuNP (43.5£91 nm). Valor Z= 845.34 nm.
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7.9.1 Las AuNP inducen la formacion de poros en las membranas de células MCF-7.

Uno de los aspectos mas relevantes detectados en los analisis de rugosidad mediante AFM y que
ocasionaron los cambios en la rugosidad de la membrana fue la presencia de numerosas
depresiones con profundidades cercanas a los 90 nm, fendomeno que se observo en las células
tratadas con las AuNP pero no en las células control. En la figura 22 se muestra una imagen por
AFM de una region de la membrana plasmatica de una célula MCF-7 que fue incubada con 80
Mg/mL de AuNP donde se aprecian diversos orificios 0 poros a lo largo del campo de barrido,
mismos que se encontraron en las diferentes células escaneadas y del grupo experimental, es decir
de las tratadas con AuNP. La imagen 22A representa una imagen en modo altura donde se
observan las depresiones (circulos amarillos) mientras que la imagen 3D (Figura 22B) confirma esta
aseveracion y se aprecia con mayor detalle la localizacion de los poros. Cabe sefialar que la sonda
de AFM no puede de determinar toda la informacidn que hay a lo largo del poro debido a la limitacién
del cantiléver para desplazarse sobre los bordes que delimitan el orificio. Esta informacidn puede ser
corroborada por los andlisis microtopografico (Figura 22C) donde la linea de trazo muestra el sitio
del analisis y los puntos donde se encuentran los orificios sefialados anteriormente.

Por otra parte, en la Figura 23 se muestran imagenes de la superficie de la membrana plasmatica de
una célula MCF-7 control (Figura 23A) donde se puede observar la superficie membranal uniforme
sin modificaciones en la rugosidad mientras que en la Figura 23B muestra una imagen de la
membrana de una célula tratada con las AuNP y donde se observa la formacion de varios orificios.
Cuando estas estructuras son escaneadas por AFM mediante analisis topograficos, a una resolucion
de 1 um, se observa una estructura tridimensional (Figura 23C) con forma de hendidura, con bordes
bien definidos en forma circular la cual presenta dimensiones de 467.21nm de diametro, mientras
que la profundidad arroja un valores cercanos a los 113.95 nm considerando la dificultad del AFM
para analizar a mayor profundidad (Figura 23D). Cabe sefialar que las dimensiones en los verticales
estan asociadas al barrido de la sonda del AFM en la parte mas elevada de la célula (nucléolo) por lo
que la profundidad del poro presenta dichos valores. Los resultados proponen que dicha depresion u
orificio tiene una profundidad mayor a la obtenida por la sonda del AFM por lo cual sugiere la
formacion de posibles “nanoporos” asociados a diversos mecanismos de endocitosis celular,
fendmeno atribuido a la interaccion de las AuNPs con la superficie de las membranas plasmaticas
[36].
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Figura 22. Formacion de diversos orificios en la membrana plasmatica de las células MCF-7.
Micrografias de AFM donde se pueden observar la presencia de diferentes orificios en la membrana
plasmatica de las células MCF-7 incubadas por 12 h con las AuNP. La imagen (A) muestra una micrografia en
modo altura donde se sefiala la ubicacion de las depresiones (circulos amarrillos) a lo largo de la superficie
escaneada. Este efecto se muestra también en la imagen tridimensional (B) donde las flechas indican la
presencia de los orificios que presentan diferentes longitudes y dimensiones (datos no mostrados) como lo
muestra la linea de trazo del anélisis microtopografico. Valor Z= 787.56 nm.
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Figura 23. Las AuNP inducen la formacién de poros en las membranas de células MCF-7. Las AuNP (80
pg/mL; a las 12 h de incubacion) inducen mayor rugosidad en las membranas de células MCF-7 (B) en
comparacién con las tratadas con Vh (A). Se observo la formaciéon de poros en la superficie de las
membradas en células incubadas con AuNP (C). Las imagenes se fueron obtenidas en AFM, en modo
tapping/altura. Las dimensiones de los nanoporos rondaban los 467.21 nm de diametro mientras la
profundidad se encontraba en 113.95 nm. El valor en los datos de profundidad es representativo ya que la
sonda del AFM pudo haber topado con la superficie del hoyo sin resolver mas alla de lo que le permitié el
cantiléver (al chocar con la periferia del nanohoyo). Valor Z= 867.59 nm.
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8. DISCUSION

Las AuNP juegan un papel importante en el desarrollo de una nueva estrategia terapéutica contra el
cancer de mama ya que resultan utiles en el tratamiento y diagndstico temprano de este
padecimiento, debido a sus caracteristicas unicas que incluye una alta permeabilidad y retencion en
el tejido tumoral, una alta absorcién de luz y la resonancia del plasmén superficial cercana al
infrarrojo, asi como la generacién de electrones secundarios al ser expuestas por un campo de
radiacion provocando un efecto fototérmico y por su capacidad de conjugarse con farmacos u otros
agentes de importancia medica [22]. Tomando las ventajas de sus propiedades fisicoquimicas, las
AuNP han llamado fuertemente la atencion de diferentes grupos de investigacion al ser empleadas
en el estudio del efecto fototérmico para la destruccion de células cancerosas o tejido tumoral que
puede ser potencialmente Util en el entorno clinico [56], Sin embargo, es necesario comprender los
mecanismos asociados a la correcta interaccidn de estas nanoparticulas con la superficie de células
cancerosas para determinar con precision la seleccion correcta entre células malignas y cancerosas.
En el presente trabajo se analizaron los cambios que ocurren en la superficie membranal de células
de carcinoma mamario MCF-7 al entrar en contacto con AuNP de 20 nm de diametro. Se estudiaron
3 diferentes concentraciones sobre la viabilidad celular (20, 50 y 80 pg/mL) debido a que se buscaba
encontrar un efecto sobre la morfologia de las células sin llegar a provocar un efecto citotdxico.
Reportes anteriores muestran que el uso de AuNP en concentraciones por arriba de 100 ug/mL
provoca muerte celular asociado a apoptosis en la linea celular MCF-7 [57], asi como la
administracion de AuNPs de 13 nm de diametro en concentraciones por encima de 100 mu/ml
durante la incubacion superior a 24 h, causa dafos irreparables tanto a la arquitectura de la
membrana plasmatica de los fibroblastos dérmicos humanos (HDFA) [58] y la mitocondria y el nlcleo
de las células de leucemia mieldgena crénica (K562) [59]. Estos resultados fueron reproducidos en
células de cancer de préstata [60], de pulmon [61] y en células de cancer nasofaringeo [62], lo que
sugiere que bajo estas condiciones las AuNP provocan la muerte celular mediada por procesos
relacionados con apoptosis 0 necrosis. Nuestros resultados mostraron que la viabilidad celular
disminuye solo cuando las células son expuestas a la concentracion mas alta empleada en el
estudio (80 pg/mL) y cuando fueron incubadas por mas de 24 h observandose un mayor efecto de
muerte celular hacia las 72 h. Los datos del analisis de morfologia mostraron que las células MCF-7
que empleamos en los estudios presentan un deterioro en su estructura morfologica conforme

