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El fenómeno de la luminiscencia es una representación de la vida misma. Existen 

personas que emiten luz por sí solas durante largos períodos de tiempo, e iluminan a 

las que están a su alrededor transfiriéndoles su energía. Existen personas que, al ser 

iluminadas, son capaces de aceptar esa energía y brillar con gran intensidad. Y existen 

personas que atenúan la luminiscencia de todo cuanto orbita en torno a ellas, 

absorbiendo su energía y disipándola para crear tiniebla. 
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Resumen 

Esta tesis doctoral se ha realizado en el Departamento de Fisicoquímica 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 diagnóstico basadas en fluorescencia con ventana 

temporal” (CTQ2017-85658-R), y se planteó con el objetivo general de estudiar los 

procesos de agregación amiloide implicados en el desarrollo de las enfermedades 

neurodegenerativas y su citotoxicidad, mediante el uso de nuevos colorantes 

fluorescentes y técnicas avanzadas de espectroscopía y microscopía de fluorescencia. 

Para la lograr este objetivo se han realizado varios estudios centrados tanto en los 

procesos de amiloidogénesis de la proteína apoferritina (APO) como del péptido β-

amiloide (Aβ). Así, se ha realizado un cribado de fluoróforos derivados de quinolimida 

que pueden actuar como posibles indicadores de la agregación proteica de la APO, 

comprobándose que el compuesto 9-azetidinil-quinolimida (AQui) era el mejor 

candidato entre todos los estudiados como sensor de agregación. Para incrementar la 

sensibilidad de la detección del proceso de agregación de la APO se seleccionó un par 

adecuado de fluoróforos consistente en el fluoróforo dador AQui y el fluoróforo aceptor 

Nile Blue A (NBA) que, mediante la microscopía FLIM multiparamétrica y el análisis de 

la transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET) originada entre ellos, 

permitieron investigar dicho proceso de agregación eficazmente. Paralelamente, se ha 

estudiado la interacción y el efecto citotóxico de agregados de Aβ con la membrana 

celular mediante microscopía PIE-FLIM, demostrándose que existen dos tipos de 

poblaciones de agregados con diferente toxicidad celular. Asimismo, se ha evaluado el 

estrés celular generado por los agregados de Aβ en células neuronales con una sonda 

de biotioles (GG-DNBS) mediante microscopía FLIM multiparamétrica, concluyéndose 

que los agregados formados a 0.5 h de incubación eran los que más 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 lantánidos biocompatibles capaces de autoensamblarse 

directamente en disolución acuosa in vitro e in cellulo. Mientras CAnt se coordina con 

el catión Tb3+, PAnt es capaz de coordinarse con los cationes Eu3+ y Tb3+. Mediante el 

empleo de los complejos formados por PAnt y los lantánidos Eu3+ y Tb3+ se ha 

conseguido obtener la emisión de luz blanca en disoluciones acuosas y en geles de 

agarosa. Además, se han utilizado como sondas intracelulares para bioimagen 

mediante microscopía PLIM, así como para la obtención de luz blanca in cellulo. 
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1.1. Introducción de los nuevos colorantes 

luminiscentes y su aplicación como antenas de 

lantánidos 

 1.1.1. Fotofísica de los iones lantánidos 

El uso de la fluorescencia en multitud de disciplinas científicas como la biología, la 

química, la fisicoquímica, la bioquímica, la farmacia o la medicina ha experimentado un 

notable crecimiento en las últimas décadas.1-3 Actualmente, la espectroscopía de 

fluorescencia y la fluorescencia resuelta en el tiempo son consideradas herramientas 

fundamentales para el fructífero avance de estas áreas, habiéndose ampliado 

considerablemente sus aplicaciones en biotecnología, citometría de flujo, diagnóstico 

médico, secuenciación de ADN, medicina forense o análisis genético, entre otras.1, 4-7 

Estas técnicas ofrecen una combinación única de sensibilidad y resolución, permitiendo 

sustituir el uso de isótopos radiactivos, empleados en un gran número de 

determinaciones  bioquímicas. Asimismo, las técnicas fluorescentes empleadas para la 

obtención de imágenes celulares y moleculares se utilizan cada vez más, permitiendo 

realizar medidas de moléculas intracelulares y revelar su localización, a veces a nivel 

de detección de una sola molécula.8 Las sondas más comunes para la obtención de 

imágenes de fotoluminiscencia (FL) son los fluoróforos, que generalmente emiten desde 

el estado excitado singlete con tiempos de vida cortos (0.1-10 ns) y pequeños 

desplazamientos de Stokes (<100 nm), y que pueden provocar una fuerte interferencia 

de su emisión con la autofluorescencia de fluoróforos endógenos.1 Por el contrario, los 

complejos luminiscentes de metales de transición y de lantánidos, cuya emisión esta 

mediada por estados triplete, presentan tiempos de vida más largos (hasta ms) y 

mayores desplazamientos de Stokes (>100 nm) que facilitan una separación eficiente 

entre sus señales y la fluorescencia de fondo.9, 10 Así, el empleo de los cationes de 

lantánidos trivalentes (Ln3+) como sondas luminiscentes es cada vez más utilizado, ya  

que permite mejorar la relación señal-ruido en los experimentos en los que se utilizan.11 

Esta mejora de la relación señal-ruido es especialmente importante para medir la 

intensidad de emisión de los luminóforos de interés, que es un parámetro cuya 

aplicación puede limitar llevar a cabo medidas cuantitativas debido a la desigual 

distribución espacial de la sonda y a las variaciones en las propiedades de absorción 
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del medio.10 Por otro lado, la aplicación de las técnicas basadas en el tiempo de vida de 

luminiscencia (τL) permiten utilizar este parámetro para investigar cambios de otros 

parámetros del microentorno biológicamente relevantes como el pH, los niveles de 

oxígeno o la concentración de ciertos iones.10, 12, 13 El τL es un parámetro que depende 

básicamente del tiempo promedio que permanece la molécula en su estado excitado 

antes de emitir un fotón. Para destacar la importancia de la FL de los Ln3+, 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, según la definición de la IUPAC, se entiende por luminiscencia a la 

"emisión espontánea de radiación de una especie electrónicamente excitada (o de una 

especie vibracionalmente excitada) que no está en equilibrio térmico con su entorno".14 

Generalmente, la emisión de luz se debe al movimiento de electrones entre distintos 

niveles de energía dentro de un átomo tras su excitación por factores externos.1 Con 

respecto al fenómeno de fluorescencia, se entiende como un tipo particular de 

luminiscencia que caracteriza a las sustancias que son capaces de absorber energía en 

forma de radiación electromagnética, y que después emiten parte de esa energía 

también como radiación electromagnética, pero de una longitud de onda diferente.15 La 

energía total absorbida es siempre mayor que la energía 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 energía- que la absorbida.1, 16 

No obstante, es posible que un electrón absorba dos fotones si la radiación de excitación 

es lo suficientemente intensa, de forma que en esta absorción bifotónica la longitud de 

onda emitida es menor que la absorbida.15 El proceso de fluorescencia (Figura I.1) 

comprende tres pasos secuenciales: absorción, relajación vibracional y emisión.1 En la 

Figura I.1 se muestra el paso del estado excitado singlete S2 al estado excitado singlete 

S1. En el estado singlete todos los espines de todos los electrones de un átomo o 

molécula se encuentran apareados. El ciclo completo es muy breve, considerándose 

prácticamente instantáneo ya que transcurre en tiempos del orden de los 

nanosegundos.15 Por otro lado, la fosforescencia es la emisión de luz a partir de 

estados excitados tripletes (T1), en los que el electrón del orbital excitado tiene la misma 

orientación de espín que el electrón del estado fundamental. Las transiciones al estado 

fundamental están prohibidas y la velocidad de emisión es lenta (103 a 100 s-1), por lo 

que la fosforescencia suele durar entre milisegundos y segundos o incluso más.1, 16 Tras 

la exposición a la luz, las sustancias fosforescentes brillan durante varios minutos 

mientras sus estados excitados vuelven lentamente al estado básico. 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 desactivación que compiten con la emisión, 

como la desactivación no radiativa y otros procesos de quenching o apagamiento.17 Es 

importante señalar que la diferencia entre fluorescencia y fosforescencia no siempre 

está clara. Por ejemplo, los complejos de coordinación metal-ligando que contienen un 

metal y uno o más ligandos orgánicos presentan estados mixtos singlete-triplete. Estos 

complejos presentan τL intermedios de cientos de nanosegundos a varios 

microsegundos. En estos casos es más conveniente entonces hablar de luminiscencia.1  

 

 

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 Ln3+ basadas en el τL son 

conocidas como microscopía FLIM (por sus siglas en inglés Fluorescence Lifetime 

Imaging Microscopy) y microscopía PLIM (por sus siglas en inglés Phosphorescence 

Lifetime Imaging Microscopy), y deben considerarse como técnicas de "imagen 

funcional", en contraposición a las diversas formas de imagen de "localización", ya que 

no sólo proporcionan información sobre el patrón de distribución de la sonda en la 

muestra, sino que también determinan su "estado" mediante el informe del τL.10  Si bien 

la microscopía FLIM es una metodología cada vez más establecida, la microscopía PLIM 

se considera un área emergente, que se comentará con mayor profundidad más 

adelante. En cuanto a los lantánidos, estos son conocidos por sus propiedades 

fotofísicas intrínsecas únicas, las cuales los hacen muy atractivos para una amplia 

variedad de aplicaciones, como la fabricación de dispositivos de alta tecnología,18, 19 la 

generación de luz blanca a partir de nuevos materiales luminiscentes20  o su uso en 
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química biológica, análisis médicos u obtención de imágenes de células y tejidos 

vivos.11, 21-30 Sin embargo, el uso comercial (no académico) de la FL de los Ln3+ se ha 

restringido principalmente al campo de los materiales y los dispositivos optoelectrónicos, 

mientras que su aplicación en biología y medicina sigue siendo limitada debido a su 

complejo comportamiento químico y fotofísico en disolución, especialmente en agua, lo 

que dificulta la mejora de sus propiedades fotofísicas. Estos elementos se encuentran, 

cuando están en disolución, en su estado trivalente (Ln3+) la gran mayoría de las veces 

debido al bajo potencial de oxidación que presentan. Aunque los números de 

coordinación de los Ln3+ más comunes son 8 y 9, estos varían desde 3 hasta 12 

dependiendo del volumen estérico de los ligandos.31 Los Ln3+ tienen una configuración 

electrónica característica debido a sus transiciones f-f, las cuales están prohibidas según 

la regla de selección de paridad de Laporte, ya que los orbitales 4f están apantallados 

por los orbitales completos 5s2, 5p6 y 6s2.11, 23, 32 Este apantallamiento de los electrones 

4f provoca que interaccionen de forma limitada con el entorno. Por lo tanto, los Ln3+ 

presentan bajos coeficientes de absorción molar y largos τL. La baja absorción de los 

lantánidos hace que la emisión luminiscente a través de la excitación directa del ion 

metálico sea un proceso muy poco eficiente, que sólo se consigue a través de rayos 

láser muy potentes.23 Por este motivo, es necesario utilizar una vía de excitación 

indirecta. Una de las estrategias más conocidas para lograrlo, consiste en el uso de 

ligandos orgánicos con un alto coeficiente de absorción molar capaces de sensibilizar la 

FL de los Ln3+ mediante la transferencia de energía fotoexcitada (TE), lo que se conoce 

como "efecto antena" (Figura I.2).  

 

Figura I.2. Esquema del "efecto antena" que representa la sensibilización de la FL de un ion Ln3+ mediante 

la transferencia energética producida desde un ligando orgánico conocido como antena tras su excitación. 

