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aSyn: a-sinucleina

Aem: longitud de onda de emisién

Aex: longitud de onda de excitaciéon

Tp: tiempo de vida del fluoroforo dador

Tr: tiempo de vida de fluorescencia

1.: tiempo de vida de luminiscencia

@: rendimiento cuantico

AB: péptido B-amiloide

APO: apoferritina

CPL: luminiscencia polarizada circularmente

DLS: dispersion dinamica de la luz

DMEM: medio de Eagle modificado de Dulbecco
DO3A: &cido 1,4,7,10 tetraciclotetradecano-1,4,7-triacético
DOTA: acido 2,2',2",2"'-(1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetrail) tetraacético
DTPA: &cido dietilentriaminopentaacético

Dy3*: disprosio

EA: enfermedad de Alzhéimer

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EH: enfermedad de Huntington

EP: enfermedad de Parkinson

Er®*: erbio

Eu®": europio

FCS: espectroscopia de correlacion de fluorescencia

FL: fotoluminiscencia
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FLIM: microscopia de imagenes de tiempos de vida de fluorescencia
FRET: transferencia de energia de resonancia de Forster
FTIR: espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
FWHM: ancho completo a la mitad del maximo

ICT: transferencia de carga intramolecular

IRF: funcion de respuesta del instrumento

ISC: cruce entre sistemas

LCR: liquido cefalorraquideo

Ln3": cationes de lantanidos trivalentes

MF: técnicas de imagen de microscopia de fluorescencia
Nd3*: neodimio

NIR: regién espectral del infrarrojo cercano

PCD: enfermedades conformacionales proteicas

PIE-FLIM: microscopia de imagenes de tiempos de vida de fluorescencia con excitacion

intercalada pulsada

PLIM: microscopia de imagenes de tiempos de vida de fosforescencia/luminiscencia
PPA: proteina transmembrana precursora amiloidea
QD: punto cuantico (quantum dot)

RC: rojo congo

ROS: especies reactivas de oxigeno

So: estado fundamental singlete

Si: primer estado excitado singlete

S»: segundo estado excitado singlete

SAP: componente sérico P amiloide

SIM: microscopia de iluminacion estructurada

Sm?*: samario
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SMFM: microscopia de fluorescencia de moléculas individuales
SPT: recuento de fotones individuales correlacionado con el tiempo
STED: microscopia de deplecién de emision estimulada
STORM: microscopia de reconstruccion optica estocastica

T1: estado excitado triplete

Tbh**: terbio

TCCD: deteccién por coincidencia de dos colores

TCLM: estados de transferencia de carga ligando-metal

TE: transferencia de energia fotoexcitada

TEM: microscopia electrénica de transmision

TG: andlisis con ventana temporal

TGLM: microscopia de luminiscencia con ventana temporal
ThT: Tioflavina T

TIRF: microscopia de reflexion interna total de fluorescencia
UV: ultravioleta

vis: visible

Yb3*: iterbio

YFP: proteina fluorescente amarilla
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Resumen

Esta tesis doctoral se ha realizado en el Departamento de Fisicoquimica de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Granada, en el marco de los proyectos “Synthesis
and applications of homochiral photoactive organic systems” (CTQ2017-85454-C2-1-P)
y “TG-DIAG: Nuevas estrategias de diagnostico basadas en fluorescencia con ventana
temporal” (CTQ2017-85658-R), y se planted con el objetivo general de estudiar los
procesos de agregacion amiloide implicados en el desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas y su citotoxicidad, mediante el uso de nuevos colorantes
fluorescentes y técnicas avanzadas de espectroscopia y microscopia de fluorescencia.
Para la lograr este objetivo se han realizado varios estudios centrados tanto en los
procesos de amiloidogénesis de la proteina apoferritina (APO) como del péptido B-
amiloide (AB). Asi, se ha realizado un cribado de fluoréforos derivados de quinolimida
gue pueden actuar como posibles indicadores de la agregacién proteica de la APO,
comprobandose que el compuesto 9-azetidinil-quinolimida (AQui) era el mejor
candidato entre todos los estudiados como sensor de agregacion. Para incrementar la
sensibilidad de la deteccion del proceso de agregacion de la APO se seleccion6 un par
adecuado de fluoréforos consistente en el fluoréforo dador AQui vy el fluoréforo aceptor
Nile Blue A (NBA) que, mediante la microscopia FLIM multiparamétrica y el andlisis de
la transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) originada entre ellos,
permitieron investigar dicho proceso de agregacion eficazmente. Paralelamente, se ha
estudiado la interaccion y el efecto citotoxico de agregados de AB con la membrana
celular mediante microscopia PIE-FLIM, demostrandose que existen dos tipos de
poblaciones de agregados con diferente toxicidad celular. Asimismo, se ha evaluado el
estrés celular generado por los agregados de AB en células neuronales con una sonda
de biotioles (GG-DNBS) mediante microscopia FLIM multiparamétrica, concluyéndose
gue los agregados formados a 0.5 h de incubacién eran los que mas niveles de biotioles
generan y, por tanto, los que provocan un mayor estrés en las células neuronales. Por
otra parte, se han caracterizado dos nuevos colorantes luminiscentes derivados de la
quinolin-2(1H)-ona portadores de grupos carboxilato o fosfonato (CAnt y PAnt), y se
han evaluado como antenas de lantanidos biocompatibles capaces de autoensamblarse
directamente en disolucién acuosa in vitro e in cellulo. Mientras CAnt se coordina con
el cation Th3*, PAnt es capaz de coordinarse con los cationes Eu** y Th**. Mediante el
empleo de los complejos formados por PAnt y los lantanidos Eu®* y Tbh* se ha
conseguido obtener la emisién de luz blanca en disoluciones acuosas y en geles de
agarosa. Ademds, se han utilizado como sondas intracelulares para bioimagen

mediante microscopia PLIM, asi como para la obtencion de luz blanca in cellulo.
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1.1. Introduccion

1.1. Introduccion de los nuevos colorantes
luminiscentes y su aplicacion como antenas de

lantanidos

1.1.1. Fotofisica de los iones lantanidos

El uso de la fluorescencia en multitud de disciplinas cientificas como la biologia, la
quimica, la fisicoquimica, la bioquimica, la farmacia o la medicina ha experimentado un
notable crecimiento en las Ultimas décadas.!® Actualmente, la espectroscopia de
fluorescencia y la fluorescencia resuelta en el tiempo son consideradas herramientas
fundamentales para el fructifero avance de estas &reas, habiéndose ampliado
considerablemente sus aplicaciones en biotecnologia, citometria de flujo, diagnéstico
médico, secuenciacion de ADN, medicina forense o andlisis genético, entre otras.® 4’
Estas técnicas ofrecen una combinacion Unica de sensibilidad y resolucién, permitiendo
sustituir el uso de isétopos radiactivos, empleados en un gran numero de
determinaciones bioquimicas. Asimismo, las técnicas fluorescentes empleadas para la
obtencion de imagenes celulares y moleculares se utilizan cada vez mas, permitiendo
realizar medidas de moléculas intracelulares y revelar su localizacion, a veces a nivel
de detecciéon de una sola molécula.? Las sondas mas comunes para la obtencién de
imagenes de fotoluminiscencia (FL) son los fluoréforos, que generalmente emiten desde
el estado excitado singlete con tiempos de vida cortos (0.1-10 ns) y pequefios
desplazamientos de Stokes (<100 nm), y que pueden provocar una fuerte interferencia
de su emision con la autofluorescencia de fluoréforos endégenos.! Por el contrario, los
complejos luminiscentes de metales de transicién y de lantanidos, cuya emision esta
mediada por estados triplete, presentan tiempos de vida mas largos (hasta ms) y
mayores desplazamientos de Stokes (>100 nm) que facilitan una separacion eficiente
entre sus sefiales y la fluorescencia de fondo.* 1° Asi, el empleo de los cationes de
lantanidos trivalentes (Ln®*") como sondas luminiscentes es cada vez mas utilizado, ya
que permite mejorar la relacion sefial-ruido en los experimentos en los que se utilizan.!!
Esta mejora de la relacion sefal-ruido es especialmente importante para medir la
intensidad de emision de los luminodforos de interés, que es un parametro cuya
aplicacion puede limitar llevar a cabo medidas cuantitativas debido a la desigual

distribucion espacial de la sonda y a las variaciones en las propiedades de absorcion
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del medio.*° Por otro lado, la aplicacién de las técnicas basadas en el tiempo de vida de
luminiscencia (1) permiten utilizar este parametro para investigar cambios de otros
parametros del microentorno biolégicamente relevantes como el pH, los niveles de
oxigeno o la concentracion de ciertos iones.!® 1213 E| ¢ es un parametro que depende
basicamente del tiempo promedio que permanece la molécula en su estado excitado
antes de emitir un fotén. Para destacar la importancia de la FL de los Ln*", primero es
necesario definir que son los términos de luminiscencia, fluorescencia y fosforescencia,
comentando también de forma general las diferentes técnicas de imagen existentes para
estudiar dicha FL.

De esta forma, segun la definicién de la IUPAC, se entiende por luminiscencia a la
"emision espontanea de radiacién de una especie electrénicamente excitada (o de una
especie vibracionalmente excitada) que no esta en equilibrio térmico con su entorno".1*
Generalmente, la emisién de luz se debe al movimiento de electrones entre distintos
niveles de energia dentro de un &tomo tras su excitacién por factores externos.! Con
respecto al fendbmeno de fluorescencia, se entiende como un tipo particular de
luminiscencia que caracteriza a las sustancias que son capaces de absorber energia en
forma de radiacion electromagnética, y que después emiten parte de esa energia
también como radiacion electromagnética, pero de una longitud de onda diferente.’® La
energia total absorbida es siempre mayor que la energia total emitida en forma de luz,
y la diferencia entre ambas se disipa en forma de calor. Generalmente la longitud de
onda emitida es mayor —lo que supone que es de menor energia- que la absorbida.t- 16
No obstante, es posible que un electrén absorba dos fotones si la radiacién de excitacion
es lo suficientemente intensa, de forma que en esta absorcion bifotonica la longitud de
onda emitida es menor que la absorbida.'® El proceso de fluorescencia (Figura 1.1)
comprende tres pasos secuenciales: absorcion, relajacion vibracional y emisién.! En la
Figura I.1 se muestra el paso del estado excitado singlete S, al estado excitado singlete
Si. En el estado singlete todos los espines de todos los electrones de un atomo o
molécula se encuentran apareados. El ciclo completo es muy breve, considerandose
practicamente instantaneo ya que transcurre en tiempos del orden de los
nanosegundos.®® Por otro lado, la fosforescencia es la emision de luz a partir de
estados excitados tripletes (T1), en los que el electron del orbital excitado tiene la misma
orientacion de espin que el electron del estado fundamental. Las transiciones al estado
fundamental estan prohibidas y la velocidad de emisién es lenta (10° a 10° s), por lo
que la fosforescencia suele durar entre milisegundos y segundos o incluso méas.* ¢ Tras
la exposicion a la luz, las sustancias fosforescentes brillan durante varios minutos

mientras sus estados excitados vuelven lentamente al estado basico. Por otra parte, la
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fosforescencia no suele observarse en soluciones fluidas a temperatura ambiente. Esto
se debe a que existen muchos procesos de desactivacion que compiten con la emision,
como la desactivacién no radiativa y otros procesos de quenching o apagamiento.!’ Es
importante sefialar que la diferencia entre fluorescencia y fosforescencia no siempre
esta clara. Por ejemplo, los complejos de coordinacién metal-ligando que contienen un
metal y uno o mas ligandos organicos presentan estados mixtos singlete-triplete. Estos

complejos presentan T. intermedios de cientos de nanosegundos a varios

microsegundos. En estos casos es mas conveniente entonces hablar de luminiscencia.!
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Figura I.1. Diagrama simplificado de Jablonski en el que se muestran los procesos de fluorescencia y

fosforescencia.

Las técnicas de imagen existentes para estudiar la FL de los Ln*" basadas en el t. son
conocidas como microscopia FLIM (por sus siglas en inglés Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy) y microscopia PLIM (por sus siglas en inglés Phosphorescence
Lifetime Imaging Microscopy), y deben considerarse como técnicas de "imagen
funcional", en contraposicion a las diversas formas de imagen de "localizacién”, ya que
no solo proporcionan informacion sobre el patrén de distribucion de la sonda en la
muestra, sino que también determinan su "estado" mediante el informe del t..2° Si bien
la microscopia FLIM es una metodologia cada vez mas establecida, la microscopia PLIM
se considera un area emergente, que se comentara con mayor profundidad mas
adelante. En cuanto a los lantanidos, estos son conocidos por sus propiedades
fotofisicas intrinsecas Unicas, las cuales los hacen muy atractivos para una amplia
variedad de aplicaciones, como la fabricaciéon de dispositivos de alta tecnologia,*® 1° la

generacion de luz blanca a partir de nuevos materiales luminiscentes® 0 su uso en
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quimica biolégica, analisis médicos u obtencién de imagenes de células y tejidos
vivos.t 21-%0 Sin embargo, el uso comercial (no académico) de la FL de los Ln®** se ha
restringido principalmente al campo de los materiales y los dispositivos optoelectronicos,
mientras que su aplicacion en biologia y medicina sigue siendo limitada debido a su
complejo comportamiento quimico y fotofisico en disolucién, especialmente en agua, lo
gue dificulta la mejora de sus propiedades fotofisicas. Estos elementos se encuentran,
cuando estan en disolucion, en su estado trivalente (Ln®*") la gran mayoria de las veces
debido al bajo potencial de oxidacion que presentan. Aunque los nuameros de
coordinacion de los Ln®* mas comunes son 8 y 9, estos varian desde 3 hasta 12
dependiendo del volumen estérico de los ligandos.3! Los Ln®*" tienen una configuracion
electrénica caracteristica debido a sus transiciones f-f, las cuales estan prohibidas segun
la regla de seleccién de paridad de Laporte, ya que los orbitales 4f estan apantallados
por los orbitales completos 5s2, 5p® y 6s2.11: 23 32 Este apantallamiento de los electrones
4f provoca que interaccionen de forma limitada con el entorno. Por lo tanto, los Ln**
presentan bajos coeficientes de absorcion molar y largos t.. La baja absorcién de los
lantanidos hace que la emision luminiscente a través de la excitacién directa del ion
metalico sea un proceso muy poco eficiente, que solo se consigue a través de rayos
laser muy potentes.?® Por este motivo, es necesario utilizar una via de excitacion
indirecta. Una de las estrategias mas conocidas para lograrlo, consiste en el uso de
ligandos organicos con un alto coeficiente de absorcién molar capaces de sensibilizar la
FL de los Ln*" mediante la transferencia de energia fotoexcitada (TE), lo que se conoce

como "efecto antena” (Figura 1.2).

Transferencia de energia

Luminiscencia

Excitacion

hv Quelato organico

Figura I.2. Esquema del "efecto antena" que representa la sensibilizacién de la FL de un ion Ln®* mediante

la transferencia energética producida desde un ligando organico conocido como antena tras su excitacion.

Tras la excitacion foténica, los electrones de la antena se excitan desde el estado

fundamental singlete So, alcanzando el primer estado excitado singlete S; por absorciéon
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de fotones. A continuacion, para conseguir que la antena se mantenga durante el mayor
tiempo posible en un estado electrénico excitado (es decir, de 1. largo), maximizandose
asi la probabilidad de TE entre la antena y el Ln®*, el electrén puede ser impulsado al
estado triplete T; mediante el cruce entre sistemas (ISC, por su terminologia en inglés
intersystem crossing) (Figura 1.3), ya que su transicién cuanticamente prohibida hacia el
estado fundamental es cinéticamente lenta. Para que este proceso sea eficiente, el salto
energético entre el estado S; y el estado T; de la antena debe ser de unos 5000 cm™.%*
33 Desde el estado T; la energia puede ser transferida a uno de los orbitales
luminiscentes 4f del Ln®*" a través de diferentes mecanismos, entre los que destacan los
procesos de transferencia de energia de Forster y Dexter.?® 343 | g transferencia de
energia de Forster es un mecanismo a través del espacio basado en una interaccion
coulémbica entre los cambios multipolares asociados con la transicion del estado
excitado al estado basal en el dador de energia, y la transicion del estado basal al estado
excitado en el aceptor de energia. Asi, como componente principal de esta transferencia
se considera generalmente a la interaccién dipolo-dipolo.*® Debido a la dependencia
lineal del campo eléctrico asociado con los momentos dipolares de transicién del dador
y del aceptor, esta TE depende de la distancia. Su eficacia depende del solapamiento
integrado entre el espectro de emisidn normalizado del dador y el espectro de absorciéon
del aceptor.®” En cambio, el mecanismo Dexter es un mecanismo de intercambio doble
de electrones por el que se transfiere un electrén en cada direccion entre los
componentes dadores y aceptores de energia.®® Esto requiere un acoplamiento
electrénico a través de enlace, exactamente igual que para la transferencia de un solo
electrdn, y por lo tanto se ve facilitado por un buen solapamiento orbital en los sistemas
conjugados. Como consecuencia de esto se permite la TE en situaciones en las que el
mecanismo de Forster no puede funcionar debido a las reglas de seleccién de espin.3
Convencionalmente, se ha establecido que la diferencia de energia entre el estado T;
de la antena y el estado luminiscente mas bajo del Ln** debe ser superior a 1500 cm™,
estando el estado T; de la antena aproximadamente 2500 cm™ por encima del nivel de
emision del Ln3" .34 3942 Asj pues, se sabe que este factor evita la transferencia de
energia de retorno del Ln*" al ligando, aumentando el rendimiento cuantico.*® El proceso
de sensibilizacién de la luminiscencia de los lantanidos Th** y Eu®* a través de una
antena se resume en la Figura 1.3, donde también se muestra el quenching por
osciladores vibracionales, el cual se explicard mas adelante en esta Introduccion del

Bloque I.




1.1. Introduccion

32
284 S -1
o 1 A——\ISC 25000 cm ET > 1500 cm-?
£ 24 T,
o | 1] T El 5 N\ e,
o 20_ -n . '.."
S 16 5 3 Do .
e 7 2|2 3
: : :
S 84 ) §
4_ -
7F, @ 7F,
od SolN
Antena Th3* Eu3* H,0

Figura 1.3. Diagrama simplificado de Jablonski en el que se muestra el flujo de energia en el proceso de
sensibilizacion del Th3* y del Eu3* por una antena y el proceso de desactivacién no radiativa del Ln3* por
acoplamiento con los estados vibracionales del entorno (acuoso). Reproducido de la Tesis Doctoral del Dr.
Francisco José Fueyo Gonzalez.

Por otro lado, en algunos casos el salto energético entre los niveles anteriormente
mencionados puede no ser lo suficientemente alto, pero aun asi producirse la
sensibilizacién. En estos casos puede haber otros mecanismos que conduzcan a la
sensibilizacion de la FL del Ln*", pudiendo producirse una TE desde el estado singlete
excitado, S;, como estado dador hacia el nivel emisivo del Ln3*.33 44 45 |gualmente, la
antena puede aumentar la intensidad de la luminiscencia del Ln®*" hasta un factor de 108,
teniendo en cuenta que los croméforos organicos suelen tener absorbancias en el rango
103-10% Mt cm, en comparacion con las absorbancias de los Ln**, del orden de 1-10
M1 cm™.11 46 Por (ltimo, la desactivacion del sistema puede producirse por la emision
de luz cuando el Ln®* pasa a uno de los estados fundamentales 4f (Figura 1.4). Las
particulares transiciones f-f responsables de la emisién de los Ln3* dan lugar a una serie
de propiedades Unicas en sus espectros de FL. De este modo presentan bandas de
emision especificas de cada ion, con picos muy finos, nitidos y lineales, lo que hace que
sea facil discriminarlas de las bandas de emision anchas de los clasicos fluoréforos
organicos. Ademas, esto hace que las emisiones de los lantanidos sean multiplexables,
lo que permite hacer un seguimiento de varias sefiales luminiscentes
simultaneamente.!! Sin embargo, sus intensidades y forma pueden variar en funcién de
la matriz en la que se encuentren o de la geometria del campo ligando circundante, a

diferencia de sus posiciones espectrales, que son independientes. 2
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Figura 1.4. Diagrama de los niveles parciales de energia de los iones Ln3* y las transiciones radiativas
correspondientes a las emisiones tipicas. Reproducido de la referencia 4” con permiso de la Royal Society
of Chemistry.

Como ya se ha comentado, la regla de seleccién de paridad de Laporte implica que las
transiciones 4f-4f estan prohibidas. Sin embargo, cuando el Ln*" sufre la influencia de
un campo ligando (entorno de coordinacion como un cristal o un ligando organico), se
genera un campo eléctrico que relaja un poco la regla de seleccién, y las transiciones
pasan a estar parcialmente permitidas.®?> Asi, estas transiciones se denominan
transiciones eléctricas dipolares inducidas. Las contribuciones a su intensidad provienen
de varias fuentes, pero las principales son los estados de transferencia de carga ligando-
metal (TCLM), la mezcla de la configuracion 4f" con la configuracién 4f"15d* de paridad
opuesta, y/o los niveles vibracionales.®? Por otra parte, en funcién del rango espectral
de emisién, pueden distinguirse dos grupos de Ln®*: los que emiten en la region
espectral visible y/o infrarroja cercana con bajo rendimiento de emision de PL y los que
emiten en el rango espectral visible con alto rendimiento de emision de PL. Los ejemplos
mas comunes de estos Ultimos son el europio (Eu®*, con emisién roja) y el terbio (Th®*,
con emision verde), ya que la brecha energética entre el estado luminiscente mas bajo
y el estado no luminiscente mas alto en estos metales es mayor que en los otros Ln%*, y
este hecho determina la region de emisién y promueve altos rendimientos de PL. Estos
Ln®" son también los mas utilizados para estudios biolégicos.*® “° Como se muestra en
la Figura 1.4, en el caso del Eu®*y del Th®*, los orbitales luminiscentes 4f implicados son
los °Dj, que pasan a uno de los estados fundamentales 4f ’F; al desactivarse el sistema

por emision de luz.

Por otro lado, como consecuencia del apantallamiento de los orbitales 4f, estos Ln®*
presentan t. excepcionalmente largos, del orden de ms, en contraste con los bajos

tiempos de vida de los clasicos fluoréforos organicos (del orden de ns), lo que los hace
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especialmente atractivos para desarrollar aplicaciones tanto bioldégicas como
tecnoldgicas. ' 5052 Estas interesantes propiedades fotofisicas hacen que se esté
investigando, tanto en ciencia basica como en el &mbito comercial, una amplia variedad
de compuestos capaces de sensibilizar la luminiscencia de iones Ln®', tales como la
azaxantona, la azatiaxantona, la acridona, la fenantridina, el tetraazatrifenileno, la
terpiridina (ATBTA), las 1,2-benzopironas (cumarinas) o la tetraciclina, que se
analizaran en detalle mas adelante.? 3% 3. 51 53. 54 Debido a la dificultad de las
transiciones entre orbitales 4f, existen varios mecanismos de desactivacion no radiativa
que pueden competir con la emisiéon PL de los Ln®*, como el quenching del estado
triplete T, de la antena por el oxigeno disuelto en el medio o la desactivacion no radiativa
del Ln®* por acoplamiento con los estados vibracionales de los osciladores de alta
frecuencia. Este origen principal de la desactivacion no radiativa tanto para el ligando
como para los estados excitados del Ln®** es de especial importancia en la disminucion
del T del estado excitado del Ln®*, donde el mayor efecto es originado por el ligando y
los grupos osciladores X-H de las moléculas del disolvente o del medio circundante (N-
H > O-H >» C-H).11: 235460 pgrag que se produzca este acoplamiento, el salto energético
entre el estado excitado y el estado basal del Ln** debe ser del mismo orden que la
energia del conjunto de estados vibracionales de los grupos que actian como
quenchers.5! El Th** es el Ln®* menos sensible a este tipo de quenching debido a que
su brecha energética es la mayor. Este mecanismo de desactivacién no radiativo es
especialmente importante cuando se utilizan complejos basados en Ln®* en medios
acuosos. Para evitar este tipo de quenching, es conveniente que la esfera de
coordinacion del Ln®* esté completamente ocupada por el ligando.®? Como regla general,
el t. varia linealmente con el nUmero de moléculas de agua de coordinacién. En este
sentido, el parAmetro g permite predecir y cuantificar el nimero de moléculas de agua

en la primera esfera de coordinacion, utilizando los t. en agua y en deuterio, y siguiendo
la ecuacién q = A*(1/Th.o - 1/To.0 - B), donde A (constante de proporcionalidad, en

moléculas de agua*ms) y B son parametros intrinsecos del Ln3*.46: 63 64 por ejemplo,
para complejos de Eu*" en disoluciones acuosas existe la ecuaciéon simplificada q =

1.11(1/T0 - 1/Too — 0.31) segln las ecuaciones de Horrock.®® Sin embargo, otros

autores informan de otros valores para A (1.2 moléculas de agua*ms).5%7°

Como ya se ha comentado, tanto el Eu®* como el Tb®" presentan estados excitados con
largos ., en el rango de los milisegundos. Este hecho permite medir su emisién después
de un corto retardo (normalmente decenas de microsegundos) tras el pulso de

excitacion de una fuente de luz pulsada, evitando asi las interferencias de la

10
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fluorescencia de fondo y la dispersion de la luz, y por tanto, mejorando enormemente la

relacion sefial-ruido y la sensibilidad de la deteccion (Figura 1.5).% 2% 51, 71-73

A
Excitacion
Tiempo de retardo
(fluorescencia de fondo y luz dispersa)
!

— Senal del Ln®** de larga duracion

Intensidad

Ventana de recogida de senales

Tiempo

Figura |.5. Deteccion de la PL de los Ln3* mediante ventana temporal.

De esta forma, el uso del analisis con ventana temporal (TG, por su terminologia en
inglés time-gate) y la implementacién de la medida de los 1. en el campo de la bioimagen
ha dado lugar a la técnica de microscopia PLIM. El enfoque mas establecido para la
integracion de la microscopia PLIM es el uso de técnicas de escaneo confocal junto con
el recuento de fotones individuales correlacionado con el tiempo (SPT, por su
terminologia en inglés Single Photon Timing) o el uso de detectores rapidos.® 10 46
Mediante la técnica PLIM, se adquiere una imagen escaneando la muestra pixel a pixel,
de forma que para cada pixel se recoge el decaimiento completo, obteniendo asi un
mapa con todos los 1., pudiendo filtrar temporalmente los 1. largos. Durante el tiempo
de permanencia del pixel, las moléculas fosforescentes primero se excitan por un laser
pulsado de alta frecuencia. A continuacion, el laser se apaga y en ese momento se
recogen los fotones de la PL y se obtienen las distribuciones de los t..° Generalmente,
los diferentes valores de 1. se representan con diferentes colores, obteniéndose asi una
imagen mapeada de los t.*® Asi, utilizando sondas que muestren diferentes t. en
respuesta a cambios en el entorno, esta técnica puede proporcionar imagenes que
aportan informacién sobre variaciones de temperatura y pH o concentraciones de

oxigeno e iones.*® 74’8 Asimismo, el uso de la microscopia PLIM también puede

11
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reportar cambios en la eficacia de transferencia de energia o electrones entre la sonda
y su entorno.”®8! De esta manera es posible hacer uso de la luminiscencia de los Ln**
que, al combinarla con la técnica PLIM, permite recomponer imagenes
multidimensionales que incluyen informacién tanto de la intensidad como de los t_ de
los Ln®, minimizando asi las interferencias de autofluorescencia y permitiendo una

amplia gama de opciones en multiples areas de investigacion.® 11 82

Una de las ventajas mas importantes de la microscopia PLIM cuando se utiliza en
sistemas bioldgicos consiste en que los 1. son independientes de la concentracion de la
sonda intracelular utilizada y de la potencia del laser de excitacién.'® Otra de las técnicas
gue analiza las sefiales luminiscentes utilizando TG y que se utiliza para la obtencién de
imagenes de alta calidad es la microscopia de luminiscencia con ventana temporal
(TGLM, por sus siglas en inglés Time-Gated Luminescence Microscopy), la cual filtra la
emision luminiscente de t_ cortos y sélo recoge para su analisis la luminiscencia de t
largos, obteniendo una imagen de intensidad con una relacién sefal-ruido aumentada y
minimizando asi las interferencias de autofluorescencia. Sin embargo, enla TGLM y a
diferencia de la microscopia PLIM, la intensidad es proporcional a la concentracion de
la sonda en un rango de concentracion determinado.® En comparacion, la técnica PLIM
resulta mas apropiada para el analisis de analitos que inducen grandes cambios en los
1. cuando se estudian en sistemas biolégicos ya que mientras la TGLM emplea s6lo una
ventana temporal, la PLIM distingue los t_en cada pixel individual, presentando asi una
mejor resoluciébn temporal. Sin embargo, cuando se emplean sondas con Tt
extremadamente largos, la TGLM resulta mas adecuada, ya que en este sentido la PLIM
requiere de una duracién de adquisiciéon de fotones muy larga, lo que podria afectar a

la medida.

1.1.2. Diferentes tipos de complejos de lantanidos

Aungue son muchos los estudios que han descrito una amplia gama de ligandos
capaces de sensibilizar la luminiscencia de los Ln®*" tanto en estado sélido como en
disolucion, los requisitos para una adecuada transferencia de energia mediante una
coordinacion eficaz son muy exigentes.*® 8384 Estos requisitos implican: (i) que la antena
posea una alta absorbancia (g), (ii) que el rendimiento del ISC de la antena sea alto, (iii)
que la esfera de coordinacion del Ln®*" esté completamente ocupada por los ligandos
para evitar el quenching de luminiscencia y (iv) que la distancia entre la antena y el Ln®*
sea pequeiia para que de esta forma la TE sea eficiente. De esta forma existen

diferentes tipos de complejos organicos de Ln®* capaces de sensibilizar su emision

12
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luminiscente en disolucién dependiendo de la propia estructura y posicion de la antena,
gue comprende la distancia mas adecuada con el Ln®*" para la adecuada TE. 38586 Asj,
los complejos de Ln®*" se pueden clasificar en dos tipos: antenas colgantes (Figura |.6A)
0 antenas quelantes (Figura 1.6B), dependiendo de la disposicion estructural de la
antena en el complejo formado. Asimismo, dentro del grupo de antenas quelantes se
diferencian entre criptatos y antenas autoensamblables, dependiendo de si la antena

esté precoordinada o se coordina in situ con el lantanido en disolucion.

(A)
Transferencia energética
Emision de luminiscencia
Quelato organico
Espaciador
Excitacion
Antena colgante
(B) Transferencia energética

Emision de luminiscencia

Excitacion

Antena quelante

Figura 1.6. Clasificacién general de los complejos de Ln3* en (A) antenas colgantes o (B) antenas quelantes.

Las antenas colgantes son cromoéforos organicos que necesitan un espaciador para

alcanzar la distancia apropiada con el metal para una TE eficiente, y un quelato que
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permita proteger al Ln®* del quenching producido por los osciladores X-H de las
moléculas del disolvente o del medio circundante.’® 8’ En estos casos la antena no
participa directamente en la esfera de coordinacién del Ln®*", uniéndose al metal, el cual
esta protegido en forma de quelato, a través de un espaciador.*® Algunos ejemplos de
croméforos empleados para el desarrollo de antenas colgantes son las N-
alquilacridonas (1.1), las tetraciclinas (1.2), las azaxantonas (1I.3), las azatiaxantonas (l.4),
los biarilos (1.5), las arilalquilpiridinas (1.6), los tetraazatrifenilenos (1.7), los carbostirilos
(1.8), y las fenantridinas (1.9) (Figura 1.7). Estos cromoforos son sensibilizadores de la
luminiscencia de diferentes Ln®", especialmente del Th® y del Eu®', y se utilizan en
bioensayos e imagenes celulares.*% 88 Como compuestos protectores de coordinacion
capaces de alojar al ion Ln* en el centro del complejo, se utilizan con frecuencia
guelatos abiertos nona- u octadentados como el EDTA (&cido etilendiaminotetraacético)
(1.20), el DTPA (acido dietilentriaminopentaacético) (1.11) o macrociclos como los
derivados DOTA (acido 2,2'2"2"-(1,4,7,10-Tetraazaciclododecano-1,4,7,10-

tetrail)tetraacético) (1.12) u otros derivados ciclénicos.?® 28 51,87, 90-92
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Figura I.7. Antenas (izquierda) y quelatos de Ln3* (derecha) comUnmente utilizados en el desarrollo de

antenas colgantes.

En cuanto a las antenas quelantes, la antena forma parte de la estructura que coordina
el Ln¥, participando directamente en la esfera de coordinacién y facilitando asi la
transferencia de energia debido a la corta distancia entre la antena y el Ln3.% Sin
embargo, disefiar una Unica antena que pueda cubrir completamente toda la esfera de
coordinacion del Ln** y sensibilizar eficazmente su PL puede ser dificil debido a los
fendmenos de quenching comentados anteriormente, especialmente en disolventes

como el agua. Por ello se han desarrollado diferentes estrategias para incrementar la
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1.1. Introduccion

afinidad de la antena por el metal, de cara a mejorar la estabilidad termodinamica de los
complejos, como es el empleo de &cidos carboxilicos y acidos fosfénicos. Las antenas
gquelantes pueden clasificarse en criptatos o antenas autoensamblables. Los criptatos
son complejos en los que la antena se encuentra ya previamente coordinada con el Ln®*,
mientras que los complejos autoensamblables son aquellos que se coordinan in situ con
el lantanido en disolucién. Asi, algunos ejemplos de criptatos son el N,N,N’,N"-[2, 6-
bis(3'-aminometil-1'-pirazolil)-4- fenilpiridina]tetrakis(acetato) de terbio(lll) (BPTA-Tb*")
(1.113), el 2"-{[4-(aminobifenil-4-il)-2,2".6',2"-terpiridina-6,6"-diil|bis(metilenenitrilo)-
tetraquis(acetato)} de europio(lll) (ATBTA-Eu®') (1.14) , los acidos dipicolinicos (DPA),
como el Tb(DPA); (1.15) , la 2-hidroxi-isoftalamida (IAM) (1.16) y la 1-hidroxi-piridin-2-ona
(1,2-HOPO) (1.17) (Figura 1.8).

i
o

i

R
W0 NH o rl\lH
4 — 3 Ln3+ =N “, Ln3+
‘“\\ W
=" . \O“‘
0o HN A
3 \ 4
1115 .16 117

Figura |.8. Ejemplos de algunos criptatos de Ln3*.

Uno de los principales factores a tener en cuenta en el disefio de complejos de Ln3*
basados en antenas colgantes consiste en que uno o mas croméforos se encuentran
unidos a través de un espaciador a un ligando quelante generalmente multidentado
(como el DTPA o el acido 1,4,7,10 tetraciclotetradecano-1,4,7-triacético (DO3A)), que

se une al ion Ln®"y satura la esfera de coordinaciéon del metal. En este sentido presentan
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1.1. Introduccion

un mayor nivel de complejidad que las antenas quelantes cuando se comparan en
términos de sintesis y protocolos de preparacion. Asi, las antenas quelantes tienen la
ventaja de que son capaces de coordinarse directamente con el Ln®*", formando ellas
mismas la esfera de coordinacion, sin necesidad de grupos quelantes adicionales. Otro
factor importante que debe considerarse para que se produzca una transferencia de
energia eficiente es la distancia entre la antena y el Ln®". En el caso de las antenas
colgantes, se cree que sensibilizan la luminiscencia del Ln® a través de una TE
resonante de Forster.®” Por otro lado, la distancia entre la antena y el Ln®* suele ser
menor en las antenas quelantes, y generalmente en este tipo de antenas la transferencia
de energia al Ln*" se produce principalmente a través de un mecanismo de Dexter, que
es mas eficaz.?” Es importante destacar que el medio en el que los complejos de Ln**
son estables y capaces de sensibilizar la luminiscencia condiciona completamente sus
potenciales aplicaciones, siendo un factor fundamental a tener en cuenta en el disefio y
desarrollo de los complejos. De esta forma, aquellos complejos que son capaces de
sensibilizar la luminiscencia de los Ln®* tanto en agua como en otros disolventes polares
aumenta significativamente sus potenciales aplicaciones en sistemas biologicos. Asi, se
ha conseguido obtener complejos robustos de Ln®* trisquelato trihelicoidales funcionales
en agua, mediante la coordinacién de Ln®** con dos ligandos tridentados de piridina-
tetrazolato (dianiénicos) (Hzpytz y Hzopytzc) (1.18 y 1.19), que son analogos del conocido
ligando acido dipicolinico (H.DPA) (Figura 1.9).%* Se ha demostrado que las estructuras
formadas por el ligando bis-tetrazolato-piridina Hopytz son capaces de sensibilizar la
emision de diferentes Ln®" (Eu®", Th*" y Nd*') tanto en el espectro visible como en el
infrarrojo cercano, con rendimientos cuanticos en agua del 63% para el Tb*" y del 18%
para el Eu®*. De forma similar, se han examinado las propiedades estructurales y
luminiscentes de un complejo de Eu®" en agua que utiliza un ligando organico
hexadentado consistente en dos moléculas de bipiridina unidas por una unidad de
etilendiamina (1.20).%® Este complejo muestra una luminiscencia extraordinaria en una
amplia region de pH. Igualmente, en otro trabajo se evaluan fotofisica y biolégicamente
varios complejos de Ln®* estabilizados por un derivado de la fenantrolina (RPhen) y tres
unidades de B-diketonato (DBM) (1.21).%° Asi, los Ln*" implicados son el Sm**, el Eu®*y
el Tb®". Su potencial aplicacién como agente anticancerigeno lo convierte en un sistema
prometedor en la investigacion biomédica. Este trabajo evalla la capacidad del complejo
para interaccionar con el ADN mediante absorcion UV-vis y espectroscopia de
fluorescencia. Ademas, estos complejos son capaces de sensibilizar la luminiscencia de
Ln® tanto en DMSO como en buffer PBS, lo que los hace realmente interesantes para

sus aplicaciones en sistemas biol6gicos.® Por otro lado, Raymond et al. obtuvieron una
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familia de complejos quirales de Ln®* utilizando ligandos octadentados quirales capaces
de generar luminiscencia polarizada circularmente (CPL, por su terminologia en inglés
Circularly Polarized Luminescence) y empleando metanol como disolvente (1.22).8% La
generacion de CPL a partir de complejos quirales de Ln®" se ha aplicado con éxito para
el desarrollo de dispositivos electronicos o herramientas bioanaliticas.% 7
Centrandonos en los complejos quelantes en agua capaces de generar CPL, ha sido
posible estudiar las huellas dactilares de proteinas como la nucleasa de Staphylococcus
aureus (SNasa), la albdmina de suero bovino (BSA), y la insulina (Ins) utilizando un
quelato de B-diketonato con Eu®*,%® asi como la detecciéon quiral especifica de
aminoacidos utilizando complejos formados por el &cido 1,10-fenantrolina-2,9-
dicarboxilico (pda) o el acido 2,2'-bipiridina-6,6'-dicarboxilico (bda) y el Eu®* como Ln**.*°
También se han sintetizado nuevos ligandos de Ln** basados en las 5-aril-2,2"-
bipiridinas con residuos de &cido dietilentriamina tetracarboxilico (DTTA) (1.23) en la
posicién C6 de la piridina.1°® 1°1 Utilizando estos ligandos se obtuvieron complejos
funcionales en agua de Eu®*, Tb®, Sm*" y Dy**, entre los que destacd el complejo con
Eu®* por su elevado rendimiento cuantico (®) (12.8%) y t. (1.09 ms), frente a los valores

obtenidos con los demas Ln*" que fueron mucho menores.