avanza el tiempo de exposicion a las AuNP, esto se debe al fendmeno de agregacion en la
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superficie membranal. Estudios previos han demostrado que las AuNP de 20 nm de diametro
mostraron una mayor cantidad de captacién comparada con nanoparticulas de tamafios variados (5,
10, 30, 40 y 50 nm), fendmeno asociado a la estabilidad que presentan las AuNP de 20 nm de
didmetro al proceso de agregacion que es fundamental para los mecanismos de incorporacion y que
generan efecto en la membrana plasmatica de las células cancerosas pancreaticas (PK-1, PK-45 y
Pan-1) [63]. Los datos obtenidos en proceso de viabilidad nos llevé a reducir los tiempos de
exposicidn de AuNP a las células para realizar los analisis de los cambios en las propiedades de la
membrana plasmatica por efecto de la captacion de las AuNP. A partir de esto, los siguientes
experimentos se realizaron a las 6, 12, 16 y 24 h de incubacion utilizando la concentracion mas alta
debido a que el dafio celular se observé después de las 48 h de incubacion.

Las AuNP son inmediatamente absorbidas en la superficie de las células y tejidos para
posteriormente ser internalizadas dependiendo de sus caracteristicas como el tamafio, la forma, asi
como su carga superficial y superficie quimica [64]. Comprender la interaccion de las AuNP con la
superficie de la membrana es de vital importancia para explorar el uso potencial y la eficiencia de las
nanoparticulas en la liberacion intracelular de agentes terapéuticos. Vazir y Labhasetwar emplearon
la AFM para analizar la interaccion de nanoparticulas poliméricas con la membrana plasmatica de
células de cancer de mama MDA-MB-231. Estos autores observaron que la superficie membranal
muestra cambios en las propiedades biomecanicas que rigen la estructura de la misma, estos
cambios consisten en la modificacion de las fuerzas de interaccion entre la sonda de la AFM y la
superficie membranal, asi como el aumento en la rugosidad por efecto de la interacciéon de dichas
nanoparticulas. De esta forma, demostraron que la AFM es una excelente herramienta para estudiar
los efectos ocasionados por la interacciéon y captacién de nanoparticulas sobre las células
cancerosas [39].

En este contexto, la AFM se ha usado para la caracterizacion, con resolucién especial a nivel
nanométrico, de superficies celulares y su interaccion con nanomateriales. Las imagenes son
generadas por el monitoreo de la interaccion de fuerzas entre la sonda y la superficie de una
muestra [65]. Para el analisis de la rugosidad de la membrana plasmatica de las células MCF-7
tratadas con AuNP y con vehiculo, se empleé AMF debido a que ha demostrado ser una poderosa
herramienta para el analisis superficial de una amplia variedad de muestras biologicas [66, 67, 68]
(especialmente células) in vitro e in vivo y actualmente se emplea para el monitoreo de la interaccion

de AuNP con la membrana plasmatica de las células cancerosas con una resolucion espacial de
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escala nanométrica [35]. El analisis de la captacion de AuNP en las células se realizo por AFM en el
modo Altura-Tapping y modo contacto. Para la obtencién del calculo de la rugosidad de la
membrana de plasmatica se tomaron en consideracion los parametros de RMSrq. En primer lugar
se caracterizaron las zonas donde se realizaron los barridos que comenzaron en imagenes de
células completas y posteriormente se fueron obteniendo barridos de dimensiones de 20, 10, 5,2.5y
1 um2 (Figura 7) en diferentes zonas de las células como regiones citoplasmaticas y nucleares
(datos no mostrados). El area de barrido para todos los andlisis de rugosidad fue de 5 um? en
diferentes células individuales. Los resultados mostraron que las zonas alejadas del nucleo (Figura
5A) fueron las que presentaron mayor uniformidad en la superficie, condiciones adecuadas para el
resto de los analisis ya que regiones cercanas y sobre el nlcleo eran completamente irregulares
provocando mayor flexibilidad de la sonda generando aberraciones en la obtencion de las imagenes
y valores incorrectos en el analisis morfotopogréfico. La importancia de caracterizar las regiones
especificas que mostraran mejores caracteristicas en la superficie de la membrana plasmatica de las
células MCF-7 empleadas en este estudio para el anélisis de rugosidad se debe al hecho de que en
trabajos anteriores se han registrado los cambios en la rugosidad de la superficie membranal de un
conjunto de células a la vez [69] lo que genera datos de rugosidad de no solo una regién especifica
de la célula sino de dos 0 mas superficies membranales propiciando una comprension errénea del
efecto de los nanomateriales sobre las células cancerosas. Estos resultados aportan informacién
relevante en cuestion de modificaciones en las propiedades mecanicas de la membrana plasmatica
de las células cancerosas debido a que la interaccion de las AuNP con su superficie y su posterior
incorporacion desencadena una serie de eventos moleculares asociados al fenémeno de captacion
por endocitosis, asi como a la generacion de altos niveles de especies reactivas de oxigeno al entrar
en contacto con organelos vulnerables al dafio ocasionado por las AuNP y la subsecuente muerte
celular [70, 71].

Las técnicas microscdpicas como SEM, TEM y microscopio ptico siguen siendo comunes en el
estudio de la morfologia celular y puede proporcionar una gran cantidad de informacién con respecto
a las caracteristicas estructurales de las células. Sin embargo, la invencién de la AFM ha generado
el desarrollo de estudios en sistemas biolégicos a través de informacién en iméagenes topogréficas
en 2D y 3D de super alta resoluciéon convirtiéndolo en un nuevo método poderoso para la
visualizacion de ultraestructuras celulares, hasta el nivel de estructuras tales como un poro nuclear

[65]. Estas ventajas han logrado hacer que el AFM pueda analizar los fendémenos asociados con la
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interaccion de AuNP y la superficie celular, mecanismos que no pueden ser revelados por las
microscopias convencionales antes mencionadas [72]. En este contexto, empleamos la AFM para
determinar la localizacion de las AuNP sobre la superficie de la membrana plasmatica de las células
MCF-7 estudiadas. Nuestros resultados mostraron la localizacién de aglomerados de AuNP
mediante AFM y se detectaron como estructuras que presentaron un rango de tamario entre los 80 y
400 nm sobre la superficie de la membrana plasmatica de las células MCF-7. Estas estructuras
localizadas en la superficie membranal presentaron las mismas dimensiones que los aglomerados
de AuNP detectados sobre la superficie de la pelicula de oro en la placa utilizada como substrato
para el crecimiento celular (Figura 8C). Nuestros observaciones coinciden con lo reportado por otros
autores con respecto a las AuNP detectadas en la superficie membranal, asi como la distribucion
intracelular de células osteoblasto de la boveda craneal de raton (MC3T3-E1) [73], en células de
cancer pancreatico PK-1, PK-45 y Panc-1 [74] y en células de cancer de higado Hep-G2 [79],
obtenidas mediante TEM, SEM Y CLSM.