 

Tras la excitación fotónica, los electrones de la antena se excitan desde el estado 

fundamental singlete S0, alcanzando el primer estado excitado singlete S1 por absorción 
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de fotones. A continuación, para conseguir que la antena se mantenga durante el mayor 

tiempo posible en un estado electrónico excitado (es decir, de τL largo), maximizándose 

así la probabilidad de TE entre la antena y el Ln3+, el electrón puede ser impulsado al 

estado triplete T1 mediante el cruce entre sistemas (ISC, por su terminología en inglés 

intersystem crossing) (Figura I.3), ya que su transición cuánticamente prohibida hacia el 

estado fundamental es cinéticamente lenta. Para que este proceso sea eficiente, el salto 

energético entre el estado S1 y el estado T1 de la antena debe ser de unos 5000 cm-1.23, 

33 Desde el estado T1 la energía puede ser transferida a uno de los orbitales 

luminiscentes 4f del Ln3+ a través de diferentes mecanismos, entre los que destacan los 

procesos de transferencia de energía de Förster y Dexter.23, 34-36 La transferencia de 

energía de Förster es un mecanismo a través del espacio basado en una interacción 

coulómbica entre los cambios multipolares asociados con la transición del estado 

excitado al estado basal en el dador de energía, y la transición del estado basal al estado 

excitado en el aceptor de energía. Así, como componente principal de esta transferencia 

se considera generalmente a la interacción dipolo-dipolo.36 Debido a la dependencia 

lineal del campo eléctrico asociado con los momentos dipolares de transición del dador 

y del aceptor, esta TE depende de la distancia. Su eficacia depende del solapamiento 

integrado entre el espectro de emisión normalizado del dador y el espectro de absorción 

del aceptor.37 En cambio, el mecanismo Dexter es un mecanismo de intercambio doble 

de electrones por el que se transfiere un electrón en cada dirección entre los 

componentes dadores y aceptores de energía.38  Esto requiere un acoplamiento 

electrónico a través de enlace, exactamente igual que para la transferencia de un solo 

electrón, 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 Förster no puede funcionar debido a las reglas de selección de espín.38 

Convencionalmente, se ha establecido que la diferencia de energía entre el estado T1 

de la antena y el estado luminiscente más bajo del Ln3+ debe ser superior a 1500 cm-1, 

estando el estado T1 de la antena aproximadamente 2500 cm-1 por encima del nivel de 

emisión del Ln3+.34, 39-42  Así pues, se sabe que este factor evita la transferencia de 

energía de retorno del Ln3+ al ligando, aumentando el rendimiento cuántico.43 El proceso 

de sensibilización de la luminiscencia de los lantánidos Tb3+ y Eu3+ a través de una 

antena se resume en la Figura I.3, donde también se muestra el quenching por 

osciladores vibracionales, el cual se explicará más adelante en esta Introducción del 

Bloque I. 
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Figura I.3. Diagrama simplificado de Jablonski en el que se muestra el flujo de energía en el proceso de 

sensibilización del Tb3+ y del Eu3+ por una antena y el proceso de desactivación no radiativa del Ln3+ por 

acoplamiento con los estados vibracionales del entorno (acuoso). Reproducido de la Tesis Doctoral del Dr. 

Francisco José Fueyo González. 

 

Por otro lado, en algunos casos el salto energético entre los niveles anteriormente 

mencionados puede no ser lo suficientemente alto, pero aun así producirse la 

sensibilización. En estos casos puede haber otros mecanismos que conduzcan a la 

sensibilización de la FL del Ln3+, pudiendo producirse una TE desde el estado singlete 

excitado, S1, como estado dador hacia el nivel emisivo del Ln3+.33, 44, 45 Igualmente, la 

antena puede aumentar la intensidad de la luminiscencia del Ln3+ hasta un factor de 106, 

teniendo en cuenta que los cromóforos orgánicos suelen tener absorbancias en el rango 

103-106 M-1 cm-1, en comparación con las absorbancias de los Ln3+, del orden de 1-10 

M-1 cm-1.11, 46  Por último, la desactivación del sistema puede producirse por la emisión 

de luz cuando el Ln3+ pasa a uno de los estados fundamentales 4f (Figura I.4). Las 

particulares transiciones f-f responsables de la emisión de los Ln3+ dan lugar a una serie 

de propiedades únicas en sus espectros de FL. De este modo presentan bandas de 

emisión específicas de cada ion, con picos muy finos, nítidos y lineales, lo que hace que 

sea fácil discriminarlas de las bandas de emisión anchas de los clásicos fluoróforos 

orgánicos. Además, esto hace que las emisiones de los lantánidos sean multiplexables, 

lo que permite hacer un seguimiento de varias señales luminiscentes 

simultáneamente.11 Sin embargo, sus intensidades y forma pueden variar en función de 

la matriz en la que se encuentren o de la geometría del campo ligando circundante, a 

diferencia de sus posiciones espectrales, que son independientes. 32  
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Figura I.4. Diagrama de los niveles parciales de energía de los iones Ln3+ y las transiciones radiativas 

correspondientes a las emisiones típicas. Reproducido de la referencia 47 con permiso de la Royal Society 

of Chemistry.  

Como ya se ha comentado, la regla de selección de paridad de Laporte implica que las 

transiciones 4f-4f están prohibidas. Sin embargo, cuando el Ln3+ sufre la influencia de 

un campo ligando (entorno de coordinación como un cristal o un ligando orgánico), se 

genera un campo eléctrico que relaja un poco la regla de selección, y las transiciones 

pasan a estar parcialmente permitidas.32 Así, 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 configuración 4fn con la configuración 4fn-15d1 de paridad 

opuesta, y/o los niveles vibracionales.32 Por otra parte, en función del rango espectral 

de emisión, pueden distinguirse dos grupos de Ln3+: los que emiten en la región 

espectral visible y/o infrarroja cercana con bajo rendimiento de emisión de PL y los que 

emiten en el rango espectral visible con alto rendimiento de emisión de PL. Los ejemplos 

más comunes de estos últimos son el europio (Eu3+, con emisión roja) y el terbio (Tb3+, 

con emisión verde), ya que la brecha energética entre el estado luminiscente más bajo 

y el estado no luminiscente más alto en estos metales es mayor que en los otros Ln3+, y 

este hecho determina la región de emisión y promueve altos rendimientos de PL. Estos 

Ln3+ son también los más utilizados para estudios biológicos.48, 49 Como se muestra en 

la Figura I.4, en el caso del Eu3+ y del Tb3+, los orbitales luminiscentes 4f implicados son 

los 5Dj, que pasan a uno de los estados fundamentales 4f 7Fj al desactivarse el sistema 

por emisión de luz.  

Por otro lado, como consecuencia del apantallamiento de los orbitales 4f, estos Ln3+ 

presentan τL excepcionalmente largos, del orden de ms, en contraste con los bajos 

tiempos de vida de los clásicos fluoróforos orgánicos (del orden de ns), lo que los hace 
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especialmente atractivos para desarrollar aplicaciones tanto biológicas como 

tecnológicas. 11, 50-52 Estas interesantes propiedades fotofísicas hacen que se esté 

investigando, tanto en ciencia básica como en el ámbito comercial, una amplia variedad 

de compuestos capaces de sensibilizar la luminiscencia de iones Ln3+, 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 

analizarán en detalle más adelante.23, 34, 35, 51, 53, 54 Debido a la dificultad de las 

transiciones entre orbitales 4f, existen varios mecanismos de desactivación no radiativa 

que pueden competir con la emisión PL de los Ln3+, como el quenching del estado 

triplete T1 de la antena por el oxígeno disuelto en el medio o la desactivación no radiativa 

del Ln3+ por acoplamiento con los estados vibracionales de los osciladores de alta 

frecuencia. Este origen principal de la desactivación no radiativa tanto para el ligando 

como para los estados excitados del Ln3+ es de especial importancia en la disminución 

del τL del estado excitado del Ln3+, 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, 23, 54-60  Para que se produzca este acoplamiento, el salto energético 

entre el estado excitado y el estado basal del Ln3+ debe ser del mismo orden que la 

energía del conjunto de estados vibracionales de los grupos que actúan como 

quenchers.61 El Tb3+ es el Ln3+ menos sensible a este tipo de quenching debido a que 

su brecha energética es la mayor. Este mecanismo de desactivación no radiativo es 

especialmente importante cuando se utilizan complejos basados en Ln3+ en medios 

acuosos. Para evitar este tipo de quenching, es conveniente que la esfera de 

coordinación del Ln3+ esté completamente ocupada por el ligando.62 Como regla general, 

el τL varía linealmente con el número de moléculas de agua de coordinación. En este 

sentido, el parámetro q permite predecir y cuantificar el número de moléculas de agua 

en la primera esfera de coordinación, utilizando los τL en agua y en deuterio, y siguiendo 

la ecuación q = A*(1/τH2O - 1/τD2O - B), donde A (constante de proporcionalidad, en 

moléculas de agua*ms) y B son parámetros intrínsecos del Ln3+.46, 63, 64 Por ejemplo, 

para complejos de Eu3+ en disoluciones acuosas existe la ecuación simplificada q = 

1.11(1/τH2O - 1/τD2O – 0.31) según las ecuaciones de Horrock.65 Sin embargo, otros 

autores informan de otros valores para A (1.2 moléculas de agua*ms).65-70  

Como ya se ha comentado, tanto el Eu3+ como el Tb3+ presentan estados excitados con 

largos τL, en el rango de los milisegundos. Este hecho permite medir su emisión después 

de un corto retardo (normalmente decenas de microsegundos) tras el pulso de 

excitación de una fuente de luz pulsada, evitando así las interferencias de la 



1.1. Introducción 
 

 
11 

 

fluorescencia de fondo y la dispersión de la luz, y por tanto, mejorando enormemente la 

relación señal-ruido y la sensibilidad de la detección (Figura I.5).9, 25, 51, 71-73  

 

Figura I.5. Detección de la PL de los Ln3+ mediante ventana temporal. 