Ln=Nd, Eu, Tb
118

7

) E’fp”‘

I
N, WO

*,
&,

o
Ln=Sm, Eu, Tb

1.21

Ln=Tb, Eu, Dy, Sm
.23

Ln=Tb, Eu, Dy, Sm
.22

Figura 1.9. Ejemplos de complejos basados en Ln3* capaces de sensibilizar la luminiscencia de diferentes

Ln%* tanto en agua como en otros disolventes polares.
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Por otra parte, modificando complejos de Eu®* que utilizan los ligandos piridina-2,6-
dicarboxilato es posible sensibilizar la luminiscencia del Eu®** mediante la formacion de
complejos que presentan largos t no sélo en metanol (entre 1.30 y 2.90 ms) sino
también en agua (entre 1.16 y 1.71 ms) ofreciendo la posibilidad de actuar como sondas
luminiscentes para sistemas bioldgicos.'? En cuanto a las posibles aplicaciones de los
complejos, ademas de las ya comentadas, la posibilidad de que determinados aniones
puedan coordinarse con los centros de los Ln®* en un medio acuoso parece ser un
método eficaz para detectar la presencia de dichos aniones. Los cambios en la
concentracion de aniones pueden monitorizarse de forma réapida y precisa utilizando
complejos de Ln®*, facilitando asi la medicién de aniones como fosfato,!%® receptores de
flior®* o Acido salicilico'® en una gran variedad de disoluciones acuosas o fluidos
biol6gicos. Asi, en otro trabajo Gao et al. reportan un sistema Unico para la deteccién de
iones fosfato que consiste en la encapsulacion de un complejo de Ln3* (1.24) dentro de
micelas surfactantes, aunque requiere de la asistencia de Triton X-100 (surfactante no
i6nico) (Figura 1.10).1% Paralelamente se han desarrollado complejos autoensamblables
de Eu®', Th®" e Yb®* capaces de coordinarse directamente en agua y formar dimeros en
presencia de aniones fluoruro, sirviendo como sistemas para la detecciéon de estos
iones.’® Del mismo modo se han desarrollado complejos de Th*" cinéticamente
estables en disoluciones acuosas que permiten sensar aniones carboxilicos aromaticos
como el acido salicilico. Para ello, se han empleado derivados ciclénicos DOTA que
permiten obtener complejos de Th*" heptadentados en los que dos moléculas de agua
ocupan las posiciones de coordinacién restantes.'® De esta manera las moléculas de
agua que se coordinan con el Th®*" son rapida y reversiblemente desplazadas por el
acido salicilico, dando lugar a la formacion de aductos ternarios que potencian

notablemente la luminiscencia de los complejos.

Por otra parte, aunque en esta Introduccién del Bloque | se comentan principalmente los
complejos de Ln*" en disolucién, también es interesante examinar aquellos complejos
capaces de sensibilizar la luminiscencia de los Ln3* en otros estados de la materia como
el gel. De este modo, en un trabajo de Pangkuan Chen et al. se han sintetizado
metalogeles luminisentes funcionalizados con complejos de Ln3" (1.25).1% Asi se han
podido obtener redes poliméricas capaces de emitir luz de todos los colores del espectro
visible, siendo muchos de ellos materiales capaces de responder a diferentes estimulos
térmicos, quimicos y mecanicos proporcionando asi una amplia variedad de

aplicaciones.107-109,
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Figura 1.10. Estructuras de los complejos basados en Ln3* capaces de detectar iones fosfato (1.24) y de

metalogeles luminiscentes funcionalizados con complejos de Ln3* (1.25).

1.1.3. Complejos de lantanidos autoensamblables

De entre todos los complejos capaces de sensibilizar la FL de los Ln®* en disolucion,
aguellos capaces de coordinarse espontdneamente, directamente in situ, dando lugar a
los denominados complejos autoensamblables, son de especial interés debido a que su
preparacion resulta sencilla, representando generalmente sistemas menos voluminosos
que el resto de complejos. Los complejos autoensamblables se pueden clasificar en tres
grupos principales en funciéon de la forma en la que la antena se une al Ln* en el
autoensamblaje, asi como en funcién de los componentes o estructuras que intervienen

en dicho ensamblaje o coordinacion.

« El primer grupo (tipo 1) incluye los complejos formados por antenas capaces de
coordinarse directamente con el Ln® en disolucién, transfiriendo su energia al
ion metalico sin necesidad de estructuras quelantes adicionales (Figura 1.11A).
Estos complejos son generalmente sistemas mas simples y menos voluminosos
que el resto de antenas autoensamblables, lo que repercute en su facilidad de
obtencién y su versatilidad para el desarrollo de aplicaciones tanto bioldgicas

como tecnoldgicas.
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< El segundo grupo (tipo 2) esta constituido por complejos en los que la antena se
autoensambla con el Ln*, el cual se encuentra previamente protegido de las
moléculas de disolvente en forma de quelato (como DOTA, EDTA...), que
generalmente deja una o dos posiciones de coordinacion libres que son
ocupadas por moléculas de disolvente (por ejemplo, H.O) que quenchea la
luminiscencia del metal (Figura 1.11B). De esta forma, la coordinacion de la
antena con el quelato en disolucion retiraria las moléculas de disolvente, dando

lugar a un incremento en la luminiscencia del Ln®* mediante TE.

X3

%

El tercer grupo de complejos autoensamblables (tipo 3) son aquellos en los que
la antena se coordina directamente con el Ln®*" en disolucién, pero que con el fin
de dar lugar a una coordinacién y sensiblilizacion efectivas, se requieren
moléculas quelantes adicionales que completen la esfera de coordinacién
(Figura 1.11C).
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Figura I.11. Clasificacion de los distintos complejos de Ln3* autoensamblables en disolucién acuosa.

Los compuestos luminiscentes capaces de autoensamblarse con Ln*" en disolucién son,
por tanto, una de las opciones mas interesantes y atractivas debido a sus caracteristicas
Unicas y a sus potenciales aplicaciones, como el desarrollo de sondas biomoleculares,
entre otras.'® En este sentido, Faulker et al. consiguieron por primera vez en 2002 la

sensibilizaciéon de la PL del Yb3* mediante un complejo autoensamblable utilizando la

21



1.1. Introduccion

unidad tetratiafulvaleno como antena y DO3A como grupo quelante.!!! Desde entonces,
muchos otros trabajos han reportado el desarrollo de complejos de Ln®*
autoensamblables directamente en disolucion.''? 113 Sin embargo, hasta la fecha no se
han descrito muchos casos de complejos de Ln** del primer grupo (tipo 1) capaces de
autoensamblarse en agua.'°> 113 Estos Ultimos son de gran relevancia debido a sus
potenciales aplicaciones biolégicas, ademas de ofrecer, como ya se ha comentado, las
ventajas de ser sistemas menos voluminosos y mas sencillos de obtener. En las
siguientes secciones nos centraremos en los complejos de Ln®* autoensamblables en
disolucién, con especial énfasis en aquellos capaces de hacerlo en disoluciones
acuosas, debido a su potencial uso en la deteccion de analitos de relevancia biologica,
imagen y otras aplicaciones tecnoldgicas. Se discutiran diferentes trabajos
seleccionados que tratan sobre complejos basados en Ln®** capaces de coordinarse in
situ, y se clasificardn en funciéon de su comportamiento en diferentes disolventes,

distinguiendo entre disolventes orgénicos y disoluciones acuosas (Figura 1.12).

Complejos de Ln3*
autoensamblables

Disoluciones
acuosas

Disolventes
organicos

% Nuevos materiales
luminiscentes en disoluciony en
metalogeles supramoleculares

% Nuevos materiales
luminiscentes en disoluciony en
metalogeles supramoleculares

++» Deteccion de analitos en
sistemas bioloégicos

% Sensores de agua de
alta sensibilidad

Figura I.12. Clasificacién de los distintos complejos de Ln3* autoensamblables en disolventes organicos o

en disoluciones acuosas y sus principales aplicaciones.
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1.1.4. Complejos de lantanidos Iluminiscentes

autoensamblables en disolventes organicos

La generacién de complejos de Ln** autoensamblables en disolventes organicos resulta
atil para el desarrollo de diferentes aplicaciones, como la obtencion de nuevos
materiales luminiscentes y de sensores de agua altamente sensibles.!'® Sin embargo,
los complejos autoensamblables capaces de sensibilizar la FL de los Ln®
exclusivamente en disolventes organicos limita enormemente sus potenciales
aplicaciones para el estudio de sistemas biologicos. Ademas, la polaridad y la
polarizabilidad del disolvente desempefian un papel clave en la formacion de los
complejos de Ln*" autoensamblables. Por ejemplo, los disolventes organicos polares
préticos (como los alcoholes) disuelven eficazmente cationes y aniones, facilitando el
autoensamblaje de los complejos en disolucion. En este sentido se han sintetizado
complejos de Ln®* capaces de sensibilizar la FL en la region espectral del infrarrojo
cercano del Nd®*" y el Er®* cuando son excitados por luz UV cercana utilizando el ligando
1-(antraceno-2-il)-4,4,4-trifluoro-1,3-butanediona) (1.26) en diferentes disolventes
organicos (Figura 1.13).2'2 En este caso, la energia se transfiere a los niveles emisivos
de los iones Ln*" desde el estado excitado singlete del antraceno. En este trabajo se
demuestra como la eficacia de la FL de estos complejos aumenta al aumentar la
polaridad del disolvente, excepto en el caso del metanol. En este caso, el grupo OH del
metanol actda como quencher de la FL a través del acoplamiento con los niveles
vibracionales de los grupos —OH. Asi pues, el porcentaje de rendimiento de

luminiscencia del complejo de Er®* obtenido en metanol es de sélo el 0.05%.

Por otra parte, otra forma alternativa de complejos de Ln®*" autoensamblables en
disolventes organicos es la descrita por Fréchet et al., que consiste en tres dendrimeros
de poliéter convergentes (cada uno con un punto focal de anidn carboxilato) alrededor
del cation trivalente central Ln** (1.27). De este modo se ha logrado cubrir toda la esfera
de coordinacion del Er®*, el Th®" y el Eu®*, logrando asi sensibilizar su FL. La evidencia
del autoensamblaje de los complejos dendriticos se obtiene mediante espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés Fourier Transform
Infrared Spectroscopy), espectrometria de masas MALDI-TOF (por sus siglas en inglés
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization con el detector de iones acoplado Time-Of-
Flight) y las medidas de espectroscopia de luminiscencia en disolucién organica.'* Por
otro lado, aunque los derivados de carboestirilo son ampliamente utilizados como

antenas para sensibilizar la PL de los Ln®**, sélo algunos compuestos de esta familia (los
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derivados de quinolin-2(1H)-ona) son capaces de autoensamblarse con Ln®*" en
disolucién (1.28, 1.29).12 Curiosamente, la sensibilidad de estos complejos al quenching
producido por las moléculas de agua se ha propuesto como base para desarrollar
sensores de agua. En un trabajo de nuestro grupo de investigacion se describieron dos
nuevas familias de antenas de Ln®*" (8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-2(1H)-
ona fosfonatos o carboxilatos), capaces de sensibilizar la luminiscencia del Eu®* y del
Tb?* en acetonitrilo (CH3CN), pero cuya emision se ve atenuada con la adicion de agua,
lo que los hace Utiles para detectar impurezas de agua en disolventes orgénicos, incluso

con aplicaciones en la industria alimentaria.'3

o]
é b Ln=Er*3 Tb*? Eu*3

.27

— 1.29

Figura 1.13. Complejos de Ln3®" luminiscentes autoensamblables en disolventes organicos.

Como se comento anteriormente, Faulkner y colaboradores llevaron a cabo por primera

vez la sensibilizacion de la PL del Yb®* a través de un complejo organometalico
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autoensamblable en metanol.!!! Eltetratiafulvaleno es capaz de coordinarse en metanol
a través del grupo carboxilato directamente (1.30) o con el complejo DO3A-Yb (1.31)
(Figura 1.14).

(CmHss)

Figura |.14. Diferentes complejos de Ln3* luminiscentes autoensamblables en disolventes organicos.

Asimismo se han sintetizado complejos de Ln®*" basados en la antena 2-(N,N-dietilanilin-
4-il)-4,6-bis(pirazol-1-il)-1,3,5-triazina, capaces de sensibilizar la luminiscencia del Sm**
en 12 disolventes organicos diferentes (1.32).1'® Los complejos presentan rendimientos
cuanticos que oscilan entre el 4.9% en benceno y el 0.14% en metanol. Estos complejos
de Ln®* pueden presentarse como posibles nuevos materiales capaces de modular el
color de su emision en diferentes disolventes organicos. De forma similar, Gunnlaugsson
et al. han desarrollado un sistema basado en complejos de Ln®* autoensamblables
capaces de emitir luz blanca pura utilizando un ligando multidentado al que han
denominado tdt, compuesto por una unidad central de &cido dipicolinico conectada a
dos moléculas de 2,2":6',2"-terpiridilo en solucién (1.33). En estos complejos el Ln*" esta
protegido de las moléculas de agua por tres moléculas de EDTA, dando lugar a unidades
voluminosas capaces de autoensamblarse en metanol. Sin embargo, su estabilidad en
medios acuosos no se reporta, lo que eleva ciertas dudas sobre su empleabilidad en

estudios biolégicos.!® Siguiendo en la linea de este tipo de complejos, se han estudiado
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y evaluado complejos autoensamblables compuestos por ligandos anfifilicos quirales
basados en &cidos 2,6-piridinadicarboxilicos con diversas sales de Ln(CF3SO3)s (Ln*" =
Tb3, Sm3", Lu**", Dy**) en CHsCN (1.34).1” Como propiedad patrticular, la quiralidad de
los ligandos aporta a estos compuestos la capacidad de emitir CPL en peliculas de
Langmuir-Blodgett. A proposito del uso de la cumarina anteriormente mencionada como
compuesto capaz de sensibilizar la FL de los Ln®*", existen ligandos quelantes derivados
de la cumarina que pueden sensibilizar la luminiscencia del Sm**, el Dy**, el Tb*" vy el
Eu®*" en disoluciones de etanol y THF mediante autoensamblaje.>* Del mismo modo,
otros complejos de Ln®" autoensamblables en metanol [Eu(bpcd)(tta)] (1.35), [Eu(bpcd)-
(Coum)] (1.36) y [Tb(bpcd)(Coum)] (1.36) [tta = 2-tenailtrifluoroacetil-acetonato, Coum =
3-acetil-4-hidroxicumarina, y bpcd = N,N'-bis(2-piridilmetil)-trans-1,2-
diaminociclohexano-N,N'-diacetato] desarrollados por S. Ruggieri et al. son capaces de
emitir CPL de color rojo o verde de forma eficiente, dependiendo de si el Ln** implicado
es el Eu®* o el Tb® (Figura 1.15). 118

Ln*3= Eu*3 Tb*3
.36

Figura 1.15. Complejos [Eu(bpcd)(tta)] (1.35), [Eu(bpcd)-(Coum)] (1.36) y [Tb(bpcd)(Coum)] (1.36).

Por otro lado, se han sintetizado dos ligandos tridentados (HL"B! y HL”®2) que presentan
una acridona fusionada a un esqueleto de benzimidazolpiridina (1.37, 1.38) (Figura 1.16).
Estos complejos se autoensamblan con Eu®* e Yb3" en CH3;CN.*® Igualmente, en otro
trabajo se ha descrito un ligando que contiene un nudcleo de 1,3,5-
bencenotricarboxamida y 4-(feniletilinil)piridin-2,6-dicarboxilato de dietilo (1.39), y se han
estudiado sus propiedades fotofisicas en disolventes orgéanicos de polaridades
diferentes incluyendo CHsOH, CH3CN, DMSO y CHCls. En la disolucién de CHsCN se

pudo confirmar la formacién de especies autoensambladas entre el ligando y el Eu3*.1%°
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Figura 1.16. Complejos de Ln%" autoensamblables en disolventes organicos.

Los complejos de Ln** autoensamblables en disolventes organicos también pueden
emplearse para el desarrollo de organogeles. En este sentido es interesante conocer el
primer ejemplo conocido de geles poliméricos basado en lantanidos, donde se
obtuvieron cuatro geles supramoleculares utilizando el ligando bis-tridentado basado en
piridina bis(2,6-bis(1'-metil bencimidazolil)-4-hidroxipiridina) (1.40), iones de metales de
transicion (Co** o Zn?*) y los Ln® (La** o Eu®") mediante métodos sencillos de
calentamiento y enfriamiento con una mezcla de CHCIs/CHsCN como disolvente (Figura
1.17).*2! El ligando 1.40 actGia como antena para los iones Eu®*, de modo que estos geles
sensibilizan su luminiscencia. Ademas, muestran respuestas reversibles a diversos

estimulos térmicos, quimicos y mecéanicos.
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Figura 1.17. Estructuras de complejos de Ln3* autoensamblables en disolventes organicos empleados para

la obtencion de geles.

Asimismo, Singha Mahapatra et al. conseguieron obtener metalogeles termorreversibles
utilizando 4'-p-Halofenil-2,2":6',2"-terpiridina (1.41) como ligando, los lantanidos Eu®* y
Tb®*, y CH3sCN, DMF y CHsCN/DMF (1:1, v/v) como disolventes. Estos geles opacos
presentaban una luminiscencia modulable mediante el ajuste de la estequiometria del
ligando y del Ln**, pudiendo generar emision de luz amarilla y blanca.t’” Por otra parte,

Quan Li et al. desarrollaron un nuevo ligando con una unidad de terpiridina y moléculas
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de 24-corona-8 (1.42) capaz de coordinarse con Eu®* o Th® con una estequiometria de
1:1 a través de la unidad de terpiridina, obteniéndo metalogeles capaces de emitir luz
roja o verde bajo irradiaciéon UV (Aex = 365 nm), utilizando una mezcla de tolueno/CHsCN
(1:1) como disolvente y procesos repetidos de calentamiento-enfriamiento.*® Por tanto,
en relacion con lo anteriormente comentado, resulta evidente que el uso de ligandos
basados en piridina para la obtencion de complejos de Ln®*" autoensamblables en geles
luminiscentes no acuosos esta ampliamente extendido.1% 122124 Este hecho ha llevado
al desarrollo de nuevos materiales luminiscentes capaces de emitir luz blanca con
potencial uso en LEDs,'® o al desarrollo de tinta de seguridad invisible para mensajes
secretos en papel normal.*?? Paralelamente existen otras familias de ligandos basados
en piridina que se han utlizado para obtener metalogeles luminiscentes
autoensamblables utilizando los lantanidos Eu®* y Th®*,1? como los ligandos tetrakis-

tridentados basados en piridina, 6 126,

También se han descrito geles supramoleculares basados en Ln®*" utilizando ligandos
de colato sédico y sensibilizadores dopados,*?-13° asi como otros ligandos capaces de
autoensamblarse en estado gel que sensibilizan la FL de los Ln®*. Este es el caso del
ligando 5,5'5"-(1,3,5-triazina-2,4,6-triil)tris(azanediil) triisoftalato (1.43) utilizado por
Hong Wang et al. para sensibilizar la emisiéon del Th* en metalogeles de
DMF/CH3;OH.3!  Asimismo, Edamana Prasad et al. consiguieron obtener el
autoensamblaje de complejos de Ln®*" en geles utilizando metalogeles mixtos que
contenian &cido citrico como ligando ensamblador (1.44), el co-ligando 4'-(4-bromofenil)-
2,2".6',2"-terpiridina (1.45) como antena, acetatos de Tb3" y de Eu®* como lantanidos, y
DMF como disolvente.*2? De esta forma se puede concluir que son muchos los trabajos
gue reportan la obtencién de complejos de Ln®** autoensamblables en disolventes

organicos con multitud de aplicaciones tanto en disolucion como en organogeles.

1.1.5. Complejos de lantanidos Iluminiscentes

autoensamblables en disolucidén acuosa

Cuando se utiliza la FL de los Ln®* para la deteccion de moléculas biolégicas, los
complejos formados deben ser compatibles con los entornos biolégicos y acuosos, y los
luminoforos deben ser lo suficientemente pequefios como para interferir lo minimo
posible con la diana a estudiar.!* Entre todos los complejos de Ln®* reportados hasta la
fecha, los compuestos organicos capaces de autoensamblarse con los iones en

disolucion acuosa y sensibilizar su FL son de especial interés debido al gran nimero de
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potenciales aplicaciones que presentan. Entre estas aplicaciones destacan su uso en
bioimagen como sondas para la visualizacién celular o como biosensores, asi como la
obtencién de nuevos materiales capaces de emitir luz blanca.?? 46 71.133.134 En cuanto a
los complejos autoensamblables formados por antenas capaces de coordinarse
directamente con el Ln®*" en disolucién y sensibilizar su FL sin necesidad de estructuras
guelantes adicionales (complejos tipo 1), cabe destacar que a pesar de las ventajas que
presentan, el nimero reportado hasta la fecha de este tipo de complejos es escaso. A
pesar de ello, Anne-Sophie Chauvin et al. disefiaron un complejo de este tipo
consistente en una serie de receptores hexadentados que incorporan moléculas de
benzimidazol, a las que se afiadieron como grupos de coordinacion el &cido fosfonico o
el grupo fosfoetilester (1.46).1*® Ademas, para aumentar la solubilidad en agua, se
introdujeron unidades de poli(oxietileno) en el esqueleto del bencimidazol (Figura 1.18).
Asi, los ligandos eran capaces de autoensamblarse con los Ln®* en disolucién acuosa
dando lugar a helicatos homobimetalicos de triple cadena, que presentaron una elevada
estabilidad termodinamica y que eran capaces de sensibilizar la luminiscencia del Eu®*
y del Th** de forma efectiva. Siguiendo en esta linea, en un trabajo de nuestro grupo de
investigacion se ha desarrollado un compuesto autoensamblable tipo | en disolucién
acuosa, el acido 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3-carboxilico
(1.47), que se comporta como un aceptor de Michael no fluorescente. Sin embargo, el
compuesto se vuelve fluorescente en presencia de biotioles al reaccionar con ellos.
Ademas, 1.47 es capaz de coordinarse directamente con Eu®* en agua mediante
autoensamblaje, de forma que la antena sensibiliza la emisién luminiscente del lantanido
cuando detecta biotioles. Este comportamiento permite su uso en el estudio de células
humanas del sistema inmune por citometria de flujo, ya que los niveles de biotioles
generados pueden medirse a través de la fluorescencia del compuesto fluorescente o a
través de la PL sensibilizada del Ln®*" 1% Por otra parte, también se ha desarrollado un
sistema basado en el 4cido dipicolinico (1.48) para el cribado o screening de potenciales
antenas tipo | capaces de sensibilizar la luminiscencia de los Ln** en agua.®* Asimismo,
Jagannath B. Lamture et al. compararon las propiedades espectrales de varios
complejos de Ln*" obtenidos a partir de analogos 4-sustituidos del &cido dipicolinico
(1.49) y del Tb®*" en disoluciones acuosas.®* Los compuestos analogos se obtuvieron por
4-sustitucion en el &cido dipicolinico por los grupos -H, -OH, -CI, -Br, -NH», 0 —
NHCOCHs. Al excitarse con luz ultravioleta, todos los analogos sensibilizaron la emision
de Tb*', concluyéndose que los rendimientos cuénticos globales de la emision
sensibilizada del Tb*" iban desde el 13.6% hasta el 4.03% siguiendo el orden -NH, > -
OH > -NHCOCH3; > -CL > -H > -Br.
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Figura 1.18. Diferentes complejos de Ln®* luminiscentes autoensamblables en disolucién acuosa.

Igualmente se han desarrollado complejos de Ln®** con cicleno heptadentado (DOTA) de
Eu®* y de Th® formando parte de estructuras supramoleculares con el ligando 1,3,5-
benceno-trisetinilbenzoato (1.50) capaces de autoensamblarse, habiéndose estudiado
su luminiscencia en estado sélido y en disolucion.’® Otro ejemplo interesante de
complejos de Ln*" autoensamblables en disoluciones acuosas es el descrito por Wei-
Lei Zhou et al., el cual consiste en un interruptor supramolecular fotosensible a partir de
un &cido dicarboxilico de 2,6-piridina modificado con pilar[5]areno capaz de
autoensamblarse con Tb*" y Eu®* y un derivado dicatiénico del diarileteno, permitiendo

asi la sensibilizacion de estos Ln®*" en soluciones acuosas.’®’ Este sistema permite la
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formacion de polimeros supramoleculares, aumentando asi tanto la intensidad de FL
como los 1. de los complejos. Ademas, con este sistema se puede obtener emisién de
luz blanca en soluciones acuosas y CH:Cl,. Una de las aplicaciones directas mas
llamativas es la obtencion de tintas multicolor de escritura inteligente para la lucha contra
la falsificacion. Gunnlaugsson et al. consiguieron también obtener nuevos materiales

luminiscentes en forma de hidrogeles basados en complejos de Ln®*, compuestos de

cuadruplex de guanosina estabilizados con K* (1.51), que son capaces de

autoensamblarse con Eu®", sensibilizando asi su luminiscencia y haciendo posible el
uso de la espectroscopia de luminiscencia con TG (Figura 1.19).13* Estos hidrogeles de

guanosina son, ademas, capaces de emitir CPL centrada en la luminiscencia del Eu3*.
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Figura 1.19. Estructura del complejo 1.51.

La versatilidad de los complejos de Ln®* capaces de autoensamblarse en disolucion
acuosa se ha empleado también para el desarrollo de biosensores luminiscentes para
el estudio de la actividad proteina quinasa, evitando asi el uso de is6topos radiactivos,

anticuerpos u otros agentes de etiquetado.'®*142 De esta forma, se ha conseguido

estudiar la actividad tirosina quinasa empleando un sustrato peptidico de

reconocimiento por la quinasa a estudiar que incluye una residuo de tirosina y varios
restos de aminoacidos &cidos (acido aspartico y acido glutamico). Asi, tras la reaccion
de fosforilacién por la correspondiente quinasa, la fosfotirosina incorporada (antena) es

capaz de coordinarse con iones Tb®", sensibilizando su luminiscencia y reportando por
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tanto la actividad de la quinasa. Esta actividad puede detectarse midiendo la
luminiscencia del Th® mediante ventana temporal (TG), ya que al coordinarse se
produce un notable incremento tanto de la intensidad como del 1. del lantanido (Figura
|.20).138, 140

QH
Quinasa

#

ATP, Th3*

Figura 1.20. Esquema del sistema que contiene un péptido con tirosina el cual, al ser fosforilado por la

quinasa, es capaz de coordinar iones Th®* sensibilizando asi su luminiscencia.

Otras modificaciones de este disefio implican la incorporacion de un fluoréforo al péptido
sustrato que contiene un residuo de tirosina. Asi, tras la reaccion de fosforilacién por la
quinasa, la fosfotirosina (antena) se coordina con el Tb*, sensibilizando su
luminiscencia, la cual se transfiere al fluor6foro incorporado, indicando por tanto la
actividad de la quinasa. En este caso, la actividad quinasa se mide mediante la emisién
del fluoréforo, que puede ser verde o roja dependiendo del fluoréforo incorporado.
(Figura 1.21).1%

Figura 1.21. Esquema del sistema que contiene un péptido sustrato con un fluoréforo y una tirosina la cual,
al ser fosforilada por la quinasa, es capaz de coordinar iones Th3* sensibilizando su luminiscencia, que se

transfiere al fluoréforo.
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De manera similar, otra forma de estudiar la actividad quinasa consiste en el empleo de
un péptido sustrato que contiene tirosina, Tb%" y QDs (por sus siglas en inglés Quantum
Dots). Cuando el péptido sustrato es fosforilado por la quinasa, la tirosina, que actta
como antena, sensibiliza la emision luminiscente del Th3* coordinado. Esta emision del
Tb®* se transfiere a los QDs mediante transferencia de energia por resonancia de
luminiscencia resuelta en el tiempo, que a su vez producen una emision resuelta en el
tiempo que se analiza, permitiendo asi detectar la actividad de la enzima quinasa.'** Por
ultimo, otro sistema para la deteccion de la actividad quinasa se basa en el empleo de
un péptido sustrato que contiene un residuo de tirosina, un resto de iminodiacetato cerca
del lugar de fosforilacion y una antena de lantanidos derivada de carboestirilo. Tras la
reaccion de fosforilacién por la quinasa, el lantanido correspondiente (Th** o Eu®*) se
coordina con la tirosina fosforilada y el resto de iminodiacetato, y el fluor6foro unido al
péptido transfiere su energia al Ln*" dando lugar a un fuerte aumento de la luminiscencia
(Figura 1.22).142
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Figura 1.22. Biosensor que contiene un péptido sustrato con tirosina, un resto de iminodiacetato cerca del

lugar de fosforilacion y un derivado de carboestirilo capaz de actuar como antena de Ln3*.
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1.2. Objetivos del Bloque |

1.2.1. Objetivo general

Caracterizar los nuevos colorantes luminiscentes derivados de la quinolin-2(1H)-ona y
aplicarlos como antenas de lantanidos biocompatibles capaces de autoensamblarse

directamente en disolucion acuosa in vitro e in cellulo.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Estudio de las propiedades fotofisicas de los fluoréforos derivados de quinolin-
2(1H)-ona (CAnt y PAnt) en H,O y en CH3;CN para investigar su posible

aplicacion como antenas sensibilizadoras de lantanidos.

2. Estudio de los complejos de lantanidos autoensamblables formados por las
antenas derivadas de la quinolin-2(1H)-ona (CAnt y PAnt) y los lantanidos Tb*",
Dy3*, Sm* y Eu*" en disolucién acuosa, mediante la realizaciéon de cribados y
valoraciones utilizando la espectroscopia de fluorescencia en estado

estacionario y la espectroscopia de fosforescencia resuelta en el tiempo.

3. Obtencion de la emision de luz blanca en disolucidon acuosa y en geles de
agarosa mediante el ajuste de los componentes (antena PAnt, Th® y Eu®") de

los complejos de lantanidos estudiados.

4. Aplicacion de los complejos de lantanidos estudiados como sondas
intracelulares para bioimagen mediante microscopia PLIM, asi como para la

obtencién de luz blanca in cellulo mediante microscopia PLIM.
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1.3. Resultados del Bloque I

Este capitulo del Blogue | se centra en el desarrollo de nuevas antenas de lantanidos
biocompatibles capaces de autoensamblarse directamente con el metal en disolucién
acuosa. Para ello, en el grupo de la Dra. Rosario Herranz del Instituto de Quimica
Médica del CSIC en Madrid, se prepard el acido carboxilico CAnt derivado de la
quinolin-2(1H)-ona (4cido 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3-
carboxilico, Figura 1.23). Ademas, con el objetivo de incrementar la afinidad por los Ln®",
se preparé el compuesto derivado de acido fosfénico PAnt (acido 8-metoxi-2-0xo-
1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3-fosfénico, Figura 1.23) en el que el grupo
carboxilico se sustituyé por un grupo fosfénico. Los nuevos luminéforos se han
empleado exitosamente para la obtencién de luz blanca en disolucién acuosa y en geles

de agarosa, asi como en bioimagen como sondas intracelulares.

OH HO_ OH
X 0 AN P‘*-“o
NS0 N0
MeO MeO
CAnt PAnt

Figura 1.23. Estructura de los compuestos CAnt y PAnt.
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1.3.1. Propiedades fotofisicas de CAnt y PAnt

En primer lugar, se llevo a cabo la determinacién de las propiedades fotofisicas de CAnt
y PAnt en H>O y en un disolvente organico como el CH3CN. Asi, los espectros de
absorcion (UV-Vis) mostraron que CAnt y PAnt presentaban dos maximos de absorcion
similares tanto en H,O (a 320y 373 nm para CAnt y a 310 y 345 nm para PAnt) como
en CH3CN (a 320y 375 nm para CAnt y a 310 y 350 nm para PAnt) (Figura .24 y Tabla
[.1). Los espectros de emision de fluorescencia mostraron, sin embargo, que tanto CAnt
como PAnNt presentaban un Gnico maximo de emision (Aex= 320 nm), en la regién azul
del espectro visible (Figura 1.24 y Tabla 1.1). Dado que las dos bandas de absorcién
estan bien discriminadas, fue posible asignarlas a dos posibles transiciones desde el
estado electrénico fundamental singlete (So) al estado electrénico S1 0 Sz: So — S10 So
— S,. Ademas, la presencia de una Unica banda de emisién independiente de la longitud
de onda de excitacion confirm6 la emision directa desde el primer estado singlete
excitado (Sa).
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Figura 1.24. Espectros de absorcion (A) y de emision de fluorescencia (B) de CAnt y PAnt en H20 y
espectros de absorcion (C) y de emision de fluorescencia (D) de CAnt y PAnt en CH3CN.
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Los coeficientes de extincién molar (¢) de CAnt y PAnt fueron del orden de 103 tanto en
H>O como en CH3CN (Tabla I.1). Los € de PAnt resultaron ser mayores que los de CAnt
en ambos disolventes. Estos valores se encuentran dentro del mismo rango que los €
de otras antenas de Ln®" descritas en la bibliografia.?34 Asimismo, los rendimientos
cuanticos de fluorescencia (®r) de CAnt y PAnt fueron mayores en H2O que en CHsCN,
siendo similares a los descritos en la bibliografia para otros derivados de quinolin-2(1H)-

onas.®

Tabla I.1. Propiedades fotofisicas de los compuestos CAnt y PANt.

Compuesto? Disolvente Aabs™ /nm € /Mlcm™ Aem™ /nm D

CAnt® CHsCN 320, 375 4720 450 0.09
H.O 320, 373 5451 472 0.11

PANt CHsCN 310, 350 9329 436 0.08
H.O 310, 345 8434 441 0.14

& Medido por duplicado a una concentracién de 167 uM para el compuesto CAnt y de 29 uM para el
compuesto PAnNt.  Los rendimientos cuanticos se calcularon utilizando como referencia sulfato de quinina

(en H2S04, 0.1 M). ¢ Valores obtenidos de la referencia ©.
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1.3.2. Complejos de Ilantanidos autoensamblables
basados en CAnt y PAnt

Los rangos de energia de los espectros de absorcion y de emision de CAnt y PAnt
indicaban que ambos compuestos podrian ser candidatos a antenas de lantanidos.” 896
Para confirmarlo, en primer lugar, se realiz6 un cribado para determinar si CAnt y PAnt
eran capaces de sensibilizar la luminiscencia de los lantanidos con emisién en el visible
Tb®*, Eu®, Sm*" y Dy**. Para ello se emplearon los compuestos CAnt y PAnt (54 uM) y
1 o 2 equivalentes de TbCls;, SmCls;, DyCls y EuCls en disoluciéon acuosa con tampén
HEPES (1 mM) a pH 7.4 Como se muestra en la Figura 1.25, se observo que CAnt era
capaz de sensibilizar exclusivamente la luminiscencia del Th3*, mientras que PAnt era
capaz de mostrar una notable emisién fotoluminiscente tanto para el Eu®* como para el
Tb® (Figura 1.26).
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Figura 1.25. Espectros de emisién de luminiscencia en estado estacionario (Aex =320 nm) de CAnt (54 uM),
y tras la adicion de 1y 2 equivalentes de TbCls (A), SmCls (B), DyCls (C) y EuCls (D), en tampén HEPES (1
mM) a pH 7.4.
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Figura 1.26. Espectros de emision de luminiscencia en estado estacionario (Aex =320 nm) de PAnt (54 pM),
y tras la adicion de 1y 2 equivalentes de TbCls (A), SmCls (B), DyCls (C) y EuCls (D), en tampdn HEPES (1
mM) a pH 7.4.