Si bien los resultados obtenidos de la presencia de las AuNP sobre la superficie membranal
adquirida mediante AFM son datos indirectos, se busco la forma de localizar a las nanoparticulas en
las células. Esta informacion es fundamental ya que con esto se demuestra la interacciéon e
incorporacion de las AuNP en las células y por ende las modificaciones que ocasionan al entrar en
contacto con la membrana plasmatica. Una de las formas correctas de monitorear la incorporacion
de AuNP en las células cancerosas es explotar su propiedad fisica de emision fluorescente.

Los resultados son congruentes con reportes previos en donde se ha demostrado que las AuNP de
diferentes tamafios (10, 15, 20, 30 y 50 nm) y formas (nanrods, nanocages, nanostars,
nanosphericals, nanoshells) tienen la capacidad de emitir sefial fluorescente debido a sus
propiedades opticas y han sido detectadas en las longitudes de onda de 458 a 683 nm, esto a traves
de LSCM [10, 75] y espectroscopia Raman [76, 77, 78]. Cabe mencionar que la mayoria de los
experimentos reportados con CLSM requieren de la funcionalizacion de las AuNP con marcadores
fluorescentes para ser detectadas en el interior celular [79, 80], mientras que la espectroscopia
Raman genera imagenes de baja calidad en cuanto a la sefial fluorescente de las AUNP desnudas
en modelos in vitro [37]. Estos resultados obtenidos por la CLSM apoyan los anélisis de superficie de
membrana realizados por el AFM, donde se propone que las AuNP se conglomeran en la membrana
plasmatica de las células de cancer de mama MCF-7 y, ademas, se confirma la incorporacién de

AuNP al interior celular.
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Nuestros resultados de analisis espectral realizado mediante MCBL (Figura 10 y 11) mostraron la
emision de una sefial fluorescente de las AuNP desnudas de 20 nm de diametro en el rango de
longitud de onda cercano al infrarrojo (626 nm) por lo que esta informacion apoya a los datos
obtenidos por AFM con el propésito de demostrar la presencia de aglomerados de AuNP sobre la
membrana plasmatica de las células de carcinoma mamario MCF-7 y, ademas confirma la
incorporacioén intracelular de dichas nanoparticulas. Esta informacién también pudo ser corroborada
a través de imagenes de campo claro de la microscopia confocal donde se localizaron aglomerados
de AuNP distribuidos en las células como puntos negros (Figura 12).

Los datos obtenidos muestran que después de 6 h de incubacidn, las AuNPs, se distribuyen de
forma heterogénea y no todas las células incorporaron en la misma proporcion de nanoparticulas.
Sin embargo, a las 12 h de exposicion, se observa que las AuNPs se incorporan en mayor medida
en el nucleo (Figura 13). Esto puede observarse con mayor seguridad debido al hecho de que la
emision de fluorescencia detectada en una coloracion rosa, es el resultado de la superposicién de
los espectros de fluorescencia emitida por las AuNP y por DAPI. Este efecto fue demostrado por
andlisis de "Z-stack" (Figura 14]. Los resultados obtenidos a las 24 h de incubacion con AuNPs
muestran la emisién de fluorescencia menor en comparacion con la obtenida a las 12 h (Figura 13),
que podria ser debido a la expulsion celular de AuNPs o al dafio ocasionando la muerte de las
células y que permite observar agregados de AuNP dispersos en el medio de cultivo. Se ha
reportado que después de las 24 h, la interaccién de AuNP con el nucleo en células MCF-7 [57] y de
pulmon [81] genera desestabilizacién de la envoltura nuclear, alterando la funcién de este organulo,
provocando que la célula se colapse y muera [49, 82]. Estos fendmenos se encuentran
estrechamente relacionados con los procesos de captacion y transporte vesicular de las AuNP por
las células. Después de la penetracion de las nanoparticulas en la membrana plasmatica, el trafico
intracelular de las AuNP es desarrollada a través de mecanismos moleculares que involucran la
presencia de endosomas, lisosomas o fagosomas [83]. Estudios previos han demostrado que las
AuNP pueden ser internalizadas en lisosomas y que estos organelos pueden moverse hacia el
nucleo con una distribucién perinuclear dependiente del tiempo de exposicion [37]. Nuestros
resultados concuerdan con estas investigaciones al observar que existe un transporte vesicular de
las AuNP cuando incluimos un marcador para lisosomas (LysoTrakerGreen®) como se muestra en
la figura 15. Este fenémeno es de vital importancia ya que la comprensién del transporte vesicular de

las AuNP puede derivar en una mejor selectividad de organelos, como las mitocondrias y nucleos,
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de células cancerosas e inducir apoptosis aumentando la tasa de mortalidad de las células
tumorales y disminuyendo el efecto mortifero en células no cancerosas [83].

Desde la parte externa, el fenémeno de interaccién de nanoparticulas con la superficie celular
genera modificaciones en la estructura y propiedades de la membrana plasmatica de las células [84].
La penetracion de AuNP en las células puede estar ajustada al tipo de carga en su superficie. Las
modificaciones convencionales que sufre la membrana plasmatica de las células se encuentra
asociado a mecanismos de captacion como la endositosis [85]. En nuestro estudio, se observd que
la interaccion de las AuNP con la superficie membranal de las células MCF-7 altera la rugosidad con
forme avanzaba el tiempo de incubacion de dichas AuNP. A partir del tiempo 0, la rugosidad fue
aumentando gradualmente hasta las 6 h de incubacion. Sin embargo, la rugosidad aumento
significativamente cuando las células fueron incubadas por 12 h con las AuNP en comparacion con
las células no tratadas (Figura 17). Los valores de RMS[Rq] fueron disminuyendo pasadas las 12 h
de incubacién. La rugosidad se estabilizo a las 24 h de incubacion casi a la par que la rugosidad de
la membrana plasmatica de las células control. Las iméagenes de alta resolucion del AFM mostraron
las formaciones de subestructuras y poros (flechas) en la membrana asociadas a la captacién y
endocitosis [85, 86] de las AuNP (Figura 22). La mayor formacién de dichas estructuras se detectd
en las células MCF-7 que fueron incubadas con las AuNP por 12 y 16 h. Reportes anteriores han
descrito que la formacién de los nanopros responde a la disrupcién que existe en la membrana
plasmatica ocasionada por la interaccion y captacion de nanoparticulas poliméricas y su posterior
incorporacion via endositicas [36]. Las Figuras 22B y 23C muestran imagenes tridimensionales del
AFM donde se observa la formacién orificios en la superficie membranal, con dimensiones de 467
nm de diametro en uno de ellos como se muestra el analisis topografico (Figura 23D). La
profundidad del nanoporo no se determind con exactitud debido a que la sonda no logro interactuar
con la superficie de la membrana en la base del hoyo indicando que dicha profundidad sobrepasaba
la capacidad de barrido por parte de la sonda ya que la base del cantiléver tocaba la regién donde
comenzaba a formarse el poro. Las dimensiones presentadas por el nanohoyo proponen que se
trata de un poro endositico por el cual se han incorporado las AuNP en cluster debido al tamafio del
poro. Este fendmeno, ademas de estar implicado en la captacion de las AuNP, puede estar asociado
a dafios ocasionados por disrupcion de la membrana plasmatica dependiente del tiempo de