 

De esta forma, el uso del análisis con ventana temporal (TG, por su terminología en 

inglés time-gate) y la implementación de la medida de los τL en el campo de la bioimagen 

ha dado lugar a la técnica de microscopía PLIM. El enfoque más establecido para la 

integración de la microscopía PLIM es el uso de técnicas de escaneo confocal junto con 

el recuento de fotones individuales correlacionado con el tiempo (SPT, por su 

terminología en inglés Single Photon Timing) o el uso de detectores rápidos.9, 10, 46 

Mediante la técnica PLIM, se adquiere una imagen escaneando la muestra píxel a píxel, 

de forma que para cada píxel se recoge el decaimiento completo, obteniendo así un 

mapa con todos los τL, pudiendo filtrar temporalmente los τL largos. Durante el tiempo 

de permanencia del píxel, las moléculas fosforescentes primero se excitan por un láser 

pulsado de alta frecuencia. A continuación, el láser se apaga y en ese momento se 

recogen los fotones de la PL y se obtienen las distribuciones de los τL.9 Generalmente, 

los diferentes valores de τL se representan con diferentes colores, obteniéndose así una 

imagen mapeada de los τL.46 Así, utilizando sondas que muestren diferentes τL en 

respuesta a cambios en el entorno, esta técnica puede proporcionar imágenes que 

aportan información sobre variaciones de temperatura y pH o concentraciones de 

oxígeno e iones.46, 74-78    Asimismo, el uso de la microscopía PLIM también puede 
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reportar cambios en la eficacia de transferencia de energía o electrones entre la sonda 

y su entorno.79-81 De esta manera es posible hacer uso de la luminiscencia de los Ln3+ 

que, al combinarla con la técnica PLIM, permite recomponer imágenes 

multidimensionales que incluyen información tanto de la intensidad como de los τL de 

los Ln3+, minimizando así las interferencias de autofluorescencia y permitiendo una 

amplia gama de opciones en múltiples áreas de investigación.9, 11, 82  

Una de las ventajas más importantes de la microscopía PLIM cuando se utiliza en 

sistemas biológicos consiste en que los τL son independientes de la concentración de la 

sonda intracelular utilizada y de la potencia del láser de excitación.10 Otra de las técnicas 

que analiza las señales luminiscentes utilizando TG y que se utiliza para la obtención de 

imágenes de alta calidad es la microscopía de luminiscencia con ventana temporal 

(TGLM, por sus siglas en inglés Time-Gated Luminescence Microscopy), la cual filtra la 

emisión luminiscente de τL cortos y sólo recoge para su análisis la luminiscencia de τL 

largos, obteniendo una imagen de intensidad con una relación señal-ruido aumentada y 

minimizando así las interferencias de autofluorescencia. Sin embargo, en la TGLM y a 

diferencia de la microscopía PLIM, la intensidad es proporcional a la concentración de 

la sonda en un rango de concentración determinado.9 En comparación, la técnica PLIM 

resulta más apropiada para el análisis de analitos que inducen grandes cambios en los 

τL cuando se estudian en sistemas biológicos ya que mientras la TGLM emplea sólo una 

ventana temporal, la PLIM distingue los τL en cada píxel individual, presentando así una 

mejor resolución temporal. Sin embargo, cuando se emplean sondas con τL 

extremadamente largos, la TGLM resulta más adecuada, ya que en este sentido la PLIM 

requiere de una duración de adquisición de fotones muy larga, lo que podría afectar a 

la medida. 

 1.1.2. Diferentes tipos de complejos de lantánidos 

 Aunque son muchos los estudios que han descrito una amplia gama de ligandos 

capaces de sensibilizar la luminiscencia de los Ln3+ tanto en estado sólido como en 

disolución, los requisitos para una adecuada transferencia de energía mediante una 

coordinación eficaz son muy exigentes.59, 83, 84 Estos requisitos implican: (i) que la antena 

posea una alta absorbancia (ε), (ii) que el rendimiento del ISC de la antena sea alto, (iii) 

que la esfera de coordinación del Ln3+ esté completamente ocupada por los ligandos 

para evitar el quenching de luminiscencia y (iv) que la distancia entre la antena y el Ln3+ 

sea pequeña para que de esta forma la TE sea eficiente. De esta forma existen 

diferentes tipos de complejos orgánicos de Ln3+ capaces de sensibilizar su emisión 
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luminiscente en disolución dependiendo de la propia estructura y posición de la antena, 

que comprende la distancia más adecuada con el Ln3+ para la adecuada TE. 30, 85, 86 Así, 

los complejos de Ln3+ se pueden clasificar en dos tipos: antenas colgantes (Figura I.6A) 

o antenas quelantes (Figura I.6B), dependiendo de la disposición 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 

está precoordinada o se coordina in situ con el lantánido en disolución. 

 

Figura I.6. Clasificación general de los complejos de Ln3+ en (A) antenas colgantes o (B) antenas quelantes. 

 

Las antenas colgantes son cromóforos orgánicos 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 Ln3+ del quenching producido por los osciladores X-H de las 

moléculas del disolvente o del medio circundante.50, 87 En estos casos la antena no 

participa directamente en la esfera de coordinación del Ln3+, uniéndose al metal, el cual 

está protegido en forma de quelato, a través de un espaciador.46 Algunos ejemplos de 

cromóforos empleados para el desarrollo de antenas colgantes son las N-

alquilacridonas (I.1), las tetraciclinas (I.2), las azaxantonas (I.3), las azatiaxantonas (I.4), 

los biarilos (I.5), las arilalquilpiridinas (I.6), los tetraazatrifenilenos (I.7), los carbostirilos 

(I.8), y las fenantridinas (I.9) (Figura I.7). Estos cromóforos son sensibilizadores de la 

luminiscencia de diferentes Ln3+, especialmente del Tb3+ y del Eu3+, y se utilizan en 

bioensayos e imágenes celulares.46, 88, 89 Como compuestos protectores de coordinación 

capaces de alojar al ion Ln3+ en el centro del complejo, se utilizan con frecuencia 

quelatos abiertos nona- u octadentados como el EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 

(I.10), el DTPA (ácido dietilentriaminopentaacético) (I.11) o macrociclos como los 

derivados DOTA (ácido 2,2′,2′′,2′′′-(1,4,7,10-Tetraazaciclododecano-1,4,7,10-

tetrail)tetraacético) (I.12) u otros derivados ciclénicos.23, 28, 51, 87, 90-92  

 

Figura I.7. Antenas (izquierda) y quelatos de Ln3+ (derecha) comúnmente utilizados en el desarrollo de 

antenas colgantes. 

 

En cuanto a las antenas quelantes, la antena forma parte de la estructura que coordina 

el Ln3+, participando directamente en la esfera de coordinación y facilitando así la 

transferencia de energía debido a la corta distancia entre la antena y el Ln3+.93 Sin 

embargo, diseñar una única antena que pueda cubrir completamente toda la esfera de 

coordinación del Ln3+ y sensibilizar eficazmente su PL puede ser difícil debido a los 

fenómenos de quenching comentados anteriormente, especialmente en disolventes 

como el agua. Por ello se han desarrollado diferentes estrategias para incrementar la 
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afinidad de la antena por el metal, de cara a mejorar la estabilidad termodinámica de los 

complejos, como es el empleo de ácidos carboxílicos y ácidos fosfónicos. Las antenas 

quelantes pueden clasificarse en criptatos o antenas autoensamblables. Los criptatos 

son complejos en los que la antena se encuentra ya previamente coordinada con el Ln3+, 

mientras que los complejos autoensamblables son aquellos que se coordinan in situ con 

el lantánido en disolución.  Así, algunos ejemplos de criptatos son el N,N,N′,N′-[2, 6-

bis(3′-aminometil-1′-pirazolil)-4- fenilpiridina]tetrakis(acetato) de terbio(III) (BPTA-Tb3+) 

(I.13), el 2′′-{[4′-(aminobifenil-4-il)-2,2′:6′,2′′-terpiridina-6,6′′-diil]bis(metilenenitrilo)-

tetraquis(acetato)} de europio(III) (ATBTA-Eu3+) (I.14) , los ácidos dipicolínicos (DPA), 

como el Tb(DPA)3 (I.15) , la 2-hidroxi-isoftalamida (IAM) (I.16) y la 1-hidroxi-piridin-2-ona 

(1,2-HOPO) (I.17) (Figura I.8).  

 

Figura I.8. Ejemplos de algunos criptatos de Ln3+. 

 

Uno de los principales factores a tener en cuenta en el diseño de complejos de Ln3+ 

basados en antenas colgantes consiste en que uno o más cromóforos se encuentran 

unidos a través de un espaciador a un ligando quelante generalmente multidentado 

(como el DTPA o el ácido 1,4,7,10 tetraciclotetradecano-1,4,7-triacético (DO3A)), que 

se une al ion Ln3+ y satura la esfera de coordinación del metal. En este sentido presentan 
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un mayor nivel de complejidad que las antenas quelantes cuando se comparan en 

términos de síntesis y protocolos de preparación. Así, las antenas quelantes tienen la 

ventaja de que son capaces de coordinarse directamente con el Ln3+, formando ellas 

mismas la esfera de coordinación, sin necesidad de grupos quelantes adicionales. Otro 

factor importante que debe considerarse para que se produzca una transferencia de 

energía eficiente es la distancia entre la antena y el Ln3+. En el caso de las antenas 

colgantes, se cree que sensibilizan la luminiscencia del Ln3+ a través de una TE 

resonante de Förster.87 Por otro lado, la distancia entre la antena y el Ln3+ suele ser 

menor en las antenas quelantes, y generalmente en este tipo de antenas la transferencia 

de energía al Ln3+ se produce principalmente a través de un mecanismo de Dexter, que 

es más eficaz.87 Es importante destacar que el medio en el que los complejos de Ln3+ 

son estables y capaces de sensibilizar la luminiscencia condiciona completamente sus 

potenciales aplicaciones, siendo un factor fundamental a tener en cuenta en el diseño y 

desarrollo de los complejos. De esta forma, aquellos complejos que son capaces de 

sensibilizar la luminiscencia de los Ln3+ tanto en agua como en otros disolventes polares 

aumenta significativamente sus potenciales aplicaciones en sistemas biológicos. Así, se 

ha conseguido obtener complejos robustos de Ln3+ trisquelato trihelicoidales funcionales 

en agua, mediante la coordinación de Ln3+ con dos ligandos tridentados de piridina-

tetrazolato (dianiónicos) (H2pytz y H2pytzc) (I.18 y I.19), que son análogos del conocido 

ligando ácido dipicolínico (H2DPA) (Figura I.9).94  Se ha demostrado que las estructuras 

formadas por el ligando bis-tetrazolato-piridina H2pytz son capaces de sensibilizar la 

emisión de diferentes Ln3+ (Eu3+, Tb3+ y Nd3+) tanto en el espectro visible como en el 

infrarrojo cercano, con rendimientos cuánticos en agua del 63% para el Tb3+ y del 18% 

para el Eu3+. De forma similar, se han examinado las propiedades estructurales y 

luminiscentes de un complejo de Eu3+ en agua que utiliza un ligando orgánico 

hexadentado consistente en dos moléculas de bipiridina unidas por una unidad de 

etilendiamina (I.20).56 Este complejo muestra una luminiscencia extraordinaria en una 

amplia región de pH. Igualmente, en otro trabajo se evalúan fotofísica y biológicamente 

varios complejos de Ln3+ estabilizados por un derivado de la fenantrolina (RPhen) y tres 

unidades de β-diketonato (DBM) (I.21).95 Así, los Ln3+ implicados son el Sm3+, el Eu3+ y 

el Tb3+. Su potencial aplicación como agente anticancerígeno lo convierte en un sistema 

prometedor en la investigación biomédica. Este trabajo evalúa la capacidad del complejo 

para interaccionar con el ADN mediante absorción UV-vis y espectroscopía de 

fluorescencia. Además, estos complejos son capaces de sensibilizar la luminiscencia de 

Ln3+ tanto en DMSO como en buffer PBS, lo que los hace realmente interesantes para 

sus aplicaciones en sistemas biológicos.95 Por otro lado, Raymond et al. obtuvieron una 
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familia de complejos quirales de Ln3+ utilizando ligandos octadentados quirales capaces 

de generar luminiscencia polarizada circularmente (CPL, por su terminología en inglés 

Circularly Polarized Luminescence) y empleando metanol como disolvente (I.22).86  La 

generación de CPL a partir de complejos quirales de Ln3+ se ha aplicado con éxito para 

el desarrollo de dispositivos electrónicos o herramientas bioanalíticas.96, 97 

Centrándonos en los complejos quelantes en agua capaces de generar CPL, ha sido 

posible estudiar las huellas dactilares de proteínas como la nucleasa de Staphylococcus 

aureus (SNasa), la albúmina de suero bovino (BSA), y la insulina (Ins) utilizando un 

quelato de β-diketonato con Eu3+,98 así como la detección quiral específica de 

aminoácidos utilizando complejos formados por el ácido 1,10-fenantrolina-2,9-

dicarboxílico (pda) o el ácido 2,2′-bipiridina-6,6′-dicarboxílico (bda) y el Eu3+ como Ln3+.99 

También se han sintetizado nuevos ligandos de Ln3+ basados en las 5-aril-2,2′-

bipiridinas con residuos de ácido dietilentriamina tetracarboxílico (DTTA) (I.23) en la 

posición C6 de la piridina.100, 101 Utilizando estos ligandos se obtuvieron complejos 

funcionales en agua de Eu3+, Tb3+, Sm3+ y Dy3+, entre los que destacó el complejo con 

Eu3+ por su elevado rendimiento cuántico (Ф) (12.8%) y τL (1.09 ms), frente a los valores 

obtenidos con los demás Ln3+ que fueron mucho menores. 