A continuacion, se estudié la estabilidad y estequiometria de los complejos formados
por PAnt y Eu®*, PAnt y Tb%® y CAnt y Tb®. Para ello se llevaron a cabo diferentes
valoraciones directas e inversas en disolucién acuosa con tampén HEPES (1 mM) a pH
7.4. En las valoraciones directas la antena permanecia a una concentracion fija y el Ln®*
se iba adicionando a diferentes concentraciones, mientras que en las valoraciones
inversas el Ln® permanecia a una concentracion fija y la antena se adicionaba a
diferentes concentraciones. La Figura .27 muestra los espectros de emisién de
luminiscencia en estado estacionario de las valoraciones directas realizadas con
concentraciones fijas de PAnt (54 uM, 43 uM o 27 pyM) a las que se anadieron
concentraciones crecientes de EuCls, que variaban desde 0 hasta 4.5 equivalentes. La
formacion del complejo autoensamblado entre PAnt y los iones Eu®* se puso de
manifiesto como resultado del quenching en la emision de la antena a 445 nm debido a
la transferencia de energia (99.6 + 0,1% de eficacia de quenching con 2 equivalentes
de Eu** afladidos), asi como por la aparicion de las tipicas bandas definidas y estrechas
de emision de la luminiscencia roja del Eu®", con un maximo a 616 nm. Esta banda
corresponde a la transicion °Do — ’F, del Eu®". Para visualizar tanto la contribucién de
la antena como la emisién sensibilizada de los Ln%*, se selecciond la escala logaritmica

en todas las representaciones gréficas mostradas.
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Figura 1.27. Espectros de emision de luminiscencia en estado estacionario (Aex = 320 nm) de las
valoraciones directas de PAnt a 54 uM (A), 43 uM (B) o 27 uM (C), con concentraciones crecientes de

EuCls (desde 0 hasta 4.5 equivalentes). Las flechas negras indican concentraciones crecientes de Eu3*.

En las valoraciones inversas se afiadieron concentraciones crecientes de PAnt (desde
0 hasta 4.5 equivalentes) a concentraciones fijas de EuCls; (54, 43 o0 27 uM) (Figura 1.28).
En estos casos, conforme aumentaba la concentracién de PAnt, se hacia mas evidente
la aparicion de la emision de la antena a 445 nm, cuya contribucion modificaba la forma

de las bandas de emisién de luminiscencia del Eu®".
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Figura 1.28. Espectros de emisién de luminiscencia en estado estacionario (Aex = 320 nm) de las
valoraciones inversas de EuClz a 54 uM (A), 43 uM (B) o 27 uM (C), con concentraciones crecientes de
PAnNt (desde 0 hasta 4.5 equivalentes). Las flechas negras indican concentraciones crecientes de Eus*.

Los resultados de las valoraciones directas e inversas demostraron la transferencia
efectiva de energia producida entre la antena y el Eu®*. Para el andlisis de las curvas de
valoracion centramos nuestra atencién en las propiedades de emision duales de los
complejos. Para ello, empleamos la relacion de intensidades ls16/l44s cOrrespondientes a
la emision de fluorescencia de la antena en el azul a 445 nm y la emision sensibilizada
del Eu®* en el rojo a 616 nm. Esto nos permitié disponer de un parametro normalizado
para estudiar la formaciéon de los complejos emisivos, ya que esta relacion refleja
simultdneamente la eficiencia del quenching de la emisién de la antena, la transferencia
de energia, la sensibilizacion del Ln*"y la subsiguiente emision fotoluminiscente. Las
Figuras I.29A y 1.29B muestran la relacién de intensidades lei6/lass €N las valoraciones
directas e inversas, respectivamente. Las valoraciones directas con EuCl; a
concentraciones fijas de PAnt muestran un incremento de la relacion leis/lass con el
aumento de la concentracion subequimolar del ion hasta una estequiometria 1:1.
Después, se produce un cambio en la pendiente de crecimiento, mostrando un marcado
aumento hasta la saturacion a una proporcion de 1.5:1 (Eu®*:PAnt). Asimismo, la adicién

suplementaria de Eu** da lugar a una disminucion de la relacion lsie/lass.
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Figura 1.29. (A) Relacion de intensidades le16/l445 de las valoraciones directas de PAnt a 54 yM (triangulos
azules) 0 43 uM (circulos rojos) con Eu3*. (B) Relacion de intensidades leis/lass de las valoraciones inversas
de Eu®* a 54 uM (triangulos azules) o 43 uM (circulos rojos) con PAnt. (C) Gréfico de Job de la relacion de
intensidades le1s/la45 €n funcion de la fraccion molar de Eu®* a partir de las valoraciones directa (cuadrados)
e inversa (circulos) de PAnt con EuCls a diferentes concentraciones fijas de PAnt o de EuCls (54 pM, azul;

43 pM, rojo; y 27 uM, negro).
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Las valoraciones inversas muestran que a medida que aumenta la concentracion de
PAnNt, la emision del Eu®* aumenta hasta aproximadamente una adicién equivalente del
compuesto PAnt. Analogamente a las valoraciones directas, una adicion suplementaria
de PANt da lugar a una marcada disminucién de la relacién lei6/la4s. COnsecuentemente,
los puntos de datos obtenidos tanto para las titulaciones directas como para las inversas
coinciden perfectamente entre si, como se muestra en el grafico de Job (Figura 1.29C),
lo que indica que se alcanza el equilibrio completo del sistema durante las mediciones.
El comportamiento anterior se puede justificar de la siguiente manera: cuando hay un
exceso de Eu®*, el hecho de que mas del 99% de la emisiéon del compuesto PANnt esté
atenuada indica tanto una coordinacion efectiva en agua como una adecuada
transferencia de energia. Asimismo, el exceso estequiométrico del compuesto PAnt da
lugar claramente a una menor relacién les/lass, 10 que indica la presencia de antenas
libres. En los regimenes de concentracion estudiados no pudimos descartar la existencia
de estequiometrias superiores que incluyeran mas de una Unica antena en la esfera de
coordinacion del lantanido. Estas especies aumentarian aln mas la emision
fotoluminiscente del Eu®" al proteger adicionalmente al lantanido del quenching por
H.0.1° Para comprobar la posible presencia de estequiometrias superiores empleamos
la espectroscopia de fosforescencia en las valoraciones directas (Figura 1.30). De esta
forma, la emision de la antena se elimina al aplicar una ventana temporal de deteccién
retardada, dejando sélo las emisiones sensibilizadas de los Ln3. Para ello se afiadieron
concentraciones crecientes de Eu** (de 0 a 5 equivalentes) a concentraciones fijas de
PAnNt (54, 43 o 27 yM) en disolucion acuosa con tampén HEPES (1 mM) a pH 7.4.
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Figura 1.30. Valoraciones de PANnt con EuCls medidas mediante espectroscopia de fosforescencia con
ventana temporal. (A) Intensidad de luminiscencia a 616 nm de la emision sensibilizada del Eu3* (Aex =320

nm) a diferentes concentraciones fijas de PANt (54 uM, cuadrados negros; 43 pM, circulos rojos y 27 uM,
triangulos azules) y concentraciones crecientes de EuCls de 0 a 5 equivalentes. (B-D) Espectros de

fosforescencia con ventana temporal de las valoraciones de PANt a diferentes concentraciones fijas (54

uM, (B); 43 uM, (C) y 27 uM, (D)) con concentraciones crecientes de EuCls, de 0 a 5 equivalentes. Las
flechas indican concentraciones crecientes de EuCls.

Los resultados de las valoraciones directas obtenidas mediante espectroscopia de
fosforescencia se encuentran en consonancia con los mostrados en la Figura 1.29. Asi,
existe un pico en la emisiéon del Eu®** (analizada a 616 nm, Figura 1.30A) cuando la
proporcion es 1.5:1, mientras que un exceso de Eu®*" produce una disminucién de la
emision fotoluminiscente. Esto sugiere que, efectivamente, se forman complejos con
estequiometrias superiores formados por varias antenas y un Unico ion Eu®'. Sin
embargo, un exceso de iones Eu®* desplaza probablemente los equilibrios de
complejacion hacia una estequiometria de 1:1 Eu®*:PAnt, que es un complejo menos

emisivo.
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Por otro lado, para evaluar la estabilidad y estequiometria de los complejos formados
por PAnt y Th®* se llevaron a cabo valoraciones directas e inversas de forma analoga a
las descritas con Eu®. En la Figura 1.31 (valoraciones directas) se observa como a
medida que aumenta la concentracién de Tb®" afiadida (de 0 hasta 4.5 equivalentes) a
concentraciones fijas de PAnt (54, 43 o 27 uM), la sefal de la antena a 445 nm se

atentia y las bandas de emision de luminiscencia del Tb** se intensifican.
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Figura 1.31. Espectros de emisidon de luminiscencia en estado estacionario (Aex = 320 nm) de las
valoraciones directas de PAnt a 54 uM (A), 43 uM (B) o0 27 uM (C), con concentraciones crecientes de TbCls

representadas por flechas negras (desde 0 hasta 4.5 equivalentes).

Asimismo, en las gréaficas de las valoraciones inversas (Figura 1.32) se puede apreciar
como a medida que se afiade mas concentracion de PAnt (de 0 hasta 4.5 equivalentes)
a concentraciones fijas de Th*" (54, 43 0 27 uM) la sefial de la antena a 445 nm aumenta

y las sefiales de emision del Th** disminuyen.
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Figura 1.32. Espectros de emision de luminiscencia en estado estacionario (Aex = 320 nm) de las
valoraciones inversas de TbCls a 54 uM (A), 43 uM (B) o 27 uM (C), con concentraciones crecientes de

PAnt representadas por flechas negras (desde 0 hasta 4.5 equivalentes).

Para el analisis de las curvas de valoracion, en este caso empleamos la relacién de
intensidades lsss/laas correspondientes a la emision de la antena (445 nm) y a la emision
del Th®* en el verde a 545 nm. En el andlisis de las curvas de valoracién directas (Figura
1.33A) la emision del Th* se satur6 a una estequiometria de aproximadamente 1:1. Sin
embargo, en este caso un exceso de Th3" no provocé una disminucién de los valores de
la relacion Isas/lass. Por otro lado, en el analisis de las curvas de valoracion inversas se
produce una disminucion de la relacion Isss/lass @ una estequiometria 1:1, indicando la
presencia de antenas libres cuando existe un exceso de PAnt (Figura 1.33B). Estos
resultados indican que la estequiometria mas probable para el complejo Th3*:PAnt es
1:1. Los puntos de datos obtenidos tanto para las titulaciones directas como para las
inversas coincidieron entre si de forma similar a la ocurrida con los complejos de PAnt
y Eu®* (Figura 1.33C). Este hecho indica que durante las medidas se alcanzé el equilibrio

completo del sistema.
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Figura 1.33. (A) Relacion de intensidades Isas/lass de las valoraciones directas de PAnt a 54 yM (triangulos
azules) 0 43 uM (circulos rojos) con Tb®*. (B) Relacién de intensidades Is4s/lass de las valoraciones inversas
de Th®* a 54 uM (triangulos azules) o 43 uM (circulos rojos) con PAnt. (C) Grafico de Job de la relacion de
intensidades lsss/laas en funcion de la fraccion molar de Th3* a partir de las valoraciones directas (cuadrados)
e inversas (circulos) de PAnt con TbCls a diferentes concentraciones fijas de PAnt o de ThClsz (54 uM, azul;

43 pM, rojo; y 27 uM, negro).

Para comprobar que la estequiometria de los complejos Th3:PAnt era 1:1, empleamos
la espectroscopia de fosforescencia en las valoraciones directas, analizando la emisién
del Th® a 545 nm con ventana temporal (Figura 1.34A). Para ello se afiadieron
concentraciones crecientes de Th®" (de 0 a 5 equivalentes) a concentraciones fijas de
PANt (54, 43 0 27 uM). Se observé que esta sefial era creciente hasta aproximadamente
3.5 equivalentes de Th*" afiadidos. Estos resultados sugieren que la estequiometria mas

probable de estos complejos era de 1:1 para las concentraciones estudiadas.
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Figura 1.34. Valoraciones de PAnt con ThCls medidas mediante espectroscopia de fosforescencia con
ventana temporal. (A) Intensidad de fosforescencia a 545 nm de la emisién sensibilizada del Tb3* (Aex =320
nm) a diferentes concentraciones fijas de PAnt (54 uM, cuadrados negros; 43 uM, circulos rojos y 27 pM,
triAngulos azules) y concentraciones crecientes de TbCls de 0 a 5 equivalentes. (B-D) Espectros de
fosforescencia con ventana temporal de las valoraciones de PAnt a diferentes concentraciones fijas (54
uM, (B); 43 uM, (C) y 27 uM, (D)) con concentraciones crecientes de TbCls de 0 a 5 equivalentes. Las

flechas indican concentraciones crecientes de ThCls.

El punto medio de las curvas de valoracion se puede utilizar como una estimacion
aproximada de la estabilidad de los complejos autoensamblados. Los valores de los
puntos medios de las curvas de valoracion medidas en estado estacionario obtenidos
mediante ajuste empleando la ecuacién de Hill fueron de 52 + 8 yM 'y 26 + 7 uM para
los complejos Eu®*:PAnt y Th®*:PAnt, respectivamente. También obtuvimos los valores
de t_de los complejos Eu*":PAnt y Th*:PAnt. Para ello medimos por triplicado los t_de
los complejos, afiadiendo a la antena 1y 2 equivalentes de Eu®* o Th*" en disolucién
acuosa con HEPES 1mM a pH 7.4. Los valores medios de 1. obtenidos fueron de 0.307
+ 0.007 ms para los complejos Eu*":PAnt y de 0.117 + 0.003 ms para los complejos
Tb3:PAnt.
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El estudio de las interacciones entre el compuesto CAnt y los iones Tb* mediante
valoraciones directas e inversas también mostré la formacibn de complejos
autoensamblados en disolucion acuosa dando lugar a una emisién luminiscente
sensibilizada del Th®*. La Figura 1.35 muestra los espectros de emision de luminiscencia
en estado estacionario de las valoraciones directas en disolucién acuosa con tampén
HEPES (1 mM) a pH 7.4 realizadas con concentraciones fijas de CAnt (54 0 43 uyM) a
las que se afadieron concentraciones crecientes de ThCls, que variaban desde 0 hasta
8.5 equivalentes. En este caso se observd como a medida que avanzaban las
valoraciones, la intensidad correspondiente a la antena (sefial a 450 nm) se atenuaba
mientras que la sefial luminiscente del Tb3 se incrementaba, indicando asi una
sensibilizacion efectiva del lantanido. Las relaciones de intensidades Isas/laso
correspondientes a las valoraciones directas (Figura 1.35C) mostraron un aumento
continuo durante toda la valoracién, indicando la formacion del complejo emisivo

Tbh3:CAnt sin alcanzar la saturacion.
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Figura 1.35. Espectros de emisidon de luminiscencia en estado estacionario (Aex = 320 nm) de las
valoraciones directas de CAnt con ThCls a diferentes concentraciones fijas de CAnt: 54 uyM (A) y 43 uM
(B). Las flechas negras indican concentraciones crecientes de Th3* desde 0 hasta 8.5 equivalentes. (C)
Relaciones lsss/lass correspondientes de las valoraciones directas de CAnt a 54 uM (triangulos azules) o 43

UM (circulos rojos) con Th3*,
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En las titulaciones inversas se afiadieron concentraciones crecientes de CAnt (desde 0
hasta 4.5 equivalentes) a concentraciones fijas de TbCl; (54 0 43 uM). En los espectros
de emision (Figura 1.36) se observa como conforme aumentaba la concentracion de
CAnt afadida, se hacia mas evidente la aparicion de la emision de la antena a 450 nm,
cuya contribucién atenuaba las bandas de emisién de luminiscencia del Tb3*. Las
relaciones de intensidades Isss/laso mostraron una disminucion de la emisién del Tb3*
hasta la adicion de 1 equivalente de CAnt, aunque después se produjo un aumento en
los valores de dichas relaciones.
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Figura 1.36. Espectros de emision de luminiscencia en estado estacionario (Aex = 320 nm) de las
valoraciones inversas de CAnt con TbClz a diferentes concentraciones fijas de ThClz: 54 uM (A) y 43 uM
(B). Las flechas negras indican concentraciones crecientes de CAnt desde O hasta 4.5 equivalentes. (C)
Relaciones de intensidad Isss/lass correspondientes a las valoraciones inversas con Th3* a 54 uM (triangulos
azules) 0 43 uM (circulos rojos) con CAnt.
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Asimismo, los valores de intensidad de luminiscencia de la emision sensibilizada del

Th® a 545 nm en las valoraciones directas de CAnt con Th® medidas mediante

espectroscopia de fosforescencia con ventana temporal (Figura 1.37A) confirmaron que

no se alcanzé la saturacion.
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Figura 1.37. Valoraciones de CAnt con TbCls medidas mediante espectroscopia de fosforescencia con

ventana temporal. (A) Intensidad de luminiscencia a 545 nm de la emision sensibilizada del Tbh3* (Aex =320

nm) a diferentes concentraciones fijas de CANt (54 uM, cuadrados negros; 43 uM, circulos rojos y 27 uM,

triangulos azules) y concentraciones crecientes de ThCls de 0 a 5 equivalentes. (B-D) Espectros de

luminiscencia con ventana temporal de las valoraciones de CANt a diferentes concentraciones fijas (54

uM, (B); 43 uM, (C) y 27 uM, (D)) con concentraciones crecientes de TbClz de 0 a 5 equivalentes. Las

flechas indican concentraciones crecientes de ThCls.
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Estos experimentos mostraron que los complejos Th®*:CAnt son mas labiles que los
formados con PAnt, ya que en ninguna valoracion se alcanzaba la saturacién. Asi, para
obtener una estimacion aproximada de la estabiidad de los complejos
autoensamblados, se llevo a cabo el ajuste de los datos de las valoraciones directas
mediante la ecuacion de Hill. Estos ajustes proporcionaron una constante de disociacion
microscépica aparente de 180 + 30 uM, lo que indica que los complejos Th*":CAnt son
casi un orden de magnitud menos estables que los complejos formados con el
compuesto PAnt. Este fendmeno es de esperar debido a la mejor complejacion con los
Ln3" del compuesto PANnt que posee un grupo fosfonato. El valor medio de los 1. de los
complejos Th*:CAnt obtenidos por triplicado afiadiendo a la antena 1y 2 equivalentes
de Tb®*" en disolucién acuosa con tampén HEPES 1mM a pH 7.4 fue de 0.126 + 0.007
ms. Los valores de 1. de los complejos Eu®:PAnt, Th3:PAnt y Tb®*:CAnt obtenidos
resultan relativamente bajos en comparacién con otros criptatos de Eu®*y Tb*" descritos
en la bibliografia, que presentan t. de aproximadamente 1 ms.28101112 Esto puede
deberse a que aunque nuestros complejos son capaces de autoensamblarse en
disoluciones acuosas incluso en condiciones de saturacion, quedan varias posiciones
en la esfera de coordinacion sin cubrir en las que es factible el quenching a través de la
interaccion con moléculas de H>O. Sin embargo, la principal ventaja de nuestros
complejos radica en que el tamafio de las antenas CAnt y PAnt es mucho menor que
el de los criptatos, asi como en su capacidad para autoensamblarse en disoluciones

acuosas sensibilizando la emisién de los correspondientes lantanidos.
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1.3.3. Emision de luz blanca en disoluciones acuosas y
geles

Dada la capacidad del lumin6foro PAnt para autoensamblarse con Th®" y Eu® vy
sensibilizar su luminiscencia, a continuacion, decidimos explorar la posibilidad de
obtener la emision de luz blanca en disoluciones acuosas mediante el uso de una
combinacién de PAnt junto con concentraciones especificas de ambos lantanidos. La
emision de luz blanca tras la excitacion a 375 nm se obtuvo como resultado de la
combinacion de las emisiones del Th*" (emisién verde) y del Eu®* (emision roja) y la
contribucidn de la emision de la antena (emisién azul). Las concentraciones de cada
especie para conseguir luz blanca se optimizaron mediante una metodologia iterativa
de ensayo y error, ajustando las concentraciones relativas de cada componente en
funcion de la direccion en la que cada componente desplazaba las coordenadas dentro
del diagrama de cromaticidad de la Commission Internationale de I'éclairage (CIE) de
1931 (Tabla 1.2 y Figura 1.38).

Tabla I.2. Ejemplos de diferentes mezclas probadas para lograr la emisién de luz blanca en disoluciones

acuosas.

Medio  PAnt /uM Tb® /[uM  Eu®* /uM Coordenadas CIE
Acuoso

1 64.1 84.8 34 (0.323, 0.291)

2 62.1 88.5 2.3 (0.315, 0.308)

3 60.4 87.8 2.3 (0.314, 0.295)

4 60.3 88.6 2.5 (0.324, 0.336)

5 60.4 88.6 2.6 (0.323, 0.328)

6 60.6 88.6 24 (0.338, 0.329)
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520

0.8

Figura 1.38. Coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 de diferentes mezclas acuosas del
ligando PANt, Th3 y Eus*. Los nimeros corresponden a los de la Tabla I.2.

En concreto, la emision de luz blanca se obtuvo empleando 2.4 uM de Eu®*, 88.6 uM de
Tb® y 60.3 uM de PAnt en una disolucion acuosa con tamp6n HEPES 0.94 mM a pH
7.4. La Figura 1.39 muestra el diagrama de cromaticidad CIE con las coordenadas
obtenidas (0.328, 0.332) para esta disolucion, indicativas de la obtencion de luz blanca,

asi como el correspondiente espectro de emision.
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Figura 1.39. Diagrama de cromaticidad CIE 1931 con las coordenadas (0.328, 0.332) correspondientes a

la luz blanca (A) y espectro de emision (B; Aex = 375 nm) obtenidos a partir de la mezcla de PAnt (60.3 pM),

Eu®* (2.4 uM) y Tb®* (88.6 uM) en disolucion acuosa con tampon HEPES 0.94 mM a pH 7.4.
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Ademas, se evalud la capacidad de los complejos formados por PAnt, Tb3 y Eu®* para
emitir luz blanca en geles de agarosa al 1%. De manera analoga, se realiz6 una
optimizacion iterativa (Tabla 1.3 y Figura 1.40) en la que la emisién de luz blanca se
obtuvo (con coordenadas en el diagrama de cromaticidad CIE 1931 de 0.329, 0.339)
ajustando ligeramente las concentraciones relativas de los componentes a 10.4 uM para
el ligando PAnt, 8.7 uM para el Eu®* y 200 uM para el Th** (Figura 1.41).

Tabla 1.3. Ejemplos de diferentes mezclas probadas para lograr la emisiéon de luz blanca en geles de

agarosa al 1%.

Medio  PAnt /uM Tb* /JuM  Eu®* /uM Coordenadas CIE
Gel

1 8.7 1826  26.1 (0.329, 0.339)

2 13.3 160.0 26.7 (0.318, 0.275)

3 13.3 159.9 27.5 (0.330, 0.293)

4 10.5 196.5 17.0 (0.335, 0.304)

5 8.8 175.1 28.0 (0.338, 0.279)

6 13.7 137.0  27.4 (0.339, 0.295)
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Figura 1.40. Coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 de diferentes mezclas del ligando PAnt,
Th3* y Eud* en gel de agarosa al 1%. Los nimeros corresponden a los de la Tabla 1.3.
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Figura 1.41. Diagrama de cromaticidad CIE 1931 con las coordenadas (0.329, 0.339) correspondientes a

la luz blanca (A) y espectro de emision (B; Aex = 375 nm) obtenidos a partir de la mezcla de PAnt (10.4 pM),

Eu®* (8.7 uM) y Tb>* (200 uM) en gel de agarosa al 1%.
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Los resultados obtenidos en los experimentos anteriores ofrecen la posibilidad de
obtener nuevos materiales capaces de emitir luz blanca tanto en disolucion acuosa
como en gel, resultando de especial interés en el desarrollo de fuentes de iluminacion,
dispositivos electronicos o sensores.'® 4 Nuestros resultados se encuadran en el
contexto de otros trabajos en los que se ha descrito la generacioén de luz blanca con
diferentes ligandos y mezclas de Ln**. Por ejemplo, Gunnlaugsson et al. describieron la
emision de luz blanca mediante el desarrollo de un sistema basado en complejos de
Ln®* en disolucion de metanol utilizando un ligando multidentado cuya estructura
contiene una unidad de dipicolinato central conectada a dos moléculas 2,2":6',2"-
terpiridilo.** Sin embargo, en esos complejos, el Ln®* se encuentra protegido de las
moléculas de disolvente en forma de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), lo que da
lugar a estructuras muy voluminosas que aungque son capaces de autoensamblarse en
metanol, no son capaces de hacerlo en disolucion acuosa. De manera analoga se han
desarrollado metalogeles funcionalizados con complejos de Ln3** empleando polimeros
de polietilenglicol con terpiridilo, Eu*" y Th3".2> Estos geles son capaces de emitir luz
verde, roja o blanca modulando la estequiometria de los Ln®* utilizados. Sin embargo,
los procesos de preparacion de estos geles son bastante complejos. Por otro lado, Papri
Sutar et al. desarrollaron geles de bajo peso molecular consistentes en nicleos de 9,10-
difenilantraceno con dos moléculas de terpiridina terminales capaces de coordinarse
con Th*" y Eu®** mediante autoensamblaje. Estos geles fueron capaces de generar luz
blanca mediante el ajuste de la estequiometria de los componentes del sistema.®
Destacar que nuestros geles, ademas de obtenerse de forma sencilla mediante
autoensamblaje y control de las proporciones relativas de cada componente,
presentan la ventaja de que el luminéforo PAnt es una molécula mucho menos
voluminosa que las empleadas en los trabajos anteriormente comentados, lo que

simplifica enormemente la composicion quimica del sistema.
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1.3.4. Microscopia PLIM in cellulo utilizando los
complejos luminiscentes de PAnt con Th3*y Eu®*

Las propiedades fotoluminiscentes de los complejos de Ln3*, y especialmente sus largos
valores de 1, los convierte en herramientas muy interesantes en el campo de la
bioimagen.1181920 En concreto, es posible realizar un filtrado de la imagen por ventana
temporal, lo que permite eliminar cualquier contribucién de la autofluorescencia celular,
obteniéndose, por tanto, exclusivamente la luminiscencia de larga duracion de los
lantanidos.?! Sin embargo, los complejos de Ln** deben cumplir una serie de condiciones
para ser utilizados como sondas bioldgicas.??'° Uno de los requisitos mas importantes
es que los complejos deben ser completamente solubles y termodinamicamente
estables en agua. Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, existen pocos
ligandos capaces de sensibilizar la FL de los Ln®*" en agua que puedan ser empleados
en medios bioldgicos.® En este sentido cabe destacar que los complejos de lantanidos
obtenidos con la antena PAnt son termodinamicamente estables y solubles en agua, lo
que permite su empleo en la obtencién de imagenes celulares mediante microscopia
PLIM. De esta forma se puede visualizar el interior de células vivas y examinar los
compartimentos subcelulares especificos a los que se dirigen los complejos. Para llevar
a cabo estos experimentos se afiadio la antena PAnt (15 uM) y Tb®* o Eu®* (30 uM) a
células de rifidn embrionario humano HEK-293. A continuacion, tomamos imagenes de
microscopia PLIM de los complejos en el interior de las células, lo que permitié confirmar
gue esta metodologia es especialmente eficaz para eliminar la autofluorescencia celular
(Figura 1.42A). Las imagenes de microscopia PLIM proporcionan simultAneamente
informacioén tanto de la intensidad de emision como de los 1. de los complejos, de forma
gue se obtienen dos capas de contraste en la visualizacion completa de las células. En
todas las imagenes celulares analizadas la emisiéon fotoluminiscente de los Ln®* se
detecta inequivocamente tanto dentro del citoplasma como en el nicleo celular, como
demuestran los valores de 1. obtenidos a partir del ajuste de las curvas de decaimiento

de luminiscencia de los datos experimentales (Figuras 1.42B, 1.43, 1.44 y 1.45).
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Figura 1.42. Imagen obtenida de la autoluminiscencia de las células (A) y proceso de obtencién de los

valores de T a partir del decaimiento de luminiscencia de los complejos Eus*:PAnt (B).

En las imagenes, la intensidad de emisién luminiscente de los complejos se representa
mediante una escala arbitraria de grises (u.a.), mientras que los t (en ms) se
representan con una escala de color arbitraria. Las imagenes de las Figuras 1.43 y .44
muestran las células HEK-293 con los complejos Eu*:PAnt (30:15 uM) y Th*:PAnt
(30:15 uM), respectivamente, los cuales presentan pequefias diferencias entre los t_ del
citoplasma celular y los de la regién nuclear, lo que permite diferenciar estas regiones.?°
De esta forma cuantificamos los valores medios de 1w de ambos complejos,

diferenciando en las imagenes entre citoplasma y nucleo (Figura 1.45).
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Figura 1.43. Imagenes PLIM de células HEK-293 con los complejos Eu®*:PAnt (30:15 yM) empleando un
tren de pulsos de excitacion (Aex = 375 nm) durante 200 ps, seguido de una ventana de deteccién de 5 ms.

La deteccion se realizo utilizando un filtro de paso de banda de 580-630 nm para el Eu3*.
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Figura 1.44. Imagenes PLIM de células HEK-293 con los complejos Th3*:PAnt (30:15 uM) empleando un
tren de pulsos de excitacion (Aex = 375 nm) durante 200 us, seguido de una ventana de deteccion de 5 ms.
La deteccion se realizo utilizando un filtro de paso de banda de 533-558 nm para el Th3*.

73



1.3. Resultados

Para el complejo Eu**:PAnt se obtuvieron unos valores medios de 0.46 + 0.01 ms y 0.50
+ 0.02 ms en el citoplasma celular y en el nucleo, respectivamente, mientras que para
el complejo Th*":PAnt se obtuvieron distribuciones mas amplias, con valores medios de
1. de 0.55 £ 0.07 ms y 0.69 + 0.05 ms para el citoplasma celular y el nucleo,
respectivamente. En lo que respecta a toda la poblacion de células estudiadas con un
mismo tipo de complejo (Eu®*:PAnt o Tb®*:PAnt), no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los valores de t. recogidos en el nlcleo o en el
citoplasma. El hecho de que los complejos presenten unos valores de t. mayores dentro
del nucleo que en el citoplasma (Figuras 1.43 y 1.44) puede ser debido a que el nlcleo
es un organulo membranoso menos acuoso que el citoplasma, lo que proporciona un
entorno mas protegido de las moléculas de H>O que pueden quenchear la luminiscencia
de los complejos. Ademas, se puede observar que, especialmente para el complejo
Tb3":PAnt, los valores de 1. obtenidos en medios celulares son mayores que los
obtenidos directamente en disoluciones acuosas, confirmando asi la mayor proteccion

de la esfera de coordinacion frente a las moléculas de H,O en el interior celular.
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Figura 1.45. Gréfico de cajas y bigotes de los valores medios de t de los complejos Eu3*:PAnt y Tb3*:PAnt
a partir de regiones segmentadas del citoplasma y el nicleo de células HEK-293. Las cajas representan el
error estandar de la media y los bigotes representan el 90% de los resultados.
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Una vez demostradas las capacidades de los complejos Eu®":PAnt y Tb3:PAnt de emitir
luz blanca tanto en disoluciones acuosas como en geles y de ser utilizadas como sondas
intracelulares aplicables en bicimagen, decidimos explorar la posibilidad de obtener luz
blanca en el interior de células vivas. Este concepto se ha propuesto como una
plataforma avanzada para el desarrollo de diferentes estrategias de deteccion de
diversos analitos de relevancia biolégica.?®?* Para ello tomamos imagenes de
microscopia PLIM con deteccion espectral de células HEK-293 vivas a las que afiadimos
simultdneamente los complejos formados por Eu*":PAnt y los complejos formados por
Tb3":PAnt, utilizando 31 uM de PAnt, 46 uM de Tb3"y 2.1 uM de Eu®"* (Figuras 1.46, 1.47
y 1.48). Estas concentraciones mantienen unas proporciones similares a las utilizadas

en la obtencién de luz blanca en disoluciéon acuosa.
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Figura 1.46. (A) Imagenes PLIM de células HEK-293 vivas incubadas con Eus*:PAnt y Tb3:PAnt a las
siguientes concentraciones: 31 uM de PAnt, 46 uM de Th3* y 2,1 uM de Eu®* recogidas en el canal del Eu®*
(izquierda) y en el del Th3* (derecha). (B) Distribuciones de los t en los canales del Eus* y del Th3* de los
pixeles de las imagenes mostradas. (C) Espectros de emisién normalizados recogidos irradiando en los
puntos 1-3 marcados en las imagenes mostradas. Las flechas rojas y verdes indican las lineas de emision

tipicas del Eu®* y del Th®*, respectivamente.
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Los valores medios de 1. mostraron un maximo de aproximadamente 0.5 ms,
presentando unos valores ligeramente superiores dentro del nucleo (Figuras 1.46B,
1.47B y 1.48B). El vr medio de los complejos Tb*:PAnt formados es ligeramente inferior
a los mostrados en las Figuras 1.44 y 1.45 debido a que la concentraciéon de Th**
empleada en estos experimentos es mayor (46 uM frente a 30 yM), y mayor que la
concentracion de PAnt y de Eu®, lo que podria favorecer la formacion de complejos
subestequiométricos que dieran lugar a un mayor quenching. Asimismo, nuestro
microscopio estd equipado con un espectrografo que permite recoger, dentro de las
imagenes obtenidas, espectros de emision en diferentes puntos dentro de las células
(Figuras 1.46C, 1.47C, 1.48C y 1.49C). Su empleo demostré claramente la emision
simultdnea de ambos complejos en todas las regiones celulares. Las células utilizadas
como control (a las que no afiadimos ni antena ni lantanidos) confirmaron que este

sistema permite eliminar la autofluorescencia natural. (Figura 1.49B).
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Figura 1.47. (A) Imagenes PLIM de células HEK-293 vivas incubadas con Eu®*:PAnt y Th3*:PAnt a las
siguientes concentraciones: 31 uM de PAnt, 46 uM de Th3* y 2.1 uM de Eu®* recogidas en el canal del Eu®*
(izquierda) y en el del Th3* (derecha). (B) Distribuciones de los t en los canales del Eus* y del Th3* de los
pixeles de las imagenes mostradas. (C) Espectros de emisién normalizados recogidos irradiando en los
puntos 1-5 marcados en las imagenes mostradas. Las flechas rojas y verdes indican las lineas de emisién

tipicas del Eu®* y del Th®*, respectivamente.
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Debido a las caracteristicas del equipo, los espectros de emisién de las imagenes
obtenidas no se pudieron detectar con ventana temporal, sino bajo iluminacion continua.
Ademas, aunque en estos experimentos fue necesario emplear un espejo dicroico de
corte para eliminar las emisiones por debajo de 460 nm, y la contribucion de la
autofluorescencia celular desplazaba las coordenadas de emisién en el diagrama de
cromaticidad, pudimos demostrar que nuestros complejos eran capaces de generar la
emision de luz casi blanca dentro de células vivas. El empleo de la microscopia PLIM
para obtener imagenes libres de ruido de fondo junto con el uso de los complejos
Eu®*:PAnt y Tb3":PAnt, allana el camino para el desarrollo de aplicaciones de deteccion

in cellulo 2 multicanal, asi como de etiquetado y codificacion por colores. 2
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Figura 1.48. (A) Imagenes PLIM de células HEK-293 vivas incubadas con Eus*:PAnt y Tb3:PAnt a las
siguientes concentraciones: 31 uM de PAnt, 46 uM de Tb3" y 2.1 uM de Eu®*, recogidas en el canal del
Eus* (izquierda) y en el del Th3* (derecha). (B) Distribuciones de los t. en los canales del Eus* y del Th3* de
los pixeles de las imagenes mostradas. (C) Espectros de emision normalizados recogidos irradiando en los
puntos 1y 2 marcados en las imagenes mostradas. Las flechas rojas y verdes indican las lineas de emision

tipicas del Eu®* y del Th®*, respectivamente.
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Finalmente, para abrir la puerta a posteriores aplicaciones en células vivas fue necesario
comprobar la citotoxicidad de nuestros complejos. Estas medidas, realizadas por Chiara
Burgio y Antonio Reinoso en el Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular Il de
la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, mostraron una citotoxicidad
insignificante a las concentraciones empleadas. En estos experimentos se incubaron
células HEK-293 con Eu®" (12.5, 25, 50, 100 y 200 uM), Tb*" (12.5, 25, 50, 100 y 200
MM), la antena PAnNt (2.5, 12.5, 25 y 50 uM), asi como combinaciones del compuesto
PANt (12,5 uM) con Eu®* o Th*" (12.5, 25 y 50 uM) durante 1 o 24 h (Figura 1.50). Los
resultados mostrados se presentan como el porcentaje de viabilidad celular respecto a
las células de control no tratadas, a las que se asume una viabilidad del 100%.
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Figura 1.49. Autoluminiscencia de las células HEK-293 en ausencia del ligando PAnt, Eu®* o Tb3*. (A)
Iméagenes de la autofluorescencia celular recogidas en el canal del Th3*, utilizando Aex = 375 nm en modo
de iluminacién continua. (B) Imagenes PLIM en los canales del Eu®* (izquierda) y Th3* (derecha) que
muestran una ausencia total de autofluorescencia trabajando en régimen PLIM. C) Espectros de emisién
normalizados, recogidos irradiando en los puntos 1 y 2 de la célula, marcados en la imagen (B, derecha),

en el canal del Th3*.
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Figura 1.50. Estudio de citotoxicidad de células HEK-293 con (A) Eu®*, (B) Th3*, (C) compuesto PAnt
(llamado 2 en las gréficas de viabilidad celular), y (D) combinaciones de compuesto PAnt (12,5 uM) y Eu*
o Tb?, tras 1 h (paneles de la izquierda) o 24 h (paneles de la derecha) de incubacién. Los recuadros

representan el error estandar de la media y los bigotes representan el 90% de los resultados.
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1.4.

Conclusiones Bloque |

Las conclusiones del Blogue | de esta tesis doctoral que trata sobre la aplicacion de

nuevos compuestos fluorescentes como antenas de lantanidos son las siguientes:

R/
0‘0

X3

%

X3

%

X3

%

Se ha realizado el estudio fotofisico de dos fluoroforos derivados de quinolin-
2(1H)-ona (CAnt y PAnt) para evaluar su potencial como antenas de lantanidos,

demostrandose que relnen las caracteristicas fotofisicas adecuadas para ello.