exposicion a las AuNP por lo que este estudio ayuda a comprender el efecto directo de las
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nanoparticulas sobre las células cancerosas y sus implicaciones clinicas para la correcta aplicacion

en el diagndstico temprano y tratamiento efectivo.
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9. CONCLUSIONES

El estudio del efecto de la interaccidn e incorporacién de las AUNP sobre la membrana plasmatica de
las células de carcinoma mamario que se realiz6 a través de la AFM, arrojé informacién importante
para comprender parte del proceso de captacion de las nanoparticulas asociado a modificaciones en
las propiedades biomecanicas de la membrana celular.

Los resultados demuestran que las AuNP de 20 nm de diametro provocan cambios en la rugosidad
de la membrana plasmatica asociada a un posible mecanismo de endocitosis debido a la formacion
de orificios 0 nanoporos con respecto al tiempo de exposicion de las nanoparticulas en la superficie
celular.

Del mismo modo, se logré reforzar el hecho de que las AuNP generan sefial fluorescente per se, lo
que conlleva a un elevado costo de produccidn, y de este modo monitorear la incorporacion y
distribucion intracelular de las AuUNP mediante CMLS, asi como observar su progresivo avance hacia
el nucleo, que es dependiente del tiempo.

Finalmente, se demostrd que el uso coordinado de las técnicas microscopicas de alta resolucion
(AFM y CMLS) pueden ser empleadas para monitorear los cambios dinamicos en la superficie de la
membrana celular y su distribucion intracelular cuando las células son expuestas a varios tipos de
nanoparticulas proporcionando asi informacién importante para el desarrollo de sistemas de
liberacion de farmacos ancladas a nanoparticulas de oro para el diagndstico temprano del cancer de
mama al servir como nanosensor y unirse a receptores especificos, asi como en el tratamiento
especifico considerando una dosis y tiempo de exposiciéon adecuados que son fundamentales para

la practica clinica a corto plazo.
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10. PROSPECTIVAS
Obtener de datos que asocien los cambios en la rugosidad de la membrana plasmatica de las

células MCF-7 con la localizacion puntual de las AuNP sobre la superficie membranal de las células
cancerosas mediante andlisis superficial y elemental por SEM y TEM, asi como el estudio de los
mecanismos de incorporacién mediados por endocitosis empleando marcadores especificos para
caveolinas y clatrinas correlacionando la informacion de los datos obtenidos por AFM en la
formacion de nanoporos. Asi mismo, es ponderante estudiar la asociacion de estos fenémenos con
el efecto citotoxico de las AuNP sobre las células cancerosas y compararlos con otras lineas
celulares cancerosas y no cancerosas con la finalidad de determinar la selectividad asociado a las
propiedades biomecéanicas de sus membranas plasmaticas mediante analisis de fuerzas por AFM y
métodos de biologia molecular para evaluar posibles vias de sefializacion implicadas en los dafios
ocasionados por la captacion de las AuNP, para posteriormente continuar con su evaluacion en

modelos in vivo como el embrion de pollo.
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ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNPs) have been proposed for use in the treatment of different types of cancer,
including breast cancer. At present, neither the mechanisms of AuNPs interaction with the plasma
membrane surface and their delivery and intracellular distribution in cancer cells, nor their effect on
the plasma membrane so as to allow cell incorporation of larger amounts of AUNPs are known.

The objective of this work was to study the interaction of bare 20nm-diameter AuNPs with the plasma
membrane of human MCF-7 breast cancer cells, as well as their uptake, intracellular distribution and
induction of changes on the cell surface roughness. The dynamics of intracellular incorporation and
the distribution of AUNPs were observed by Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). Changes
in roughness were monitored in synchronized MCF-7 cells by Atomic Force Microscopy (AFM) high-
resolution imaging at 6-hour intervals for 24 hours during a single cell cycle. The results show that
bare AuNPs are capable of emitting fluorescence at 626 nm, with no need for using a fluorescent
biomarker, which allows monitoring their uptake and intracellular distribution until they reach the
nucleus. These results are correlated with changes in cell roughness, which significantly increases at
12 hours of incubation with AuNPs, as compared to control cells. The obtained data provide bases to
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understand molecular processes of the use of AuNPs in the treatment against different diseases,
mainly breast cancer.

Keywords: Gold nanoparticles, AUNPs, membrane roughness, Atomic Force Microscopy, Confocal
Laser Scanning Microscopy, breast cancer.

INTROUDUCTION

The application of nanotechnology in medicine has grown rapidly in recent years. The use of several
types of nanoparticles against cancer has awaken great interest in the development of methodologies
that improve in vivo images for early diagnosis, punctual drug delivery to specific sites of target cells,
drug-carriers, photothermal agents, contrast agents and radiosensitizers. -3 The research of new
therapeutic and early diagnosis alternatives involves the use of gold nanoparticles (AuNPs) in the
effective therapy of this disease.# The AuNPs have placed themselves at the forefront of breast
cancer research in recent years due to their significant physical properties, such as shape, size, easy
surface modification, excellent biocompatibility suitable for clinical environments and, especially, due
to their unique optical properties provided by Surface Plasmon Resonance (SPR) that mainly
depends on the size and shape of nanoparticles.>¢ The AuNPs produce maximum light scattering
that can be achieved by exciting AUNPs at 543 nm wavelength and illuminating them so intensely
that they become visible for high resolution optical microscopy detection systems.”:8 This peculiar
photo-dynamic behavior of AuNPs is very much influenced by their geometry making them an
excellent biomarker for early diagnosis.® The success of AuNPs in the treatment and diagnosis of
breast cancer depends on their appropriate interaction with cancer cells, for which reason their
intercellular uptake and distribution must be better understood in order to efficiently exert their
cytotoxic effect.