 

Figura I.9. Ejemplos de complejos basados en Ln3+ capaces de sensibilizar la luminiscencia de diferentes 

Ln3+ tanto en agua como en otros disolventes polares. 
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Por otra parte, modificando complejos de Eu3+ que utilizan los ligandos piridina-2,6-

dicarboxilato es posible sensibilizar la luminiscencia del Eu3+ mediante la formación de 

complejos que presentan largos τL no sólo 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 biológicos.102  En cuanto a las posibles aplicaciones de los 

complejos, además de las ya comentadas, la posibilidad de que determinados aniones 

puedan coordinarse con los centros de los Ln3+ en un medio acuoso parece ser un 

método eficaz para detectar la presencia de dichos aniones. Los cambios en la 

concentración de aniones pueden monitorizarse de forma rápida y precisa utilizando 

complejos de Ln3+, facilitando así la medición de aniones como fosfato,103 receptores de 

flúor104 o ácido salicílico105 en una gran variedad de disoluciones acuosas o fluidos 

biológicos. Así, en otro trabajo Gao et al. reportan un sistema único para la detección de 

iones fosfato que consiste en la encapsulación de un complejo de Ln3+ (I.24) dentro de 

micelas surfactantes, aunque requiere de la asistencia de Triton X-100 (surfactante no 

iónico) (Figura I.10).103 Paralelamente se han desarrollado complejos autoensamblables 

de Eu3+, Tb3+ e Yb3+ capaces de coordinarse directamente en agua y formar dímeros en 

presencia de aniones fluoruro, sirviendo como sistemas para la detección de estos 

iones.104  Del mismo modo se han desarrollado complejos de Tb3+ cinéticamente 

estables en disoluciones acuosas que permiten sensar aniones carboxílicos aromáticos 

como el ácido salicílico. Para ello, se han empleado derivados ciclénicos DOTA que 

permiten obtener complejos de Tb3+ heptadentados en los que dos moléculas de agua 

ocupan las posiciones de coordinación restantes.105 De esta manera las moléculas de 

agua que se coordinan con el Tb3+ son rápida y reversiblemente desplazadas por el 

ácido salicílico, dando lugar a la formación de aductos ternarios que potencian 

notablemente la luminiscencia de los complejos.  

Por otra parte, aunque en esta Introducción del Bloque I se comentan principalmente los 

complejos de Ln3+ en disolución, 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+ (I.25).106 Así 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 estímulos 

térmicos, químicos y mecánicos proporcionando así una amplia variedad de 

aplicaciones.107-109.  
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Figura I.10. Estructuras de los complejos basados en Ln3+ capaces de detectar iones fosfato (I.24) y de 

metalogeles luminiscentes funcionalizados con complejos de Ln3+ (I.25). 

 

 1.1.3. Complejos de lantánidos autoensamblables 

De entre todos los complejos capaces de sensibilizar la FL de los Ln3+ en disolución, 

aquellos capaces de coordinarse espontáneamente, directamente in situ, dando lugar a 

los denominados complejos autoensamblables, son de especial interés debido a que su 

preparación resulta sencilla, representando generalmente sistemas menos voluminosos 

que el resto de complejos. Los complejos autoensamblables se pueden clasificar en tres 

grupos principales en función de la forma en la que la antena se une al Ln3+ en el 

autoensamblaje, así como en función de los componentes o estructuras que intervienen 

en dicho ensamblaje o coordinación.  

 El primer grupo (tipo 1) incluye los complejos formados por antenas capaces de 

coordinarse directamente con el Ln3+ en disolución, transfiriendo su energía al 

ion metálico sin necesidad de estructuras quelantes adicionales (Figura I.11A). 

Estos complejos son generalmente sistemas más simples y menos voluminosos 

que el resto de antenas autoensamblables, lo que repercute en su facilidad de 

obtención y su versatilidad para el desarrollo de aplicaciones tanto biológicas 

como tecnológicas.  
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 El segundo grupo (tipo 2) está constituido por complejos en los que la antena se 

autoensambla con el Ln3+, 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 coordinación libres que son 

ocupadas por moléculas de disolvente (por ejemplo, H2O) que quenchea la 

luminiscencia del metal (Figura I.11B).  De esta forma, la coordinación de la 

antena con el quelato en disolución retiraría las moléculas de disolvente, dando 

lugar a un incremento en la luminiscencia del Ln3+ mediante TE. 

 El tercer grupo de complejos autoensamblables (tipo 3) son aquellos en los que 

la antena se coordina directamente con el Ln3+ en disolución, pero que con el fin 

de dar lugar a una coordinación y sensiblilización efectivas, se requieren 

moléculas quelantes adicionales que completen la esfera de coordinación 

(Figura I.11C). 
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Figura I.11. Clasificación de los distintos complejos de Ln3+ autoensamblables en disolución acuosa. 

 

Los compuestos luminiscentes capaces de autoensamblarse con Ln3+ en disolución son, 

por tanto, una de las opciones más interesantes y atractivas debido a sus características 

únicas y a sus potenciales aplicaciones, como el desarrollo de sondas biomoleculares, 

entre otras.110 En este sentido, Faulker et al. consiguieron por primera vez en 2002 la 

sensibilización de la PL del Yb3+ mediante un complejo autoensamblable utilizando la 
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unidad tetratiafulvaleno como antena y DO3A como grupo quelante.111 Desde entonces, 

muchos otros trabajos han reportado el desarrollo de complejos de Ln3+ 

autoensamblables directamente en disolución.112, 113 Sin embargo, hasta la fecha no se 

han descrito muchos casos de complejos de Ln3+ del primer grupo (tipo I) capaces de 

autoensamblarse en agua.102, 113 Estos últimos son de gran relevancia debido a sus 

potenciales aplicaciones  biológicas, además de ofrecer, como ya se ha comentado, las 

ventajas de ser sistemas menos voluminosos y más sencillos de obtener. En las 

siguientes secciones nos centraremos en los complejos de Ln3+ autoensamblables en 

disolución, con especial énfasis en aquellos capaces de hacerlo en disoluciones 

acuosas, debido a su potencial uso en la detección de analitos de relevancia biológica, 

imagen y otras aplicaciones tecnológicas. Se discutirán diferentes trabajos 

seleccionados que tratan sobre complejos basados en Ln3+ capaces de coordinarse in 

situ, y se clasificarán en función de su comportamiento en diferentes disolventes, 

distinguiendo entre disolventes orgánicos y disoluciones acuosas (Figura I.12). 

 

Figura I.12. Clasificación de los distintos complejos de Ln3+ autoensamblables en disolventes orgánicos o 

en disoluciones acuosas y sus principales aplicaciones. 
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 1.1.4. Complejos de lantánidos luminiscentes 

autoensamblables en disolventes orgánicos 

 

La generación de complejos de Ln3+ autoensamblables en disolventes orgánicos resulta 

útil para el desarrollo de diferentes aplicaciones, como la obtención de nuevos 

materiales luminiscentes y de sensores de agua altamente sensibles.113 Sin embargo, 

los complejos autoensamblables capaces de sensibilizar la FL de los Ln3+ 

exclusivamente en disolventes orgánicos limita enormemente sus potenciales 

aplicaciones para el estudio de sistemas biológicos. Además, la polaridad y la 

polarizabilidad del disolvente desempeñan un papel clave en la formación de los 

complejos de Ln3+ autoensamblables. Por ejemplo, los disolventes orgánicos polares 

próticos (como los alcoholes) disuelven eficazmente cationes y aniones, facilitando el 

autoensamblaje de los complejos en disolución. En este sentido se han sintetizado 

complejos de Ln3+ capaces de sensibilizar la FL en la región espectral del infrarrojo 

cercano del Nd3+ y el Er3+ cuando son excitados por luz UV cercana utilizando el ligando 

1-(antraceno-2-il)-4,4,4-trifluoro-1,3-butanediona) (I.26) en diferentes disolventes 

orgánicos (Figura I.13).112 En este caso, la energía se transfiere a los niveles emisivos 

de los iones Ln3+ 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 actúa como quencher de la FL a través del acoplamiento con los niveles 

vibracionales de los grupos –OH. Así pues, el porcentaje de rendimiento de 

luminiscencia del complejo de Er3+ obtenido en metanol es de sólo el 0.05%.  

Por otra parte, otra forma alternativa de complejos de Ln3+ autoensamblables en 

disolventes orgánicos es la descrita por Fréchet et al., que consiste en tres dendrímeros 

de poliéter convergentes (cada uno con un punto focal de anión carboxilato) alrededor 

del catión trivalente central Ln3+ (I.27). De este modo se ha logrado cubrir toda la esfera 

de coordinación del Er3+, el Tb3+ y el Eu3+, logrando así sensibilizar su FL. La evidencia 

del autoensamblaje de los complejos dendríticos se obtiene mediante espectroscopía 

infrarroja con transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy), espectrometría de masas MALDI-TOF (por sus siglas en inglés 

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization con el detector de iones acoplado Time-Of-

Flight) y las medidas de espectroscopía de luminiscencia en disolución orgánica.114 Por 

otro lado, aunque los derivados de carboestirilo son ampliamente utilizados como 

antenas para sensibilizar la PL de los Ln3+, sólo algunos compuestos de esta familia (los 
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derivados de quinolin-2(1H)-ona) son capaces de autoensamblarse con Ln3+ en 

disolución (I.28, I.29).113 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 investigación se describieron dos 

nuevas familias de antenas de Ln3+ (8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-2(1H)-

ona fosfonatos o carboxilatos), capaces de sensibilizar la luminiscencia del Eu3+ y del 

Tb3+ en acetonitrilo (CH3CN), pero cuya emisión se ve atenuada con la adición de agua, 

lo que los hace útiles para detectar impurezas de agua en disolventes orgánicos, incluso 

con aplicaciones en la industria alimentaria.113 

 

Figura I.13. Complejos de Ln3+ luminiscentes autoensamblables en disolventes orgánicos. 

 

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

vez la sensibilización de la PL del Yb3+ a través de un complejo organometálico 
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autoensamblable en metanol.111  El tetratiafulvaleno es capaz de coordinarse en metanol 

a través del grupo carboxilato directamente (I.30) o con el complejo DO3A-Yb (I.31) 

(Figura I.14). 

 

Figura I.14. Diferentes complejos de Ln3+ luminiscentes autoensamblables en disolventes orgánicos. 