Se ha realizado un screening de los fluoréforos CAnt y PAnt con los lantanidos
Tb3, Sm3*, Dy*" y Eu®", y se ha comprobado que ambos compuestos pueden
actuar como antenas de lantanidos autoensamblables en disoluciones acuosas.
Se ha concluido que el acido fosfonico PAnt es capaz de sensibilizar la
luminiscencia tanto del Eu®" como del Th®*, mientras que el &cido carboxilico

CAnNt solo actla como antena de Th®*.

A través de las valoraciones directas e inversas de antenas con lantanidos
llevadas a cabo se ha concluido que los complejos autoensamblables formados
en disoluciones acuosas siguen estequiometrias diferentes. Asi, mientras que
los complejos Eu®*:PAnt siguen una estequiometria 1.5:1, los complejos

formados por Th3*:PAnt y Tb3:CAnt siguen una estequiometria 1:1.

La combinacién de los complejos formados por Eu®*:PAnt y Th®*:PAnt en las
concentraciones adecuadas permite la obtencion de la emisién de luz blanca en

disoluciones acuosas y en geles de agarosa.

Los complejos Eu*:PAnt y Tb3:PAnt pueden actuar como sondas

luminiscentes para bioimagen mediante microscopia PLIM.

La combinacién de los complejos Eu**:PAnt y Th**:PAnt puede aplicarse para
obtener la emisién de luz blanca en el interior celular mediante microscopia
PLIM.
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2.1. Introduccidon del estudio de la agregacion

amiloide mediante técnicas de fluorescencia

2.1.1. Enfermedades neurodegenerativas amiloides

En las ultimas décadas se ha confirmado un claro incremento de la incidencia de las
enfermedades neurodegenerativas tales como la esclerosis lateral amiotréfica, la
enfermedad de Huntington (EH), la enfermedad de Parkinson (EP) o la enfermedad de
Alzhéimer (EA), entre otras, debido al aumento significativo de la esperanza de vida en
los paises desarrollados.!® Estas enfermedades estan intimamente ligadas a
desarreglos metabdlicos y fisiolégicos a nivel celular, y se caracterizan porque el inicio
de la enfermedad y su progreso comienzan algunos afios antes de la aparicion de los
primeros sintomas clinicos.? * Esto hace que sea extremadamente dificil proporcionar
un diagnéstico temprano y efectivo a los pacientes afectados por estas enfermedades.
Estas patologias se conocen como “enfermedades conformacionales proteicas” (PCD,
por su traduccion del inglés, “Protein Conformational Diseases”) o “amiloidosis”.® El
primero en utilizar la palabra amiloide fue el fisico aleman Rudolph Virchow en 1854,
cuando descubri6 anomalias macroscoépicas (inclusiones proteicas) en el cerebro de
pacientes afectados por diversas amiloidosis.® Asi, la palabra amiloide (del latin amylum
y del griego amylom, que significa almidén) viene dado porque inicialmente se pensaba
que los depésitos observados eran similares al almidén.® ” Por lo tanto, el término
amiloidosis utilizado para definir el conjunto de estas enfermedades se refiere al hecho
de que estas son debidas al depdsito de proteinas andémalas, que tienen su origen en
un mal plegamiento de las proteinas nativas o en un procesamiento errobneo de las
mismas, lo que lleva a la generacion de estructuras tridimensionales aberrantes.® Por
otro lado, la presencia de estos depésitos insolubles en los tejidos afectados es un rasgo
comun de aproximadamente cuarenta patologias neurodegenerativas y sistémicas de
gran importancia socioeconémica, lo que ha despertado un gran interés cientifico hacia
ellos.> 2 Cada enfermedad neurodegenerativa amiloide se asocia con la acumulacién de
fibrillas o fibras amiloides provenientes de una proteina especifica, tal y como se refleja

en la Tabla Il.1.
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Tabla Il.1. Proteinas asociadas a las principales enfermedades neurodegenerativas.

Proteina Enfermedad neurodegenerativa
implicada

AB Enfermedad de Alzhéimer

Tau Enfermedad de Alzhéimer

Degeneracion del I6bulo frontotemporal
Enfermedad de Parkinson
Paralisis supranuclear progresiva

Degeneracion corticobasal

a-sinucleina Enfermedad de Parkinson
Demencia con cuerpos de Lewy

Atrofia multisistémica

Huntingtina Enfermedad de Huntington

(poliglutamina)

TDP-43 Degeneracion del I6bulo frontotemporal

Esclerosis lateral amiotréfica

FUS Degeneracion del I6bulo frontotemporal
Esclerosis lateral amiotréfica

De esta forma, las amiloidosis componen un grupo heterogéneo de enfermedades y
trastornos asociados con la edad, que suelen afectar a sistemas neuronales concretos
0 a sistemas anatémico funcionales.!: > ° Estas enfermedades afectan al sistema
nervioso central y se caracterizan por una pérdida progresiva de neuronas con
alteraciones secundarias, debido a que la presencia de los diferentes agregados,
estructuras oligoméricas y fibras amiloides de las proteinas mal plegadas provocan un
dafio celular irreparable.’*'? Algunas de estas enfermedades causan deficiencias
cognitivas y en la memaria, mientras que otras afectan a la respiracion, la habilidad de

hablar o a la movilidad.

En su estudio histologico, los depdsitos proteicos se reconocen como inclusiones,
siendo la caracteristica definitoria en el diagnéstico de estas patologias.? En este
sentido, durante la segunda mitad del siglo XX, los estudios quimicos y fisicos de las
fibrillas amiloides que habian sido aisladas y purificadas de tejidos y 6rganos cargados
de acumulaciones amiloides llevaron al reconocimiento de que existe una asociacion

Unica entre la identificacién quimica de la proteina formadora de fibrillas y el patron de
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sintomas clinicos localizados o sistémicos.* 68 Asi, el proceso de fibrilaciéon o formacién
de fibras amiloides, que conlleva ciertas consecuencias patolégicas, es la implicada en
multitud de enfermedades tanto comunes como raras (trastornos y enfermedades
neurodegenerativas, diabetes mellitus tipo Il de inicio en la edad adulta, discrasias de
células B plasméticas, hemodidlisis a largo plazo, polineuropatias hereditarias y
sindromes hereditarios de fiebre periédica).> %’ Sin embargo, a pesar de sus diferencias
bioquimicas y clinicas, cada una de las amiloidosis comparte caracteristicas
fisiopatol6gicas comunes debido principalmente a la acumulacion de agregados
proteicos, como poseer un precursor de proteina amiloidogénica, antecedentes
genéticos del hospedador que permitan el desarrollo de la enfermedad, anomalias en la
protedlisis que permiten la acumulacion de la proteina precursora de la enfermedad y/o
de sus intermediarios, y la alteracién en la quimica de las matrices extracelulares.® 131°
Cada uno de los mas de 20 tipos distintos de depoésitos amiloides conocidos que son
guimicamente diferentes contiene un conjunto comun de constituyentes de la matriz
extracelular, glicosaminoglicanos, proteinas que no forman fibrillas, componente
amiloide P sérico y apoliproteina E.'® !’ Hasta ahora se han desarrollado en paralelo
tanto los estudios clinicos como los ensayos a nivel de laboratorio, y en la actualidad se
esta realizando un gran esfuerzo para integrar y utilizar el conocimiento obtenido de la
estructura, fisiologia y patologia de las proteinas para prevenir o mejorar las
consecuencias clinicas de las amiloidosis.” °® De esta manera, utilizando las condiciones
adecuadas para alterar artificialmente el plegamiento de las proteinas, se han podido
obtener fibras amiloides a partir de mas de 30 proteinas, posibilitando asi el estudio de

su agregacion.”8

2.1.2. Proteinas amiloides y agregacion amiloidogénica

La caracterizacion de las proteinas amiloides ha sido un tema que ha interesado a
numerosos cientificos a lo largo del tiempo. Durante muchos afios se crey6 que los
depdsitos proteicos eran una sustancia Unica y singular, a pesar de que Coheny Calkins
demostraron en 1959 que estos depdsitos tenian una morfologia fibrilar, empleando
para ello la microscopia electrénica.’® Por otra parte, durante mucho tiempo la
comprension de la estructura de las fibrillas y fibras amiloides estaba limitada a la
interpretacion y andlisis de los patrones de difraccion de rayos X, los cuales informaban
sobre la elevada concentracion de estructuras secundarias de lamina-g (Figura I1.1),
hecho que ha supuesto un importante paso para entender como se forman las fibras

amiloides.1°-21
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Figura Il.1. Representacion de las disposiciones tridimensionales de las estructuras lamina-p paralela (A)
y antiparalela (B) mas comunes en la conformacion amiloide. En cada estado (paralela o antiparalela), dos
lamina-B intermoleculares (representadas como flechas verdes y azules) discurren a través del eje
perpendicular de la fibrilla en crecimiento (flecha punteada).

No obstante, los avances técnicos en el uso de la radiacion de sincrotrén,?? el desarrollo
de técnicas de criopreservacion,? el andlisis de imagenes de microscopia electrénica,?*
% el uso de la resonancia magnética nuclear multidimensional (RMN)%® y, mas
recientemente, de la RMN en estado sélido?”-?° han conseguido aportar una visién mas
clara de la estructura amiloide y de los potenciales motivos de unién del componente
sérico P amiloide SAP (del inglés, Serum Amyloid P component), presente en todas las

placas amiloides.*

Las proteinas experimentan, durante y después de su sintesis en el interior celular, un
proceso de plegamiento que determina la estructura secundaria y terciaria, lo que les
permite cumplir sus funciones biolégicas al convertirse en estructuras tridimensionales
especificas dentro del cuerpo.® 3% Como se ha comentado anteriormente los
agregados proteicos (estructuras tridimensionales aberrantes) pueden originarse a partir
de anomalias en el plegamiento de las proteinas (llamado mal plegamiento), pero
también por anomalias surgidas entre proteinas correctamente ensambladas. Esto
lleva a la formacion de intermediarios parcialmente plegados, que exponen al entorno o
disolvente zonas hidrofébicas que normalmente estarian escondidas en el interior de la

estructura tridimensional nativa de la proteina y que estdn sometidos a auto-
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interacciones dentro de su propia estructura aberrante.® > Este hecho determina una
eventual agregacion de las cadenas polipeptidicas en conformaciones mas organizadas
ricas en estructuras secundarias de lAmina-B.2° El producto de esta agregacion resulta
en agregados de dimensiones variables, desde dimeros y trimeros solubles hasta
estructuras fibrilares insolubles. Estos agregados de estructura aberrante no pueden
ejercer las mismas funciones que las proteinas que proceden de una sintesis normal y
que han tenido un plegamiento correcto.” 1534 De los millones de proteinas codificadas
en el genoma humano, alrededor de treinta son susceptibles de sufrir errores
conformacionales en su estructura polipeptidica nativa que conllevan la pérdida de la
funcidn fisiolégica y que conducen a la formacién de agregados proteicos que pueden
dar lugar a la formacién de estructuras amiloides que presentan la caracteristica
estructura de lamina-B.% 73> Asimismo, el mayor o menor grado de plegamiento en forma
de estructura de lamina-f3 de las proteinas mal plegadas se asocia con una enfermedad
o trastorno amiloide especifico.” 8 Ademas, los agregados proteicos pueden aparecer
por otras causas diferentes, como mutaciones a nivel genético, lo que conlleva la
modificacion de la conformacién nativa, alteracion de las vias implicadas en el
procesamiento o de su eliminacién.® & Independientemente de su origen, estos
agregados proteicos resultan resistentes a los mecanismos de degradacién y protedlisis,
presentan una localizacién aberrante en las neuronas, pueden alterar la composicién
guimica de la matriz extracelular y generan en la célula afectada una respuesta de
estrés, resultando directamente téxicos para las neuronas.> 13 16 17 De esta manera
parece que las especies mas reactivas y toxicas para las células son los agregados
amiloides iniciales, responsables de la interaccion maligna con las neuronas, y que
pueden provocar una disrupcion en la funcién de las mismas, e incluso su lisis.'! 3¢ Asi,
en las enfermedades neurodegenerativas el dafio es debido a la interaccion de los
agregados proteicos con diferentes componentes celulares, los cuales van perdiendo

su funcidn fisiolégica.? 3’

En las PCD se forman inicialmente, bajo ciertas condiciones, agregados proteicos
pequefios y solubles a partir de monémeros proteicos,*® que resultan téxicos para las
células, y que pueden provocar dafio en las mismas.'® 1! Posteriormente algunos de
estos agregados contintdan la via amiloidogénica, y forman agregados tardios insolubles
de mayor tamario que también pueden resultar toxicos para las células.? 3% 4% El proceso
de transformacion de agregados pequefios tempranos y solubles a agregados tardios e
insolubles representa un paso clave en el entendimiento y comprension de las

enfermedades neurodegenerativas amiloides, ya que un control de este proceso
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supondria un gran avance en el control de la enfermedad.! 12 Los agregados tardios e
insolubles que contindan con la via amiloidogénica forman protofibras amiloides de
mayor tamafio que, al agregarse, componen las conocidas como fibras o fibrillas
amiloides, que también resultan téxicas.** Estas fibras amiloides se depositan en forma
de placas amiloides (de entre 20 y 100 um) en los espacios interneuronales de la materia
gris del cerebro de las personas afectadas por la enfermedad.”* Pese a que
tradicionalmente se pensaba que estas placas neuriticas eran las responsables del dafio
tisular y afeccién neuronal, actualmente se cree que representan estructuras de
proteccion contra el avance de la enfermedad.® En la Figura 11.2 se muestra de forma
esguemaética el proceso de agregacion amiloide.

Q.

Mondémeros no téxicos \\::j\ Agregados tempranos solubles téxicos Agregados tardios insolubles téxicos
O

B

oo

Agregados fuera de la ruta amiloidogénica no téxicos

PN

Placas amiloides no téxicas Fibras amiloides maduras toxicas Protofibras amiloides toxicas

Figura Il.2. Representacion esquematica del proceso de la agregacion proteica amiloide.

De esta manera se cree que las fibrillas amiloides se forman mediante un patrén de
crecimiento nucleado y dependiente de la concentracién, analogo al crecimiento de
cristales.® 4244 Los precursores proteicos aberrantes forman redes intermoleculares
estables, enlazadas por puentes de hidrogeno, los cuales probablemente implican un
intercambio de dominios.® 4° Este hecho potencia la formaciéon de la caracteristica
lamina-B extendida en las fibrillas y fibras amiloides.?* ** Asimismo, se piensa que las
hebras se extienden paralelamente al eje de crecimiento de las fibrillas.*® Por lo tanto,
la estructura descrita es la responsable de los patrones caracteristicos de difraccién de
rayos X de las fibrillas.'® 2° Igualmente se piensa que el crecimiento de las fibrillas es
mucho mas complejo que la simple adicion de mondémeros, ya que la microscopia

electronica y la microscopia de fuerza atémica han demostrado la presencia de
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componentes similares a micelas y de protofilamentos durante el crecimiento.*® %6 Las
fibras amiloides maduras se suelen ensamblar como estructuras en forma de cuerda,
cuyos filamentos entrelazados presentan una estructura helicoidal con el nucleo
hueco.*’ Estas fibras pueden ser muy largas, aunque generalmente tienen un diametro
de entre 100 y 150 A.% 8 Por otra parte, la desestabilizacion de las fibras y de sus
precursores durante el crecimiento no resulta demasiado dificil, mostrando una
estabilidad térmica reducida.”®* De hecho, las condiciones experimentales que
promueven el crecimiento de fibras in vitro pueden conducir a una desnaturalizacién
parcial de las mismas y a desplazamientos especificos de las hebras desde sus pliegues

nativos.*é 49

De esta forma, todos los procesos explicados anteriormente que tienen lugar en el
interior del cuerpo determinan los signos y sintomas propios de las PCD a lo largo del
tiempo.t 2 Debido a ello, la comunidad cientifica esta realizando actualmente un gran
esfuerzo para entender y comprender en su totalidad los mecanismos que gobiernan
dichas enfermedades, asi como para desarrollar nuevas técnicas y herramientas que
permitan un diagndstico precoz de las mismas. Dentro de estas nuevas herramientas
para el estudio de las enfermedades neurodegenerativas, destacan las técnicas de
imagen, las cuales facilitan el descubrimiento de farmacos y permiten monitorizar su
eficacia.*> %% °1 Asimismo, estas técnicas permiten estudiar también los procesos que
tienen lugar a nivel celular relativos a estas enfermedades. Una de las técnicas mas
ampliamente utilizada en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas amiloides
es el empleo de moléculas fluorescentes que permiten realizar un seguimiento
especifico de los procesos relacionados con dichas enfermedades, como la agregacion
proteica.®® Esta metodologia resulta altamente Util y ventajosa debido a su baja
invasividad.®! A lo largo de esta Introduccién se explicaran y analizaran las técnicas mas

novedosas para la deteccién, caracterizacion y estudio de los agregados amiloides.

Asimismo, el fendbmeno de agregacién amiloide que da como resultado, en Ultima
instancia, la formacién de fibras no es una caracteristica exclusiva de las proteinas
ligadas a las enfermedades neurodegenerativas amiloides, sino que la gran mayoria de
proteinas puede experimentar este proceso bajo las condiciones experimentales
adecuadas, ya que contienen secuencias que las predisponen a ello.*® Estas secuencias
proporcionan una serie de ventajas estructurales y funcionales siempre que la
agregacion se mantenga bajo control.>* De hecho, se sabe que la conformacién mas

estable que puede adoptar una proteina no es el estado nativo, sino la fibra amiloide
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altamente repetitiva y estructurada. Asi, las fibras amiloides constituyen un sumidero
termodindmico en el que pueden quedar atrapadas multiples proteinas.>® Existen
multiples ejemplos en bibliografia de agregacion amiloide de proteinas no ligadas a
enfermedades, como por ejemplo apoferritina (APO, cuya agregacion se estudia en la

presente Tesis Doctoral) y B-lactoglobulina.®®: 57

2.1.3. Agregacion del péptido AR

La EA representa actualmente uno de los problemas de salud mas importantes en el
mundo industrializado. Es un trastorno neurodegenerativo, progresivo y multifactorial,
caracterizado por una aparicion gradual que conlleva un desgaste cognitivo global.5®
Esta patologia afecta principalmente a la corteza cerebral, por eso es definida como una
enfermedad neurodegenerativa cortical, y su principal manifestacién clinica es la
demencia.>® Esta enfermedad se suele manifestar clinicamente a través del deterioro
inicial de la funcién intelectual superior, presentando deficiencias en la memoria y en la
orientacion visoespacial, junto con la discapacidad de juicio, trastornos de la
personalidad y del lenguaje.®® Posteriormente se produce una pérdida grave de la
memoria y afasia, que indican una disfuncion cortical casi total. Finalmente, tras un largo
periodo que puede alcanzar hasta los 10 afios 0 més, el paciente queda incapacitado,
mudo y/o inmovil.> ¢ Hoy en dia es la causa mas frecuente de demencia en la poblacién
anciana, aumentando su incidencia conforme lo hace la edad, siendo esta el factor de
riesgo mas importante para los trastornos del sistema nervioso central.®” La
caracteristica patologica principal de la EA es la acumulacion de depdésitos o placas
formadas por fibras de péptido B-amiloide (AB) y de ovillos neurofibrilares en el
neocoértex y el hipocampo del cerebro.® Histéricamente, esta relacién se establecié
cuando el neurblogo bavaro Alois Alzheimer comunic6é en 1907 los hallazgos
histolégicos de un caso inusual de demencia, que fueron el descubrimiento de placas
extracelulares y ovillos intraneuronales en el cerebro.5 En ese momento se desconocia
la naturaleza proteica de las placas amiloides. Sin embargo, los estudios quimicos de
proteinas realizados casi 80 afios después (1984) por Glenner y Wong demostraron la
naturaleza proteica de las placas amiloides, y proporcionaron la primera informacion
sobre la estructura primaria del AB.%° Después, en 1987 se comunicé el logro de la
clonacion del gen que codifica para el precursor del AB, la proteina transmembrana
precursora amiloidea (PPA).%2 Esta es una glicoproteina integral de membrana que se
produce en tres formas predominantes; de 695, 751 o 770 aminoacidos de longitud, y
que cuando es degradada por la B- y la y-secretasa mediante endoprotedlisis

postraduccional se rompe en pequefios fragmentos de 36 a 43 aminoacidos, los que
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conocemos como péptido AB.* 7 83 El gen estructural de la PPA esté localizado en el
cromosoma 21, el mismo que esté triplicado en el sindrome de Down. De hecho, los
pacientes con sindrome de Down que alcanzan a vivir 50 afios o0 mas desarrollan
invariablemente EA, habiéndose detectado depdsitos amiloides en algunos pacientes
de tan sélo 12 afios. Esta observacion sugirié que el gen de la PPA y la EA estaban
relacionados, confirmandose posteriormente mediante estudios que han aportado
pruebas sélidas que respaldan esta hipétesis.” 5% 63

El conocimiento que se tiene hasta ahora de las placas amiloides revela que es una
estructura dindmica que comprende una acumulacion de fibrillas y fibras amiloides,
dentro y alrededor de las cuales se encuentran neuritas distréficas (hinchadas); una
variedad de macromoléculas como componentes del SAP, apolipoproteina E vy
proteoglicanos; un infiltrado de células fagociticas que incluye astrocitos y microglia y
neuronas muertas y dismoérficas.* 8 ° Es por ello que se pensaba que las placas eran
neurotoéxicas, llevando en 1992 a Hardy y Higgins a proponer la "hipétesis de la cascada
amiloide".%* El principio central de esta hipétesis es que la EA es un "resultado directo
de la deposicion de AB". Sin embargo, el conocimiento obtenido en las ultimas décadas
ha debilitado el fundamento de esta hipétesis.” Por un lado, el desarrollo temporal y
anatomico de las placas es incoherente con el curso de la enfermedad en humanos, y
con la progresion de la disfuncién neuronal y la pérdida de neuronas en animales
transgénicos.® Asi, estudios realizados en ratones transgénicos que expresan la PPA
humana y que producen AB con una abundante deposicién amiloide en las etapas mas
maduras Yy finales de su vida, revelan déficits neurolégicos anteriores a la observacion
de los depositos.®® En este contexto la formacién de ovillos neurofibrilares (depésitos
fibrilares intracelulares de proteina Tau) es un mejor indicador del estado de la
enfermedad.® 53 % Por otro lado, también se han establecido correlaciones entre la
concentracion de A soluble y no fibrilar en el cerebro, plasma y liquido cefalorraquideo
(LCR) y la gravedad de la EA.°"® De esta forma se ha producido un cambio de
paradigma, pasando de la primacia de las fibras y placas amiloides como causa de la
EA a la primacia de los precursores de dichas fibras y conjuntos oligoméricos.
Consecuentemente, el péptido AB y sus estados oligomeéricos iniciales prefibrilares han
despertado un gran interés en la comunidad biomédica en las tltimas décadas debido
su relacion causal con la EA, considerandose la principal fuente de citotoxicidad unida

a esta patologia, y siendo por ello una de las dianas farmacol6gicas méas interesantes.%°
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Asi, los estudios basicos de la agregacion del AR han revelado un nimero creciente de
formas oligoméricas prefibrilares como diferentes tipos de agregados, protofibrillas y
otras estructuras.” Por tanto, la identificacion de los diferentes tipos de agregados
amiloides tanto en la EA como en el resto de amiloidosis, asi como el estudio y
comprension de su papel dentro de las enfermedades neurodegenerativas vinculando
su comportamiento biofisico con los efectos clinicos, resulta imprescindible para

encontrar la cura de dichas enfermedades.

Paralelamente se ha descubierto recientemente que el AR desempefia diferentes
funciones no relacionadas con la EA, tales como la activacién de kinasas,” la regulacién
del transporte de colesterol’? y la actividad antimicrobiana.” En cuanto a las formas
predominantes de AR que se pueden encontrar in vivo estan la AB4o (residuos 1-40) y la
AB42 (residuos 1-42).%8 5274 De entre todas las isoformas de AB, la AB42 (Figura I11.3)
parece ser la especie mas neurotéxica comparada con el otro fragmento mas comun, el
AB10.”™ 7® Resulta llamativo que ABs2 Yy ABso difieran significativamente tanto en su
toxicidad y funciones fisiol6gicas como en su mecanismo de agregacion, teniendo en
cuenta que sélo se diferencian en dos residuos aminoacidicos extra presentes en el

extremo C-terminal de la isoforma AB2.2 77

Figura I1.3. Estructura tridimensional del péptido AB42. Reproducido con permiso de Antje Meyer
(Probiodrug, Halle, Germany), Christoph Siethoff, Filip Sucharski, and Matthias Orth (Swiss BioQuant,
Reinach, Switzerland).

Por otra parte, actualmente se han identificado mutaciones dentro de la regién AR del
gen de la PPA o inmediatamente adyacentes a ella.”® Como consecuencia de estas
mutaciones se produce un aumento de las concentraciones de AR, aumentando la

relacion ABs/ABs Yy la predisposicion del péptido a formar fibras amiloides.” 8
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Consecuentemente, los estudios histopatolégicos, bioldégico-moleculares y genéticos
respaldan el papel central del AR en la EA. De manera analoga a lo que sucede con la
agregacion de AB, se ha detectado durante el proceso de agregacién y formacion de
fibras de la a-sinucleina (aSyn), que es una proteina relacionada con el progreso de la
EP, que la formacion de oligdbmeros compactos altamente estructurados y resistentes a
la proteinasa-K a partir de una lenta conversion de agregados mas tempranos inducen
unos niveles celulares mucho mayores de especies reactivas de oxigeno (ROS) que los
oligébmeros tempranos precursores.*? Esto constituye un modelo muy importante de qué

tipo de agregados u oligdbmeros constituyen las especies mas citotoxicas.

Centrandonos en la agregacion del péptido AR, los oligémeros o agregados formados
interactlan con lipidos de membrana a través de interacciones electrostaticas débiles
gue promueven transiciones o cambios conformacionales de estructuras de tipo a-hélice
a estructuras de tipo lamina-B.”® 8 También se ha observado que el AB altera la fluidez
de los fosfolipidos de membrana a través de su propia insercién dentro de las bicapas
lipidicas.3* 7 8 Esa insercién, que induce la formacién de poros, activa la sefalizacion
del calcio y la NADPH oxidasa, estimulando la produccién de éxido nitrico, y finalmente
produciendo un incremento del estrés oxidativo y la neurodegeneracion.’” 8 De todas
las estructuras amiloides conocidas, el péptido AB quizas sea la mas importante a nivel
clinico debido a su implicacién en la fisiologia humana.* Asimismo, se produce de forma
normal y ubicua en el cuerpo humano a lo largo de toda la vida.* " En su estructura
primaria no hay cisteinas y, por lo tanto, no es posible el establecimiento por puentes
disulfuro intra o intermoleculares.”® Por otro lado, el péptido no se modifica
postraduccionalmente de forma constitutiva al provenir de la fragmentacion de la PPA,
siendo ademas una secuencia anfipatica.® * En las primeras 28 posiciones se
encuentran los aminoacidos polares, y en las Ultimas 14 posiciones estan los
aminodacidos apolares.® " En 2012, se descubrié que el péptido AB.. asociado a la EA
formaba oligbmeros téxicos y no téxicos, aunque en 2003 ya se informoé de que los
oligdmeros de AB., podian agregarse incubando 100 uM de AB42 a 4-8 °C durante 24 h
sin agitacion, observandose que podian ser téxicos o no para las células.® 40 8183
Continuando con la citotoxicidad de los agregados de AR, D. Klenerman et al.
describieron un método de ultracentrifugacion que genera un gradiente para separar
diferentes tipos de oligémeros de AB4. acorde con su tamafio y densidad.?* Una vez
identificados los distintos tipos de agregados amiloides, consiguieron monitorizar su
toxicidad empleando dos métodos capaces de medir el efecto citotdoxico: un ensayo

cuantitativo para determinar la habilidad de los agregados peptidicos para desorganizar
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la estructura de bicapas lipidicas y un ensayo que mide la produccién de citoquinas en
células de microglia, como una estimacion de la capacidad inflamatoria de los diferentes
agregados. Con estos experimentos se demostré que cuanto mas grande es el tamafio
de los agregados, mas baja es su capacidad para desorganizar bicapas lipidicas. Sin
embargo, se observé una mayor habilidad para causar inflamacion conforme el tamafio
de estos agregados aumentaba. Estos hechos estan correlacionados con cambios
estructurales en los diferentes agregados, que poseen diferentes tamafios y estructuras.
Asimismo, también se estudio el efecto de los agregados de péptido ABao ¥y ABs2 €n
células neuronales en funcién de su dosis, mostrando un incremento en las ROS
generadas por las neuronas conforme se aumentaba la concentracién de péptido

afadido.

2.1.4. Agregacion de la apoferritina

En los seres humanos la apoferritina (APO) es una proteina que se produce en el
intestino y se almacena en la mucosa intestinal, el bazo, la médula, el higado y en el
sistema fagocitico mononuclear (antes conocido como sistema reticulo-endotelial), y
cuya funcion es captar el hierro contenido en los alimentos permitiendo su paso a través
de dicha mucosa intestinal.?> 8 Cuando lleva el hierro unido a ella recibe el nombre de
ferritina. La ferritina se encarga del almacenamiento del hierro en la mayoria de los
organismos, y es relativamente estable a las variaciones de temperatura (sigue siendo
estable a los 70°C) y de pH (siendo estable en el rango 3-10).%8° La APO es una proteina
globular y multimérica de 24 subunidades polipeptidicas (de 480 kDa en total) cuyo
autoensamblaje define una forma esférica hueca.®” En eucariotas, la estructura de la
APO es el producto del autoensamblaje de dos partes que contienen las subunidades:
una parte o subunidad L (de “light”, con alrededor de 20 kDa) y otra parte o subunidad
H (de “heavy”, con alrededor de 21 kDa).®” Las dos subunidades tienen papeles
diferentes; en las subunidades H se encuentra el centro ferroxidasa, donde ocurre la
catdlisis de la oxidacion del Fe?* a Fe**, mientras que en las subunidades L se realiza la
formacion de oxihidroxidos de hierro. Cualquier ruptura en la proporcién H/L de la
ferritina o mutacion en las subunidades H o L esta relacionada con un principio
patogénico. De hecho, la mutacién en las subunidades L de la ferritina humana lleva a
trastornos neurodegenerativos llamados neuroferritinopatias.®® 8 Asi, la ferritina tiene
un papel fundamental en el metabolismo del hierro, oxida el Fe?* y genera el Fe**, que
se almacena en la cavidad interna de la misma proteina. La cavidad interna posee un

diametro de 8 nm, y tiene la capacidad de retener hasta 4500 atomos de Fe®*.8” Ademas,
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su gran habilidad para “secuestrar” este elemento en el organismo hace que tenga una
doble funcién, tanto en el almacenamiento del hierro, como en la detoxificacion del Fe®*
insoluble y de las ROS.® La importancia de estas funciones resulta evidente por la
distribucion ubicua de la ferritina entre las diferentes especies, y también por la
regulacion de la biodisponibilidad del hierro proporcionada por la ferritina, atendiendo a
la demanda celular. La APO es la forma sin hierro (vacia) de la ferritina, que resulta de
la eliminacion del 6xido de hierro. Ademas, se ha observado que los niveles de
expresion de ferritina y la cantidad de Fe** almacenada estan alterados en
enfermedades como el Parkinson o Alzhéimer.® % Paralelamente se ha demostrado
que la APO puede sufrir un proceso de formacion de fibras bajo las condiciones
adecuadas de temperatura y pH, de manera similar al de otras proteinas globulares que
se agregan y que resultan en fibras amiloides.®® °1-°2 Estas fibras son comparables por
morfologia, tamafio y rigidez a las fibras amiloides involucradas en las enfermedades
neurodegenerativas. Ademas, las fibras de APO similares a las amiloides tienen unas
propiedades que las hacen adecuadas para el desarrollo de nuevos materiales
nanohibridos artificiales.®® °* La comprensién de la estructura tridimensional, morfologia
y quiralidad de las fibras formadas es fundamental debido a la relacién con su actividad

bioguimica y potencial toxicidad asociada.®®

2.1.5. Sondas luminiscentes y metodologias para el

estudio de la agregacion amiloide

Como se ha comentado anteriormente, las enfermedades neurodegenerativas amiloides
como la EA se caracterizan por la agregacién anormal de proteinas especificas que,
siguiendo la via amiloidogénica, terminan formando placas y depdsitos amiloides.36 42 %5
Por lo tanto, resulta tan fundamental como necesario desarrollar nuevas y avanzadas
metodologias de deteccion, andlisis y visualizacién de las estructuras amiloides, tanto
de los mondmeros y agregados como de las fibrillas, fibras y otras conformaciones, para
asi comprender mejor los mecanismos que gobiernan los procesos de agregacion y
fibrilizacion.*® % °7 |as técnicas basadas en fluorescencia son particularmente
adecuadas para el seguimiento de interacciones biomoleculares,® resultando
fundamentales en biodeteccion,®® con numerosas aplicaciones en la investigacion de las
enfermedades neurodegenerativas amiloides. De la misma manera, resulta igual de

importante el desarrollo, sintesis y obtencion de nuevos compuestos fluorescentes, y la
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mejora de los ya existentes, que permitan el estudio y monitorizacién efectivas de dichos

procesos involucrados en la amiloidogénesis.

De esta forma, la identificacion y caracterizacion de las diferentes especies formadas
representa uno de los pasos mas importantes para entender el proceso de la agregacion
aberrante de proteinas. En este sentido se han desarrollado en los Ultimos afios
diferentes técnicas que permiten estudiar las distintas especies de agregados y
estructuras amiloides (Figura I1.4), permitiendo asi caracterizar su estructura y
propiedades, separdndolas y cuantificAndolas para evaluar su potencial toxicidad e
implicacion en el desarrollo de las amiloidosis.>? Asimismo, el desarrollo de una nueva
técnica implica la mejora de las capacidades de las ya existentes, aportando asi
informacién adicional que de otra forma no seria posible obtener. En esta parte de la
Introduccién del Blogue Il nos centraremos en los fluoréforos utilizados para el estudio
de la agregacién amiloide. Después comentaremos las técnicas basadas en la
espectroscopia de fluorescencia y las técnicas de imagen de microscopia de

fluorescencia existentes para el estudio de los procesos amiloidogénicos.
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Proceso esquematico de la agregacion amiloide de AB

Péptido AB Oligomeros de AB Fibras de AB

Técnicas para el estudio de la agregacion amiloide de Ap

i1 ()
Espectroscopia de Microscopia de
fluorescencia y otras técnicas fluorescencia

Figura 11.4. Esquema del proceso de la agregacion amiloide de AB (parte superior) y de las diferentes
técnicas para el estudio de la agregacion amiloide (parte inferior). Hecho con BioRender.com, con permiso

del autor de la licencia.

2.1.5.1. Fluordforos utilizados para el estudio de la

agregacion amiloide

Actualmente se conocen multitud de sondas fluorescentes extrinsecas que se unen a
las proteinas amiloides. De hecho, los colorantes fluorescentes capaces de unirse de
forma no covalente a las estructuras amiloides se conocen desde hace décadas, como

son el Rojo Congo (RC) o la Tioflavina T (ThT).1%0-19% Asimismo existen otros fluoréforos
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como la fluoresceina o la tetrametilrodamina que se encuentran unidos a la estructura
de la proteina aberrante mediante enlace covalente (normalmente al grupo -amino de
una lisina, al grupo -amino del N-terminal o al grupo tiol de la cisteina) y que se emplean
en el estudio de las amiloidosis.'> 1% A principios y mediados del siglo XX la deteccion
histologica de estructuras amiloides se realizaba con RC, un colorante carmesi
adaptado de la industria textil.2°® Sin embargo, el proceso de tincion con este compuesto
resultaba laborioso, téxico y dificil de interpretar. En 1959, Vassar y Culling describieron
el uso de la ThT como marcador fluorescente para las fibrillas y fibras amiloides,
demostrando asi el potencial de la microscopia fluorescente para el diagnostico de este
tipo de estructuras.’® De este modo observaron como la ThT aumentaba
considerablemente su emision fluorescente al localizarse en los depésitos amiloides
comparado con otros colorantes como el Rojo Congo o el Cristal Violeta. De hecho, la
técnica de fluorescencia por excelencia, considerada actualmente como el test de
referencia para monitorizar la formacién de fibrillas y fibras amiloides es el ensayo de
intensidad de fluorescencia utilizando la ThT.1% La inserciéon de este compuesto en las
estructuras amiloides produce un aumento en su fluorescencia de varios érdenes de
magnitud,'’ debido a que es un rotor molecular (como se explicarad mas adelante) que
frena su rotacién al quedar atrapado entre las fibras, facilitando asi el proceso de
fluorescencia. Por regla general, la gréfica de intensidad de la ThT sigue una tendencia
sigmoidal, conforme a la cinética de formacion de las especies fibrilares de la proteina
amiloide sometida a estudio (Figura 11.5).1°2 Tradicionalmente se ha pensado que este
colorante planteaba el problema de que su union a los agregados y estructuras primarias
era débil, por lo que no se podia utilizar para la caracterizacion de dichos agregados y
estructuras debido a la escasez de lugares de unién.!? 1% Sin embargo, se ha
confrmado que la ThT se puede utilizar para detectar agregados amiloides
eficientemente mediante el uso de las técnicas adecuadas,'® como el método de
molécula Unica SAVE (por sus siglas en inglés Single Aggregate Visualization by
Enhancement) desarrollado por Mathew H. Horrocks et al. del que se hablard mas

adelante.110
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Figura 11.5. Grafica de intensidad de fluorescencia de la ThT monitorizando la cinética de formacion de las

especies fibrilares de una proteina amiloide.