Previous studies have shown that cellular uptake of nanoparticles is a two-stage process. First,
nanoparticles adhere onto the plasma membrane surface and are subsequently internalized by the
cell through energy-dependent mechanisms. Afterwards, they are incorporated into the cells and
transported towards different subcellular compartments, normally ending in lysosomal
accumulation.'® The AuNP uptake has also been shown to modulate cell membrane of different, both
malignant and normal, cell types as well as subsequent downward intracellular events.!" Some
mechanisms of action that cause this effect may be associated with ionic interaction between AuNPs
and the membrane surface, a phenomenon related to the negative membrane potential of some cells
interacting with AuNPs, which have different positive charge densities, as well as with the focal
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dissolution of the cell membrane that forms pits and causes perturbation of its internal structure and
hence modulates its surface roughness. 214

Atomic force microscopy (AFM) represents a powerful tool for the study of AuNP interaction with
surface membranes of cancer cells.’>'6 Previous studies have shown that AFM can perform the
analysis of cell membrane surfaces allowing for dynamic evaluation of AuNPs interaction and
incorporation into live cells, which is not possible by Scanning electron microscopy (SEM) or
Transmission electron microscopy (TEM).'” The AFM images can be represented three-dimensionally
(3D) and this technique is helpful in the measurement of height variations due to the interaction of
nanoparticles with the cell surface. The interaction of polymer nanoparticles with plasma membrane
of the cells has been shown to generate changes in mechanical properties of cell membrane
(roughness) forming pores and allowing for greater permeability of nanoparticles on the membrane. 8-
21 1t is known that intracellular distribution of AuNPs relates the toxicity of these nanoparticles to the
damage they induce at the subcellular and molecular level, because their intracellular effects cause
modulation of several molecular processes involved in cell survival or death.2223 |n this work, we
have studied the effect of uncoated (bare), spherical 20-nm-diameter AuNPs on cell viability in MCF-
7 breast cancer cells and the modifications they exert on the plasma membrane through interaction
with its surface and the cellular uptake. Also, intracellular incorporation and distribution of
nanoparticles was monitored using Confocal Laser Scanning Microscopy (LCSM).

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Reagents

Human MCF-7 breast cancer cells were purchased from ATCC (Manassas, VA). Culture medium was
Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) purchased from Life Technologies (Gaithersburg, MD).
Antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) or Cell Signaling
Technology (Beverley, MA). Trypan blue exclusion reagent (Life Technologies, Gaithersburg, MD).
Dimethyl sulfoxide (DMSO) was purchased from Calbiochem. The antifungal antibiotic was
purchased from Life Technologies (Gaithersburg, MD, USA). Fetal bovine serum (FBS) was
purchased from Gibco BRL (Gaithersburg, MD). All chemicals were research grade.

Spherical colloidal gold nanoparticles (AuNP), 20 nm in diameter, were acquired from BBI
International (UK) for use in research. According to previous literature, these 20 nm AuNPs, often
used in studies similar to ours, have already been well characterized by different techniques: DSL,
SEM and TEM in different culture media [24-30],

Cell culture

MCF7 human breast cancer cells were obtained from ATCC (Manassas, VA) and maintained at 37
°C, 5% CO2 as monolayer cultures (50% confluence) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, high glucose and phenol red-free; Life Technologies Gaithersburg, MD) and supplemented
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with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), gentamicin (50 pg/mL), 100 U penicillin/ 100 pg/mL
streptomycin (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). In order to synchronize cell cultures and prior to AuNP
treatment, MCF-7 cells were cultured in phenol red-free DMEM containing 2.5 % FBS that was
previously treated with charcoal-dextran (FBS-C). Control cells were treated with vehicle (Ultrapure
milliQ water).

Cell viability assay

Viability assay by trypan blue exclusion was used to determine the percentage viability of MCF-7
cells incubated with AuNPs. Cells were seeded in 24-well plates (10,000 cells per well) for 24 h.
Subsequently, they were incubated with AuNPs at different concentrations (20, 50, 80 pg/mL) to
finally measure the percentage of cell viability at different incubation times (24, 48, 72 h). AuNPs
incubated with cells were centrifuged for 5 min at 1000 rpm and the supernatant was discarded. A
cell suspension was made at a suitable dilution (1 X 10% cells/mL) in PBS. Ninety ul of the cell
suspension was taken and mixed with 10 pL of 4% Trypan blue. The solution was mixed thoroughly
and allowed to stand for 3 min at room temperature. Subsequently, 20 pl of the mixture were
transferred to a hemocytometer (Neubauer chamber) and viable cells were counted as clear cells and
dead cells as blue ones. The number of live cells per ml was calculated using the following formula:

Viable cell (%) = Total number of viable cells per mL of te aliquot 100
e el A= Total number of cells per mL of te aliquot x

Cell morphology was analyzed using an inverted microscope Axioveert 40 CFL, Carl Zeiss (GmbH,
Jena, Germany), equipped with a Cannon PowerShot A640 camera, using the 10X lens.

Atomic Force Microscopy

AFM images and surface analysis of plasma membrane on MCF-7 cells were acquired in tapping
mode AFM, NanoScope llla (Veco Inc., Plainview, EE.UU), using standard clean probes of silicon
nitride (SisN4) with an average resonance frequency of 256 and 365 kHz and spring constant of 20-80
pN/nm. Image acquisition is constantly manually adjusted in order to maintain optimum signal and
appropriate resolution. The amplitude values of the cantilever remained at approximately 1500 mV
and a 1.3 V set point. The scan rate was maintained between 0.3 and 0.9 Hz, all obtained in air. Cell
culture was grown on a single crystal film with Au (111) surface. It is a rectangular glass substrate
(area of 1 cm2) 2 mm thick, with 200 nm chrome film, overlying the glass and 2000 nm upper layer of
Au (111) film. To properly position the plate for AFM analysis, regular morphology cells (elongated)
were selected by optical microscopy coupled to AFM (Nikon, Japan). The analysis was first
performed on a large area (100 um2) with a single cell, later heading the cantilever to the cell surface
where images of 50, 20, 10, 5, 2.5 and 1 um2 were obtained sequentially. The same procedure was
repeated on at least three different areas of the same cell and in three different cells, with three
different AFM acquisition modes: height, phase and amplitude. Acquisition time for each image varied
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from 20 min to 40 min. The image analysis was performed using the AFM-NanoScope Ill software
(Veco Inc). Scanning area for all surface roughness analyses was 5 and 1 um2.