 

 Asimismo se han sintetizado complejos de Ln3+ 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 Sm3+ 

en 12 disolventes orgánicos diferentes (I.32).115 Los complejos presentan rendimientos 

cuánticos que oscilan entre el 4.9% en benceno y el 0.14% en metanol. Estos complejos 

de Ln3+ pueden presentarse como posibles nuevos materiales capaces de modular el 

color de su emisión en diferentes disolventes orgánicos. De forma similar, Gunnlaugsson 

et al. han desarrollado un sistema basado en complejos de Ln3+ autoensamblables 

capaces de emitir luz blanca pura utilizando un ligando multidentado al que han 

denominado tdt, compuesto por una unidad central de ácido dipicolínico conectada a 

dos moléculas de 2,2':6',2''-terpiridilo en solución (I.33). En estos complejos el Ln3+ está 

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 biológicos.116 Siguiendo en la línea de este tipo de complejos, se han estudiado 
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y evaluado complejos autoensamblables compuestos por ligandos anfifílicos quirales 

basados en ácidos 2,6-piridinadicarboxílicos con diversas sales de Ln(CF3SO3)3 (Ln3+ = 

Tb3+, Sm3+, Lu3+, Dy3+) en CH3CN (I.34).117 Como propiedad particular, la quiralidad de 

los ligandos aporta a estos compuestos la capacidad de emitir CPL en películas de 

Langmuir-Blodgett. A propósito del uso de la cumarina anteriormente mencionada como 

compuesto capaz de sensibilizar la FL de los Ln3+, existen ligandos quelantes derivados 

de la cumarina que pueden sensibilizar la luminiscencia del Sm3+, el Dy3+, el Tb3+ y el 

Eu3+ en disoluciones de etanol y THF mediante autoensamblaje.54 Del mismo modo, 

otros complejos de Ln3+ autoensamblables en metanol [Eu(bpcd)(tta)] (I.35), [Eu(bpcd)-

(Coum)] (I.36) y [Tb(bpcd)(Coum)] (I.36) [tta = 2-tenoiltrifluoroacetil-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 Ln3+ implicado 

es el Eu3+ o el Tb3+ (Figura I.15). 118  

 

Figura I.15. Complejos [Eu(bpcd)(tta)] (I.35), [Eu(bpcd)-(Coum)] (I.36) y [Tb(bpcd)(Coum)] (I.36). 

 

Por otro lado, se han sintetizado dos ligandos tridentados (HLAB1 y HLAB2) que presentan 

una acridona fusionada a un esqueleto de benzimidazolpiridina (I.37, I.38) (Figura I.16). 

Estos complejos se autoensamblan con Eu3+ e Yb3+ en CH3CN.119 Igualmente, en otro 

trabajo se ha descrito un ligando que contiene un núcleo de 1,3,5-

bencenotricarboxamida y 4-(feniletilinil)piridin-2,6-dicarboxilato de dietilo (I.39), y se han 

estudiado sus propiedades fotofísicas en disolventes orgánicos de polaridades 

diferentes incluyendo CH3OH, CH3CN, DMSO y CHCl3. En la disolución de CH3CN se 

pudo confirmar la formación de especies autoensambladas entre el ligando y el Eu3+.120  
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Figura I.16. Complejos de Ln3+ autoensamblables en disolventes orgánicos. 

 

Los complejos de Ln3+ autoensamblables en disolventes orgánicos también pueden 

emplearse para el desarrollo de organogeles. En este sentido es interesante conocer el 

primer ejemplo conocido de geles poliméricos basado en lantánidos, donde se 

obtuvieron cuatro geles supramoleculares utilizando el ligando bis-tridentado basado en 

piridina bis(2,6-bis(1'-metil bencimidazolil)-4-hidroxipiridina) (I.40), iones de metales de 

transición (Co2+ o Zn2+) y los Ln3+ (La3+ o Eu3+) mediante métodos sencillos de 

calentamiento y enfriamiento con una mezcla de CHCl3/CH3CN como disolvente (Figura 

I.17).121 El ligando I.40 actúa como antena para los iones Eu3+, de modo que estos geles 

sensibilizan su luminiscencia. Además, muestran respuestas reversibles a diversos 

estímulos térmicos, químicos y mecánicos.  
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Figura I.17. Estructuras de complejos de Ln3+ autoensamblables en disolventes orgánicos empleados para 

la obtención de geles. 

 

Asimismo, Singha Mahapatra et al. conseguieron obtener metalogeles termorreversibles 

utilizando 4'-p-Halofenil-2,2':6',2''-terpiridina (I.41) como ligando, los lantánidos Eu3+ y 

Tb3+, y CH3CN, DMF y CH3CN/DMF (1:1, v/v) como disolventes. Estos geles opacos 

presentaban una luminiscencia modulable mediante el ajuste de la estequiometría del 

ligando y del Ln3+, pudiendo generar emisión de luz amarilla y blanca.107 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 (I.42) capaz de coordinarse con Eu3+ o Tb3+ con una estequiometría de 

1:1 a través de la unidad de terpiridina, obteniéndo metalogeles capaces de emitir luz 

roja o verde bajo irradiación UV (λex = 365 nm), utilizando una mezcla de tolueno/CH3CN 

(1:1) como disolvente y procesos repetidos de calentamiento-enfriamiento.108 Por tanto, 

en relación con lo anteriormente comentado, resulta evidente que el uso de ligandos 

basados en piridina para la obtención de complejos de Ln3+ autoensamblables en geles 

luminiscentes no acuosos está ampliamente extendido.109, 122-124 Este hecho ha llevado 

al desarrollo de nuevos materiales luminiscentes capaces de emitir luz blanca con 

potencial uso en LEDs,109 o al desarrollo de tinta de seguridad invisible para mensajes 

secretos en papel normal.122 Paralelamente existen otras familias de ligandos basados 

en piridina que se han utilizado para obtener metalogeles luminiscentes 

autoensamblables utilizando los lantánidos Eu3+ y Tb3+,125 como los ligandos tetrakis-

tridentados basados en piridina,106, 126.  

También se han descrito geles supramoleculares basados en Ln3+ utilizando ligandos 

de colato sódico y sensibilizadores dopados,127-130 así como otros ligandos capaces de 

autoensamblarse en estado gel que sensibilizan la FL de los Ln3+. Este es el caso del 

ligando 5,5',5''-(1,3,5-triazina-2,4,6-triil)tris(azanediil) triisoftalato (I.43) utilizado por 

Hong Wang et al.  para sensibilizar la emisión del Tb3+ en metalogeles de 

DMF/CH3OH.131 Asimismo, Edamana Prasad et al. consiguieron obtener el 

autoensamblaje de complejos de Ln3+ en geles utilizando metalogeles mixtos que 

contenían ácido cítrico como ligando ensamblador (I.44), el co-ligando 4'-(4-bromofenil)-

2,2':6',2''-terpiridina (I.45) como antena, acetatos de Tb3+ y de Eu3+ como lantánidos, y 

DMF como disolvente.132 De esta forma se puede concluir que son muchos los trabajos 

que reportan la obtención de complejos de Ln3+ autoensamblables en disolventes 

orgánicos con multitud de aplicaciones tanto en disolución como en organogeles. 

 

 1.1.5. Complejos de lantánidos luminiscentes 

autoensamblables en disolución acuosa 

Cuando se utiliza la FL de los Ln3+ para la detección de moléculas biológicas, los 

complejos formados deben ser compatibles con los entornos biológicos y acuosos, y los 

luminóforos deben ser lo suficientemente pequeños como para interferir lo mínimo 

posible con la diana a estudiar.11  Entre todos los complejos de Ln3+ reportados hasta la 

fecha, los compuestos orgánicos capaces de autoensamblarse con los iones en 

disolución acuosa y sensibilizar su FL son de especial interés debido al gran número de 
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potenciales aplicaciones que presentan. Entre estas aplicaciones destacan su uso en 

bioimagen como sondas para la visualización celular o como biosensores, así como la 

obtención de nuevos materiales capaces de emitir luz blanca.22, 46, 71, 133, 134 En cuanto a 

los complejos autoensamblables formados por antenas capaces de coordinarse 

directamente con el Ln3+ en disolución y sensibilizar su FL sin necesidad de estructuras 

quelantes adicionales (complejos tipo I),  cabe destacar que a pesar de las ventajas que 

presentan, el número reportado hasta la fecha de este tipo de complejos es escaso. A 

pesar de ello, Anne-Sophie Chauvin et al. diseñaron un complejo de este tipo 

consistente en una serie de receptores hexadentados que incorporan moléculas de 

benzimidazol, a las que se añadieron como grupos de coordinación el ácido fosfónico o 

el grupo fosfoetilester (I.46).135 Además, para aumentar la solubilidad en agua, se 

introdujeron unidades de poli(oxietileno) en el esqueleto del bencimidazol (Figura I.18). 

Así, los ligandos eran capaces de autoensamblarse con los Ln3+ en disolución acuosa 

dando lugar a helicatos homobimetálicos de triple cadena, que presentaron una elevada 

estabilidad termodinámica y que eran capaces de sensibilizar la luminiscencia del Eu3+ 

y del Tb3+ de forma efectiva. Siguiendo en esta línea, en un trabajo de nuestro grupo de 

investigación se ha desarrollado un compuesto autoensamblable tipo I en disolución 

acuosa, el ácido 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3-carboxílico 

(I.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. 

Además, I.47 es capaz de coordinarse directamente con Eu3+ en agua mediante 

autoensamblaje, de forma que la antena sensibiliza la emisión luminiscente del lantánido 

cuando detecta biotioles. Este comportamiento permite su uso en el estudio de células 

humanas del sistema inmune por citometría 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 Ln3+. 110  Por otra parte, también se ha desarrollado un 

sistema  basado en el ácido dipicolínico (I.48) para el cribado o screening de potenciales 

antenas tipo I capaces de sensibilizar la luminiscencia de los Ln3+ en agua.91 Asimismo, 

Jagannath B. Lamture et al. compararon las propiedades espectrales de varios 

complejos de Ln3+ obtenidos a partir de análogos 4-sustituidos del ácido dipicolínico 

(I.49) y del Tb3+ en disoluciones acuosas.61 Los compuestos análogos se obtuvieron por 

4-sustitución en el ácido dipicolínico por los grupos -H, -OH, -Cl, -Br, -NH2, o –

NHCOCH3. Al excitarse con luz ultravioleta, todos los análogos sensibilizaron la emisión 

de Tb3+, concluyéndose que los rendimientos cuánticos globales de la emisión 

sensibilizada del Tb3+ iban desde el 13.6% hasta el 4.03% siguiendo el orden -NH2 > -

OH > -NHCOCH3 > -CL > -H > -Br. 
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Figura I.18. Diferentes complejos de Ln3+ luminiscentes autoensamblables en disolución acuosa. 

 

Igualmente se han desarrollado complejos de Ln3+ con cicleno heptadentado (DOTA) de 

Eu3+ y de Tb3+ formando parte de estructuras supramoleculares con el ligando 1,3,5-

benceno-trisetinilbenzoato (I.50) capaces de autoensamblarse, habiéndose estudiado 

su luminiscencia en estado sólido y en disolución.136 Otro ejemplo interesante de 

complejos de Ln3+ 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 ácido dicarboxílico de 2,6-piridina modificado con pilar[5]areno capaz de 

autoensamblarse con Tb3+ y Eu3+ y un derivado dicatiónico del diarileteno, permitiendo 

así la sensibilización de estos Ln3+ en soluciones acuosas.137 Este sistema permite la 
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formación de polímeros supramoleculares, aumentando así tanto la intensidad de FL 

como los τL de los complejos. Además, con este sistema se puede obtener emisión de 

luz blanca en soluciones acuosas y CH2Cl2. Una de las aplicaciones directas más 

llamativas es la obtención de tintas multicolor de escritura inteligente para la lucha contra 

la falsificación. Gunnlaugsson et al. consiguieron también obtener nuevos materiales 

luminiscentes en forma de hidrogeles basados en complejos de Ln3+, compuestos de 

cuadruplex de guanosina estabilizados con K+ (I.51), que son capaces de 

autoensamblarse con Eu3+, sensibilizando así su luminiscencia y haciendo posible el 

uso de la espectroscopía de luminiscencia con TG (Figura I.19).134 Estos hidrogeles de 

guanosina son, además, capaces de emitir CPL centrada en la luminiscencia del Eu3+. 