Otros fluoréforos empleados para la agregacion amiloide presentan esta dificultad de
unién a oligébmeros y estructuras méas primarias del proceso de fibrilacién, como son el
oligotiofeno pentamérico pFTAA o el Rojo Nilo. 1% 111. 112 por tanto, es necesaria la
busqueda de otros fluoréforos que sean capaces de unirse eficientemente a las
estructuras amiloides surgidas durante los primeros estadios de agregacion y que sean
compatibles con las diferentes técnicas de estudio existentes. Algunos ejemplos de
compuestos fluorescentes que han demostrado ser capaces de detectar diferentes tipos
de agregados y fibras amiloides, incluso en células y tejidos, incluyen derivados de
curcumina,''® fluoréforos basados en BODIPY,* fluoréforos de oxazina,''® derivados
de benzimidazol,}'® politiofenos conjugados,!’ colorantes de tiazol'*® y complejos de
rutenio,® 120 entre otros. Sin embargo, estos compuestos se limitan por lo general a
proporcionar informaciéon morfolégica sin aportar datos cuantitativos sobre la estructura
de los agregados. De esta manera se han desarrollado nuevas estrategias y
compuestos capaces de estudiar en mayor profundidad las interacciones proteina-
proteina y la estructura de las especies amiloides formadas durante el proceso de
agregacion, como son los fluoréforos sensibles al medio que los rodea. A diferencia de
los colorantes fluorescentes "clasicos”, los colorantes fluorescentes sensibles al medio
circundante presentan un comportamiento que les permite cambiar sus propiedades
fluorescentes como intensidad o color de emisién en respuesta a los cambios en las

propiedades fisicoquimicas de su entorno molecular.'?! 22 Son "moléculas inteligentes"
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gque se pueden usar como sensores para sondear el entorno biolégico local y monitorear
las interacciones biomoleculares como la agregacién amiloide.'?? 122 Asi, al cambiar las
propiedades del sitio local de interaccion, estos compuestos cambian también sus
propiedades fluorescentes.'?* La respuesta de estos compuestos viene impulsada por
diferentes reacciones del estado excitado (producidas por cambios conformacionales o
complejos de transferencia de carga) e interacciones no covalentes con el entorno,
como fuerzas intermoleculares universales (fuerzas de Van der Waals, fuerzas ion-
dipolo o las producidas por puentes de hidrogeno). Los fluoréforos sensibles al medio
gue son de interés para el estudio de la agregacion amiloide se pueden clasificar en
rotores moleculares y compuestos solvatocromicos, tal y como se indica en la Figura

1.6:
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Figura 11.6. Clasificacion de los colorantes fluorescentes sensibles al medio en rotores moleculares y

compuestos solvatocrémicos.

Los rotores moleculares muestran una fotofisica sensible al medio circundante,

dependiendo tanto sus intensidades de emision de fluorescencia como sus tiempos de
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vida en gran medida de la viscosidad del entorno en el que se encuentran.?s 126
Generalmente estos compuestos aumentan su intensidad de emisiébn conforme
aumenta la viscosidad del medio que los rodea, debido a que se frena su rotacion
intramolecular, facilitando asi el proceso de fluorescencia. Como se ha comentado, la

ThT es un colorante que pertenece al grupo de los rotores moleculares (Figura 11.7)

/+
O

«

Figurall.7. Estructura de la ThT (arriba) y ambos segmentos de la ThT sobre sus planos (abajo). La rotacion
se produce en el segmento que esta en el plano azul. Reproducido de 1°° con permiso de Copyright 2010
Elsevier B.V.

En este caso, cuando la ThT se encuentra en disolucion existe una barrera de baja
energia que permite que los anillos de bencilamina y benzotiol giren libremente
alrededor del enlace carbono-carbono que comparten. Esta rotacion fomenta la
desactivacién no radiativa del estado excitado del fluor6foro que se genera durante la
excitacion foténica, lo que provoca una baja emision fluorescente.’® Sin embargo, la
inmovilizacion rotacional del colorante mantiene el estado excitado, lo que da lugar a un
incremento en la emision fluorescente de tres 6rdenes de magnitud.’?”12° Esta
inmovilizacién ocurre cuando las fibrillas y fibras amiloides bloquean estéricamente las
moléculas de ThT que se unen a ellas.'® No obstante, a pesar de que el ensayo de
intensidad de fluorescencia utilizando la ThT represente el “gold standard” para
monitorizar la formacion de fibras amiloides, algunos estudios sefialan que este

colorante promueve por si mismo la agregacion amiloide,™® ademas de ser
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autofluorescente cuando se utiliza en concentraciones superiores a 5 uM.1?” 131 Un
ejemplo de sensor amiloide basado en el rotor molecular ThT es AmyBlink-1, presentado
por Amandeep Kaur et al.**? La estructura de AmyBlink-1 comprende una ThT conectada
a un fluoréforo Alexa Fluor 647 (AF647) a través de un enlazador alifatico (Figura 11.8).
La emision de la ThT es de color verdosa, mientras que la de AF647 es de color roja.
Mientras que el grupo ThT es fluorescente solo al unirse a las fibrillas y fibras amiloides,
la emision de AF647 no cambia al detectar tanto fibrillas y fibras amiloides como
agregados y otras estructuras surgidas en las primeras etapas del proceso de
agregacion amiloide. De esta forma, AmyBlink-1 muestra un aumento en la ratio de
intensidad de emision de fluorescencia verde/rojo de 5 veces tras su interaccion con las

fibrillas y fibras amiloides.

Thioflavin T

A

AmyBlink-1

Figura 1.8 Estructura del sensor AmyBlink-1 compuesto por ThT unida a AF647 mediante un enlazador
alifatico. La ThT aumenta su fluorescencia al unirse a las fibrillas y fibras amiloides, mientras que la emision
de AF647 no cambia. Reproducido de 32 con permiso de Copyright 2021 Wiley-VCH GmbH.

Asimismo, se han desarrollado rotores moleculares fluorescentes capaces de emitir en
la region espectral del infrarrojo cercano (NIR), y que pueden detectar diferentes
agregados de AB. Por ejemplo, Misun Lee et al. han desarrollado una sonda (yoduro de
2-((1E,3E)-4-(4-(dimetilamino) fenil) buta-1,3-dien-1-il)-1,1,3-trimetil-1H-benzo[e]indol-

3-i0) que emite fluorescencia en el NIR al detectar agregados de AB en disolucion
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acuosa.'® Se trata de un sistema dador-T1-aceptor (posee un puente 1T conjugado entre
los grupos dimetilaminoestireno y benzol[e]indol), cuya fraccion dimetilamino interactua
con los agregados de AB. Esta sonda, ademas, varia su intensidad de fluorescencia
dependiendo del grado de agregacion del AB. De manera similar, Jian Wu et al.
presentan la sonda fluorescente sensible al medio CAQ, cuya estructura esta basada
en la cumarina, y contiene un rotor intramolecular y una quinolina.’** La rotacién
intramolecular de la sonda en entornos de baja viscosidad da lugar a una baja emisién
fluorescente, de forma similar a como ocurre con el ThT. Sin embargo, en entornos
donde la viscosidad es alta, el sensor experimenta un significativo aumento de su
emision. Este fluoréforo, que emite en el NIR, es capaz de detectar tanto agregados
como placas amiloides de AB in vivo, permitiendo monitorizar y obtener imagenes de
diferentes estructuras amiloides tanto en modelos de nematodos Caenorhabditis
elegans como en ratones modificados genéticamente para desarrollar EA. Por otro lado,
también se ha logrado obtener imagenes de fibras amiloides maduras de aSyn en
células vivas mediante el empleo de rotores moleculares fluorescentes. Asi, Pankaj
Gaur et al. presentan dos rotores moleculares fluorescentes (RB1 y RB2) que son
capaces de unirse a las fibras de aSyn respondiendo a su interaccion con una respuesta
fluorescente.'® El fluor6foro RB1 presenta un desplazamiento hacia el rojo en su
maximo de absorcion de 76 nm y una amplificacién de la fluorescencia de 112 veces
cuando se une a las fibras amiloides. Debido a la fuerte afinidad de unién que presenta,
RBL1 tifie las fibras amiloides en el citoplasma de células vivas HeLa y SH-SY5Y
selectivamente con un alto contraste éptico. Por tanto, resulta evidente el interés de
emplear rotores moleculares que emiten una fluorescencia débil cuando presentan
rotacion libre y no estan unidos a las fibras amiloides, pero que sin embargo se vuelven
altamente fluorescentes cuando se unen a dichas estructuras, reportando de esta
manera su formacion. Sin embargo, la aplicacion de este tipo de compuestos va mas
alla, pudiendo ser utilizados para detectar simultaneamente tanto H,O, (una de las
principales y mas abundantes especies de ROS que interviene en los procesos de
sefializacién celular) como agregados amiloides. Asi, Needham et al. presentan cuatro
sondas fluorescentes bifuncionales de alta sensibilidad (BEO1, BEO2, mBEO1 and
mBEOQO2) que son rotores moleculares y que son capaces de detectar tanto H>O, como
agregados amiloides de aSyn.™*® Estos sensores utilizan un nucleo de benzotiazol para
la localizacion de los agregados amiloides, y la oxidacion del éster borénico para
detectar especificamente el H,O,. Las propiedades de estos sensores se han
caracterizado utilizando tanto medidas convencionales de fluorescencia como imagenes

de fluorescencia de agregados amiloides individuales, cuantificando asi los cambios en
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sus propiedades fluorescentes al afiadir agregados amiloides de aSyn vy

concentraciones fisiopatolégicas de H,0O..

Por otra parte, los fluoréforos solvatocromicos son aquellos que experimentan un
cambio reversible en sus espectros de absorcion o de emision inducido por la accién del
disolvente.'®® En estos compuestos se produce un cambio de color en la emisiéon como
consecuencia del desplazamiento del maximo de absorcion, debido a las diferencias de
energia de solvatacion entre el estado fundamental y el estado excitado en distintos
disolventes.'® Este tipo de compuestos permiten el desarrollo de biosensores
ratiométricos de gran interés para la cuantificacion de diversos procesos y analitos
bioldgicos.?*81% En este sentido se ha descrito una nueva familia de colorantes
altamente solvatocromicos basados en la estructura de la quinolimida, llamadas 9-
amino-quinolimidas.* Estos fluoréforos han demostrado un gran potencial en el estudio
de la agregacion del péptido AR sobre el modelo de experimentacion animal pez cebra,
identificAndose la formacién de diferentes tipos de agregados tempranos gracias al
incremento de fluorescencia que experimentan estos compuestos al identificar dichos
agregados.?®* Asimismo, Anirban Das et al. han desarrollado el compuesto fluorescente
6-(dimetilamino) dietil naftaleno-2,3-dicarboxilato (DMNDC), que es un fluoréforo de
transferencia de carga intramolecular (ICT), capaz de seguir eficazmente la cinética de
formacion de fibrillas amiloides de insulina.’® Este compuesto basado en un sistema
donante-Tr-aceptor cambia sus propiedades fotofisicas dependiendo de si esta unido o
no a las fibras amiloides. Cuando se une a ellas se produce un gran incremento en su
intensidad de emisién, ademas de un desplazamiento hipsocromico de 70 nm.
Paralelamente, Ambra Dreos et al. han dado a conocer una sonda fluorescente derivada
del norbornadieno (NBD1) que posee propiedades sensibles al microambiente que lo
rodea, con la peculiaridad de que es capaz de delinear estructuralmente placas de Ap
en ratones modificados genéticamente para desarrollar EA.1?* Mediante esta sonda se
tomaron imagenes de fluorescencia multifuncionales y de superresolucién que
mostraron bandas de emision de fluorescencia més anchas en la periferia de las placas
y més estrechas en los ndcleos densos de las mismas, asi como un considerable
desplazamiento de dichas bandas fuera de las placas, permitiendo de esta manera

delinearlas de una manera eficaz.

Por otra parte, existen otros fluoréforos que no son sensibles al medio que los rodea,
pero que son empleados en el estudio de la agregacion amiloide debido a que permiten

la visualizacion de moléculas de AB durante intervalos de tiempo mas largos que los
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fluoréforos convencionales. Este es el caso de los puntos cuanticos (QDs, por sus siglas
en inglés Quantum Dots).** Los QDs son nanocristales fluorescentes formados por un
material semiconductor (cadmio mezclado con selenio o telurio) rodeados por una
cubierta de sulfuro de zinc, y presentan un pequefio tamafio de unos 15-20 nm.*2 Estos
materiales pueden emitir fluorescencia sin la participacion de transiciones electrénicas,
aprovechando la formacion de excitones (excitaciones elementales de los soélidos
formadas por un electron y un hueco, ligados a través de interacciones coulombianas) que
tienen t. mucho mas largos que los fluoréforos convencionales. Los QDs se pueden
funcionalizar con polietilenglicol y grupos amina para acoplarlos a las moléculas de A,
pudiendo diferenciarse de esta manera entre dimeros, trimeros y tetrameros.'*® El
empleo de QDs presenta multiples ventajas, como las bajas concentraciones de AB
requeridas (de 1 a 10 nM) y la facilidad de realizaciéon de la técnica, ya que soélo se
necesita un microscopio de fluorescencia y los propios QDs.'*? Uno de los principales
inconvenientes es que, pese a su pequefo tamafio, siguen siendo mas grandes que una

molécula de AB, pudiendo interferir en los procesos de agregacion proteica.>? 143

2.1.5.2. Espectroscopia de fluorescencia y otras

técnicas para el estudio de la agregacion amiloide

Los ensayos de turbidez no son estrictamente técnicas espectroscépicas, ya que no
miden espectros, siendo consideradas en realidad técnicas épticas. Sin embargo, se
utilizan para detectar la presencia de protofibrillas y fibrillas amiloides, aunque resultan
inadecuados en el estudio de agregados pequefios. Generalmente las medidas se
realizan a 400-420 nm, y dependiendo del tipo de espectrofotémetro utilizado, la muestra
puede aplicarse a un pocillo de microplaca o a una cubeta, requiriéndose para este
altimo un volumen mayor de muestra (hasta 1 ml).>? Esta técnica requiere
concentraciones de alrededor de 50 pM, y no resulta el método mas optimo para estudiar
la oligomerizacion de AB, ya que debido a su baja sensibilidad soélo es posible detectar
estructuras fibrilares.’** Esta baja sensibilidad viene dada por la incapacidad de
dispersar la luz a 400 nm de los oligdbmeros y estructuras amiloides mas pequefias.
Millucci et al. investigaron la agregacion del ABzs.3s (Que es una especie altamente
téxica), demostrando que los agregados a los que se les cambiaba el pH de 3 a 7.4
reducian significativamente su turbidez y, por tanto, su agregacion.* Los ensayos de

turbidez permiten asimismo observar el efecto de determinados compuestos sobre el

108



2.1. Introduccién

proceso de formacion de fibras.** De esta manera se demostré que la adicion de los
cationes Cu?*y Zn?* al AR aumentaba la turbidez y, por tanto, la agregacién.'*¢ Por otra
parte, las técnicas espectroscopicas son metodologias ampliamente utilizadas para
obtener informacién sobre las cinéticas de agregacion del péptido AB. De esta forma se
puede investigar en tiempo real el estado de fibrilacion de una muestra concreta de AB.%?
Como se ha comentado anteriormente, el ensayo de intensidad de fluorescencia
utilizando la ThT se considera una de las técnicas de espectroscopia mas utilizadas que
permite seguir la cinética de agregacion amiloide.?® 147 Estos ensayos pueden utilizarse
para estudiar la influencia de factores externos en el proceso de fibrilacion, por ejemplo,
en la basqueda de inhibidores de la agregacion. Sin embargo, se debe de tener en
cuenta la presencia de agentes como polifenoles exdgenos, ya que estos pueden alterar
los resultados debido a su fluorescencia intrinseca.'® En un trabajo de A. M. Streets et
al., se combina la dispersién dindmica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés Dynamic
Light Scattering) junto con la detecciéon de fluorescencia de la ThT en estado
estacionario para sondear simultaneamente in vitro la formacién de fibrillas de péptidos
de poliglutamina, que es la subunidad agregante asociada a la EH.'*° De esta forma, la
ThT es capaz de analizar el contenido de fibrillas ricas en estructuras de lamina-f3,
mientras que la DLS mide la distribucién del tamafio de las particulas. Esta combinacion
de técnicas permite elucidar la cinética de agregacion, revelando diferentes estadios y
etapas de la formacién de fibrillas amiloides. Por otro lado, el uso del fluor6foro CR en
ensayos de fluorescencia en estado estacionario proporciona informacion sobre el
estado de agregacion de las proteinas amiloides.®* Aunque su empleo se ha limitado
principalmente al estudio de su union con las fibrillas y fibras amiloides, también puede
unirse en menor grado a oligémeros y protofibras.'*° Este colorante ha demostrado ser
capaz de inhibir la agregacion del AB en neuronas,'®' 12 macréfagos®®® y pericitos,*>*
probablemente debido a una estabilizacién de los monémeros. Sin embargo, empleado

a bajas concentraciones parece aumentar la formacion de fibras.*®®

Otra técnica de espectroscopia para el estudio de la agregacion amiloide se basa en la
anisotropia de fluorescencia, la cual sigue cambios en la movilidad del compuesto
fluorescente injertado en uno de los componentes sometido a estudio.'®® La anisotropia
de fluorescencia es un fenémeno fisico producido cuando la luz emitida por un fluoréforo
posee diferentes intensidades en diferentes ejes de polarizacion.’®” Asi, en esta técnica
el coeficiente de correlacion rotacional del fluoréforo se obtiene detectando dos
componentes de emision de polarizacion ortogonales tras la excitacion polarizada. En

el estudio de la agregacion amiloide, la rotacion cuantificada de los fluoréforos informa
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sobre el crecimiento de los agregados, ya que las especies en crecimiento rotan a
velocidades mas lentas.’’” De esta manera Mancini et al. han podido monitorizar la
agregacion del AB. desde su estado monomérico hasta la formacion de oligdmeros
mediante el sondeo de la difusion rotacional de las cadenas laterales de tirosina
fluorescentes.® También se han podido analizar agregados de AB mediante la
anisotropia de FL del compuesto [Ru(bpy)2(dpgp)]?>* (bpy = 2,2-bipiridina; dpgp =
pirazino[2',3":5,6]pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolina), la cual aumenta conforme lo hace el
tamario de los agregados.?°

Las técnicas de fluorescencia que utlizan métodos de molécula Unica permiten
determinar las caracteristicas de moléculas individuales en una poblacion compleja y
heterogénea, permitiendo asi revelar posibles eventos que pueden permanecer
enmascarados por las medidas en masa.'® 1% Una de las técnicas mas asentadas
dentro de la espectroscopia de molécula Unica es la espectroscopia de correlaciéon de
fluorescencia (FCS, por sus siglas en inglés Fluorescence Correlation Spectroscopy).
La FCS es un andlisis estadistico, mediante correlacion temporal, de las fluctuaciones
estacionarias de la intensidad de fluorescencia.’®! El andlisis proporciona parametros
cinéticos de los procesos fisicos subyacentes a las fluctuaciones, asi como sobre el
comportamiento de difusidon y de las concentraciones absolutas de las particulas
detectadas.'®? Es una herramienta muy sensible porque observa un nimero reducido de
moléculas (concentraciones del orden de nanomolar a picomolar) en un volumen
pequefio (~1um?3).162.163 Se emplea en el contexto de la microscopia 6ptica, en particular
la microscopia confocal o la microscopia de excitaciéon de dos fotones.!6? 163 En la FCS
la luz se enfoca sobre una muestra y las fluctuaciones de intensidad de fluorescencia
medidas (debidas a difusion, reacciones fisicas o quimicas, agregacion, etc.) se analizan
utilizando la autocorrelacion temporal. Esta técnica se utiliza para medir parametros
moleculares dindmicos, como el tiempo de difusion (a partir del cual puede calcularse el
tamafio de las particulas), la conformacion y la concentracion de moléculas
fluorescentes.'®® La polimerizacion de los agregados amiloides se puede estudiar
mediante FCS, que permite caracterizar el proceso de agregacion y la naturaleza de
dichos agregados en solucion.®* 165 Asi, es posible detectar cambios en el tamafio y la
concentracion de muestras de A, inicialmente monoméricas, mediante el seguimiento
de estas especies marcadas fluorescentemente que difunden liboremente en solucién. 64
Mediante la FCS se han podido describir paso a paso diferentes protocolos y
procedimientos experimentales para el estudio de la formacién de complejos

moleculares en sistemas de agregacion in vitro, en extractos celulares y en células
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vivas.'®® En concreto se ha estudiado el autoensamblaje de fragmentos de huntingtina
(proteina codificada por el gen asociado a la EH), aunque en principio pueden adaptarse
a cualquier sistema de agregacion. Mediante los parametros obtenidos a través de esta
técnica, como los tiempos de difusion, se pueden diferenciar desde mondémeros hasta
diferentes tipos de agregados. Por otra parte, el marcaje de proteinas en sitios
especificos puede utilizarse para controlar los movimientos e interacciones de las
proteinas en tiempo real mediante el andlisis de la transferencia de energia de
resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en inglés, Forster Resonance Energy
Transfer).16716° | a FRET es una técnica en la cual los componentes de interés
sometidos a estudio son marcados con moléculas fluorescentes dadoras y aceptoras de
energia.l’® 1 La interaccion entre dadores y aceptores da como resultado una
transferencia de energia de dadores a aceptores proximos que se encuentran a la
distancia adecuada, y que proporciona una sefial analitica medible, en este caso la
disminucién del tiempo de vida de fluorescencia (tp) del fluoréforo dador.*”? En el estudio
de la agregacién amiloide, la FRET permite la deteccién y cuantificacion de la
distribucion del tamafio de los agregados. Aunque existe una amplia gama de fluoréforos
disponibles para el marcaje de agregados amiloides, s6lo unos pocos pares de
fluoréforos FRET son adecuados para monitorizar los movimientos intramoleculares de
las proteinas sin alterar su plegamiento y funcién.'’® Entre estos pares FRET se
encuentra el binomio metoxicumarina (Mcm) y acridonilalanina (Acd) descrito por Chloe
M. Jones et al.’®® Este sistema se disefid mediante la mutagénesis de la aSyn con el
aminoacido no natural Acd y una cisteina (Cys), que posteriomente reacciona con la
forma reactiva maleimida de la Mcm (Mcm-Mal), pudiendo de esta manera marcarla para
obtener un par FRET que permite monitorizar los procesos de agregacion amiloide
(Figura 11.9). Ademas, este sistema se puede combinar con la fluorescencia del

triptéfano para monitorizar la agregacion amiloide mediante la FRET de tres colores.
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Figura 11.9. Marcaje de la aSyn con el par FRET Mcm y Acd para los experimentos de FRET. La aSyn
mutada con Cys y Acd se etiqueta con Mcm-Mal en la Cys62. Imagen extraida de 8 con permiso de

Copyright 2020 Elsevier Inc.
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En otro estudio se demuestra que la FRET producida entre el par ThT (dador) y la
trimetina cianina (aceptor) puede utilizarse para diferenciar los estados fibrilares y no
fibrilares de la insulina.'”® La FRET se evidencia en los espectros de fluorescencia de la
ThT unida a las fibrillas amiloides de insulina tras la adicion de trimetina cianina. Aunque
es un sistema robusto, requiere de doble marcaje, lo cual puede resultar complejo no
pudiéndose realizar en algunos ensayos de deteccion. Asimismo, Gorbenko et al.
emplean diferentes pares de fluoréforos que provocan una cadena de transferencia
energética en cascada, la cual permite la discriminacion de agregados fibrilares y no
fibrilares de insulina mediante el andlisis de la FRET.'"* Los fluoréforos empleados son
la ThT como dador, la escuaraina SQ4 y el colorante de fosfonio TDV como mediadores
y una de las tres esquarainas (SQ1, SQ2 o SQ4) como aceptor. Este sistema presenta
un aumento de la fluorescencia terminal de hasta dos érdenes de magnitud que permite

diferenciar los diferentes estados de agregacion proteica.

Dentro de las metodologias de molécula Unica, la detecciéon por coincidencia de dos
colores (TCCD, por sus siglas en inglés Two-Colour Coincidence Detection) permite
detectar y caracterizar de forma sensible biomoléculas como los agregados amiloides
tanto en disoluciéon como en células vivas.'® Esta técnica se basa en la deteccion de
fotones de fluorescencia emitidos por dos fluoréforos en dos bandas de frecuencia
distintas, surgidas de la excitacién continua del volumen confocal por uno o dos laseres.
Aungue en el caso de que los fluoréforos presenten una alta FRET se puede utilizar un
solo laser, el empleo de dos laseres (normalmente uno rojo y otro azul) suele ser mas
ventajoso, debido a que permite colocar los fluoréforos en cualquier posicion deseada
en la biomolécula de interés sin necesidad de que estén cerca para que se produzca la
FRET.60.169.171 De esta manera, el andlisis de la frecuencia e intensidad de las rafagas
de fluorescencia coincidentes en ambos canales permite cuantificar y determinar la
cantidad de las moléculas asociadas. Uno de los principales factores que se deben tener
en cuenta a la hora de usar la TCCD es la determinacion del umbral correcto a partir del
cual se deben de contar los eventos fluorescentes, ya que si es demasiado alto se puede
perder informacién relevante que alargue el tiempo de las medidas, y si es demasiado
bajo se puede incluir informacién no deseada proveniente del ruido de fondo.'”® En
relacion con el estudio de la agregacion amiloide, Orte et al. aplicaron la TCCD para
examinar el proceso de agregacion del dominio SH3 de la quinasa PI3.1® En sus
experimentos mostraron que los oligdbmeros formados en la fase del proceso de

agregacion que presentaba una mayor citotoxicidad estaban formados por una
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poblacion heterogénea de agregados con un tamafio medio de 38 + 10 moléculas, y que
su estabilidad aumentaba conforme lo hacia el tiempo de incubacién. Asimismo, Chiou
et al. utilizaron la TCCD para determinar los factores que limitan la velocidad de las
primeras etapas de agregacion de la neuroserpina, estudiando ademas la influencia que
el AB4o tenia en estos procesos.’’

2.1.5.3. Técnicas de imagen de microscopia de

fluorescencia

Las técnicas de imagen de microscopia de fluorescencia (MF) presentan la ventaja de
poder visualizar directamente agregados amiloides de pequefio tamafio y bajo peso
molecular, ademas de fibrillas y fibras maduras mediante el marcaje con fluoré6foros,
obteniendo asi imagenes que pueden ser posteriormente analizadas y que aportan
informacion sobre su tamafio, estructura, grado de agregacion... permitiendo de esta
manera caracterizar las distintas especies amiloides.®> °" 137 Ademas, mediante la MF
se pueden estudiar las cinéticas de agregacién relacionadas con los procesos de
fibrilacion, desde el estado monomérico de las proteinas aberrantes hasta la formacién
de fibras amiloides maduras.®” 18 En 1957, Marvin Minsky patenté los principios de la
microscopia confocal, que pretendia superar algunas limitaciones de los microscopios
de fluorescencia de campo amplio tradicionales.'”® En un microscopio de fluorescencia
de campo amplio convencional se ilumina toda la muestra, excitdndose
simultdneamente todas las partes de la misma, llegando asi la fluorescencia resultante
a un fotodetector, incluida la del fondo desenfocado. Sin embargo, la microscopia
confocal permite aumentar la resolucion Optica y el contraste de las micrografias
obtenidas mediante el uso de un diafragma de deteccion confocal o “pinhole”, el cual
consiste en un pequefio orificio en el filtro detector de la luz que impide el paso de
aquella procedente de los planos de la muestra que no estan enfocados.® 18! De esta
manera el microscopio sélo enfoca un pequefio haz de luz a diferentes niveles de
profundidad de la muestra estudiada. No obstante, como gran parte de la luz de la
fluorescencia de la muestra queda bloqueada, se produce una disminucién en la sefial
de intensidad, por lo que se requieren detectores sensibles como tubos
fotomultiplicadores o fotodiodos de avalancha que transforman la sefial luminosa en
eléctrica.'®® Posteriormente, en 1969 Paul Davidovits y M. David Egger desarrollaron la
microscopia confocal de barrido laser, la cual incorpora un laser capaz de escanear la

muestra punto por punto para obtener las imagenes.!®? 18 Una de las mdltiples
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aplicaciones de la microscopia confocal de barrido laser en el estudio de la agregacién
amiloide es el reconocimiento de placas de AB. De esta manera, Jian Wu et al. utilizaron
la sonda CAQ en secciones de corteza cerebral de ratones 5xFAD modificados
genéticamente para expresar EA, observando en las imagenes de microscopia confocal
obtenidas una notable sefial de fluorescencia roja en dichas secciones.*** Sin embargo,
esta intensa sefial fluorescente no fue detectada ni en las imagenes de las secciones
de corteza cerebral de ratones no modificados genéticamente a las que afiadieron el
fluoréforo ni en las imagenes de secciones de corteza cerebral de ratones 5xFAD a los
que no afiadieron la sonda (Figura 11.10). Ademas, simultineamente emplearon el
anticuerpo 6E10, capaz de detectar especificamente placas de AB. De esta forma,
mediante las imagenes de colocalizacion pudieron comprobar que CAQ es capaz de

marcar especificamente placas amiloides en los tejidos cerebrales de ratones 5xFAD.

5xFAD mouse 5xFAD mouse
without CAQ with CAQ

Wild type ZOOM

CAQ

Anti-AB

Figura 11.10. Imdgenes de microscopia confocal de fluorescencia de: secciones de corteza cerebral de ratén
no modificado genéticamente (wild type) marcadas con CAQ, 6E10 y su colocalizacién (primera columna);
secciones de corteza cerebral de ratén modificado 5xXFAD sin CAQ (segunda columna); y secciones de
corteza cerebral de raton modificado 5xFAD con CAQ, 6E10 y su colocalizacion (tercera columna). La barra
de escala representa 100 um para las imagenes de las tres primeras columnas, pero 25 ym en las imagenes
ampliadas de ZOOM (cuarta columna). Imagen de la referencia *3* reproducida con permiso de Copyright
2021, American Chemical Society.
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De manera similar Misun Lee et al. consiguieron visualizar mediante microscopia
confocal agregados de AB4o en células vivas (neuroblastos humanos SH-SY5Y).2*3 Los
agregados generados durante una preincubacion de 5 h fueron afiadidos a las células,
con las que fueron incubados durante 1 h. Posteriormente afiadieron la sonda
fluorescente (yoduro de 2-((1E,3E)-4-(4-(dimetilamino) fenil) buta-1,3-dien-1-il)-1,1,3-
trimetil-1H-benzo[e]indol-3-i0) durante 30 min. y se tomaron las imagenes de
fluorescencia. En los casos en los que las células habian sido incubadas exclusivamente
con los agregados sin la sonda, (Figura 11.11B) o con la sonda sola sin agregados,
(Figura 11.11C) no se detect6 ninguna sefial fluorescente. Sin embargo, en aquellas
células incubadas tanto con AR como con el fluoréforo se observé un notable aumento
de la fluorescencia roja (Figura 1.11A). Estos experimentos confirmaron la capacidad de

la sonda para detectar agregados de Aao.

(A) =) (C)

AB,, + sonda AB Sonda

Figura Il.11. Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de células SH-SY5Y incubadas tanto con
agregados de AB4o como con la sonda fluorescente (A), solo con agregados de AB4o (B) o sélo con la sonda
fluorescente (C). Imagen extraida de 133 con permiso de Copyright 0143-7208 2018 Elsevier Ltd.

Paralelamente, Ambra Dreos et al. emplearon la microscopia confocal para obtener
imagenes de placas de AB del cértex prefrontal de ratones modificados genéticamente
para desarrollar EA (Figura 11.12).12* Para ello, utilizaron la sonda fluorescente NBD1
directamente en secciones de tejido cerebral de ratones modificados tgAPPSwe, los
cuales presentan un elevado nimero de placas amiloides sobre los 18 meses de edad.
Tras fijar la sonda durante 2 h a los tejidos se pudieron detectar claramente las placas

amiloides formadas.
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(A) (B)

(C) (D)

Figura 11.12. Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de placas de AR en secciones del cortex
prefrontal de ratones tgAPPSwe fijadas con la sonda NBD1. Imagen reproducida de 2 con permiso de los

autores y Copyright 2023 American Chemical Society con licencia CC-BY 4.0.

Una de las ventajas de utilizar la microscopia confocal de fluorescencia es que permite
obtener imagenes ratiométricas de las intensidades de emision de uno o varios
fluoréforos detectadas en dos canales diferentes, pudiendo asi seguir los cambios
espectrales de fluor6foros solvatocrémicos o de la FRET producida entre dos fluoréforos
diferentes. De esta forma Fueyo-Gonzalez et al. pudieron analizar los agregados
amiloides de AB4, formados a diferentes tiempos de incubacién (desde 0 hasta 20 h)
empleando un fluoréforo solvatocromico que permite seguir cambios en la hidrofobicidad
de los agregados a través del analisis del cociente de intensidades detectadas en dos
canales (rojo y verde).!?® Como el fluoréforo experimenta un desplazamiento
hipsocromico del rojo al verde y un aumento en la intensidad de emision conforme
aumenta la hidrofobicidad del ambiente, se analizé el cociente de intensidades lgzo/lsso
de los fluoréforos afiadidos a los agregados. Asi, se comprobd que se producia tanto

una disminucion de la relacidon leso/lsso como un aumento de la intensidad de
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fluorescencia conforme mayor era el tiempo de incubaciéon de los agregados,
confrmando el mayor grado de agregacién proteica que implica una mayor
hidrofobicidad (Figura 11.13).

Figura I1.13. Imagenes representativas de la relacion leso/lsso de los agregados de ABa: tras diferentes
tiempos de incubacién representados en una escala de color arbitraria. Las barras de escala representan 4

pum. Imagen reproducida de 122 con permiso de Copyright 2020, American Chemical Society.

Por otro lado, la microscopia de excitacion de dos fotones o bifoténica es una técnica
de obtenciéon de imagenes de fluorescencia especialmente adecuada para obtener
imagenes de tejidos vivos de hasta 1 mm de grosor.184 18 A diferencia de la microscopia
de fluorescencia convencional, en la que la Aex del laser utilizada es mas corta que la
Aem de los fluoréforos empleados, en la microscopia de excitacion bifotdnica la Aex €S
mas larga que la Aem.'® En esta técnica, el laser se enfoca en un punto especifico del
tejido y se escanea a través de la muestra para producir la imagen, excitandose
principalmente los fluoréforos que se encuentran en el foco del haz laser. Una de las
ventajas que presenta esta técnica es que la sefial de fondo se suprime en gran medida.
En comparacion con la microscopia confocal, esta técnica permite una penetracion mas
profunda en el tejido analizado y una reduccién del fotoblanqueo de los fluoréforos.
Haciendo uso de la microscopia de excitacion de dos fotones ha sido posible detectar
agregados amiloides citotoxicos de y-sinucleina en embriones de pez cebra tratados
con la neurotoxina MPTP y sin tratar.'?® Esta neurotoxina induce el dafio cerebral,
generando en los tejidos cuerpos de inclusion proteicos. Empleando un fluoréforo
solvatocrémico basado en la quinolimida se pudieron obtener imagenes de

fluorescencia de los agregados presentes en los tejidos del pez cebra (Figura 11.14).
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Figura I1.14. Imdgenes de microscopia de fluorescencia de excitacion bifotonica de embriones de peces
cebra sin tratar con MPTP (A, C) o tratados con MPTP (B, D) e incubados con el fluoréforo (200 uM) durante
6 h. Las flechas blancas destacan la presencia de agregados amiloides. Las barras de escala representan

100 um. Imagen extraida de 123 con permiso de Copyright 2020, American Chemical Society.

Asimismo, la microscopia de imagenes de tiempos de vida de fluorescencia (FLIM, por
sus siglas en inglés, Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) combina las medidas
de intensidad de emision fluorescente con las medidas de t= de los fluoréforos
empleados.518 Esta técnica se basa en el andlisis de las diferencias de los valores de
los decaimientos exponenciales de la emisién de fotones de uno o varios fluoréforos
sometidos a estudio en la muestra de interés. La FLIM utiliza el recuento de fotones
individuales correlacionados en el tiempo y permite medir el t= de los fluoréforos
empleados en cada pixel de la imagen adquirida, obteniendo asi un mapa de .
Mediante esta técnica Romain F. Laine et al. estudiaron el proceso de agregacion
intracelular de las proteinas aSyn y huntingtina marcadas con proteina fluorescente
amarilla (YFP, por sus siglas en inglés Yellow Fluorescent Protein) en modelos de
Caenorhabditis elegans vivos modificados genéticamente para expresar EP y EH,
caracterizando diferentes tipos de agregados y observando diferencias significativas en
las cinéticas de agregacion mediante el andlisis de los t de la YFP.1®” De esta forma

concluyeron que las inclusiones de aSyn no mostraban caracteristicas amiloides hasta
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etapas avanzadas de la vida de los nematodos, ya que la disminucion de los t que
caracteriza a las especies amiloides sélo se producia en estas etapas. Sin embargo, la
huntingtina es capaz de formar agregados amiloides en etapas mas tempranas, ya que
la disminucion de los Tt se observa mucho antes. Una variante de la microscopia FLIM
es la microscopia de imagenes de tiempos de vida de fluorescencia con excitacion
intercalada pulsada (PIE-FLIM, por sus siglas en inglés Pulsed Interleaved Excitation -
Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy), la cual permite el empleo simultaneo de
dos sondas fluorescentes diferentes.®® En esta técnica se utilizan dos laseres diferentes
retardados temporalmente, los cuales hacen posible medir simultineamente tanto la
intensidad como los t de dos fluoréforos distintos en un mismo experimento.®® Esta
caracteristica es especialmente importante para el estudio de la FRET entre dos
fluoroforos (dador y aceptor de energia) que sean capaces de seguir el proceso de
agregacion amiloide de una proteina aberrante. De esta forma se puede estudiar la
formacion de agregados fibrilares y estructuras amiloides mas compactas,
diferenciandolas de oligdbmeros solubles formados en etapas tempranas mediante el
andlisis de los cambios en los t: del fluoréforo dador.>® 18 No obstante, pese a que el
estudio de la FRET mediante la FLIM es una técnica robusta de gran potencial, este
método necesita que los componentes de interés a estudiar estén marcados tanto con
fluoréforos dadores como aceptores, lo que supone un mayor grado de complejidad, y
esto no se puede realizar en todos los ensayos de deteccion. Mediante la técnica PIE-
FLIM Fabio Castello et al. estudiaron el proceso de agregaciéon amiloide del dominio
N47A-SH3 de la proteina a-espectrina empleando el par FRET de fluor6foros ATTO 488
(dador) y ATTO 647N (aceptor), descubriendo que se producia una oligomerizacion
dindmica incluso antes de la incubacién. Asimismo, informaron de que las especies
amiloides formadas eran muy pequefias (en su mayoria diméricas), y que presentaban
una organizacion molecular flexible, aportando adicionalmente informacién cuantitativa
sobre la estabilidad de los agregados detectados.'®® Paralelamente, en otro trabajo
utilizaron la metodologia PIE-FLIM para obtener evidencias de que determinados
agregados amiloides inespecificos de N47A-SH3 eran necesarios para que se llevase a
cabo un proceso de nucleacién de dos pasos, pudiendo identificar hasta tres tipos de

oligémeros diferentes (Figura 11.15).%°
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time (h)

Figura 11.15. Estudio FLIM de la agregacion del dominio N47A-SH3. (A) Imagenes FLIM de los agregados
de N47A-SH3 (280 pM) incubados a diferentes tiempos (0, 1, 2, 4, 7 0 12 h) que reflejan el tr del fluoréforo
dador (ATTO 488). Las barras de escala blancas representan 2.4 ym. (B) Valores medios de los trde ATTO
488 de los agregados de N47A-SH3 a 24 (rojo), 28 (negro) y 32 uM (azul) frente al tiempo de incubacion
proteica. Las barras de error representan la desviacion estandar de los valores de trde ATTO 488 obtenidos
a partir de al menos 10 imagenes FLIM diferentes. Las lineas indican los ajustes a una funcién exponencial

simple. Imagen extraida de °° con permiso de PMC (Open Access).