The gold plates were placed in a 24-well plate and added an aliquot of 20 L of cellular suspension
(10,000 cells) by direct dripping on the gold surface and led to a final volume of 400 uL with DMEM +
FBS 5%. The plates were incubated at 37 °C for 24 h, to achieve not more than 70% confluence and
the medium with low (2.5%) concentration of FBS, in order to synchronize cells (decrease sequential
synchronization). After reaching the optimal time for synchronization, the corresponding treatment
consisted of incubating the cells with a mixture of DMEM + 5% FBS / AuNP pg/mL at different times
(0, 6, 12,16, 24 h). Lastly, the cells were fixed in ethanol dehydration train 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80 and 96% for 2 minutes at each concentration.

Cellular uptake and internal distribution of AuNP

Cells were cultured in 8-well-chamber slides (Lab-Tek II Chamber Slides) for 24 h and subsequently
incubated with AuNPs 80 pg/mL for 2, 6, 12, 16, 24 h. Control cells, vehicle, were incubated with
MilliQ ultrapure water (Vh). Cells were washed with a phosphate-buffer saline (PBS) solution. Treated
MCF-7 cells were fixed with 4 % paraformaldehyde in PBS. Subsequently, all cells were incubated
with 1 pg/mL 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich) to contrast the nuclei and were
mounted with mounting medium for fluorescence (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark). Images
were obtained using a multi-photon confocal microscope (Carl Zeiss LSM-780 NLO). Fifteen slides of
16.16 um each were used for the acquisition of Z-stacks.

Statistical Analysis

We presented data as mean£SD for at least three independent experiments carried out in triplicate.
The GraphPad Prism Software (San Diego, CA) was used for the analysis of variance (ANOVA).
Comparisons between groups were carried out using the Tukey-Kramer multiple comparison tests.
Differences were considered significant when P values were less than 0.05 (p<0.05).

RESULTS AND DISCUSSION
Effect of AuNPs on cell viability and MCF-7 cell morphology

In order to determine sublethal conditions of AUNPs used in incorporation studies, MCF-7 cells were
incubated with different concentrations (20, 50 or 80 ug/ml) of AuNPs and for different times (24, 48
or 72 h) before determining the cell viability. The obtained results show that AUNPs do not induce
loss of viability when incubated for 24 h. The significant effects (p <0.05 vs Vh) on MCF-7 cell
viability were observed at 48 h of incubation only with the highest AUNPs concentration, i. e., at 80
pg/mL, and at 72 h with the three concentrations studied (Figure 1A).
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These results were contrasted with cell morphology studies carried out using optical microscopy,
which also show more obvious structural changes in cells incubated with 80 ug/mL AuNPs than
during 48 and 72 h, as compared to the cells incubated with vehicle (H20-MilliQ). When the cells
were incubated with 20 and 50 ug/mL concentrations of AuNPs, the effects on cell morphology were
seen after 48 h of incubation (Figure 1B). The observed changes include reduction of cell size,
formation of spheroidal structures instead of their normal elongated shape and subsequent
detachment of the substrate, which is characteristic of cell death.

Our results agree with those reported previously, which show that the administration of 13 nm-
diameter AuNPs at concentrations above 100 pg/mL during incubation superior to 24 h, cause
unrepairable damages to both the plasma membrane architecture of human dermal fibroblasts
(HDFa)®! and the mitochondria and nuclei of chronic myelogenous leukemia cells (K562)32. These
results were reproduced on prostate®, lung3* and nasopharyngeal®> cancer cells, which suggest that
cell death could be mediated by processes associated with apoptosis or necrosis.

Furthermore, these results allowed us to establish the most appropriate conditions for studying 20-nm
spheroidal AuNPs incorporation processes at the plasma membrane level, such as: 80 ug/mL for the
AuNPs concentration and incubation times up to 24 h.

Detection of AuNPs in MCF-7 cells by AFM

In order to determine the AuNP location on the plasma membrane of MCF-7 cells and on the
substrate, tapping mode-height scans were performed using an AFM-Nanoscope Il (Veco, Inc.). The
MCF-7 cells were incubated with 80 ug/mL of 20-nm-diameter AuNPs at 12 h of exposure; they were
fixed by dehydration process with different concentrations of ethanol to perform the topographic
analysis (Figure 2). The AFM revealed features whose sizes ranged between 80 and 400 nm in
diameter, which suggests the presence of AUNP aggregates (cluster) on the cell surface (Figures: 2A
and 2B) rather than individual 20 nm - NPs. Indeed, the AuNP aggregates located on the surface of
MCF-7 cells have the same dimensions as AuNP agglomerates observed on the surface of the gold-
coated plate used for the growth of these cells (Figure 2C).

Our observations agree with those reported by other authors regarding the cell lines of mouse
calvarial osteoblasts (MC3T3 E1)36, pancreatic cancer PK-1, PK-45 and Panc-1%" and liver cancer
Hep-G238, located on the plasma membrane, obtained by TEM, SEM and LSCM.

AuNP Detection by fluorescent emission spectrum

With the aim of corroborating the presence of AUNP agglomerates observed by AFM scans, we have
carried out studies using LSCM Carl Zeiss LSM-780 NLO. The determination was performed on
samples of MCF-7 cells that were incubated with 80 ug/mL of bare AuNPs for 6 h. The spectral
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analysis was carried out subsequently in the range from 416 to 687 nm, by LSCM. In order to
eliminate background autoflorescence generated by the cells, the emission spectrum was normalized
to that emitted by control cells whose nuclei were stained with the nuclear dye DAPI. The whole
process can be followed in Figures: 3 (A-D).

Figure 3A shows emission spectrum images of AuNPs in MCF-7 cells, at different wavelengths, with
a fluorescence signal emitted at 626 nm wavelength, seen as bright white dots (Figure 3B).

The cells incubated with vehicle emit low amount of fluorescence in the red spectrum (Figure 3C),
without bright dots., Therefore, this low amount was established as basal value of the background
fluorescence for all further measurements. The last inset of spectral analyses of both experiments
shows the sum of all analyzed channels and final image reconstruction, where fluorescence emission
results from the use of DAPI as reference in LSCM Figures: 3 (A and C).

These results indicate that the greatest incorporation of AuNPs into MCF-7 cells takes place at 6 h of
incubation and their distribution in the cytoplasm is more evident than in the nucleus. The AuNP
aggregates are visualized as differently-sized bright dots heterogeneously distributed in the cell
(Figure 3B). The 626 nm wavelength signal was not detected in vehicle-treated cells (Figure 3D).