 

Figura I.19. Estructura del complejo I.51. 

 

La versatilidad de los complejos de Ln3+ capaces de autoensamblarse en disolución 

acuosa se ha empleado también para el desarrollo de biosensores luminiscentes para 

el estudio de la actividad proteína quinasa, evitando así el uso de isótopos radiactivos,  

anticuerpos u otros agentes de etiquetado.138-142 De esta forma, se ha conseguido 

estudiar la actividad tirosina quinasa empleando un sustrato peptídico de 

reconocimiento por la quinasa a estudiar que incluye una residuo de tirosina y varios 

restos de aminoácidos ácidos (ácido aspártico y ácido glutámico). Así, tras la reacción 

de fosforilación por la correspondiente quinasa, la fosfotirosina incorporada (antena) es 

capaz de coordinarse con iones Tb3+, sensibilizando su luminiscencia y reportando por 
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tanto la actividad de la quinasa. Esta actividad puede detectarse midiendo la 

luminiscencia del Tb3+ mediante ventana temporal (TG), ya que al coordinarse se 

produce un notable incremento tanto de la intensidad como del τL del lantánido (Figura 

I.20).138, 140  

 

Figura I.20. Esquema del sistema que contiene un péptido con tirosina el cual, al ser fosforilado por la 

quinasa, es capaz de coordinar iones Tb3+ sensibilizando así su luminiscencia. 

 

Otras modificaciones de este diseño implican la incorporación de un fluoróforo al péptido 

sustrato que contiene un residuo de tirosina. Así, tras la reacción de fosforilación por la 

quinasa, la fosfotirosina (antena) se coordina con el Tb3+, sensibilizando su 

luminiscencia, la cual se transfiere al fluoróforo incorporado, indicando por tanto la 

actividad de la quinasa. En este caso, la actividad quinasa se mide mediante la emisión 

del fluoróforo, que puede ser verde o roja dependiendo del fluoróforo incorporado. 

(Figura I.21).139  

 

Figura I.21. Esquema del sistema que contiene un péptido sustrato con un fluoróforo y una tirosina la cual, 

al ser fosforilada por la quinasa, es capaz de coordinar iones Tb3+ sensibilizando su luminiscencia, que se 

transfiere al fluoróforo.  
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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, Tb3+ y QDs (por sus siglas en inglés Quantum 

Dots). Cuando el péptido sustrato es fosforilado por la quinasa, la tirosina, que actúa 

como antena, sensibiliza la emisión luminiscente del Tb3+ coordinado. Esta emisión del 

Tb3+ se transfiere a los QDs mediante transferencia de energía por resonancia de 

luminiscencia resuelta en el tiempo, que a su vez producen una emisión resuelta en el 

tiempo que se analiza, permitiendo así detectar la actividad de la enzima quinasa.141 Por 

último, otro sistema para la detección 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 fosforilación y una antena de lantánidos derivada de carboestirilo. Tras la 

reacción de fosforilación por la quinasa, el lantánido correspondiente (Tb3+ o Eu3+) se 

coordina con la tirosina fosforilada y el resto de iminodiacetato, y el fluoróforo unido al 

péptido transfiere su energía al Ln3+ dando lugar a un fuerte aumento de la luminiscencia 

(Figura I.22).142 

 

Figura I.22. Biosensor que contiene un péptido sustrato con tirosina, un resto de iminodiacetato cerca del 

lugar de fosforilación y un derivado de carboestirilo capaz de actuar como antena de Ln3+. 
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1.2. Objetivos del Bloque I 

 

1.2.1. Objetivo general 

Caracterizar los nuevos colorantes luminiscentes derivados de la quinolin-2(1H)-ona y 

aplicarlos como antenas de lantánidos biocompatibles capaces de autoensamblarse 

directamente en disolución acuosa in vitro e in cellulo. 

 

1.2.2. Objetivos específicos 

1. Estudio de las propiedades fotofísicas de los fluoróforos derivados de quinolin-

2(1H)-ona (CAnt y PAnt) en H2O y en CH3CN para investigar su posible 

aplicación como antenas sensibilizadoras de lantánidos. 

2. Estudio de los complejos de lantánidos autoensamblables formados por las 

antenas derivadas de la quinolin-2(1H)-ona (CAnt y PAnt) y los lantánidos Tb3+, 

Dy3+, Sm3+ y Eu3+ en disolución acuosa, mediante la realización de cribados y 

valoraciones utilizando la espectroscopía de fluorescencia en estado 

estacionario y la espectroscopía de fosforescencia resuelta en el tiempo. 

3. Obtención de la emisión de luz blanca en disolución acuosa y en geles de 

agarosa mediante el ajuste de los componentes (antena PAnt, Tb3+ y Eu3+) de 

los complejos de lantánidos estudiados. 

4. Aplicación de los complejos de lantánidos estudiados como sondas 

intracelulares para bioimagen mediante microscopía PLIM, así como para la 

obtención de luz blanca in cellulo mediante microscopía PLIM. 
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1.3. Resultados del Bloque I 
 

Este capítulo del Bloque I se centra en el desarrollo de nuevas antenas de lantánidos 

biocompatibles capaces de autoensamblarse directamente con el metal en disolución 

acuosa. Para ello, en el grupo de la Dra. Rosario Herranz del Instituto de Química 

Médica del CSIC en Madrid, se preparó el ácido carboxílico CAnt derivado de la 

quinolin-2(1H)-ona (ácido 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3-

carboxílico, Figura I.23). Además, con el objetivo de incrementar la afinidad por los Ln3+, 

se preparó el compuesto derivado de ácido fosfónico PAnt (ácido 8-metoxi-2-oxo-

1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3-fosfónico, Figura I.23) en el que el grupo 

carboxílico se sustituyó por un grupo fosfónico. Los nuevos luminóforos se han 

empleado exitosamente para la obtención de luz blanca en disolución acuosa y en geles 

de agarosa, así como en bioimagen como sondas intracelulares. 

 

 

Figura I.23. Estructura de los compuestos CAnt y PAnt. 
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1.3.1. Propiedades fotofísicas de CAnt y PAnt 

En primer lugar, se llevó a cabo la determinación de las propiedades fotofísicas de CAnt 

y PAnt en H2O y en un disolvente orgánico como el CH3CN. Así, los espectros de 

absorción (UV-Vis) mostraron que CAnt y PAnt presentaban dos máximos de absorción 

similares tanto en H2O (a 320 y 373 nm para CAnt y a 310 y 345 nm para PAnt) como 

en CH3CN (a 320 y 375 nm para CAnt y a 310 y 350 nm para PAnt) (Figura I.24 y Tabla 

I.1). Los espectros de emisión de fluorescencia mostraron, sin embargo, que tanto CAnt 

como PAnt presentaban un único máximo de emisión (λex = 320 nm), en la región azul 

del espectro visible (Figura I.24 y Tabla I.1). Dado que las dos bandas de absorción 

están bien discriminadas, fue posible asignarlas a dos posibles transiciones desde el 

estado electrónico fundamental singlete (S0) al estado electrónico S1 o S2: S0  S1 o S0 

 S2. Además, la presencia de una única banda de emisión independiente de la longitud 

de onda de excitación confirmó la emisión directa desde el primer estado singlete 

excitado (S1).  

 

Figura I.24. Espectros de absorción (A) y de emisión de fluorescencia (B) de CAnt y PAnt en H2O y 

espectros de absorción (C) y de emisión de fluorescencia (D) de CAnt y PAnt en CH3CN. 
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Los coeficientes de extinción molar (ε) de CAnt y PAnt fueron del orden de 103 tanto en 

H2O como en CH3CN (Tabla I.1). Los ε de PAnt resultaron ser mayores que los de CAnt 

en ambos disolventes. Estos valores se encuentran dentro del mismo rango que los ε 

de otras antenas de Ln3+ descritas en la bibliografía.1,2,3,4 Asimismo, los rendimientos 

cuánticos de fluorescencia (ФF) de CAnt y PAnt fueron mayores en H2O que en CH3CN, 

siendo similares a los descritos en la bibliografía para otros derivados de quinolin-2(1H)-

onas.5 

 

Tabla I.1. Propiedades fotofísicas de los compuestos CAnt y PAnt. 

Compuestoa Disolvente λabs
max /nm ε /M–1cm–1 λem

max /nm ΦF
b 

CAntc CH3CN 320, 375 4720 450 0.09 

 H2O 320, 373 5451 472 0.11 

PAnt CH3CN 310, 350 9329 436 0.08 

 H2O 310, 345 8434 441 0.14 

a Medido por duplicado a una concentración de 167 μM para el compuesto CAnt y de 29 μM para el 

compuesto PAnt. b Los rendimientos cuánticos se calcularon utilizando como referencia sulfato de quinina 

(en H2SO4, 0.1 M). c Valores obtenidos de la referencia 6. 
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1.3.2. Complejos de lantánidos autoensamblables 

basados en CAnt y PAnt 

Los rangos de energía de los espectros de absorción y de emisión de CAnt y PAnt 

indicaban que ambos compuestos podrían ser candidatos a antenas de lantánidos.7,8,9,6 

Para confirmarlo, en primer lugar, se realizó un cribado para determinar si CAnt y PAnt 

eran capaces de sensibilizar la luminiscencia de los lantánidos con emisión en el visible 

Tb3+, Eu3+, Sm3+ y Dy3+. Para ello se emplearon los compuestos CAnt y PAnt (54 μM) y 

1 o 2 equivalentes de TbCl3, SmCl3, DyCl3 y EuCl3 en disolución acuosa con tampón 

HEPES (1 mM) a pH 7.4. Como se muestra en la Figura I.25, se observó que CAnt era 

capaz de sensibilizar exclusivamente la luminiscencia del Tb3+, mientras que PAnt era 

capaz de mostrar una notable emisión fotoluminiscente tanto para el Eu3+ como para el 

Tb3+ (Figura I.26). 

 

Figura I.25. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex =320 nm) de CAnt (54 µM), 

y tras la adición de 1 y 2 equivalentes de TbCl3 (A), SmCl3 (B), DyCl3 (C) y EuCl3 (D), en tampón HEPES (1 

mM) a pH 7.4. 
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Figura I.26. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex =320 nm) de PAnt (54 µM), 

y tras la adición de 1 y 2 equivalentes de TbCl3 (A), SmCl3 (B), DyCl3 (C) y EuCl3 (D), en tampón HEPES (1 

mM) a pH 7.4. 

A continuación, se estudió la estabilidad y estequiometría de los complejos formados 

por PAnt y Eu3+, PAnt y Tb3+ y CAnt y Tb3+. Para ello se llevaron a cabo diferentes 

valoraciones directas e inversas en disolución acuosa con tampón HEPES (1 mM) a pH 

7.4. En las valoraciones directas la antena permanecía a una concentración fija y el Ln3+ 

se iba adicionando a diferentes concentraciones, mientras que en las valoraciones 

inversas el Ln3+ permanecía a una concentración fija y la antena se adicionaba a 

diferentes concentraciones. La Figura I.27 muestra los espectros de emisión de 

luminiscencia en estado estacionario de las valoraciones directas realizadas con 

concentraciones fijas de PAnt (54 μM, 43 μM o 27 μM) a las que se añadieron 

concentraciones crecientes de EuCl3, que variaban desde 0 hasta 4.5 equivalentes. La 

formación del complejo autoensamblado entre PAnt y los iones Eu3+ se puso de 

manifiesto como resultado del quenching en la emisión de la antena a 445 nm debido a 

la transferencia de energía (99.6 ± 0,1% de eficacia de quenching con 2 equivalentes 

de Eu3+ añadidos), así como por la aparición de las típicas bandas definidas y estrechas 

de emisión de la luminiscencia roja del Eu3+, con un máximo a 616 nm. Esta banda 

corresponde a la transición 5D0  7F2 del Eu3+. Para visualizar tanto la contribución de 

la antena como la emisión sensibilizada de los Ln3+, se seleccionó la escala logarítmica 

en todas las representaciones gráficas mostradas. 
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Figura I.27. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex = 320 nm) de las 

valoraciones directas de PAnt a 54 μM (A), 43 μM (B) o 27 μM (C), con concentraciones crecientes de 

EuCl3 (desde 0 hasta 4.5 equivalentes). Las flechas negras indican concentraciones crecientes de Eu3+. 