Es importante destacar que las técnicas de imagen de MF que se centran en el marcaje
fluorescente de Unicamente uno de los componentes sometidos a estudio son de gran
interés debido a la destacada mejora de la resolucién espacial que aportan.’®® La
microscopia de fluorescencia de moléculas individuales (SMFM, por sus siglas en inglés
Single Molecule Fluorescence Microscopy) permite investigar el comportamiento de
moléculas individuales (o de pequefios grupos) en condiciones estrictas que garantizan
que todas las moléculas se encuentran en el mismo estado.'® 1% En la SMFM la
molécula de interés (proteinas, ADN...) se marca con un fluoréforo, a menos que la
molécula sea fluorescente de por si, para obtener informacién sobre su entorno,

estructura y/o posicion.’® Los fluoréforos utilizados en SMFM han de reunir una serie
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de requisitos como: (i) ser capaces de absorber fuertemente la luz de excitacion y emitir
fluorescencia eficientemente; (ii) han de ser fotoestables, de modo que no se
fotoblanqueen rapidamente y puedan visualizarse durante largos periodos de tiempo;
(iii) deben ser moléculas pequefias para no interrumpir la actividad biol6gica en estudio;
y (iv) han de ser capaces de emitir luz en la regién visible del espectro. 159189190

Entre las diferentes técnicas de SMFM existentes destacaremos la microscopia de
fluorescencia de reflexion interna total (TIRF, por sus siglas en inglés Total Internal
Reflection Fluorescence) y la microscopia de reconstruccion Optica estocéstica
(STORM, por sus siglas en inglés Stochastic Optical Reconstruction Microscopy). La
TIRF es considerada actualmente como una de las metodologias de obtencion de
imagenes mas utilizada en SMFM.1® Esta técnica se basa en la reflexién interna total
de la luz de excitacion incidente a partir de una interfaz vidrio-agua (por ejemplo, entre
un cubreobjetos de vidrio y un tampon fisiolégico acuoso) y delimita el campo para
excitar selectivamente los fluor6foros situados cerca de la superficie del cubreobjetos
en la conocida como profundidad de penetracion.'®® Asi pues, la TIRF es especialmente
valiosa para identificar moléculas individuales marcadas fluorescentemente en
membranas de células inmovilizadas en cubreobjetos de vidrio.®* Debido a que esta
metodologia sélo detecta sefiales minimas en las regiones desenfocadas, la relacion
sefal-ruido aumenta significativamente, permitiendo un mejor contraste a la hora de
detectar moléculas individuales.®* En relacion con el estudio de la agregaciéon amiloide,
Mathew H. Horrocks et al. presentan un método denominado SAVE (single aggregate
visualization by enhacement imaging) para la deteccion ultrasensible de oligdbmeros
individuales vy fibrillas amiloides haciendo uso de la TIRF y empleando como fluoréforo
la ThT.}° Este método es capaz de contar y detectar la presencia de agregados
amiloides de aSyn, Tau y AB, permitiendo asi caracterizar la naturaleza estructural de
los agregados en fluidos como el liquido cefalorraquideo humano y teniendo el potencial
de estudiar la progresién de la enfermedad tanto en modelos animales como en

humanos (Figura 11.16).
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(A) (B)

Figura 11.16. Imagenes de agregados de AR (100 pM) incubados durante 3 h (A) y de agregados de Tau
(37.5 pM) incubados durante 45 min (B) obtenidas con el método SAVE. Las barras de escala representan
10 pm (1 ym en los recuadros ampliados). Los circulos verdes resaltan los agregados. Imagen extraida de

110 con permiso de Copyright 2016 American Chemical Society con licencia CC-BY (Open Access).

Por otro lado, la técnica STORM presentada por primera vez en 2006 por Xiaowei
Zhuang et al. permite obtener imagenes con una resolucion espacial de hasta 20 nm.*2
Este método se basa en la activacion estocastica de fluoréforos individuales en la cual,
durante la adquisicion de las imagenes, los fluoréforos individuales "parpadean”
mediante un proceso de activacion aleatoria que luego se desactiva rapidamente por
fotoblanqueo,’®®* y es considerada una de las técnicas de microscopia de
superresolucion. Para obtener imagenes STORM los fluoréforos activados
estocasticamente deben estar lo suficientemente separados entre si para superar el
limite de difraccion, que generalmente es de 200-300 nm, obteniéndose imagenes de
moléculas individuales en los casos en los que los fluoréforos no se solapan.t®?
Repitiendo este proceso miles de veces y superponiendo las imagenes de todas las
posiciones de los fluor6foros, se obtiene la imagen final de superresolucién de la
muestra. Al emplearse miles de ciclos de activacion, excitacion y fotoblanqueo de los
fluoroforos se prolonga considerablemente el periodo de adquisicion, lo que limita su
aplicacion a muestras principalmente fijas y provoca en las mismas una fuerte
fototoxicidad.’®* En 2008 Heilemann et al. introdujeron una variaciéon de la técnica
STORM denominada dSTORM (STORM directa).!®® Esta técnica utiliza luz de excitacion
con diferentes Aex Yy fluoroforos convencionales capaces de alternar de forma ciclica y

reversible estados fluorescentes y de oscuridad mediante irradiacion, sin necesidad del

122



2.1. Introduccién

proceso de activacion y fotoblanqueo de la técnica STORM tradicional. EI método
dSTORM resulta muy (til en el estudio de la agregacién amiloide,'®® habiéndose
empleado por Amandeep Kaur et al. para la obtencion de imagenes de superresolucion
de fibrillas y fibras amiloides de insulina, las cuales mejoran su resolucién 10 veces mas

comparadas con las obtenidas por MF convencional (Figura 11.17).1%2

500 nm 500 nm

500 nm

Figura 11.17. Imagenes de fluorescencia convencional y de superresolucién de fibrillas de insulina (5 pM)
utilizando el fluoréforo AmyBlink-1 (100 nM). Imagen de MF convencional de las fibrillas (A), imagen
dSTORM correspondiente (B), superposicion de la imagen de fluorescencia convencional con la dSTORM
(C) y ampliacion de la superposicién indicada por el cuadrado blanco en (C) que demuestra la mejora de la
resolucién de dSTORM en comparacién con la imagen de fluorescencia convencional. Reproducido de %2
con permiso de Copyright 2021 Wiley-VCH GmbH.

Otras técnicas de superresolucion que permiten superar el limite de difraccién son la
microscopia de iluminacién estructurada (SIM, por sus siglas en inglés Structured
[llumination Microscopy) y la microscopia de deplecion de emisién estimulada (STED,
por sus siglas en inglés Stimulated Emission Depletion). La SIM es una técnica de
campo amplio que duplica la resoluciébn de las imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal'®’, utilizando para ello un escaner de luz estructurada. Dicho
escaner genera la luz de excitacién, que se codifica para generar una iluminacién con
patrones, normalmente rayas, antes de proyectarla sobre las muestras fluorescentes.%
Tanto la posicion como la orientacién del patron se cambian varias veces, y la emision

de fluorescencia se registra para cada una de estas posiciones y orientaciones,
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obteniendo imagenes con el efecto Moiré producido como interaccién entre la
iluminacién del patrén y la muestra.’®® La reconstruccion computacional mediante
funciones mateméticas de las imagenes permite superar el limite de resolucién Optico
de dichas imagenes. Para ello se hace uso de la teoria de Fourier, que permite no perder
la informacion adicional de alta frecuencia espacial que contienen las franjas de Moiré
de la muestra al pasar de la imagen original a la transformada.'®* La SIM presenta varias
ventajas que la hacen especialmente adecuada para estudiar la progresion estructural
y la dindmica de los agregados intracelulares in situ. En primer lugar, no requiere
fluoréforos especializados, por lo que es compatible con otras técnicas de microscopia
de fluorescencia pudiendo utilizar el mismo procedimiento de preparacion de muestras.
Ademas, como no utiliza laseres sino haces de luz, resulta muy poco fototéxica en los
ensayos biol6gicos.'® La principal desventaja de la SIM es que so6lo mejora
moderadamente la resolucién en comparacién con otras técnicas como la STORM o la
STED. Ademds, su compleja configuracién puede introducir errores en las medidas,
como la mala posicion de las rejillas o el desajuste del indice de refraccion. Ademas, el
uso incorrecto de algoritmos de procesamiento posteriores a la adquisiciébn también

puede dar lugar a artefactos en las imagenes reconstruidas.®*

Por otro lado, la técnica STED, basada en la microscopia de barrido, supera el limite de
difraccién mediante la desactivacion selectiva de los fluor6foros alrededor del punto de
excitacion escaneado.’® Esto se consigue superponiendo dos pulsos laser
sincronizados. Los fluoréforos son excitados por el primer pulso laser que genera un
foco ordinario. A éste le sigue inmediatamente un segundo laser de forma toroidal cuya
frecuencia se desplaza hasta la Aem del fluoréforo, con el fin de desactivar la emisién
alrededor del foco excitado.’®® Por lo tanto, s6lo se mide la fluorescencia de las
moléculas en el centro del foco excitado, donde la intensidad del segundo laser es cero,
mediante detectores monofotdnicos sensibles. La técnica STED supera el limite de
difraccién estrechando la funcién de dispersion de puntos durante la adquisicion de la
imagen. De esta forma no se requiere una reconstruccién posterior de la imagen,
generando imagenes de superresolucion instantaneas que alcanzan la misma
resolucién temporal que la microscopia confocal, evitando asi posibles artefactos
causados por el mal uso de los algoritmos de reconstruccion. Pese a que tedricamente
la resolucién de la técnica STED permite la visualizacion de moléculas individuales, en
realidad esta limitada por la relacion sefial-ruido que puede verse afectada por multiples
componentes de la configuracion del instrumento como la eficiencia del detector

monofotdnico, la distribucién de la intensidad focal y la alineacidn de los haces laser, asi
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como la fotoestabilidad de los laseres empleados. Una de las principales desventajas
de esta técnica es la compleja y sofisticada arquitectura del equipo, lo que limita su uso
generalizado. Ademas, en comparacion con la SIM se produce un mayor fotoblanqueo
de los fluoréforos y una mayor fototoxicidad de las muestras estudiadas derivados de la
mayor potencia del laser empleada para el agotamiento de la emision periférica.
Mediante esta técnica Bjorn Johansson et al. pudieron visualizar agregados amiloides
de AP4o tanto in vitro como en secciones de cerebro de ratones 3xTg-AD modificados
genéticamente para desarrollar EA, logrando una resolucion espacial de 29 nm in vitro
y de 62 nm en secciones de tejido cerebral, superando asi entre 5y 10 veces las
capacidades de la microscopia confocal convencional.?’® Ademas, mediante esta
técnica pudieron identificar fibras individuales dentro de las placas amiloides (Figura
11.18).
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Figura 11.18. Imdgenes STED (Al) y de microscopia confocal de barrido laser (B1) de una placa amiloide
en una seccion de tejido cerebral de raton 3xTgAD. Las flechas amarillas sefialan una Unica fibra amiloide.
El perfil de distribucion de intensidad de fluorescencia (C1) muestra que la fibra tiene un diametro aparente
de 87 nm en laimagen STED (cuadrados negros con linea roja del correspondiente ajuste gaussiano) y de
320 nm en la imagen de microscopia confocal (diamantes grises con linea azul del correspondiente ajuste
gaussiano). Imagen extraida de 2° con permiso de los autores y Copyright 2023 BMC con licencia Creative

Commons Attribution 4.0 (Open Access).
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2.2.

Objetivos del Bloque Il

2.2.1. Objetivo general

Estudiar los procesos de agregacién amiloide y su citotoxicidad mediante diferentes

técnicas espectroscopicas y de microscopia de fluorescencia.

2.2.2. Objetivos especificos

1.

Evaluar mediante cribado los compuestos fluorescentes de quinolimida que
pueden actuar como posibles indicadores de agregacion proteica de la

apoferritina.

Estudiar el proceso de agregacion de la apoferritina con el compuesto
fluorescente seleccionado mediante microscopia de fluorescencia convencional
y FLIM.

Seleccionar el par FRET de fluoréforos mas adecuado para estudiar el proceso

de agregacion de la apoferritina.

Estudiar el proceso de agregaciéon de la apoferritina con el par de fluor6foros

seleccionado mediante microscopia de fluorescencia convencional y FLIM.

Obtener y comparar imagenes de superresolucion STED y de microscopia de

fluorescencia convencional de fibras maduras de apoferritina.

Estudiar la interaccion y el efecto citotéxico de agregados de AB con la

membrana celular mediante microscopia FLIM.

Evaluar el estrés celular generado por agregados de AB en células neuronales

con una sonda de biotioles mediante microscopia FLIM.
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Con el fin de estudiar los procesos de agregacion amiloide implicados en el desarrollo
de las enfermedades neurodegenerativas, hemos realizado varios estudios centrados
tanto en los procesos de amiloidogénesis de la proteina apoferritina (APO) como del
péptido B-amiloide (AB) mediante diferentes técnicas espectroscopicas y de microscopia

de fluorescencia.

2.3.1. Cribado de compuestos fluorescentes de
guinolimida como indicadores de agregacion proteica

La APO es una proteina que se puede utilizar como modelo de la agregacién amiloide,
ya que bajo las condiciones adecuadas puede sufrir el proceso de agregacion desde su
estado monomeérico hasta la formacion de fibras maduras.® 2 Con el fin de estudiar este
proceso, probamos diferentes fluoréforos solvatocrémicos derivados de quinolimida y
naftalimida previamente desarrollados en el grupo de la Dr. Rosario Herranz del Instituto
de Quimica Médica (IQM-CSIC) de Madrid,? para ver si podian funcionar como sensores
de la agregacion amiloide de la APO, ya que estos fluoréforos cambian sus propiedades
fotofisicas dependiendo de la polaridad del medio en el que se encuentren (Figura
11.L19).3>° De esta forma, estos compuestos cuya emision fluorescente en H.O es
insignificante, podrian incrementar significativamente su sefial fluorescente vy
experimentar un desplazamiento hipsocrémico de su emision si interaccionasen con los
ambientes hidrofébicos de la APO. Asimismo, la hidrofobicidad de las estructuras
amiloides detectadas deberia aumentar conforme lo hace el grado de agregacion de la
APO, por lo que tanto la sefial fluorescente emitida por la quinolimida como su
desplazamiento espectral de emision deberian ser mayores cuanto mayor fuera el grado
de agregacion proteica, pudiendo actuar asi como sensores de agregacion. Para el
cribado de los compuestos seleccionados, primero obtuvimos los espectros de emision
de fluorescencia de los diferentes fluoréforos (5 pM) en disolucién acuosa a pH 2 con y
sin alicuotas de APO (30 uM) previamente calentada a 90°C e incubada durante 24 h
(Figura 11.20), ya que estas son las condiciones establecidas para la agregacion de la
proteina que permiten la formacion de fibras amiloides, tal y como se puede ver en las
imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés

Transmission Electron Microscopy) (Figura 11.22).12

140



2.3. Resultados

R’I

@) N O
RZ
X
S
X R3
R4

AQui: X =N;R'=CH,; R2=H; R¥=H; R = Ni>
I.1: X = N; R' = CHs; R2 = H; R® = H; R* = OMe
I.2: X = N; R" = OH; R? = PO(OE),; R® = CI; R* = OMe
I.3: X = N; R" = CHg; R? = H; R® = H; R* = NH,
I.4: X = N; R" = CHy; R? = H; R® = H; R* = NHnBu

II.5: X = CH; R" = N(CH3),; R? = H; R® = H; R* =N(CH,),0H
0]
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Figura 11.19. Estructura de AQui y los compuestos I1.1-11.6.

Los resultados del cribado de las 9-metoxi-quinolimidas 11.1 y 11.2,®* las 9-amino-
quinolimidas 11.3, 1.4 * y AQui, y las 6-amino-naftalimidas 1.5 y 1.6 se muestran en la
Figura 11.20. Los compuestos 1.2, 1.5 y 11.6 mostraron un insignificante aumento de su
emision fluorescente en presencia de la APO, por lo que no se pudieron considerar como
candidatos a sensores de la agregacién proteica. Por otra parte, los compuestos Il.1,
I1.3 y 1.4 mostraron un mayor aumento de la emision fluorescente que los anteriores en
presencia de APO. Sin embargo, el compuesto AQui (9-azetidinil-quinolimida) fue el que
mostré el mayor aumento de la emision fluorescente en presencia de APO, por lo que

fue seleccionado como sensor de agregacion proteica.’
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Figura 11.20. Espectros de emision (

1.5y 1.6, en H20 a pH 2 (linea negra) y tras la interaccion con APO (30 uM) incubada durante 24 h en
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Aex = 485 nm) de las quinolimidas I1.1- 1.4 y AQui, y de las naftalimidas

condiciones amiloidogénicas (linea roja).

El aumento de la intensidad de fluorescencia experimentado por los compuestos

estudiados tras su interaccion
11.21.

con APO medido a la Aemm maxima se muestra en la Figura
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Figura I1.21. Aumento de la intensidad de fluorescencia de los compuestos estudiados tras la interaccion

con APO (30 uM) incubada durante
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24 h, medida a la Aem maxima de los compuestos 11.1- 11.6 y AQui.
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——
500 nm

Figura 11.22. Imagenes de TEM de muestras de APO en ausencia de fluor6foros, incubadas durante 1, 3, 9
y 24 h, donde se evidencian las diferentes etapas de agregacion proteica. Las imagenes de muestras de
APO incubadas a 3, 9 y 24 h muestran la formacion de fibras maduras (indicadas por flechas blancas). La
barra de escala representa 500 nm.

2.3.2. Ensayo con AQui para el estudio de la agregacion
de APO

La 9-azetidil-quinolimida AQui fue la elegida para el estudio de la agregacion de la APO
debido a que resultoé ser el compuesto que presentd un mayor contraste en la deteccion
de la proteina, mostrando un gran aumento de la fluorescencia tras interaccionar con
ella. Ademas, este compuesto ha sido empleado con anterioridad en el estudio de la
agregacion del AR mediante microscopia FLIM debido a sus altos valores de t en
ambientes hidrofébicos.* Por ello decidimos emplear la microscopia FLIM
multiparamétrica de dos colores, con el objetivo de analizar posibles cambios en los
parametros de AQui que permitiesen distinguir los diferentes grados de agregacion
proteica de la APO. Debido a que este fluoréforo solvatocromico experimenta tanto un
incremento de su intensidad como un desplazamiento hipsocromico en ambientes
hidrofébicos,* primero realizamos un andlisis ratiométrico del cociente de las
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intensidades de emision fluorescentes detectadas en dos canales diferentes
correspondientes a dos regiones diferentes del espectro electromagnético visible (el
color rojo y el verde) de las imagenes de microscopia obtenidas de alicuotas de APO
incubadas durante diferentes tiempos de agregacion a las que se le afiadié AQui. La
intensidad fluorescente de AQui detectada en el canal verde se denomind lg, utilizando
para su adquisicion un filtro paso banda 550/40. Asimismo, la intensidad de
fluorescencia de AQui detectada en el canal rojo se denomind Ig, y se utilizdé para ello
un filtro paso banda 670/70. De esta forma AQui deberia presentar valores del cociente
Ie/lr mayores cuanto mayor fuera el grado de agregacion de la APO. Un mayor grado
de agregacion proteica supondria una mayor hidrofobicidad que cambiaria la polaridad
del ambiente de emisibn de AQui, aumentando asi su emisién fluorescente y
desplazandola hacia el verde. La Figura I1.23 muestra las imagenes ratiométricas de
muestras de APO (30 uM) incubadas a diferentes tiempos (1,3,9 y 24 h) a las que se le
afadio el compuesto AQui (10 uM) para que interaccionara. Estas imagenes se
obtuvieron al dividir los valores de intensidad de las imagenes de AQui detectados en
el canal verde entre los valores de intensidad de las imagenes de AQui detectados en
el canal rojo. En las imagenes, los valores del parametro ratiométrico lg/lr varian desde
0 hasta 3.9, y estan representados por una escala de color arbitraria. Asimismo, también
se muestran las distribuciones de frecuencia de los valores de la relacion lc/lr de los
pixeles de las diferentes imagenes analizadas correspondientes a agregados de APO.
Contrariamente a lo esperado, en las imagenes ratiométricas analizadas no se
apreciaron cambios significativos conforme aumentaba el tiempo de agregacion de la
APO que permitieran diferenciar distintos grados de agregacion proteica. De la misma
manera, los histogramas de frecuencia de la relacion Is/Ilr tampoco mostraron cambios

heterogéneos entre los distintos tiempos de incubacion de la APO.
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Figura 11.23. Imagenes ratiométricas de agregados de APO incubados durante diferentes tiempos (1, 3, 9
y 24 h) a los que se afadio el fluor6foro AQui. La barra de escala representa 5 ym y el tamafio de cada
imagen es igual en todas las imagenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de la relacion
Ic / Ir de los agregados detectados, promediados sobre al menos 14 imagenes diferentes. Las distribuciones

de frecuencia (gris) se ajustaron a una funcion log-normal (curva negra).

Por otra parte, llevamos a cabo el andlisis de los t de las imagenes de AQui
interaccionando con las muestras de APO obtenidas mediante microscopia FLIM, ya
gue tedricamente este parametro también deberia cambiar dependiendo de la polaridad
del ambiente en el que se encuentra AQui, pudiendo diferenciar de esta manera entre
los distintos grados de agregacion de la APO. La Figura Il.24 muestra las imagenes de
los t= de AQui (10 yM) interaccionando con muestras de APO (30 uM) incubadas a
diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h). En las imagenes, los valores de tr varian desde 0
hasta 8.5 ns, y estan representados por una escala de color arbitraria. También se
muestran las distribuciones de frecuencia de los valores de los t= de los pixeles de las
diferentes imagenes analizadas correspondientes a agregados de APO. En este caso ni

las imagenes de los t= de AQui ni las distribuciones de frecuencia de los t
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mostraron cambios coherentes que permitiesen realizar el seguimiento efectivo de la
agregacion de la APO. A pesar de que en las imagenes e histograma de las muestras
de APO incubadas durante 24 h el tr es mayor que en el resto de muestras analizadas,
el = de las imégenes e histograma de las muestras de APO incubadas durante 9 h
presenta el valor mas pequefio, lo que resulta incongruente. Por tanto, no pudimos

utilizar AQui como unico fluoréforo para el estudio de la agregacion amiloide de APO.
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Figura Il.24. Iméagenes FLIM de agregados de Apo incubados durante diferentes tiempos (1, 3,9y 24 h) a
los que se afiadio el fluoréforo AQui. La barra de escala representa 5 um y el tamafio de cada imagen es
igual en todas las imagenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de los t de AQui en los
agregados detectados, promediados sobre al menos 14 imagenes diferentes. Las distribuciones de

frecuencia (gris) se ajustaron a una funcién gaussiana (curva negra).
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2.3.3. Ensayo de pares FRET para el estudio de
agregacion de la APO

Una vez comprobado que la 9-amino-quinolimida AQui era la candidata mas sensible
para la deteccion de APO, pero gque séla no era capaz de realizar un seguimiento
sensible del proceso de agregacidon mediante técnicas de microscopia avanzada,
decidimos realizar un cambio de estrategia para mejorar dicha deteccién de los
agregados y el contraste de las imagenes obtenidas. Para ello investigamos la
posibilidad de obtener un par de fluor6foros que fueran capaces tanto de interaccionar
con la APO como de seguir el proceso completo de agregacién proteica a través del
analisis de la FRET producida entre ellos en los diferentes estadios de agregacion
haciendo uso de la microscopia FLIM multiparamétrica (Figura 11.25). De esta manera
podriamos obtener una deteccion ratiométrica mas sensible debido a que la FRET
provoca simultdneamente una disminucion en la emision fluorescente del dador y un
aumento en la emisién sensibilizada del aceptor. Adicionalmente podriamos aumentar
la sensibilidad de la microscopia FLIM en la deteccién de los agregados de APO si la
FRET producida entre el fluor6foro dador y el aceptor disminuyera el t= del dador

conforme aumentara el grado de agregacion de la APO.

Figurall.25. Concepto de par FRET de fluoréforos dentro de un agregado proteico para mejorar el contraste
de la técnica FLIM multiparamétrica mediante el cual el fluoréforo dador transfiere parte de su energia al

fluoréforo aceptor.

Con este objetivo llevamos a cabo un proceso de optimizacion en el cual probamos
diferentes pares de fluor6foros que, de acuerdo a su superposicion espectral, podrian

constituir un par FRET adecuado para el estudio de la agregacion de la APO. De esta
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manera elegimos dos posibles pares FRET de fluoréforos basandonos tanto en el
solapamiento espectral existente entre ellos como en su capacidad para detectar e
interaccionar con los agregados amiloides. En el primer par elegido establecimos la ThT
como fluoréforo dador de energia, ya que como se explica en la Introduccién del Blogue
Il es un conocido fluoréforo de unién a fibrillas amiloides,® y AQui como aceptor. En el
segundo par elegido consideramos a AQui como fluoréforo dador, y al fluoréforo
comercial Nile Blue A (NBA, Figura 11.26), un compuesto que también se sabe gque se

une a biomoléculas,® como aceptor.

~N7
rﬂﬁ

Figura 11.26. Estructura del compuesto NBA.

Enla Figura I.27 se muestran los espectros de absorcion y de emision de los fluor6foros
ThT, AQui y NBA. Asi, se puede comprobar como existe un solapamiento entre el
espectro de emision de la ThT y el espectro de absorcion de AQui, y entre el espectro

de emisién de AQui y el espectro de absorcion del NBA.
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Figura I1.27. Espectros de absorcion (lineas continuas) y de emision (lineas discontinuas) de la ThT (lineas
azules, Aex= 400 nm; reproducido de PhotochemCAD3)°, AQui (lineas verdes, Aex= 485 nm) y NBA (lineas

marrones, Aex = 635 nm).

148



2.3. Resultados

Con respecto al primer par FRET de fluoroforos disefiado ThT — AQui, en la Figura
[1.28 se muestran tanto los espectros de emisién (Aex = 470 nm) de los fluordforos
implicados por separado (realizados como controles para comprobar que la interacciéon
de los fluoréforos con la proteina no interfiere en la sefial de emisién fluorescente de los
compuestos), como de la APO incubada durante 9 h sola (realizado como control para
comprobar que no es fluorescente y que, por tanto, no interfiere en la sefial de emisién
de los fluoroforos), asi como los espectros de los fluoréforos con la adicion de APO por
separado o0 mezclados. De esta manera observamos que tanto las emisiones de la ThT
y de AQui por separado como las emisiones de la APO incubada a 9 h sola y junto con
la ThT son insignificantes respecto a las emisiones de la APO con AQui y de la APO
con el par ThT:AQui. Esto puede deberse a que AQui es un compuesto solvatocrémico
no fluorescente en disoluciones acuosas, la ThT es un rotor molecular que tampoco es
fluorescente en disoluciones acuosas, la APO no es una proteina fluorescente y a que,
ademas, la ThT no se una a los agregados de APO formados tras 9 h de incubacion.
También observamos que en el espectro de emisién de la muestra que contenia la APO
incubada durante 9 h y ambos fluor6foros no se producia una disminucion en la sefial
fluorescente de la ThT (fluoréforo dador) concomitante con un aumento de la sefial
fluorescente de AQui (fluoréforo aceptor) respecto de los espectros de emision de los
fluoréforos con proteina por separado, lo que nos podria indicar que no se producia una
FRET efectiva.
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e APOSh + ThT

s APO9h + ThT+AQui
AP O Sh 50
e ThT
— A Qui

600

—— APOS%h
——ThT

—— AQui

25 —— APQSh + ThT

300

Fluorescencia /u.a.

0 :
500 600 700 800
Longitud de onda /nm

0
500 600 700 800
Longitud de onda /nm

Fluorescencia/u.a.

Figura 11.28. Espectros de emision de fluorescencia de AQui (10 pM, linea azul), ThT (10 uM, linea roja) y
de las muestras de APO (30 pM) en disoluciéon acuosa incubada durante 9 h a pH=2 sola (linea negra),
junto con la ThT (10 uM, linea verde) y con AQui (10 uM, linea rosa) por separado y con el par ThT:AQui
a una concentracion 1:1 (10 uM de cada fluoréforo, linea afiil). Todos los espectros se registraron a Aex =

470 nm.
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Asimismo, la Figura I1.29 muestra los espectros de emision (Aex = 440_nm) de muestras
de APO (30 pM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9y 24 h) con el par ThT:AQui a
una concentracion equimolar 1:1 (10 uM). Contrariamente a lo esperado, no se encontrd
un aumento claro en la FRET conforme avanzaba el tiempo de incubacion de la proteina,
ya que no se produjo una disminucion coherente en la sefial fluorescente del ThT
acompafiada con un aumento de la sefal fluorescente de AQui, pese a que si se
observé una disminucion en la sefial fluorescente de los espectros de las muestras de

APO incubadas a 3, 9y 24 h respecto de la muestra de APO incubada durante 1 h.
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Figura 11.29. Espectros de emision de fluorescencia de las muestras con la APO (30 uM) en disolucion
acuosa incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a pH=2 a las que se le afiadi6 el par ThT:AQui a

una concentracion 1:1 (10 yM de cada fluoréforo). Todos los espectros se registraron a Aex = 440 nm.

Por otro lado, en la Figura 11.30 se pueden ver los valores de las relaciones de intensidad
de fluorescencia Is7o/lago (ya que 570 nm es el maximo de emisién de AQui y 480 nm es
el maximo de emision de la ThT) de los espectros de emisiébn de muestras de APO
incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) con el par ThT:AQui. Observamos
entonces una disminucion en los valores de la relacion Iszo/laso conforme aumentaba el
tiempo de incubacion de la proteina. Esto indicaba que no se producia un aumento en
la intensidad de emision del fluoréforo aceptor concomitante con una disminucién de la
sefial fluorescente del fluoro6foro dador conforme mayor era el tiempo de incubacion de

la APO, y que por tanto no se producia una FRET efectiva entre ambos fluoréforos.
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Figura 11.30. Relacion |s70/l4s0 de los espectros de emisién de las muestras de APO incubadas a diferentes

tiempos (1, 3, 9y 24 h) a las que se les afadié el par FRET ThT:AQui.

Por todos estos resultados concluimos que el par ThT:AQui no se podia utilizar para
estudiar el proceso de agregaciéon de la APO. Esto podia deberse al hecho de que la
ThT sélo se une a fibrillas y fibras amiloides maduras formadas en los mayores tiempos
de agregacion, mientras que AQui se une tanto a fibrillas maduras como a los
agregados formados en estadios mas tempranos. Por consiguiente, la saturacion de los
sitios de unién con AQui durante el crecimiento de la fibrilla puede impedir la posterior
union de ThT, por lo que los cambios espectrales resultan muy pequefios. Decidimos
entonces realizar los mismos ensayos con el par FRET AQui — NBA. En la Figura 11.31
se muestra tanto los espectros de emision de la APO incubada durante 9 h con la adicion
de AQui y de NBA por separado, como el de la APO incubada durante 9 h con la adicion
del par AQui — NBA, asi como el espectro de emision de AQui sola.
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Figura I1.31. Espectros de emision de fluorescencia de AQui (10 uM, linea negra) y de las muestras de
APO (30 uM) en disolucién acuosa incubada durante 9 h a pH=2 junto con AQui (10 uM, linea roja) y con
NBA (10 pM, linea azul) por separado y con el par AQui:NBA a una concentracién 1:1 (10 uM de cada

fluoréforo, linea verde). Todos los espectros se registraron a Aex = 470 nm.

De esta manera observamos que en el espectro de emisién correspondiente a la
muestra de APO (30 uM) incubada durante 9 h que contenia el par AQui:NBA (linea
verde) se producia tanto una disminucién de la sefal fluorescente en el maximo de
emision de AQui (570 nm) respecto del espectro de la muestra de APO con AQui sola
(linea roja), como un aumento de la sefial fluorescente en el maximo de emision del
NBA (660 nm) respecto del espectro de la muestra de APO con NBA solo (linea azul).
Estos resultados podrian indicar que se estaba produciendo una FRET efectiva en el
par AQui — NBA. Asimismo, la Figura 11.32 muestra los espectros de emision (Aex= 485
nm) de muestras de APO (30 uM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9y 24 h) con el

par AQui:NBA a una concentracién equimolar 1:1 (10 uM).
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Figura 11.32. Espectros de emision de fluorescencia de las muestras con la APO (30 uM) en disolucion
acuosa incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9y 24 h) a pH=2 a las que se le afiadi6 el par AQuUi:NBA a
una concentraciéon 1:1 (10 yM de cada fluoréforo). Las flechas negras indican tiempos de incubacion

crecientes. Todos los espectros se registraron a Aex = 485 nm.

En este caso pudimos apreciar que conforme iba aumentando el tiempo de incubacién
de la proteina se producia un decrecimiento de la sefal fluorescente a 570 nm
correspondiente a la emision de AQui en conjuncién con un aumento de la emisién a
660 nm correspondiente a la sefial del NBA. Para confirmar que se estaba produciendo
un proceso de FRET efectiva entre el par AQui — NBA y que este aumentaba conforme
lo hacia el tiempo de incubacién de la APO, llevamos a cabo el andlisis de los valores
de las relaciones de intensidad de fluorescencia lsso/ls70 (ya que 660 nm es el maximo
de emision del NBA y 570 nm es el maximo de emisiéon de AQui) de los espectros de
emision de las muestras de APO incubadas a diferentes tiempos con el par AQui:NBA
(Figura 11.33). De esta manera observamos un aumento en los valores de la relacion
leso/Is70 conforme aumentaba el tiempo de incubacién de la proteina, lo que indicaba que
se producia tanto un aumento en la intensidad de emision del NBA (fluoréforo aceptor)
como una disminucion de la sefial fluorescente de AQui (fluoréforo dador). Estos
resultados confirmaron que se producia una FRET efectiva entre ambos fluoréforos, y
gue esta era mayor cuanto mayor era el grado de agregacion de la APO. Por tanto,
confirmamos que el par AQui — NBA era adecuado para seguir el proceso de

agregacion de la proteina.
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Figura 11.33. Relacion lgso/l570 de los espectros de emisién de las muestras de APO incubadas a diferentes

tiempos (1, 3, 9y 24 h) a las que se les afiadio el par FRET AQui:NBA.

Paralelamente, la existencia de la FRET también puede verificarse inequivocamente
midiendo el t: del fluoréforo dador, ya que la transferencia de energia da como resultado
una dinamica de desactivacion mas rapida y, por lo tanto, valores de t: mas cortos. En
la Figura I1.34 se muestran los valores medios de t de muestras de APO (30 uM)
incubadas a diferentes tiempos de agregacion (1, 3, 9 y 24 h) a las que se afiadieron
AQui (10 uM), NBA (10 uM) y el par AQui:NBA (mezcla equimolar de 10 uM para cada
fluoréforo), ademas de los t de muestras de APO en ausencia de fluoréforos tomados
como control. De esta manera pudimos confirmar la disminucién en el = de AQui
conforme avanzaba el tiempo de incubacion de la proteina cuando se afiadia también
el fluoréforo NBA. Es importante destacar que esta disminucion en los valores de los t
de AQui con el tiempo de incubacion indica mayores grados en la eficiencia de la FRET,
y podria monitorizarse utilizando técnicas de fluorescencia resueltas en el tempo como
la microscopia FLIM. Por el contrario, con AQui s6lo en ausencia de NBA, no se
detectaron cambios significativos en el = de AQui tras la agregacion de APO, por lo que
no se puede utilizar como fluor6foro Unico en el estudio de agregacion de la proteina

como ya se ha mostrado en la seccion 2.4.2.
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Figura 11.34. Valores medios de tr (recogidos a Aem = 662 nm con Aex = 485 nm) de muestras de APO (30
UM) incubadas a diferentes tiempos de agregacion (1, 3, 9 y 24 h) a las que se afiadieron AQui (10 uM,
circulos rojos), AQui y NBA (mezcla 1:1 de 10 uM para cada fluoroéforo, triangulos azules), NBA (10 uM,
triangulos invertidos violetas) y en ausencia de fluor6foros tomados como control (cuadrados verdes).