Our results are consistent with previous reports showing that AuNPs of different sizes (10, 15, 20, 30
and 50 nm) and shapes (nanorods, nanocages, nanostars, nanosphericals, nanoshells) are capable
of emitting fluorescent signal due to their optical properties at wavelengths ranging between 458 and
683 nm, using LSCM?93% and Raman spectroscopy 4042, |t is worth mentioning that most experiments
reported with LSCM require AuNP fictionalization with fluorescent dyes to be detected
intracellularly4344, whereas Raman spectroscopy generates low-quality images of the fluorescent
signal for bare AuNPs in in-vitro models*. The obtained LSCM results support AFM findings that
AuNPs agglomerate on the plasma membrane of MCF-7 breast cancer cells and confirm the process
of intracellular incorporation of AuNPs. In order to prove the intracellular presence of AuNPs and their
penetration up to the nuclei of MCF-7 cells, “Z-stack” analysis was performed at 6 h of incubation
using LSCM.

Cellular uptake and intracellular distribution of AuNPs

To determine intracellular incorporation and distribution of AuNPs, fluorescence analysis was carried
out using LSCM at 626 nm, where MCF-7 cells were incubated with either vehicle (Figure 4A) or with
80 ug/mL of AuNPs (Figure 4B) for 6, 12 or 24h. In each case cell nucleus was stained with DAPI
and therefore appears blue in images in Figures: .4 (A-D).

The obtained data show that after 6 h of incubation with AuNPs, their intracellular distribution is
heterogeneous and also that they are not incorporated in the same proportion by all cells. However,
at 12 h, AuNPs were incorporated into the cell nuclei to a greater extent. Due to overlapping of the
fluorescence spectra emitted by AuNPs (red) and by DAPI (blue), the part of nuclei with incorporated
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AuNPs becomes pink. This effect was proved by “Z-stack” analysis presented in the supporting
material: S-1 and S-2. The video presented in S-2 is assembled from 15 slides (16 um of thickness
for each cat).

Interestingly, results obtained for 24 h of AuNPs incubation show lower fluorescence emission (red
and pink color) in comparison to that obtained at 12 h (Figure 4D), which could be due to the cellular
expulsion of AuNPs or cell damaging and redistribution of AUNP aggregates. It has been previously
reported that after 24 h, the interaction of AuNPs with the nucleus in MCF-746 and lung*’ cells can
generate destabilization of the nucleus wrapping, thus altering the function of this organelle and
causing cell collapse and death.22 48

Effect of AuNPs on plasma membrane surface roughness of MCF-7 cells

The effect of AUNPs on membrane roughness of MCF-7 cells was determined using AFM and taking
into consideration the RMSrq value as a quantitative parameter. Few possible problems of this
method is heterogeneous character/structure of the cell plasma membrane surface and dependence
on the cell cycle phase in which the cells are in a particular moment of growth. We take both
problems into consideration. First, on each cell, the AFM scanning was performed in three different
zones (Figure 5A and Figure 5B, schema): N region, above the nuclei of MCF-7 cells; E region, at the
border between the cell membrane and the gold substrate upon which the cell adheres; and | region,
the intermediate (cytoplasmic) region between the N and E regions. In these particular regions, the
analyses were performed in scan areas ranging from 20 to 0.5 umz2, in order to see RMSrq variation
with the scan size.

Secondly, the membrane surface roughness analyses were performed with MCF-7 cells
synchronized by serum deprivation, which provided more homogenous results. It was achieved in
each series with at least three different experiments.

The collected data indicates that RMSrq roughness values differ significantly (p <0.05) for each
region, the highest being observed for the N region and the lowest for the B region (Figure 5C).
However, the N region occupies rather small area of the cell surface, which does not allow multiple
measurements.

Therefore, we decided to analyze the surface roughness on synchronized MCF-7 cells in the
absence and presence of AuNPs (20 nm, 80 ug/mL) by performing scans of 5 um?2 areas in 3
different places of the | region. Analysis was performed on at least 9 individual cells in 3 to 5
independent experiments.

Figure 5D shows the topographic analysis of AFM, in height (“tapping” or oscillating) mode, obtained
at above mentioned conditions. The high-resolution AFM images of each incubation time in the
absence and presence of AuNPs, are presented in 3D mode, where brighter regions correspond to
higher cell areas. Note that detailed inspection of the obtained set of images for different time of
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exposure to AuNPs allows following qualitatively the tendency of the cell surface roughness to
change. The RMSRq values derived from those images show that the roughness of MCF-7 cell
plasma membranes increases proportionally over time of incubation up to 12 h, after which it
decreases without reaching the exact initially observed values (Figure 5E).

The effects of AuNPs on the plasma membrane roughness can be easily associated with the MCF-7
cell cycle phases. At 6 h of incubation, corresponding to G1 phase, the RMSrq values increase by
20% with respect to the initial time, without presenting significant differences between the cells
incubated with AuNPs or vehicle. Between 12 and 16 h, where the S to G2 transition phase is
expected, the maximum increase in RMSrq; values is observed, being 60% greater with respect to
the initial time when incubated with AuNPs and 30% greater with Vh (p<0.05). The effect of
incubation with AuNPs on the membrane roughness is seen to decrease at 24 h, without significant
differences between the vehicle and experimental groups (p<0.05).

AuNPs induce pore formation in MCF-7 cell membranes

AFM images also showed numerous plasma membrane depressions with depths close to 90 nm,
which were observed only on the membranes of cells incubated with AuNPs (mostly at 12 and 16 h),
but not on Vh. Figures 6A and 6B show images of the Vh cell and another one treated with AuNPs for
12h, respectively. The surface of the treated cell is populated with several depressions, holes (dark
color). The high resolution image with scan area of 1 um, presented in 3D mode, reveals the circular
shape and exact dimension (467.21nm diameter) of the biggest depression (pore) observed at the
cell surface (Figure 6C and cross-section analysis in Figure 6D).

This suggests possible “nanopore” formation associated with various mechanisms of cell
endocytosis, a phenomenon attributed to the interaction of AuNPs with the surface of plasma
membranes. This phenomenon is consistent with previous reports which demonstrate that
nanoparticle interaction with cell surface causes structural plasma membrane modifications 249 and
favors pore formation on plasma membranes for their subsequent uptake by endocytosis .
Interestingly it is occurring after 12 h of treatments when we observed that AuNPs incorporate into
cell nuclei.