 

En las valoraciones inversas se añadieron concentraciones crecientes de PAnt (desde 

0 hasta 4.5 equivalentes) a concentraciones fijas de EuCl3 (54, 43 o 27 μM) (Figura I.28). 

En estos casos, conforme aumentaba la concentración de PAnt, se hacía más evidente 

la aparición de la emisión de la antena a 445 nm, cuya contribución modificaba la forma 

de las bandas de emisión de luminiscencia del Eu3+. 
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Figura I.28. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex = 320 nm) de las 

valoraciones inversas de EuCl3 a 54 μM (A), 43 μM (B) o 27 μM (C), con concentraciones crecientes de 

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

 

Los resultados de las valoraciones directas e inversas demostraron la transferencia 

efectiva de energía producida entre la antena y el Eu3+. Para el análisis de las curvas de 

valoración centramos nuestra atención en las propiedades de emisión duales de los 

complejos. Para ello, empleamos la relación de intensidades I616/I445 correspondientes a 

la emisión de fluorescencia de la antena en el azul a 445 nm y la emisión sensibilizada 

del Eu3+ en el rojo a 616 nm. Esto nos permitió disponer de un parámetro normalizado 

para estudiar la formación de los complejos emisivos, ya que esta relación refleja 

simultáneamente la eficiencia del quenching de la emisión de la antena, la transferencia 

de energía, la sensibilización del Ln3+ y la subsiguiente emisión fotoluminiscente. Las 

Figuras I.29A y I.29B muestran la relación de intensidades I616/I445 en las valoraciones 

directas e inversas, respectivamente. Las valoraciones directas con EuCl3 a 

concentraciones fijas de PAnt muestran un incremento de la relación I616/I445 con el 

aumento de la concentración subequimolar del ion hasta una estequiometría 1:1. 

Después, se produce un cambio en la pendiente de crecimiento, mostrando un marcado 

aumento hasta la saturación a una proporción de 1.5:1 (Eu3+:PAnt). Asimismo, la adición 

suplementaria de Eu3+ da lugar a una disminución de la relación I616/I445.  
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Figura I.29. (A) Relación de intensidades I616/I445 de las valoraciones directas de PAnt a 54 μM (triángulos 

azules) o 43 μM (círculos rojos) con Eu3+. (B) Relación de intensidades I616/I445 de las valoraciones inversas 

de Eu3+ a 54 μM (triángulos azules) o 43 μM (círculos rojos) con PAnt. (C) Gráfico de Job de la relación de 

intensidades I616/I445 en función de la fracción molar de Eu3+ a partir de las valoraciones directa (cuadrados) 

e inversa (círculos) de PAnt con EuCl3 a diferentes concentraciones fijas de PAnt o de EuCl3 (54 μM, azul; 

43 μM, rojo; y 27 μM, negro).  
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Las valoraciones inversas muestran que a medida que aumenta la concentración de 

PAnt, la emisión del Eu3+ aumenta hasta aproximadamente una adición equivalente del 

compuesto PAnt. Análogamente a las valoraciones directas, una adición suplementaria 

de PAnt da lugar a una marcada disminución de la relación I616/I445. Consecuentemente, 

los puntos de datos obtenidos tanto para las titulaciones directas como para las inversas 

coinciden perfectamente entre sí, como se muestra en el gráfico de Job (Figura I.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 Eu3+, el hecho de que más del 99% de la emisión del compuesto PAnt esté 

atenuada indica tanto una coordinación efectiva en agua como una adecuada 

transferencia de energía. Asimismo, el exceso estequiométrico del compuesto PAnt da 

lugar claramente a una menor relación I616/I445, lo que indica la presencia de antenas 

libres. En los regímenes de concentración estudiados no pudimos descartar la existencia 

de estequiometrías superiores que incluyeran más de una única antena en la esfera de 

coordinación del lantánido. Estas especies aumentarían aún más la emisión 

fotoluminiscente del Eu3+ al proteger adicionalmente al lantánido del quenching por 

H2O.10 Para comprobar la posible presencia de estequiometrías superiores empleamos 

la espectroscopía de fosforescencia en las valoraciones directas (Figura I.30). De esta 

forma, la emisión de la antena se elimina al aplicar una ventana temporal de detección 

retardada, dejando sólo las emisiones sensibilizadas de los Ln3. Para ello se añadieron 

concentraciones crecientes de Eu3+ (de 0 a 5 equivalentes) a concentraciones fijas de 

PAnt (54, 43 o 27 μM) en disolución acuosa con tampón HEPES (1 mM) a pH 7.4. 
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Figura I.30. Valoraciones de PAnt con EuCl3 medidas mediante espectroscopía de fosforescencia con 

ventana temporal. (A) Intensidad de luminiscencia a 616 nm de la emisión sensibilizada del Eu3+ (λex =320 

nm) a diferentes concentraciones fijas de PAnt (54 μM, cuadrados negros; 43 μM, círculos rojos y 27 μM, 

triángulos azules) y concentraciones crecientes de EuCl3 de 0 a 5 equivalentes. (B-D) Espectros de 

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

μM, (B); 43 μM, (C) y 27 μM, (D)) con concentraciones crecientes de EuCl3, de 0 a 5 equivalentes. Las 

flechas indican concentraciones crecientes de EuCl3.  

 

Los resultados de las valoraciones directas obtenidas mediante espectroscopía de 

fosforescencia se encuentran en consonancia con los mostrados en la Figura I.29. Así, 

existe un pico en la emisión del Eu3+ (analizada a 616 nm, Figura I.30A) cuando la 

proporción es 1.5:1, mientras que un exceso de Eu3+ produce una disminución de la 

emisión fotoluminiscente. Esto sugiere que, efectivamente, se forman complejos con 

estequiometrías superiores formados por varias antenas y un único ion Eu3+. Sin 

embargo, un exceso de iones Eu3+ desplaza probablemente los equilibrios de 

complejación hacia una estequiometría de 1:1 Eu3+:PAnt, que es un complejo menos 

emisivo. 
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Por otro lado, para evaluar la estabilidad y estequiometría de los complejos formados 

por PAnt y Tb3+ se llevaron a cabo valoraciones directas e inversas de forma análoga a 

las descritas con Eu3+. En la Figura I.31 (valoraciones directas) se observa como a 

medida que aumenta la concentración de Tb3+ añadida (de 0 hasta 4.5 equivalentes) a 

concentraciones fijas de PAnt (54, 43 o 27 μM), la señal de la antena a 445 nm se 

atenúa y las bandas de emisión de luminiscencia del Tb3+ se intensifican. 

 

 

Figura I.31. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex = 320 nm) de las 

valoraciones directas de PAnt a 54 μM (A), 43 μM (B) o 27 μM (C), con concentraciones crecientes de TbCl3 

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

 

Asimismo, en las gráficas de las valoraciones inversas (Figura I.32) se puede apreciar 

como a medida que se añade más concentración de PAnt (de 0 hasta 4.5 equivalentes) 

a concentraciones fijas de Tb3+ (54, 43 o 27 μM) la señal de la antena a 445 nm aumenta 

y las señales de emisión del Tb3+ disminuyen. 
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Figura I.32. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex = 320 nm) de las 

valoraciones inversas de TbCl3 a 54 μM (A), 43 μM (B) o 27 μM (C), con concentraciones crecientes de 

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

 

Para el análisis de las curvas de valoración, en este caso empleamos la relación de 

intensidades I545/I445 correspondientes a la emisión de la antena (445 nm) y a la emisión 

del Tb3+ en el verde a 545 nm. En el análisis de las curvas de valoración directas (Figura 

I.33A) la emisión del Tb3+ se saturó a una estequiometría de aproximadamente 1:1. Sin 

embargo, en este caso un exceso de Tb3+ no provocó una disminución de los valores de 

la relación I545/I445. Por otro lado, en el análisis de las curvas de valoración inversas se 

produce una disminución de la relación I545/I445 a una estequiometría 1:1, indicando la 

presencia de antenas libres cuando existe un exceso de PAnt (Figura I.33B). Estos 

resultados indican que la estequiometría más probable para el complejo Tb3+:PAnt es 

1:1. Los puntos de datos obtenidos tanto para las titulaciones directas como para las 

inversas coincidieron entre sí de forma similar a la ocurrida con los complejos de PAnt 

y Eu3+ (Figura I.33C). Este hecho indica que durante las medidas se alcanzó el equilibrio 

completo del sistema. 
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Figura I.33. (A) Relación de intensidades I545/I445 de las valoraciones directas de PAnt a 54 μM (triángulos 

azules) o 43 μM (círculos rojos) con Tb3+. (B) Relación de intensidades I545/I445 de las valoraciones inversas 

de Tb3+ a 54 μM (triángulos azules) o 43 μM (círculos rojos) con PAnt. (C) Gráfico de Job de la relación de 

intensidades I545/I445 en función de la fracción molar de Tb3+ a partir de las valoraciones directas (cuadrados) 

e inversas (círculos) de PAnt con TbCl3 a diferentes concentraciones fijas de PAnt o de TbCl3 (54 μM, azul; 

43 μM, rojo; y 27 μM, negro). 

 

Para comprobar que la estequiometría de los complejos Tb3+:PAnt era 1:1, empleamos 

la espectroscopía de fosforescencia en las valoraciones directas, analizando la emisión 

del Tb3+ a 545 nm con ventana temporal (Figura I.34A). Para ello se añadieron 

concentraciones crecientes de Tb3+ (de 0 a 5 equivalentes) a concentraciones fijas de 

PAnt (54, 43 o 27 μM). Se observó que esta señal era creciente hasta aproximadamente 

3.5 equivalentes de Tb3+ añadidos. Estos resultados sugieren que la estequiometría más 

probable de estos complejos era de 1:1 para las concentraciones estudiadas.   



1.3. Resultados 
 

 
60 

 

 

 

Figura I.34. Valoraciones de PAnt con TbCl3 medidas mediante espectroscopía de fosforescencia con 

ventana temporal. (A) Intensidad de fosforescencia a 545 nm de la emisión sensibilizada del Tb3+ (λex =320 

nm) a diferentes concentraciones fijas de PAnt (54 μM, cuadrados negros; 43 μM, círculos rojos y 27 μM, 

triángulos azules) y concentraciones crecientes de TbCl3 de 0 a 5 equivalentes. (B-D) Espectros de 

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

μM, (B); 43 μM, (C) y 27 μM, (D)) con concentraciones crecientes de TbCl3 de 0 a 5 equivalentes. Las 

flechas indican concentraciones crecientes de TbCl3. 