Para verificar que la agregacion de la APO se llevo a cabo en su totalidad hasta la
formacion de fibras maduras sin que los fluoréforos interfiriesen en su formacion, se
obtuvieron imagenes de TEM de alicuotas de muestras de APO incubadas a distintos
tiempos (1, 9y 24 h) a las que se afadieron los fluoréforos AQui y NBA en el momento
de montar la rejilla de TEM (Figura 11.35). Estas imagenes mostraron la formacién de
fibrillas amiloides largas y rectas en las muestras de APO incubadas durante 9y 24 hy
son consistentes con las imagenes de TEM realizadas en ausencia de fluor6foros

(Figura 11.22), e informes previos sobre fibrillas amiloides de APO.% 11

Figura 11.35. Imagenes de TEM de muestras de APO incubadas bajo condiciones amiloidogénicas a
diferentes tiempos (1, 9 y 24 h) que contienen los fluoréforos AQui y NBA. Las imagenes de muestras de
APO incubadas durante 9 y 24 h muestran la formacion de fibras maduras. La barra de escala representa
500 nm.
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2.3.4. Estudio de agregacion de la APO con el par FRET
de fluoréforos AQui/NBA

Una vez que comprobamos el potencial de usar el par FRET AQui:NBA para seguir la
cinética de agregacion de la APO tanto por los cambios espectrales de las medidas
espectroscopicas como por las medidas de los valores de t de AQui, decidimos
emplear la microscopia FLIM multiparamétrica de dos colores con el objetivo de analizar,
en las imagenes obtenidas, los posibles cambios en los parametros de los fluoréforos
gue permitiesen detectar y distinguir los diferentes grados de agregacion proteica de la
APO, maximizando de esta manera el contraste entre las diferentes etapas de
agregacion. Esta técnica no solo es capaz de recomponer imagenes que incluyan
informacion tanto de la intensidad como del t, sino que también permite obtener
imagenes ratiométricas de las intensidades de fluorescencia detectadas en dos canales
diferentes. De esta forma, en primer lugar, realizamos un analisis ratiométrico de las
intensidades de fluorescencia de las imagenes de muestras de APO incubadas a
diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h), y a las que afiadimos el par FRET AQui:NBA,
obtenidas en dos canales de deteccion diferentes. En uno de los canales se detectaba
la emision de AQui (I, utilizando para ello un filtro paso banda 550/40) y en el otro canal
se detectaba la emisién de NBA (Ig, utilizando unfiltro paso banda 670/70). Por lo tanto,
la relacién I / Ir seria una representacion directa de la eficiencia de FRET en el par
AQUuIi:NBA que podria analizarse a lo largo de los diferentes tiempos de incubacion de
la APO. Estas imagenes se obtuvieron al dividir los valores de intensidad de las
imagenes detectados en el canal I¢ correspondientes a la emisién de AQui entre los
valores de intensidad de las imagenes detectados en el canal Ir correspondientes a la
emision del NBA. En la Figura 11.36 se muestran las imagenes ratiométricas de muestras
de APO (30 pM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9y 24 h) a las que se anadi6 una
concentracién equimolar 1:1 (10 uM para cada fluoréforo) del par FRET AQui:NBA,
representando las estructuras amiloides detectadas con una escala de color arbitraria
que representa los valores de la relacion I¢/lr, y que varia de 0 a 10. En estas imagenes
pudimos observar coémo la relacion lg/lr disminuia claramente hacia valores mas bajos
conforme avanzaba el tiempo de agregacion de la APO, de forma que los agregados
formados durante las 1-3 h iniciales exhibieron valores de la relacion Ig/lr
considerablemente méas altos que los agregados detectados tras de 9 o 24 h de
incubacion. En la Figura 11.37 se pueden ver asimismo imagenes ratiométricas de
muestras de APO (30 uM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) con el par

FRET AQui:NBA (concentraciéon 1:1 de 10 uM para cada fluoréforo) adicionales que
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muestran este fendbmeno. Paralelamente, las distribuciones de frecuencia de los valores
de la relacion Ic/lr de los pixeles de las diferentes imagenes analizadas
correspondientes a agregados de APO de la Figura 11.36 muestran cuantitativamente
este cambio. La posicion central de las distribuciones (Xc) de los agregados detectados
tras 1, 3, 9y 24 h de incubacion fueron, respectivamente, 12.24 + 0.22, 4.91 + 0.02, 1.88
+ 0.02 y 1.00 + 0.01, obtenidos ajustando las distribuciones a una funcién log-normal.
Asi, este método resulta extremadamente sensible en comparacion con otros informes
reportados anteriormente en la literatura, * 2% ya que los valores de I / Ir varian hasta

en un orden de magnitud para agregados de diferentes tipos.
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Figura 11.36. Imagenes ratiométricas de agregados de APO (30 yM) incubados durante diferentes tiempos
(1, 3,9y 24 h) a los que se afiadieron los fluoréforos AQui y NBA (concentracién equimolar 1:1 de 10 uM
para cada fluoréforo). La barra de escala representa 5 um y el tamafio de la imagen es igual en todas las
imagenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de la relacion lc/lr de los agregados
detectados, promediados sobre al menos 14 imagenes diferentes. Las distribuciones de frecuencia (gris)

se ajustaron a una funcion log-normal (curva negra).
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10

Figura 11.37. Imagenes ratiométricas de agregados de APO (30 uM) incubados durante diferentes tiempos
(1, 3,9y 24 h) alos que se afiadieron los fluoréforos AQui y NBA (concentraciéon equimolar 1:1 de 10 yM
para cada fluoréforo). La escala de colores representa la relacion le/Ir de intensidades de fluorescencia. La

barra de escala representa 5 ym y el tamafio de la imagen es igual en todas las imagenes.

Por otro lado, los posibles cambios en el - de AQui debido a la FRET producida en el
par AQui — NBA dentro de los agregados de APO formados podrian emplearse para
seguir el proceso de agregacién proteica mediante la microscopia FLIM. En la Figura
[1.38 se pueden observar diferentes imagenes FLIM de muestras de APO (30 pM)
incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a las que se afiadié una concentracion
equimolar 1:1 (10 uM para cada fluoréforo) del par FRET AQui:NBA. En ellas se puede
ver el t- de AQui, recogido en el canal I, de los agregados detectados en una escala
de color arbitraria cuyos valores varian entre 4 y 5.3 ns. Estas imagenes muestran una
disminucion en el = de AQui a medida que aumenta el tiempo de incubacion de la
proteina, lo que indicaria una eficiencia de FRET mas alta en los agregados formados
en las Ultimas etapas. Asimismo, la Figura 11.38 muestra las distribuciones de frecuencia
de los valores de 1t de AQui de los pixeles de las diferentes imagenes analizadas
correspondientes a agregados de APO. Las distribuciones de frecuencia de los valores

de 1= de AQui también mostraron una disminucién con el tiempo de incubacion, estando
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centradas (parametro Xc) en 4.85 £ 0.01, 5.02 + 0.01, 4.35+ 0.01 y 4.34 £ 0.01 ns para

los tiempos de incubacion de 1, 3, 9 y 24 h., respectivamente.
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Figura I1.38. Imagenes FLIM de agregados de APO incubados durante diferentes tiempos (1, 3,9y 24 h) a
los que se afadieron los fluoréforos AQui y NBA. La barra de escala representa 5 ym y el tamafio de la
imagen es igual en todas las imagenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de los t: de
AQui en los agregados detectados, promediados sobre al menos 14 imagenes diferentes. Las

distribuciones de frecuencia (gris) se ajustaron a una funcién gaussiana (curva negra).

En la Figura 11.39 se pueden observar imagenes adicionales de imagenes FLIM que
confirman que el - de AQui disminuye conforme aumenta el tiempo de incubacién de
la APO. Pese a que este parametro nos permitié seguir el proceso de agregacion de la
APO, los cambios observados resultan muy pequefios, por lo que este estudio resulta

menos sensible que el ratiométrico.
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5.3ns

Figura I1.39. Imagenes FLIM de agregados de APO incubados durante diferentes tiempos (1, 3,9y 24 h) a
los que se afadieron los fluoréforos AQui y NBA. La barra de escala representa 5 ym y el tamafio de la

imagen es igual en todas las imagenes.

Paralelamente, decidimos emplear la nanoscopia STED para obtener imagenes
instantaneas de superresolucion de fibras amiloides maduras de APO sin necesidad de
emplear algoritmos de reconstruccion de imagenes. Mediante esta técnica se han
estudiado diferentes procesos relacionados con la agregacion proteica, como la
obtencion de imagenes de superresolucién de fibras amiloides de aSyn'® o la
acumulacion de AP42 en los compartimentos presinapticos de las neuronas del
hipocampo.!’ De esta forma, debido a que el par FRET AQui:NBA es capaz de
interaccionar con la APO durante su proceso de agregacion, pudimos confirmar la
formacion de fibras maduras mediante la obtencién de imagenes de superresolucion.
En las Figuras 11.40 y 11.41 se comparan imagenes de microscopia confocal de
fluorescencia convencional y de STED de fibras amiloides de APO incubadas en
condiciones de agregacion durante 24 h y a las que se afadio tanto AQui como NBA.
Las imagenes STED muestran una resolucidbn mucho mas alta de las estructuras
fibrilares que las imagenes de MF convencional. Esta mejoria se puede comprobar en
la Figura 11.40, donde se compara el ancho completo a la mitad del méximo (FWHM, por
sus siglas en inglés Full Width at Half Maximum) de la frecuencia de intensidad

fluorescente de dos secciones de fibra (1 y 2) sefialadas en una de las imagenes
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mostradas. Asi, mientras que en las imagenes de microscopia confocal los valores del
FWHM para las secciones 1 y 2 fueron de 510 y 575 nm respectivamente, en las

imagenes de STED estos valores bajaron hasta 319 y 260 nm, respectivamente.

= Seccion 1 STED — Seccién 2 STED
= Seccion 1 Confocal = Seccion 2 Confocal

Frecuencia

00 04 08 12
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Figura 11.40. Imagenes de fibras amiloides maduras de APO. Las imagenes de la izquierda son imagenes
STED de superresolucién, mientras que las imagenes de la derecha son imagenes de microscopia confocal

de fluorescencia convencionales. La barra de escala representa 2 um. En la parte inferior se pueden ver los
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perfiles de intensidad de las secciones 1y 2 de las fibras de las imagenes inmediatamente superiores, tanto

de las imagenes STED (lineas negras) como de las imagenes confocales (lineas rojas).

Figura 11.41. Imagenes de fibras amiloides maduras de APO. Las imagenes de la izquierda son imagenes
STED de superresolucién, mientras que las imagenes de la derecha son imagenes de microscopia confocal

de fluorescencia convencionales. La barra de escala representa 2 um.
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2.3.5. Estudio de la interaccion de agregados de A con

la membrana celular

Existen evidencias claras de que las especies oligoméricas formadas durante las
primeras etapas de los procesos de agregacion amiloide relacionados con las
enfermedades neurodegenerativas son las responsables de la toxicidad e inflamacion
celular,*®2! mientras que los depdsitos y placas amiloides parecen ejercer una funcién
protectora,?* 2 como ya se ha comentado en la Introduccion de este bloque. Asimismo,
parece que existen distintos tipos de agregados amiloides e intermediarios con
diferentes efectos toxicos, de forma que algunos tienen una mayor capacidad para
inducir estrés celular mientras que otros estan mas implicados en la propagacién de la
neurodegeneracion.?* 2 Igualmente, mediante la microscopia FLIM se han podido
detectar y caracterizar diferentes tipos de agregados amiloides acorde con su tamafio y
compacidad, estudiandose sus cambios estructurales a lo largo del tiempo e
identificando aquellas especies mas toxicas para las células.?® De esta manera
decidimos utilizar la microscopia FLIM para visualizar agregados amiloides de AR
interactuando con células vivas individuales, con el objetivo de obtener una visibn mas
completa del proceso que nos permitiera identificar diferentes especies oligoméricas.
Nos centramos en la interaccion entre agregados de AB.. y células de neuroblastoma
de raton Neuro-2a (neuroblastos N2a), para analizar el efecto que los agregados
tempranos y las estructuras amiloides inducian en las células. Asi, la técnica FLIM nos
permitiria obtener informacién sobre la eficiencia de la FRET intraoligomérica como
medida de la compacidad de los agregados. Para obtener las imagenes FLIM, los
mondémeros peptidicos deben estar etiquetados fluorescentemente bien con un
fluoréforo dador o bien con un fluoréforo aceptor que retnan las caracteristicas
fotofisicas adecuadas para generar una FRET eficiente entre ellos. Para este estudio
decidimos seguir una estrategia FLIM de excitacion pulsada intercalada de dos colores
(PIE-FLIM, por sus siglas en inglés Pulsed Interleaved Excitation - Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy). En la excitacion PIE, uno de los laseres excita directamente al
fluoroforo dador y el segundo laser, temporalmente retardado, excita directamente al
fluoroforo aceptor, recogiendo entonces la emision de fluorescencia en dos canales de
deteccion diferentes (uno para el dador y otro para el aceptor) como se puede ver en el
esquema de la estrategia PIE-FLIM seguida de la Figura 11.42. Esto permite establecer

tres ventanas temporales especificas para discriminar fotones y reconstruir asi las
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imagenes FLIM. De esta manera se obtienen tres imagenes diferentes, una con la
informacién proveniente del fluoréforo dador, otra con la del fluoréforo aceptor y otra en
la que aparece la informacion de la FRET existente entre ambos fluoréforos. Los pixeles
gue se colocalizan simultaneamente en las tres imagenes son los seleccionados
inequivocamente como agregados. Asimismo, la eficacia de FRET y, por tanto, el grado

de compacidad de los agregados, estan relacionados con la disminucion del t del

fluoréforo dador, t0o.
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Figura 11.42. Esquema de la estrategia PIE-FLIM de dos colores seguida (parte superior) y criterio de
seleccién de agregados (parte inferior). Las tres ventanas temporales diferentes distribuidas en los dos
canales de deteccion definen las imagenes reconstruidas Ip, Irret € Ia. A continuacion, las tres imagenes se
analizan para identificar los posibles eventos fluorescentes. Solo los pixeles coincidentes en las tres

imagenes se seleccionan como agregados (circulos verdes).

En este trabajo se utilizaron los péptidos comerciales de ABs, marcados con los
fluoroforos HiLyte Fluor 488 (fluoréforo dador) y HiLyte Fluor 647 (fluoréforo aceptor),
denominados AB-488 y AB-647 respectivamente. De esta forma se incubaron bajo
condiciones de agregacion mezclas equimolares de AB-488 y AB-647 durante 15 horas
a una concentracion de 0,5 uM en tampdn SSPE (cloruro de sodio 150 mM, fosfato de
sodio 10 mM y EDTA, 1 mM), pH 7,4 y con agitacion a 260 rpm. Se tomaron diferentes
alicuotas de la mezcla de incubacion y se afiadieron a la disolucién tampon Krebs (NaCl
130 mM, KCI 2.5 mM, NaHCO3; 25 mM, NaH:PO4 1.2 mM, MgCl, 1.2 mM, y CaCl; 2.5
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mM, pH 7.2) que contenia las células N2a, alcanzando una concentracion final de
péptido de 50 nM. Seguidamente se obtuvieron imagenes PIE-FLIM cada 10 minutos
para seguir la evolucion de la interaccion de los agregados de AB42 con las células N2a.
La Figura 11.43 muestra ejemplos representativos de la fuerte interaccion de los
agregados de AP4; formados con las células neuronales indiferenciadas. Como
fendbmeno comun en todos los casos estudiados encontramos que los agregados de
AB42 rodean a las membranas celulares e interactian con ellas después de 20-30 min
de haber sido afiadidos a las células. Después de 30 min de interaccién, el nUmero de
agregados de AR que rodean la membrana celular aumenta considerablemente,
incluso induciendo la permeabilidad celular y entrando en el citoplasma celular en ciertos
casos. Por lo general, en estos casos en los que los agregados entran en el citoplasma,
después de 60 min de interaccion, las células N2a se lisan por completo. Este
comportamiento es particularmente notable en la Figura 11.43A, en la que todas las
células estudiadas aparecen lisadas después de 60 minutos de interaccion con los
agregados. Asimismo, en la Figura 11.43B también se detecta claramente el efecto
mencionado anteriormente. Se trata de la acumulacion de agregados de AB42 en la
membrana, que termina provocando la lisis total de una de las células al final del estudio.
Sin embargo, se puede observar como en otra célula adyacente de las mismas
imagenes los agregados rodean su membrana, y van aumentando el tamafio de los
depésitos formados conforme pasa el tiempo, pero no provocan su lisis, dejando la
célula intacta. El hecho de que los depdsitos de agregados crezcan de tamafio con el
tiempo y que, de forma cooperativa, parezcan atraer mas agregados a la membrana
celular, tiene implicaciones importantes con respecto a la toxicidad celular.?” Es
resefiable el hecho de que los primeros agregados que se depositan sobre la membrana
celular parecen actuar como nucleos o semillas, que posteriormente reclutan mas
agregados con el consiguiente crecimiento de los depdésitos. La Figura 11.43C también
muestra resultados interesantes, ya que a los 30 min aparecen agregados que se
depositan sobre la membrana celular en una de las células. Conforme pasa el tiempo,
estos depdsitos primarios de agregados que actian como nucleos van aumentando
progresivamente de tamafio hasta formar acumulaciones considerables. Sin embargo,
estos agregados no inducen la lisis celular en ningin momento, manteniendo la célula
su integridad estructural. Ademds, también se puede observar coOmo en otra célula

adyacente no se produce el depésito o acimulo de agregados en ningin momento.
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Intensidad (u.a.) FLIM

Figura I1.43. Imagenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de deteccion (lp, IrreT € 1a) €
imagenes FLIM del to de mezclas equimolares de péptido marcado AB-488 y AB-647, incubados durante
15 h, que interactian con células N2a durante 30 y 60 min. Los histogramas de la derecha representan las
distribuciones de los to para los pixeles de las imagenes seleccionados como agregados. Las distribuciones
se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (lineas sélidas). La barra de escala

representa 40 um. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas.
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Este fendmeno de depédsito de agregados sin lisis celular se observé en todas las
repeticiones realizadas. De hecho, dadas las bajas cantidades de péptido utilizado (50
nM), con frecuencia se encontraron células que no mostraban agregados depositados
en la membrana plasmatica, permaneciendo ilesas hasta el final de los experimentos. A
continuacién, se muestran las Figuras con todas las imagenes adicionales tomadas

cada 10 minutos de las repeticiones de los experimentos comentados anteriormente.
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Intensidad (u.a.) FLIM

Figura I.44. Imagenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de deteccion (lp, Irrer € 1a) €
imagenes FLIM del to de mezclas equimolares de péptido marcado AB-488 y AB-647, incubados durante
15 h, que interactdan con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las
distribuciones de los 1o para los pixeles de las iméagenes seleccionados como agregados. Las distribuciones
se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (lineas sélidas). La barra de escala

representa 40 pm. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas.
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Intensidad (u.a.) FLIM

Ip Iy ‘ lerer 7p(ns)

=)

10 min

Pixeles

Pixeles

Pixeles

=
N
=}
3
=

Pixeles

Pixeles

Pixeles

Figura I1.45. Imagenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de deteccion (lp, Irrer € 1a) €
imagenes FLIM del to de mezclas equimolares de péptido marcado AB-488 y AB-647, incubados durante
15 h, que interactian con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las
distribuciones de los to para los pixeles de las imagenes seleccionados como agregados. Las distribuciones
se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (lineas sélidas). La barra de escala

representa 40 um. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas.
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Intensidad (u.a.) FLIM
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Figura I.46. Imagenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de deteccion (lp, Irret € 1a) €
imagenes FLIM del to de mezclas equimolares de péptido marcado AB-488 y AB-647, incubados durante
15 h, que interactdan con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las
distribuciones de los to para los pixeles de las imagenes seleccionados como agregados. Las distribuciones
se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (lineas sdlidas). La barra de escala

representa 40 um. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas.
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Figura I1.47. Imagenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de deteccion (lp, Irrer € 1a) €
imagenes FLIM del to de mezclas equimolares de péptido marcado AB-488 y AB-647, incubados durante
15 h, que interactian con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las
distribuciones de los to para los pixeles de las imagenes seleccionados como agregados. Las distribuciones
se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (lineas sélidas). La barra de escala

representa 40 um. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas.
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Asimismo, la Figura 11.48 muestra las imagenes de intensidad de fluorescencia en el
canal del fluoréforo aceptor (la) y los histogramas de frecuencia de los 1o de una célula
gue no presenta depdsitos de agregados en su membrana celular, sirviendo como
control para los fendbmenos explicados anteriormente, ya que si no se producen
depositos de agregados en los que su compacidad pueda aumentar con el tiempo, los

histogramas de las distribuciones del 1o apenas reflejan informacion.
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Figura 11.48. Imégenes de intensidad de fluorescencia en la ventana de deteccion Ia e histogramas de
frecuencia del tp de mezclas equimolares de péptido marcado AB-488 y AB-647, incubados durante 15 h,
gue no se acumula en la membrana de la célula N2a en ningin momento del experimento. Los histogramas
de la derecha representan las distribuciones de 1o para los pixeles seleccionados como agregados. La barra

de escala representa 40 um. La flecha blanca indica la ubicacion de la célula.

Este comportamiento de los agregados hacia las células N2a se puede racionalizar
analizando las imagenes FLIM del 1p y los histogramas de frecuencia correspondientes.
Como se puede ver en las Figuras 11.43, 11.44 y 11.45, en las imagenes en las que se
observan células lisadas por completo encontramos una primera poblacién de
agregados que rodea las membranas celulares y genera los primeros depdsitos. Sin
embargo, hacia el final del proceso estudiado se detecta una segunda poblacion de
agregados caracterizada por un menor tp, lo que implica que son estructuralmente mas

compactos. El aumento de la intensidad de fluorescencia en las imagenes Ierer ¥ la
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disminucion de los valores de tp obtenidos a lo largo del tiempo indican una mayor
eficiencia de FRET y una mayor compacidad para la segunda poblacion de agregados,
como se muestra en otros estudios de FRET de molécula Unica.?® Sin embargo, esta
segunda poblacién de agregados no se detecta en las células que permanecen intactas,
como se muestra en las Figuras 11.43, 11.46 y 11.48. Este hecho sugiere que estas
poblaciones de agregados mas compactos pueden desempefiar un papel crucial en la
induccién de la lisis celular, contribuyendo mediante diferentes mecanismos de toxicidad
en su permeabilidad y disrupcion de la membrana. Esto concuerda con estudios previos
gue muestran la alta capacidad de los pequefios agregados solubles para permeabilizar
y atravesar la membrana, a diferencia de lo que ocurre con los agregados mas

grandes.?®

2.3.6. Estudio del estrés celular causado por agregados

de AB  utilizando una sonda de  Dbiotioles

En la seccion anterior se confirma cémo los agregados de péptido ABs2 pueden
interactuar con las células neuronales e inducir su lisis. Por tanto, es razonable
relacionar esta interaccion péptido-neuroblasto con un aumento del estrés celular. El
aumento de los niveles de biotioles en la matriz celular es una respuesta fisioldgica
comUn que aparece como mecanismo de defensa asociado con el estrés celular.?® Asi,
medir la cantidad de biotioles intracelulares generados al interactuar los agregados pre-
amiloides con los neuroblastos puede ser una manera efectiva para correlacionar el
efecto fisiolégico de los diferentes oligdbmeros citotoxicos. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) generadas en una poblacion de células previamente cultivadas tras la
adicion de agregados amiloides puede utilizarse como una medida de estrés celular y
citotoxicidad 2’ . De esta forma, en el presente trabajo nos enfocamos en medir este
efecto en células individuales. Paralelamente, en un trabajo anterior de nuestro grupo
de investigacién se desarroll6 una sonda fluorogénica capaz de medir el estrés oxidativo
mediante el seguimiento de los cambios en los niveles de biotioles.*° Esta sonda
combina un grupo 2,4-dinitrofenilsulfonilo (DNBS) altamente deficiente en electrones, y
que actla como sumidero de electrones a través de una transferencia electrénica
fotoinducida (PET), con un derivado de xanteno fluorescente, 9- [1- (4-terc-butilo -2-
metoxifenil)] - 6-hidroxi-3H-xanten-3-ona (Granada Green, GG). La sonda GG-DNBS

(Figura 11.49) no es fluorescente por si misma debido a la desactivacion inducida por la
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PET. Sin embargo, la desulfonacién del grupo DNBS en presencia de tioles libera el
fluoréforo, lo que aumenta considerablemente la emision fluorescente. Por otro lado, la
sonda GG-DNBS ya se ha utilizado con éxito en células derivadas de fotorreceptores
661W.%°

Figura 11.49. Estructura de la sonda de biotioles GG-DNBS.

Por consiguiente, con el fin de cuantificar el estrés celular causado por los agregados
de AB42 que interactiian con las células N2a a nivel de célula Unica, se llevaron a cabo
experimentos de microscopia de fluorescencia para la obtencion de imagenes utilizando
la sonda GG-DNBS, determinando la velocidad a la que las células neuronales generan
los biotioles cuando se afiaden agregados de AB4,. Para estos experimentos se
utilizaron alicuotas de muestras de AB-647 incubadas bajo condiciones de agregacién
durante diferentes tiempos (0, 0.5, 1, 3, 24 y 48 h), para investigar el efecto de las
distintas especies formadas durante las diferentes etapas de agregacion. Los tiempos
de incubacién seleccionados permiten abarcar temporalmente todo el proceso de
agregacion, como se puede observar en las imagenes de TEM y en los experimentos
de DLS, (Figuras 11.50 y 11.51). En las iméagenes de TEM se puede observar cémo entre
las 0.5 y 3 h de agregacién se detectan diferentes estructuras protofibrilares. Sin

embargo, a las 24 y 48 h se observan fibras amiloides mas largas y rectas.
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1pm

Figura 11.50. Imagenes de TEM de agregados y fibras de AR marcados fluorescentemente (mezcla
equimolar 0,5 uM de AB-488 y de AB-647) en diferentes tiempos de incubacién.

En los experimentos de DLS, realizados por D. José Mata del Pino, los péptidos de AB-

647 no incubados bajo condiciones de agregacion (0 h de incubacion) exhibieron cierto
grado de agregacion amorfa (Figura 11.51A), que puede ser atribuido a interacciones
hidrofébicas y a estructuras micelares.?® Sin embargo, el tamafio de los agregados
aumenta considerablemente tras 0.3 h de agregacion (Figura 11.51B).
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Figura I.51. Graficas de DLS de péptidos y agregados de AR marcados fluorescentemente (AB-488: linea
verde y AB-647: linea roja) formados a las 0 h (A) y a las 0.3 h (B) del proceso de agregacion, sonicadas en
cubeta de cuarzo en una soluciéon de NHs (pH 12) para evitar su agregacion (A) y en una solucion salina
tamponada con fosfato pH 7,4 tras de 20 min de agregacion (B).
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Para los siguientes experimentos se emple6 una estrategia PIE-FLIM de dos colores
con doble canal de deteccién. Debido a que la emisién fluorescente del sensor GG-
DNBS esté en la region espectral del color verde, se decidi6 utilizar solamente el péptido
AB-647 (y sus agregados formados a diferentes tiempos de incubacion), ya que el
fluoréforo HiLyte Fluor 647 emite en la region espectral del color rojo. Por consiguiente,
una vez obtenidas las diferentes alicuotas de las muestras de AB-647 incubadas a
diferentes tiempos (0.5 uM), se afadieron simultdneamente junto con la sonda de
biotioles GG-DNBS (0.25 yM) a células N2a vivas. De esta manera se utilizaron dos
canales de deteccion de intensidad de fluorescencia, pudiendo asi visualizar
simultdneamente tanto la respuesta del sensor de biotioles en el canal verde, como los

agregados de AB-647 en el canal rojo (Figura 11.52).

Deteccion fluorogénica de biotioles

v o 2 4 6 8
Detector 2 Tiempo (min)
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470/635DC 500Ip 600DCXR 685/70

Figura 11.52. Esquema de la configuracion PIE-FLIM de doble canal para obtener simultineamente
imagenes de la sonda de biotioles GG-DNBS y de los agregados de AB-647. Para determinar la velocidad
de la reaccion fluorogénica de biotioles, la intensidad promedio de los pixeles en las regiones de interés de
las imagenes detectadas en el canal verde (puntos negros) se ajustaron a una funcion sigmoidea (linea

roja) y se calcul6 la pendiente en el punto de inflexion (linea verde).

Con esta configuracién se pudo seguir y estudiar la cinética de la reaccién fluorogénica

mediada por biotioles de la sonda GG-DNBS durante 1 h, extrayendo la intensidad de

176



2.3. Resultados

fluorescencia promedio en los pixeles de interés (correspondientes con el citoplasma
celular) en funcién del tiempo de las imagenes recogidas en el canal verde. Se llevaron
a cabo diferentes repeticiones en las mismas condiciones experimentales y para cada
tiempo de incubacion de AB-647, comparando estos resultados con los de las células
en estado basal (células control a las que no se aifadieron agregados de AB-647). En el
presente trabajo tanto el método de andlisis de datos como los pardmetros de interés
estudiados representan una importante innovacion respecto a otros estudios previos
que utilizan sensores de biotioles fluorogénicos. De esta forma, en trabajos anteriores
se mide la intensidad de fluorescencia total alcanzada y/o el area bajo la curva de la
reaccion fluorogénica, como parametro relacionado con los niveles de biotioles.*® Sin
embargo, nosotros nos enfocamos en la cinética real de la reaccion fluorogénica
extrayendo de esta manera la tasa de aumento de fluorescencia. Para comparar el
efecto causado en las células por los diferentes tipos de agregados obtenidos y con las
células control, se seleccion6 como parametro de interés la velocidad maxima de
reaccion fluorogénica (vpi), que es la velocidad en el punto de inflexion de la grafica
intensidad (I) vs. tiempo (1) (Figura 11.52). Para conseguirlo, se obtuvieron las gréficas
de | promedio de la sonda GG-DNBS en los puntos (pixeles) seleccionados en funcién
del tiempo (t), y ajustamos estas graficas a una funcion dosis-respuesta sigmoidea

mediante la ecuacion (1):

_ Imax_IO
I=1lo+ 1+10PC¢pi™d @

donde Imax € lo representan los valores de intensidad final e inicial, respectivamente; tyi
es el tiempo del punto de inflexion; y p esta relacionado con la geometria de la forma
sigmoidea. Derivando la ecuacion (1), obtuvimos la velocidad de la reaccion fluorogénica

(v) en cada punto de tiempo:

N (ﬂ) - ln(lo)'(’max—lo)-p-lop'(tpi‘t) 2)

2
“ [1+10p'(tpi_t)]

Esta ecuacion (2) se puede evaluar en t = tj, para obtener la velocidad en el punto de

inflexion (vpi):
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Y. = (ﬂ) _ In(10): (I;max—1Io)'D 3)

pt = \dt/; . 4

pi
La vpi es un parametro robusto que se puede comparar directamente entre los diferentes
experimentos llevados a cabo, y que se puede relacionar con los niveles intracelulares
de biotioles. En la Figura 11.53 se muestran diferentes ejemplos representativos de estos
experimentos. De esta forma se puede observar la reaccion fluorogénica de la sonda al
detectar biotioles en el interior celular tanto de la célula control en ausencia de
agregados (Figura I1.53A) como en células a las que se les afiadieron agregados de AB-
647 incubados durante 24 y 48 h (Figura I1.53B y 11.53C, respectivamente). En las
imégenes se muestra como la sonda difunde a través de la membrana plasmatica hasta
el citosol, y genera fluorescencia al reaccionar con biotioles, provocando un claro
incremento en la emision fluorescente conforme avanza el tiempo. En las imagenes que
muestran células con adicion de agregados de AB-647 se puede visualizar claramente
cémo los agregados rodean la membrana plasmatica en tan sélo unos minutos.
Conforme avanza el tiempo, el tamafio de los acimulos de agregados que interactian
con las células se incrementa considerablemente, lo que resulta consistente con los

resultados descritos previamente.
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Figura 11.53. Imagenes representativas de los ensayos de estrés celular llevados a cabo con la sonda de
biotioles (canal verde) en células control sin agregados (A), o con la adicién de agregados de AB-647 (canal
rojo) previamente incubados durante 24 h (B) o 48 h (C). Los graficos de la columna de la derecha

representan la intensidad media de los pixeles seleccionados de la sonda de biotioles (puntos negros) en
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funcién del tiempo junto con la funcién sigmoidea ajustada (curva roja) y la pendiente en el punto de inflexion

(linea verde discontinua). La barra de escala representa 40 um.

Se llevaron a cabo varias repeticiones tanto para las células control como para aquellas
células a las que se afiadieron agregados incubados a diferentes tiempos. En la Figura
11.54 se pueden ver ejemplos representativos de estos resultados. Para cada tiempo de
incubacién medido se hicieron entre 3 y 7 repeticiones usando diferentes cultivos
celulares de la linea celular N2a y diferentes preparaciones de agregados fluorescentes
para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Autofluorescencia

Figura 11.54. Ejemplos adicionales de los ensayos de estrés celular con la sonda de biotioles (canal verde),
tras la adicion de agregados de AB-647 previamente incubados (canal rojo). Las imagenes son ejemplos
representativos del efecto de los agregados de AB-647 incubados durante 0, 1, 3, 24 y 48 h. La barra de

escala representa 40 ym.
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Paralelamente, en la Figura 11.55 se muestran los valores medios de v, obtenidos como
medida de los niveles de biotioles generados en la interaccion de las células N2a con
los agregados AB-647 incubados a diferentes tiempos, y en los correspondientes
controles que no contienen agregados. Asi, pudimos observar que estos valores medios
de vpi fueron mucho mayores en los casos en los que se afiadieron agregados incubados
durante 0.5, 1, 3 y 48 h que en las células control. Asimismo, los agregados no
incubados (0 h) que se afadieron a las células causaron un incremento en la vy
semejante al obtenido para los controles, a pesar de que se detecté una interaccion
entre estos y la membrana plasmética de las células en las imagenes obtenidas (Figura
11.54). Estos resultados reflejan que los agregados de AB-647 formados a los 30 minutos
de incubacion fueron los que generaron unos niveles de biotioles mas altos en las
células. De esta forma se puede correlacionar el aumento del estrés celular con el hecho

de gue la mayoria de las especies citotéxicas se forman durante las primeras etapas de

agregacion.
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Figura 11.55. Deteccion de biotioles en células que interactian con agregados de AB-647 formados a
diferentes tiempos de incubacién. El grafico de barras representa la velocidad media de la reaccion
fluorogénica de deteccion de biotioles en el punto de inflexion (vip) para los controles (indicado como ¢) y
para las células que interactian con agregados de AB-647 formados a diferentes tiempos de incubacion (0,

0.5, 1, 3, 24 y 48 h). Las barras de error representan el error estandar de la media.
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Por otro lado, para entender mejor el efecto que el péptido AB-647 puede ejercer sobre
las células neuronales, se llevé a cabo otro ensayo siguiendo una estrategia diferente,
en la cual las células N2a interactuaban con los agregados de AB-647 durante 20 min
antes de efectuar las medidas de deteccion de biotioles con la sonda fluorogénica. Estos
experimentos confirmaron como durante el tiempo que los agregados estan
interactuando con las células se forman considerables acumulaciones de AB-647 en
diferentes puntos de las membranas plasmaticas, hecho que resulta en consonancia
con los demas resultados (Figura 11.56). Sin embargo, en el estudio estadistico de los
valores de v, de deteccion de biotioles llevado a cabo tanto para los controles como
para los diferentes tiempos de incubacién del péptido no encontramos resultados
coherentes que se pudieran relacionar con la toxicidad asociada a las diferentes
especies formadas durante los distintos tiempos de agregacion, probablemente debido
a que durante el tiempo de incubacién previo de las células con los agregados ya se
generasen las mayores cantidades de biotioles de interés, y por tanto estas no fueron

medidas (Figura 11.57).

(A)

Autofluorescencia

(B)

Figurall.56. Segunda estrategia llevada a cabo para el ensayo de estrés celular inducido por los agregados
de AB-647. Imagenes del experimento control de células N2a a las que se le afiadi6 la sonda de biotioles
sin agregados (A). Imagenes de células N2a a las que se le anadieron agregados de AB-647 incubados
durante O h (B) y 1 h (C).
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Figura I1.57. Deteccién de biotioles en células N2a tras 20 min de interaccion con agregados de AB-647
formados a diferentes tiempos de incubacién. El grafico de barras representa la velocidad media de la
reaccion fluorogénica de deteccion de biotioles en el punto de inflexion (vip) para los controles (indicado
como ¢) y para las células que interactuaron durante 20 min con agregados de AB-647 formados a diferentes
tiempos de incubacion (0, 0.5, 1, 3, 24 y 48 h). Las barras de error representan el error estdndar de la media.