CONCLUSION

In summary, our work proves that the exposure of 20-nm diameter spherical AUNPs to MCF-7 breast
cancer cells generates changes in cell morphology at concentrations below 100 pg/mL (20, 50 and
80 pg/mL) without having a lethal effect according to the results obtained in viability analyses. These
data were of huge importance because they allowed us to establish correct parameters for monitoring
the interaction and incorporation of AuNPs in MCF-7 cells. It was determined that out of the three
concentrations employed, the 80 pg/mL concentration was the most appropriate to perform the
subsequent studies on AuNP uptake in incubation periods below 24 h.
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It was clearly demonstrated that AuNPs produce changes in plasma membrane of MCF-7 cells by
increasing their roughness on entering into contact with membrane surface as shown by AFM
analysis, and upon being incorporated intracellularly; this phenomenon was demonstrated by
fluorescent signal emitted by AuNPs used herein and was detected at 626 nm wavelength by LSCM.
Surprisingly, it was determined that with the passing of time, AuNPs distribute heterogeneously in cell
cytoplams until they reach the periphery of the nucleus and finally get incorporated into it.

Lastly, it was demonstrated that there is a narrow relationship between the increase in roughness
and the pore formation on the plasma membrane of cancer cells associated with the interaction and
uptake of AuNPs, suggesting that this phenomenon is related to the mechanisms of endocytosis of
AuNP agglomerates; however, said phenomenon needs to be further investigated since such
behavior of plasma membrane of the cells can also be related to a possible process of exocytosis.

Additionally, and as importantly, it was demonstrated that using the methodology and technique
developed here, such as AFM and LSCM, one could successfully trace the process of nanoparticle
incorporation into the cell at the nanometric level. Since AFM and LSCM are not limited to
determination of metal particles, as is the case with SEM and TEM, we believe that the methodology
here presented has a great potential in studies of interactions and uptake of non-metallic NPs into
cell material, and can contribute to a better understanding of the mechanism of action and the use of
nanoparticles in medicine, in general.
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FIGURE 1. Sublethal effects of gold nanoparticles (AuNP) on MCF-7 cell viability.

Notes: A) Human breast cancer cells (MCF-7) were incubated with different concentrations of AUNPs
(20, 50, 80 pg/mL) during 24, 48 or 72 hours and cell viability was measured by the trypan blue
exclusion assay. Exposure to AuNPs exhibited a dose-and time-dependent effect as compared to
control Vh cells. All error bars represent standard deviation from at least n=5 measurements;
asterisks indicate statistical significance (p<0.05). B) Sublethal effects of AuNP (80 pg/mL) were
obtained at 24 hours of incubation, as observed by cell morphology (40X magnification).

Abbreviations: AuNPs, gold nanoparticles; Vh, vehicle.
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FIGURE 2. Detection of AuNPs on MCF-7 cells by AFM.

Notes: The AFM image shows the surface of MCF-7 cell membrane on the gold substrate (A). The
AFM analysis revealed features (white spots) in the sizes ranging between 80 and 400 nm in
diameter, which suggests the presence of AUNP aggregates (cluster) on the cell surface (Figure 2A
and 2B). AuNP aggregates located on the surface of MCF-7 cells have the same dimensions as
AuNP agglomerates observed on the surface of gold-coated plates used for the growth of these cells
(Figure 2C). The high resolution AFM image revealed that the gold substrate consisted of differently
shaped gold micro-grains as well as of numerous NPs (white spots).

Abbreviations: AuNPs, gold nanoparticles; Vh, vehicle; AFM, Atomic Force Microscopy.
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FIGURE 3. Detection of AuNPs in MCF-7 cells by fluorescence emission.

Notes: (A) The emission spectrum analysis detects the presence of AuNPs (white dots), (80 pg/mL during 6 hours of incubation) around and inside
MCF-7 cells at 626 nm wavelength. It is especially visible in Fig.3.B at higher magnification. As compared to the analysis performed on cells
incubated with vehicle (C and D), the absence of NPs in the control sample (Vh) is obvious. The scan was performed using LSCM from 416 nm to
687 nm wavelength. The nuclei were stained with DAPI (maximum emission 461 nm). All images have same dimensions, but presented with different
magnification.

Abbreviations: AuNPs, gold nanoparticles; Vh, vehicle; AFM, Atomic Force Microscopy; LSCM, Laser Scanning Confocal Microscopy.
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FIGURE 4. Cellular uptake and intracellular spatial distribution of AuNPs.

Notes: The AuNP aggregates were detected inside MCF-7 cells when these were incubated at 80
Mg/mL concentrations for 6, 12 and 24 h using LSCM, at 626 nm wavelength (red) while the nucleus
was stained with DAPI (blue). Figs. A and B have 40X magnification; and C and D have 63X
magnification. The maximum uptake of AuNPs in the nucleus (maximum red spots close to nuclei)
was observed at 12 h of incubation. When AuNPs entered cell nuclei, they became pink (Fig.4D, 12
h). (Also see Z-stack analysis in supplementary video material,S-1, and NPs/nuclei interaction in
supplementary material,S-2).

Abbreviations: AuNPs, gold nanoparticles; Vh, vehicle; AFM, Atomic Force Microscopy; LSCM,
Laser Scanning Confocal Microscopy; DAPI, 4 ',6-diamino-2-phenylindole.
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FIGURE 5. Effect of AuNPs on surface roughness of MCF-7 plasma membrane.

Note: Topographic analysis of plasma membrane roughness of MCF-7 cells, analyzed by AFM, in
three different regions: (E) edge, (N) nucleus, (1) intermediate. A) Scale Micrograph 50 X 50 um (z=0-
2,000 nm) of the complete cell. B) Schema of the sampling points. C) The surface roughness RMSrq
values for each region presented in B . D) Changes in plasma membrane roughness as a function of
incubation time (0, 6 12, 16 and 24 h) with 80 ug/mL AuNP and Vh, observed in the series of high-
resolution AFM images, where brighter regions correspond to higher cell areas. E) Plot of changes in
plasma membrane roughness of cells as a function of incubation time with AuNPs or Vh. All
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experiments were carried out in 3 different regions of a cell and in 9 different cells per treatment. The
height was calculated from RMSrq values. Data are presented as mean and standard deviation of
three independent experiments. *P<0.05 vs Vh. The z=0-619.2 nm for all images.

Abbreviations: AuNPs, gold nanoparticles; Vh, vehicle; AFM, Atomic Force Microscopy; N, nucleus;
B, edge; |, intermediate; RMS[rq;, Measuring Surface Roughness [root mean square].
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FIGURE 6. The AuNPs induce pore formation in MCF-7 cell membranes.

Note: A) The smooth surface of the Vh control cell (12h) revealed by AFM. B) The AuNPs (80 pg/mL;
12h) induce greater roughness on MCF-7 cell membranes in comparison to those treated with Vh. C)
Pore formation was observed on the membrane surfaces of cells incubated with AuNPs. D) The
dimensions of these pores were obtained by topographic analysis of 1 x 1 ym scan area (z=0-100
nm).

Abbreviations: AuNPs, gold nanoparticles; Vh, vehicle; AFM, Atomic Force Microscopy; N, nucleus;
B, edge; |, intermediate; RMS[rq), root mean square.
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