Para correlacionar los resultados anteriormente descritos con la citotoxicidad causada
por los agregados de AB-647 sobre las células N2a, se llevé a cabo un ensayo de
viabilidad celular usando el reactivo comercial CellTiter-Blue® (Promega). Las medidas
fueron realizadas por Diia. Chiara Di Biase. De esta forma se afiadieron alicuotas de
agregados de AB-647 (0.5 uM) incubados durante direfentes tiempos (0, 0.5, 1, 3, 24y
48 h) a cultivos celulares de células N2a, y se dejaron interactuar durante 76 h. Entonces
se afiadid el reactivo CellTiter-Blue®, y se compar6 la emision fluorescente entre las
células control y las células a las que se les habia afiadido agregados. En todos los
casos la adicion de AB-647 caus6 un descenso en la viabilidad celular de entre el 11.6
y el 43.3 %. Posteriormente llevamos a cabo un estudio estadistico para detectar las
posibles diferencias significativas en la toxicidad producida por los diferentes agregados,
utilizando el test de Holm-Bonferroni, y encontramos que la viabilidad de las células que
interactuaron con los agregados incubados durante 1 h fue significativamente més baja
gue aquellas que habian estado interactuando con agregados incubados durante 0.5, 3

y 24 h, con un intervalo de confianza del 95% (Figura 11.58). Estos resultados sugieren
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que los agregados de AB-647 son moderadamente téxicos para las células N2a. Estos
valores estan en consonancia con estudios previos de toxicidad del péptido AB que
interactia con células N2a, los cuales reportaron unos valores de viabilidad de casi el
50 % para una concentracion de péptido mucho més alta (10 uM) que la utilizada en
nuestros ensayos.® Respecto a la toxicidad con otras lineas celulares, también se
puede comprobar como agregados de AB42 (10 pM) que fueron previamente incubados
durante 24 h a 37 ° C provocaron una reduccion en la viabilidad celular de casi el 20 %
en células neuroblastomas SH-SY5Y.*? Por otra parte, este efecto fue ain mayor en
células neuronales primarias de embriones de ratas E16, a las que se les afiadieron

agregados de AB42 (20 uM), provocando una reduccion en la viabilidad celular del 65 %.
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Figura 11.58. Gréfico de cajas y bigotes que representa la viabilidad de las células N2a tras la adicion de
agregados de AB-647 (0.5 uM) incubados durante diferentes tiempos, expresado como porcentaje de
viabilidad celular en comparacion con el de las células control en ausencia de agregados, para las que se
asume una viabilidad del 100%. Los recuadros representan el error estandar de la media y los bigotes
representan el 90% de los resultados. Los asteriscos naranjas indican poblaciones que son

significativamente diferentes entre si, con un intervalo de confianza del 95%.

Con el fin de obtener informacion adicional respecto al efecto que los diferentes

agregados de AB-647 formados ejercen sobre las células neuronales N2a, se
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aprovecharon las ventajas que presenta la sonda GG-DNBS al ser un sensor dual capaz
de medir simultdneamente los niveles de biotioles generados intracelularmente y de
detectar cambios en los niveles globales de aniones fosfato, mediante el analisis del tr
del fluoréforo liberado (tsonda) €N la reaccién fluorogénica.®* De esta forma el fragmento
fluorescente liberado sufre cambios en su Tsonda, influenciado por la presencia de aniones
fosfato, que promueven una reaccién de transferencia de protones en el estado excitado
del fluoréforo. Por consiguiente, se llevd a cabo un analisis del tsonda de las imagenes
FLIM obtenidas en los experimentos anteriores, determinando asi posibles cambios en
los niveles de fosfato intracelulares tras la interaccién con agregados de ABR-647. La
Figura 11.59 muestra imagenes FLIM del tsonda @ lo largo del tiempo (hasta 1 h) dentro de
las células control y de las células tratadas con agregados de AB-647 incubados durante
24 y 48 h, proporcionando de esta forma una vision global de los niveles de fosfato
presentes en el interior de la célula. En este Ultimo caso (células tratadas con agregados
del péptido incubado durante 48 h), podemos ver que los cambios en el Tsonda S€
producen hacia el final del periodo estudiado, disminuyendo su valor como se puede
apreciar en la escala de color arbitraria de las imagenes. Este hallazgo sugiere un
aumento en las concentraciones globales de iones fosfato, que puede estar causado
por la incorporacion al citoplasma de medio extracelular enriquecido con fosfato

proveniente de otras células previamente permeabilizadas y lisadas.
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(A)
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Figura I1.59. Imagenes FLIM del fluoréforo liberado tras la reaccion fluorogénica de GG-DNBS con biotioles
en células N2a sin (A) y con la adicion de agregados de AB-647 incubados durante 24 h (B) y 48 h (C y D).

La escala arbitraria de colores representa tsonda €ntre 0 y 4 ns.

Los resultados de esta seccion junto con los de la seccion anterior (2.4.5) proporcionan
una vision amplia, a través de herramientas de microscopia avanzada, para caracterizar
y entender el efecto que los agregados amiloides de péptido AB.. ejercen sobre las

células. Mediante PIE-FLIM hemos visualizado la interaccion directa de los agregados
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de APz con la membrana celular, actuando como centros de nucleacion para el
reclutamiento de més agregados en funcion del tiempo, y resultando en la lisis celular.
Ademas, también hemos explorado la toxicidad celular en tiempo real y a nivel de célula
Unica mediante la monitorizacion del proceso completo de interaccion del péptido con
neuronas a lo largo del tiempo, y mediante la evaluacion del estrés celular generado a
través de la velocidad de la reaccion fluorogénica de una sonda de biotioles. Los
agregados incubados durante 30 min resultaron ser los que generaban niveles de
biotioles mas altos, correlacionandose estos resultados con la citotoxicidad causada en

los cultivos celulares, medida con técnicas clasicas de biologia celular.
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2.4. Conclusiones Bloque Il

Las conclusiones del Bloque Il de esta tesis doctoral centrado en el proceso de

agregacion amiloide de la apoferritina y la interaccion citotéxica de agregados del

péptido AB con células neuronales pueden resumirse en:

1.

Se ha comprobado que el compuesto 9-azetidinil-quinolimida (AQui) es el mejor
candidato entre todos los estudiados como sensor de agregacion de la
apoferritina. Sin embargo, el empleo de AQui como unico fluoréforo no ha
permitido seguir con fiabilidad el proceso de agregacién proteica mediante

microscopia de fluorescencia convencional y FLIM.

Se ha llevado a cabo un estudio para seleccionar el par FRET de fluoréforos mas
adecuado que permita seguir el proceso de agregacion de la apoferritina,
concluyéndose que el par ThT—AQui no se puede emplear para tal fin. Sin
embargo, el par AQui—NBA ha demostrado reunir las caracteristicas

apropiadas para utilizarse como sensor de la agregacion proteica.

El par AQui—NBA ha sido capaz de seguir el proceso de agregacion amiloide
de la apoferritina mediante microscopia de fluorescencia convencional y FLIM.
Se han diferenciado distintos tipos de agregados dependiendo del tiempo de
incubacion de la proteina a través del analisis ratiométrico de las imagenes de

intensidad de fluorescencia obtenidas (lc/Ir) y del andlisis del t= de AQui.

Las imagenes de superresolucion STED de fibras maduras de apoferritina
obtenidas ofrecen una resolucién mas alta que las imagenes de microscopia de
fluorescencia convencional, por lo que el empleo de la microscopia STED
permite estudiar las estructuras amiloides formadas tras 24 h de incubacién con

mayor precision.

El estudio de la interaccién y el efecto citotdxico de agregados de AB con la
membrana celular mediante microscopia FLIM ha demostrado que existen dos

tipos de poblaciones de agregados con diferente toxicidad celular.

El estudio del estrés celular generado por los agregados de AB en células
neuronales con una sonda de biotioles mediante microscopia FLIM sugiere que

los agregados formados a 0.5 h de incubacion son los que mas niveles de
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biotioles generan y, por tanto, los que provocan un mayor estrés en las células

neuronales.
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Espectroscopia UV-vis. Los espectros de absorcién UV-visible de los compuestos
CAnt, PAnt, AQui, ThT y NBA se registraron en un espectrofotometro UV-visible
Lambda 650 (PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.) provisto con el software UV WinLab.

Para ello se utilizaron cubetas de cuarzo (1 cm de paso 6ptico).

Luminiscencia en estado estacionario. Los espectros de emision de luminiscencia en
estado estacionario se obtuvieron en un espectrofluorimetro Jasco FP-8300 (Jasco,
Tokio, Japon).

Determinacioén de los espectros de emision de fluorescencia de las antenas CAnt y PAnt
(Bloque 1, seccidn 1.3.1). Los espectros se determinaron en cubetas de cuarzo (1 cm de
paso 6ptico) con disoluciones de los compuestos CAnt y PAnt (25 uM) en H20 o CH3CN.
Los espectros se registraron entre 330 y 900 nm (con incremento de 1 nm y tiempo de
respuesta de 1 s) con Aex = 320 nm. La anchura de las rendijas se fij6 en 2.5 nm para la
excitacion y en 2.5 nm para la emision. Todos los espectros se corrigieron para detectar
la fluorescencia de fondo restando la medida de la emision del disolvente
correspondiente solo (sin compuesto), considerada como blanco, y también fueron
corregidos espectralmente utilizando patrones de fluorescencia certificados. Las
mismas condiciones instrumentales fueron empleadas para registrar los espectros de
emision de luminiscencia en el cribado de las antenas con los diferentes lantanidos y en

las valoraciones de los complejos Th3*:CAnt, Eu*:PAnt y Th3:PAnt.

Determinacién de los espectros de emision de fluorescencia de los compuestos
derivados de quinolimida y naftalimida y de los compuestos ThT y NBA. (Bloque II,
secciones 2.3.1y 2.3.3). Para los experimentos de cribado de compuestos fluorescentes
derivados de quinolimida y naftalimida como indicadores de agregacion proteica los
diferentes fluoréforos (5 uM) se afiadieron a alicuotas de muestras de apoferritina (30
pMM) incubada durante 24 h. Los espectros de emision de fluorescencia se obtuvieron a
las longitudes de onda de excitacion de Aex = 470 nm y Aex = 485 nm, para la excitaciéon
preferencial del compuesto AQui. Para los ensayos de pares FRET los fluoréforos se
afiadieron a las alicuotas de muestras de apoferritina (30 uM) incubadas durante
diferentes tiempos (1 h, 3 h, 9 h'y 24 h) a una concentracion de 10 uM para AQui, 10
MM para la ThT y 10 uM para el NBA, y a continuacion se obtuvo el espectro de

fluorescencia. Dado que los fluoroforos se afadieron justo antes de las medidas, su
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fotoestabilidad no se vio comprometida por el tiempo de agregacion de la proteina. De
hecho, tanto AQui como NBA mostraron una excelente fotoestabilidad en condiciones

de irradiacion continua (Figura 111.1):

4000 -
CU: -N
>
—~ 3000 -
8
T) e AQui (10 uM)
dCJ e NBA (10 pM)
O 2000 -
7]
Qo
S
E 1000 -
LL

0 ! I ! I ! I ! I !
0 400 800 1200 1600
Tiempo /s

Figura lll.1. Experimentos de fotoestabilidad a lo largo del tiempo (30 min) mediante irradiacién continua, a
Aex= 485 nm y Aem = 583 nm para AQUI, Yy Aex= 635 nm y Aem = 661 nm para el NBA. Los experimentos se

llevaron a cabo utilizando dioxano como disolvente.

Determinacion de los rendimientos cuanticos de fluorescencia. Los rendimientos
cuanticos de fluorescencia (®¢) de los derivados de quinolin-2(1H)-ona CAnt y PAnt se
determinaron en H>O o CHsCN y se calcularon utilizando sulfato de quinina dihidratado
(en H2S04 0.1 M) como referencia.' La concentracion de la muestra y de la referencia
se fij6 para asegurar que la absorbancia fuera inferior a 0.1 a longitudes de onda de
excitacion idénticas. Para calcular el rendimiento cuantico se utilizé la siguiente

ecuacion:

Lyex Ap* nazc*(pr

(DF=

I* Ay* n?

donde x y r denotan la muestra y la referencia, respectivamente, A es la absorcion a la

longitud de onda de excitacion (Aex = 320 nm), | es la intensidad de fluorescencia
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integrada, n es el indice de refraccion del disolvente y ®; es el rendimiento cuantico de

la referencia.

Fotoluminiscencia con ventana temporal. Los espectros de emision de
fosforescencia se recogieron en un espectrofotometro de fluorescencia Varian Cary
Eclipse a temperatura ambiente utilizando las siguientes condiciones: Aex = 320 nm,
tiempo total de decaimiento 20.0 ms, tiempo de retardo 0.2 ms, ventana temporal 5.0
ms, nimero de destellos = 1y Aem = 545 nm para el Tb® y 616 nm para el Eu®*.

Determinacién de los tiempos de vida de luminiscencia. Los experimentos de
obtencion de los tiempos de vida de fluorescencia (1) de los complejos de lantanidos
se llevaron a cabo en un espectrofotémetro Varian Cary Eclipse a temperatura ambiente
utilizando las siguientes condiciones: Aex= 320 NM, Aem = 545 nm para el Th** 0 615 nm
para el Eu®*, anchura de la rendija de excitacion 20.0 nm, anchura de la rendija de
emision 20.0 nm, tiempo total de decaimiento 5.0 ms, tiempo de retardo 0.1 ms, ventana
temporal 0.2 ms, nimero de ciclos 20, niamero de destellos 50, voltaje del detector PMT

600 V. Las mediciones se realizaron por triplicado.

Obtencion de la emisién de luz blanca. Para obtener la emision de luz blanca pura en
disolucion acuosa, mezclamos diferentes concentraciones de ligando PAnt, EuCl; y
TbCl;, en tampén HEPES acuoso (0.94 mM). Para todas las mezclas ensayadas,
recogimos los espectros de emision (Aex = 375 nm) en una cubeta de cuarzo de 1 cm de
paso, realizamos la correccion espectral y luego los transferimos al diagrama de
cromaticidad CIE 1931 para comprobar sus coordenadas utilizando el software
OriginPro 2021. Se realizaron diferentes ciclos de ensayo y error hasta alcanzar la
emision de luz blanca pura. Una vez obtenidas las coordenadas CIE 1931 para una
determinada mezcla, se ajustaban las concentraciones de los diferentes componentes
teniendo en cuenta que el aumento de la concentracién de PAnt desplazaba las
coordenadas hacia la region del azul, el aumento de Th*" hacia la region del verde y el
aumento de Eu®* hacia la region del rojo. En este ajuste también hubo que tener en
cuenta que, para mantener la contribucion de la antena hacia el azul, la concentracion
de PANt debia estar por debajo de las condiciones de saturacion para la formacion de
los complejos. Para obtener la emisién de luz blanca pura en geles de agarosa se llevé
a cabo un proceso similar al realizado en la obtencion de luz blanca en disoluciones
acuosas, sustituyendo las soluciones acuosas de tampén HEPES por geles de agarosa
al 1% y modulando ligeramente las concentraciones del compuesto PAnt y de los
lantanidos afiadidos. Como la emisién en geles presentaba un mayor desplazamiento

hacia el azul que en disoluciones acuosas, se necesitaron concentraciones mas bajas
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del ligando PAnNt. Para la preparacion de los geles de agarosa, se pesaron 0.01 g de
agarosa para cada muestra ensayada, y se transfirieron a un vial de vidrio junto con 1
ml de tampon HEPES (0.94 mM) a pH 7.4. A continuacion, se colocd el vial en un vaso
de precipitado con aguay se calent6 hasta llegar al punto de ebullicién en el microondas.
Seguidamente se agito el vial en un vortex y se calentd hasta llegar al punto de ebullicion
por segunda vez en el microondas. Después el vial se enfrid6 a temperatura ambiente
hasta alcanzar los 50°C, considerada como la temperatura de trabajo. La disolucion de
gel, el compuesto PAnt, el Th®" y el Eu*" se mezclaron cuidadosamente en un tubo

Eppendorf, y luego se transfirieron a una cubeta de cuarzo hasta la gelificacion.

Preparacion de los cultivos celulares. Los cultivos celulares fueron realizados por la
Dra. Maria Dolores Giron Gonzalez en el Departamento de Bioquimica y Biologia

Molecular Il de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada.

Preparacion de los cultivos celulares (Bloque |1, seccién 1.3.4). Las células de rifion
embrionario humano 293 (HEK-293; ATCC CRL-1573™) fueron suministradas por el
Servicio de Cultivos Celulares (Universidad de Granada, Espafa). Las células se
cultivaron a 37 °C en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas
en inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% (v/v) de suero
bovino fetal (FBS), 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina y 0.1 mg/mL de
estreptomicina. Para los experimentos, las células se sembraron en un portaobjetos con
camara de microscopia de 4 pocillos a una densidad de 1.6x10° células/pocillo durante

24 h hasta alcanzar una confluencia celular del 80-90%.

Preparacion de los cultivos celulares (Bloque 11, secciones 2.3.5y 2.3.6). La linea celular
N2a (ATCC® CCL-131™) utilizada es una linea celular que procede de neuroblastos
cerebrales de Mus musculus, y presenta una morfologia de célula madre neuronal
ameboide. Las células N2a se cultivaron a 37 °C en medio DMEM de Sigma-Aldrich
suplementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS), 2 mM de glutamina, 100 U/mL
de penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina. Para los experimentos, las células se
sembraron en portaobjetos circulares de microscopia dentro de placas de cultivo de 6

pocillos.
Ensayos de citotoxicidad celular:

Ensayos de citotoxicidad celular (Bloque I, seccién 1.3.4). Los ensayos de citotoxicidad
celular fueron realizados por D.2 Chiara Burgio y D. Antonio Reinoso en el Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular Il de la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Granada. Se sembraron 1.6x10° células/pocillo en placas de 48 pocillos y se incubaron
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con 0-200 M de EuCl; o TbhCl; o 0-50 pM del compuesto PAnt. Ademas, para
comprobar la potencial citotoxicidad de los complejos autoensamblados, se incubaron
diferentes concentraciones (0-50 uM) de Eu®* o Th®* con una cantidad fija, 12.5 yM, de
compuesto PAnt. La citotoxicidad se evalué tras 1 0 24 h de incubacién con los distintos
tratamientos, utilizando el método del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT). Los resultados mostrados en el capitulo Resultados del Bloque |
(Figura 1.50) se presentan como el porcentaje de viabilidad celular respecto a las células

de control no tratadas, a las que se asume una viabilidad del 100%.

Ensayos de citotoxicidad celular (Blogue I, seccién 2.3.6). Los ensayos de viabilidad
celular se realizaron con el test comercial CellTiter-Blue™ (Promega Biotech, Madrid,
Espafa). Para los ensayos de viabilidad celular, se utilizé un espectrofluorimetro FP-
8500 (Jasco), equipado con un lector de microplacas, para registrar los espectros de
emision de fluorescencia (Aex = 550 nm) del reactivo CellTiter-Blue™ en cada pocillo. El
ensayo de viabilidad CellTiter-Blue™ esta basado en la reaccion fluorogénica resazurina
— resorufina, y permite estudiar la citotoxicidad de los agregados de AB... La viabilidad
celular de las muestras tratadas con agregados de ABs. se evalu6 mediante la
comparacion con los controles no tratados, para los que se asume una viabilidad celular
del 100%. Las células se cultivaron hasta una densidad de poblacién de 103
células/pocillo, en placas negras de 96 pocillos con 100 ul de DMEM més 10% de FBS
por pocillo. El medio se elimind tras 24 h de cultivo celular a 37 °C. A continuacion, se
afadieron a las células alicuotas de 100 pL de AB-647 incubadas durante diferentes
tiempos durante 76 h. Por dltimo, se afiadieron 20 pL (20% v/v) del reactivo CellTiter-
Blue a cada pocillo y se incubaron durante 20 min a 37 °C antes de medir la emision de

fluorescencia. Estos ensayos fueron llevados a cabo por D.2 Chiara Di Biase.

Preparacion de los reactivos (Blogue Il, secciones 2.3.5y 2.3.6). El tampén SSPE
(NaCl 150 mM, fosfato 10 mM y EDTA 1 mM) utilizado fue adquirido de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafa). Para los experimentos con células neuronales, se preparé el tampoén
Krebs (NaCl 130 mM, KCI 2.5 mM, NaHCO3; 25 mM, NaH»PO4 1.2 mM, MgCl> 1.2 mM y
CaCl; 2.5 mM, pH 7.2). Para ajustar el pH de los tampones se utilizaron NaOH y HCI
(ambos de Sigma-Aldrich). Todos los compuestos quimicos se utilizaron sin ninguna
purificacion adicional. Se prepar6 una disolucion madre (0.36 mM) de la sonda biotioles
GG-DNBS (2,4-dinitrofenilsulfonilo de 9- [1- (4-terc-butilo -2-metoxifenil)] - 6-hidroxi-3H-
xanten-3-ona) en dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich) a partir del compuesto en polvo. Para
los experimentos de microscopia de imagenes, la sonda fluorogénica se diluy6 en el
tampon que contenia las células (tampdn de Krebs), hasta una concentracion final de
0.25 pM.
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Preparacion de las muestras para los estudios de agregacion amiloide:

Preparacion de las muestras de apoferritina (Bloque II, secciones 2.3.1, 2.3.2, 2.3.3y
2.3.4). La preparacion de las muestras de apoferritina fue llevada a cabo por la Dra.
Rocio Jurado Palomares. La proteina apoferritina de bazo de caballo se adquirié en
Sigma-Aldrich y se utilizd sin mas manipulacion. Las disoluciones de proteina (0.2 % en
peso) se ajustaron a pH 2 con HCI 1 M en agua Milli-Q y luego se calentaron a 90 °C en
tubos de vidrio herméticamente cerrados para permitir la fibrilacion amiloide como se ha
descrito previamente.* ®> Se recogieron alicuotas de las muestrasa 1 h, 3h,9hy24h
del inicio de la incubacion y se enfriaron inmediatamente en un bafio de agua helada
para detener la conversion de monémeros en fibrillas. A continuacion, estas alicuotas
se etiquetaron segun el tiempo de incubacién, se almacenaron a 4 °C y se utilizaron

para el andlisis estructural sin mas manipulacién.

Preparacion de las muestras de AB.2 (Bloque Il, secciones 2.3.5y 2.3.6). Los péptidos
ABa42 liofilizados y marcados con los fluoréforos HiLyte Fluor 488 y HiLyte Fluor 647 (ApB-
488 y AB-647) se obtuvieron de Anaspec Peptide (Seraing, Bélgica). Se disolvieron un
total de 0.1 mg de cada péptido en NH3 (1%) a una concentracion total de 66 uM en
tubos Eppendorf de plastico, y se sonicaron con hielo en un bafio de ultrasonidos
durante 30 min, distribuyéndose en alicuotas y congelandose inmediatamente en
nitrégeno liquido para evitar la agregacion. Los agregados de AB4; que contenian
cantidades equimolares de AB-488 y AB-647 utilizados en el ensayo FRET se
prepararon a una concentracion total de 0.5 uM para cada péptido en tampén SSPE
(NaCl 150 mM, fosfato 10 mM y EDTA 1 mM) adquirido de Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafa), y se incubaron durante 15 h a temperatura fisiolégica (37 °C) con agitacién
continua (360 rpm). Los agregados de AB-647, utilizados en los experimentos de estrés
celular con la sonda de biotioles, se prepararon a una concentracion total de 1 uM en
tampon SSPE. Se recogieron alicuotas a diferentes tiempos de incubacion (0, 0.5, 1, 3,

24 y 48 h) y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido hasta su uso.

Microscopia electronica de transmision (TEM). Las imagenes TEM se registraron
utilizando un microscopio TEM Libra 120 Plus (Carl Zeiss SMT, Oberkochen, Alemania)
del Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada equipado
con un filamento LaB6 y una camara de acoplamiento directo SSCCD 2 k x 2 k,
operando a 120 kV. Las imagenes TEM de muestras de apoferritina, AB-488 y AB-647

incubadas a diferentes tiempos se recogieron afadiendo alicuotas de las muestras
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sobre rejillas de cobre de malla 300 con una pelicula de formvar/carbono, se lavaron

dos veces con agua Milli-Q y se tifieron con acetato de uranilo al 1% (p/v).

Dispersion dinamica de la luz (DLS). Las medidas de DLS se llevaron a cabo en un
equipo Malvern Zetasizer pV, equipado con un laser de 850 nm para evitar interferencias
de fluorescencia con los péptidos AB-647. Las trazas de DLS de los agregados de Af3-
488 y AB-647 formados en NHs, pH 12 tras 0 min de incubacion, y en tampén SSPE, pH
7.4, tras 20 min de incubacion se recogieron utilizando una cubeta de cuarzo de 2 L.

Las medidas fueron llevadas a cabo por D. José Mata del Pino.

Obtencién de imagenes celulares mediante microscopia de luminiscenciay PLIM
(Bloque I, seccién 1.3.4). Para la obtencion de las iméagenes, primero se retiré el medio
de cultivo celular de cada pocillo y las células se lavaron dos veces con HEPES 50 mM.
Posteriormente, se afiadié a cada pocillo la mezcla del ligando PAnt con Eu®" y/o Th®*
en HEPES 50 mM a diferentes concentraciones: a) Th* 30 uM y PAnt 15 uM; b) Eu®*
30 uMy PANt 15 uM; o ¢) Th® 46 uM, Eu®* 2.1 uM y PAnt 31 uM para la emision de luz
blanca dentro de las células. La microscopia de imagenes de tiempos de vida de
fotoluminiscencia (PLIM) se llevé a cabo en un microscopio Abberior Expert Line
(Abberior Instruments GmbH, Alemania). Como fuente de excitacion se utilizé un laser
pulsado de 375 nm que funcionaba a una frecuencia de repeticion de 40 MHz. Se
empled un tren de pulsos de 200 ys para mejorar la tasa de excitacion de los complejos
de lantanidos,® y se utilizé una ventana temporal de coleccién de 5.1 ms. Se utilizé un
detector PMT hibrido con un filtro de paso de banda en el rango espectral de 533-558
nm para la deteccién de la luminiscencia de Th*" y un fotodiodo de avalancha (mas
sensible en la regién roja) con un filtro de paso de banda en el rango espectral de 580-
630 nm para la deteccion de Eu®'. El area de las imagenes obtenidas sin procesar
variaba entre 40x40 um? y 80x80 um?, utilizando una resolucién de pixel de 150

nm/pixel, y empleando un tiempo de permanencia por pixel o dwell time de 5.01 ms.

Para el analisis de las imagenes PLIM, seleccionamos diferentes regiones de interés
(ROI) en el nucleo o el citoplasma de las células fotografiadas, y reconstruimos las
trazas de los decaimientos de los tiempos de vida de luminiscencia de los pixeles
seleccionados en el software Imspector (Abberior Instruments GmbH). Estas trazas se
exportaron y luego se ajustaron a funciones de decaimiento exponencial simple en
Origin Pro 2021 para obtener los valores de los tiempos de vida de luminiscencia de las
regiones seleccionadas. Para obtener las imagenes PLIM, las imagenes sin procesar se
analizaron con el software Fiji (software de distribuciéon de ImageJ)’ utilizando el

complemento FLIMJ,® que permite realizar el ajuste por pixel de las trazas de
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decaimiento mediante una funcién exponencial Unica. Por Gltimo, el mapa de los tiempos
de vida de luminiscencia obtenidos mediante el ajuste por pixeles de las trazas fue
representado en una escala de color arbitraria, ajustdndolo ademas por la intensidad
global mediante el uso de macros caseros (secuencias automatizadas de acciones

dentro de la aplicacion) de Fiji.

Las imagenes PLIM con medidas espectrales de los experimentos de obtencién de luz
blanca in cellulo se realizaron en un sistema de tiempo resuelto MicroTime 200
(PicoQuant GmbH, Alemania) basado en un microscopio de fluorescencia confocal
invertido Olympus IX-71 (Olympus, Japon). Como fuente de excitacibn empleamos un
laser de diodo pulsado (PicoQuant) a Aex = 375 nm, trabajando a una frecuencia de
repeticion de 80 MHz, controlado por un médulo Sepia Il (PicoQuant). La emisién de
fluorescencia recogida se filtré mediante un filtro de corte de 405 nm después del filtro
dicroico principal (442 DCXR, AHF analysentechnik AG, Alemania) y antes de la
apertura confocal de 150 ym. A continuacion, la emisién se dividié en dos canales de
deteccién utilizando un espejo dicroico 600 DCXR y se envié a dos fotodiodos de
avalancha de silicio (SPCM-AQR-14, Perkin-Elmer) tras ser filtrada por un filtro de paso
de banda 630/60 (Chroma) (canal del Eu®) o un filtro de paso de banda 550/40
(Thorlabs) (canal del Th®"). Para mejorar la tasa de excitacion de los complejos de
lantanidos se empled un tren de pulsos de excitacion de 62.5 us a 80 MHz, y se utilizé

una ventana temporal de coleccion de 5.062 ms

Se recogieron las imagenes PLIM de células HEK-293 con Eu®:PAnt y Th*":PAnt con
una resolucién de 250x250 pixeles y un tiempo de permanencia por pixel (dwell time)
de 3 ms/pixel. El andlisis de las imagenes PLIM se realizé con el software SymphoTime
64 (PicoQuant GmbH). El sistema estaba equipado con un espectrografo Andor
Shamrock 303i-A y una camara CCD de multiplicacion de electrones (EM-CCD)
ultrasensible Andor Newton para las imagenes espectrales. Los espectros se obtuvieron
apuntando el laser de excitacion a diferentes regiones dentro de las células, tras haber
escaneado previamente una zona especifica. La luminiscencia emitida se desvio a un
acoplador de fibra 6ptica tras el paso por la apertura confocal. El espectrégrafo tenia
una rejilla de 150 lineas/mm para dispersar los fotones recogidos a diferentes longitudes
de onda y enfocarlos en los pixeles de la camara EM-CCD. Los espectros de
luminiscencia se recogieron con 20 acumulaciones de lecturas de 0.5 s, con una

resolucion de longitud de onda de 0.351 nm.
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Microscopia FLIM multiparamétrica: Para adquirir las imagenes FLIM y PIE-FLIM
multiparamétricas de dos colores se utilizé un sistema MicroTime 200 (PicoQuant
GmbH, Berlin, Alemania).® Como fuente de excitacion se utilizaron dos cabezales de
diodo laser pulsado a Aex= 470 nm y Aex = 635 nm, (LDH-470 U AWM Style-20236,
PicoQuant, Berlin, Alemania y LDH-635 U AWM Style-20236, PicoQuant, Berlin,
Alemania) operados por un driver PDL-800 (PicoQuant, Berlin, Alemania), utilizandose
una frecuencia de repeticion de 20 MHz. El haz laser se condujo hacia un espejo dicroico
(470/635 MD, Chroma, Bellows Falls, VT, EE.UU.) hasta el objetivo de inmersién en
aceite 100x, 1.4 de apertura numérica (NA) de un sistema de microscopio invertido
(IX71, Olympus, Tokio, Japén), enfocandose en la muestra. La emision de fluorescencia
se dirigié a un filtro de paso largo de 500 nm (AHF analysentechnik AG, Tubingen,
Alemania) y se centro6 en la apertura confocal de 75 um. A continuacién, la emision de
fluorescencia se filtré utilizando un espejo dicroico 600DCXR, y posteriormente se
dividio en los canales de deteccién verde y rojo, cada uno con un filtro de paso de banda
(Chroma, Bellows Falls, VT, EE.UU.), 520/35 para el canal verde y 685/70 para el canal
rojo. Finalmente, la emision de fluorescencia de cada canal se enfoc6é en un detector
diodo de avalancha monofoténico (SPCM-AQR 14, PerkinElmer, Hopkinton, MA,
EE.UU.). Para el recuento de fotones, la adquisicién de datos y la reconstruccion de
imégenes se utilizé un moédulo de recuento monofoténico correlacionado en el tiempo
(TCSPC) TimeHarp 200 (PicoQuant, Berlin, Alemania). Las imagenes sin tratar se
obtuvieron con una resolucién de 512 x 512 pixeles sobre un area de 11.4 x 11.4 um?,

utilizando un tiempo de permanencia por pixel (dwell time) de 0.60 ms.
Microscopia FLIM multiparamétrica (Bloque Il, secciones 2.3.2 'y 2.3.4).

Para el andlisis de las imagenes se utilizd el software SymphoTime 32 (PicoQuant
GmbH), el software AutoHotKey Yy el software Fiji (software de distribucién de ImageJ’).
Antes del analisis se realiz6 un binning espacial de 5 x 5, para un tamafio final de pixel
de 0.11 x 0.11 pm?, con el fin de aumentar el nimero de fotones por pixel, para obtener
una mayor robustez estadistica en el ajuste de las trazas de decaimiento de
fluorescencia. Las imagenes FLIM de AQui y NBA con apoferritina se realizaron
ajustando en cada pixel las trazas de decaimiento de fluorescencia a una funcion de
decaimiento biexponencial, utilizando para el andlisis de deconvolucion basado en el
estimador de méaxima probabilidad una funcion de respuesta del instrumento (IRF, por
sus siglas en inglés Instrument Response Function) reconstruida. Las matrices con los

datos de intensidad y tr se exportaron mediante el software SymPhoTime. Para extraer
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y separar la informacioén de intensidad y tr de las matrices de datos proporcionadas por
el software SymPhoTime, utilizamos el software AutoHotKey, que contiene diferentes
macros (secuencias automatizadas de acciones dentro de la aplicacion) que permiten
realizar este paso. Posteriormente las imagenes fueron analizadas utilizando el software
Fiji, que dispone de macros semiautomaticos que permiten obtener las imégenes
ratiométricas al dividir los valores de intensidad de los pixeles de las imagenes recogidas
en el canal verde entre los valores de intensidad de los pixeles de las imagenes
recogidas en el canal rojo, asi como reconstruir las imagenes de t.’ Todas las
distribuciones de frecuencia de los valores de la relacién lg/lr de los pixeles de las
diferentes imagenes analizadas correspondientes a agregados de APO se ajustaron a
una distribuciéon normal logaritmica para obtener el valor exacto de la media de la
distribucién (parametro Xc). Los graficos de las distribuciones de los t= de AQui se
ajustaron a una distribucién normal (gaussiana) para obtener el valor central (parametro
Xc) de cada distribucién. Las distribuciones de frecuencia ajustadas de los valores de la

relacién Ic/lry de los t= de AQui se realizaron con el software OriginPro 8.5.
Microscopia FLIM multiparamétrica (Bloque Il, secciones 2.3.5y 2.3.6)

Los dos cabezales de diodo laser pulsado descritos anteriormente se alternaron en el
régimen de tiempo de los ns para lograr la excitacién PIE. El andlisis de las imagenes
(separacion y reconstruccion de las distintas imagenes e imagenes FLIM) se realizé en
el software SymPhoTime 32 (PicoQuant). Para las imagenes FLIM del fluoréforo dador
(AB-488), ajustamos los datos de las trazas de decaimiento de fluorescencia obtenidas
en cada pixel a una Unica funcién de decaimiento exponencial tras un binning espacial
de 5 x 5, utilizando para el andlisis de deconvolucion basado en el estimador de maxima
probabilidad una IRF reconstruida. Para la seleccion de los pixeles correspondientes a
agregados colocalizados en las tres imagenes (Ip, Irrer € 1) €n los experimentos de
FRET intraoligomérica se utilizaron macros codificados internamente en el software Fiji.’
También se emplearon macros en Fiji para cuantificar la intensidad de fluorescencia

media por pixel de la sonda de biotioles en las regiones de interés.

Microscopia STED de superresolucion. Para los experimentos de obtencion de
imagenes de superresolucion con fibras de apoferritina se utilizé un microscopio STED-
FLIM (Abberior Expert Line, Abberior Instruments GmbH, Alemania). Para la obtencion
de imagenes de microscopia confocal se utilizaron dos laseres pulsados a las longitudes
de onda de excitacion de Aex= 485 nm (para AQui) y Aex= 640 nm (para NBA), y se
utilizaron dos filtros de paso de banda de deteccion; 545/25 para AQui y 685/70 para

NBA. Para obtener las imagenes de superresolucion STED, se superpuso un laser de
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deplecion toroidal pulsado de 775 nm dentro del volumen confocal. El area de las
imagenes sin tratar obtenidas fue de 9.5 x 9.5 um?, obteniéndose una resolucién de 200
x 200 pixeles. El tamario de pixel obtenido fue de 40.0 x 40.0 nm?, utilizando un tiempo
de permanencia por pixel (dwell time) de 30 ps.
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El Gato sonri6 al ver a Alicia. Parecia tener buen caracter, considero Alicia; pero también
tenia unas ufas muy largas y un gran nimero de dientes, de forma que pensé que

convendria tratarlo con el debido respeto.

- “Minino de Cheshire”, empezé algo timidamente, pues no estaba del todo segura de
que le fuera a gustar el carifioso tratamiento; pero el Gato siguié sonriendo mas y mas.

“iVaya! Parece que le va gustando”, pensé Alicia, y continud:

- ”¢ Me podrias indicar, por favor, hacia donde tengo que ir desde aqui?".

“Eso depende de a dénde quieras llegar”, contesté el Gato.

“A mi no me importa demasiado a donde...”, empezo a explicar Alicia.

“En ese caso, da igual hacia dénde vayas”, interrumpié el Gato.

“...siempre que llegue a alguna parte”, termino Alicia a modo de explicacion.

- “jOh! Siempre llegaras a alguna parte”, dijo el Gato, “si caminas lo bastante”.

A Alicia le pareci6 que esto era innegable, de forma que intent6 preguntarle algo mas:
- “¢ Qué clase de gente vive por estos parajes?”.

- “Por ahi”, contestd el Gato volviendo una pata hacia su derecha, “vive un sombrerero;
y por alla”, continud volviendo la otra pata, “vive una liebre de marzo. Visita al que te

plazca: ambos estan igual de locos”.
- “Pero yo con locos no quiero tener ningun trato”, observo Alicia.

- “ijOh!, eso si que no lo puedes evitar”, repuso el gato; “por aqui todos estamos locos.

Yo estoy loco; tu también lo estas”.
- “Y ¢,como sabes tu si yo estoy loca?”, le pregunto Alicia.

- “Has de estarlo a la fuerza”, le contestd el Gato; “de lo contrario no habrias venido

”

aqui”.

Fragmento de Alicia en el pais de las Maravillas, de Lewis Carrol.
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