 

El punto medio de las curvas de valoración se puede utilizar como una estimación 

aproximada de la estabilidad de los complejos autoensamblados. Los valores de los 

puntos medios de las curvas de valoración medidas en estado estacionario obtenidos 

mediante ajuste empleando la ecuación de Hill fueron de 52 ± 8 µM y 26 ± 7 µM para 

los complejos Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt, respectivamente. También obtuvimos los valores 

de τL de los complejos Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt. Para ello medimos por triplicado los τL de 

los complejos, añadiendo a la antena 1 y 2 equivalentes de Eu3+ o Tb3+ en disolución 

acuosa con HEPES 1mM a pH 7.4. Los valores medios de τL obtenidos fueron de 0.307 

± 0.007 ms para los complejos Eu3+: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 Tb3+ mediante 

valoraciones directas e inversas también mostró la formación de complejos 

autoensamblados en disolución acuosa dando lugar a una emisión luminiscente 

sensibilizada del Tb3+. La Figura I.35 muestra los espectros de emisión de luminiscencia 

en estado estacionario de las valoraciones directas en disolución acuosa con tampón 

HEPES (1 mM) a pH 7.4 realizadas con concentraciones fijas de CAnt (54 o 43 μM) a 

las que se añadieron concentraciones crecientes de TbCl3, que variaban desde 0 hasta 

8.5 equivalentes. En este caso se observó como a medida que avanzaban las 

valoraciones, la intensidad correspondiente a la antena (señal a 450 nm) se atenuaba 

mientras que la señal luminiscente del Tb3+ se incrementaba, indicando así una 

sensibilización efectiva del lantánido. Las relaciones de intensidades I545/I450 

correspondientes a las valoraciones directas (Figura I.35C) mostraron un aumento 

continuo durante toda la valoración, indicando la formación del complejo emisivo 

Tb3+:CAnt sin alcanzar la saturación. 

 

Figura I.35. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex = 320 nm) de las 

valoraciones directas de CAnt con TbCl3 a diferentes concentraciones fijas de CAnt: 54 μM (A) y 43 μM 

(B). Las flechas negras indican concentraciones crecientes de Tb3+ desde 0 hasta 8.5 equivalentes. (C) 

Relaciones I545/I445 correspondientes de las valoraciones directas de CAnt a 54 μM (triángulos azules) o 43 

μM (círculos rojos) con Tb3+. 
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En las titulaciones inversas se añadieron concentraciones crecientes de CAnt (desde 0 

hasta 4.5 equivalentes) a concentraciones fijas de TbCl3 (54 o 43 μM). En los espectros 

de emisión (Figura I.36) se observa como conforme aumentaba la concentración de 

CAnt añadida, se hacía más evidente la aparición de la emisión de la antena a 450 nm, 

cuya contribución atenuaba las bandas de emisión de luminiscencia del Tb3+. Las 

relaciones de intensidades I545/I450 mostraron una disminución de la emisión del Tb3+ 

hasta la adición de 1 equivalente de CAnt, aunque después se produjo un aumento en 

los valores de dichas relaciones. 

 

Figura I.36. Espectros de emisión de luminiscencia en estado estacionario (λex = 320 nm) de las 

valoraciones inversas de CAnt con TbCl3 a diferentes concentraciones fijas de TbCl3: 54 μM (A) y 43 μM 

(B). Las flechas negras indican concentraciones crecientes de CAnt desde 0 hasta 4.5 equivalentes. (C) 

Relaciones de intensidad I545/I445 correspondientes a las valoraciones inversas con Tb3+ a 54 μM (triángulos 

azules) o 43 μM (círculos rojos) con CAnt. 
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Asimismo, los valores de intensidad de luminiscencia de la emisión sensibilizada del 

Tb3+ a 545 nm en las valoraciones directas de CAnt con Tb3+ medidas mediante 

espectroscopía de fosforescencia con ventana temporal (Figura I.37A) confirmaron que 

no se alcanzó la saturación. 

 

 

Figura I.37. Valoraciones de CAnt con TbCl3 medidas mediante espectroscopía de fosforescencia con 

ventana temporal. (A) Intensidad de luminiscencia a 545 nm de la emisión sensibilizada del Tb3+ (λex =320 

nm) a diferentes concentraciones fijas de CAnt (54 μM, cuadrados negros; 43 μM, círculos rojos y 27 μM, 

triángulos azules) y concentraciones crecientes de TbCl3 de 0 a 5 equivalentes. (B-D) Espectros de 

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

μM, (B); 43 μM, (C) y 27 μM, (D)) con concentraciones crecientes de TbCl3 de 0 a 5 equivalentes. Las 

flechas indican concentraciones crecientes de TbCl3. 
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Estos experimentos mostraron que los complejos Tb3+:CAnt son más lábiles que los 

formados con PAnt, ya que en ninguna valoración se alcanzaba la saturación. Así, para 

obtener una estimación aproximada de la estabilidad de los complejos 

autoensamblados, se llevó a cabo el ajuste de los datos de las valoraciones directas 

mediante la ecuación de Hill. Estos ajustes proporcionaron una constante de disociación 

microscópica aparente de 180 ± 30 µM, lo que indica que los complejos Tb3+:CAnt son 

casi un orden de magnitud menos estables que los complejos formados con el 

compuesto PAnt. Este fenómeno es de esperar debido a la mejor complejación con los 

Ln3+ del compuesto PAnt que posee un grupo fosfonato. El valor medio de los τL de los 

complejos Tb3+:CAnt obtenidos por triplicado añadiendo a la antena 1 y 2 equivalentes 

de Tb3+ en disolución acuosa con tampón HEPES 1mM a pH 7.4 fue de 0.126 ± 0.007 

ms. Los valores de τL de los complejos Eu3+:PAnt, Tb3+:PAnt y Tb3+:CAnt obtenidos 

resultan relativamente bajos en comparación con otros criptatos de Eu3+ y Tb3+ descritos 

en la bibliografía, que presentan τL de aproximadamente 1 ms.8,10,11,12 Esto puede 

deberse a que aunque nuestros complejos son capaces de autoensamblarse en 

disoluciones acuosas incluso en condiciones de saturación, quedan varias posiciones 

en la esfera de coordinación sin cubrir en las que es factible el quenching a través de la 

interacción con moléculas de H2O. Sin embargo, la principal ventaja de nuestros 

complejos radica en que el tamaño de las antenas CAnt y PAnt es mucho menor que 

el de los criptatos, así como en su capacidad para autoensamblarse en disoluciones 

acuosas sensibilizando la emisión de los correspondientes lantánidos. 
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1.3.3. Emisión de luz blanca en disoluciones acuosas y 

geles 

Dada la capacidad del luminóforo PAnt para autoensamblarse con Tb3+ y Eu3+ y 

sensibilizar su luminiscencia, a continuación, decidimos explorar la posibilidad de 

obtener la emisión de luz blanca en disoluciones acuosas mediante el uso de una 

combinación de PAnt junto con concentraciones específicas de ambos lantánidos. La 

emisión de luz blanca tras la excitación a 375 nm se obtuvo como resultado de la 

combinación de las emisiones del Tb3+ (emisión verde) y del Eu3+ (emisión roja) y la 

contribución de la emisión de la antena (emisión azul). Las concentraciones de cada 

especie para conseguir luz blanca se optimizaron mediante una metodología iterativa 

de ensayo y error, ajustando las concentraciones relativas de cada componente en 

función de la dirección en la que cada componente desplazaba las coordenadas dentro 

del diagrama de cromaticidad de la Commission Internationale de l'éclairage (CIE) de 

1931 (Tabla I.2 y Figura I.38). 

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

acuosas. 

Medio PAnt /M Tb3+ /M Eu3+ /M  Coordenadas CIE 

Acuoso      

1 64.1 84.8 3.4  (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 2.4  (0.338, 0.329) 
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Figura I.38. Coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 de diferentes mezclas acuosas del 

ligando PAnt, Tb3+ y Eu3+. Los números corresponden a los de la Tabla I.2.  

 

En concreto, la emisión de luz blanca se obtuvo empleando 2.4 μM de Eu3+, 88.6 μM de 

Tb3+ y 60.3 μM de PAnt en una disolución acuosa con tampón HEPES 0.94 mM a pH 

7.4. La Figura I.39 muestra el diagrama de cromaticidad CIE con las coordenadas 

obtenidas (0.328, 0.332) para esta disolución, indicativas de la obtención de luz blanca, 

así como el correspondiente espectro de emisión.  

 

Figura I.39. Diagrama de cromaticidad CIE 1931 con las coordenadas (0.328, 0.332) correspondientes a 

la luz blanca (A) y espectro de emisión (B; λex = 375 nm) obtenidos a partir de la mezcla de PAnt (60.3 μM), 

Eu3+ (2.4 μM) y Tb3+ (88.6 μM) en disolución acuosa con tampón HEPES 0.94 mM a pH 7.4. 
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Además, se evaluó la capacidad de los complejos formados por PAnt, Tb3+ y Eu3+ para 

emitir luz blanca en geles de agarosa al 1%. De manera análoga, se realizó una 

optimización iterativa (Tabla I.3 y Figura I.40) en la que la emisión 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 μM para 

el ligando PAnt, 8.7 μM para el Eu3+ y 200 μM para el Tb3+ (Figura I.41). 

Tabla I.3. Ejemplos de diferentes mezclas probadas para lograr la emisión de luz blanca en geles de 

agarosa al 1%. 

Medio PAnt /M Tb3+ /M Eu3+ /M  Coordenadas CIE 

Gel       

1 8.7 182.6 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) 

 

 

Figura I.40. Coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 de diferentes mezclas del ligando PAnt, 

Tb3+ y Eu3+ en gel de agarosa al 1%. Los números corresponden a los de la Tabla I.3.  
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Figura I.41. Diagrama de cromaticidad CIE 1931 con las coordenadas (0.329, 0.339) correspondientes a 

la luz blanca (A) y espectro de emisión (B; λex = 375 nm) obtenidos a partir de la mezcla de PAnt (10.4 μM), 

Eu3+ (8.7 μM) y Tb3+ (200 μM) 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 disolución acuosa 

como en gel, resultando de especial interés en el desarrollo de fuentes de iluminación, 

dispositivos electrónicos o sensores.13, 14 Nuestros resultados se encuadran en el 

contexto de otros trabajos en los que se ha descrito la generación de luz blanca con 

diferentes ligandos y mezclas de Ln3+. Por ejemplo, Gunnlaugsson et al. describieron la 

emisión de luz blanca mediante el desarrollo de un sistema basado en complejos de 

Ln3+ en disolución de metanol utilizando un ligando multidentado cuya estructura 

contiene una unidad de dipicolinato central conectada a dos moléculas 2,2':6',2''-

terpiridilo.14 Sin embargo, en esos complejos, el Ln3+ se encuentra protegido de las 

moléculas de disolvente en forma de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), lo que da 

lugar a estructuras muy voluminosas que aunque son capaces de autoensamblarse en 

metanol, no son capaces de hacerlo en disolución acuosa. De manera análoga se han 

desarrollado metalogeles funcionalizados con complejos de Ln3+ empleando polímeros 

de polietilenglicol con terpiridilo, Eu3+ y Tb3+.15 Estos geles son capaces de emitir luz 

verde, roja o blanca modulando la estequiometría de los Ln3+ utilizados. Sin embargo, 

los procesos de preparación de estos geles son bastante complejos. Por otro lado, Papri 

Sutar et al. desarrollaron geles de bajo peso molecular consistentes en núcleos de 9,10-

difenilantraceno con dos moléculas de terpiridina terminales capaces de coordinarse 

con Tb3+ y Eu3+ mediante autoensamblaje. Estos geles fueron capaces de generar luz 

blanca mediante el ajuste de la estequiometría de los componentes del sistema.16 

Destacar que nuestros geles, además de obtenerse de forma sencilla mediante 

autoensamblaje y control de las proporciones relativas de cada componente,            

presentan la ventaja de que el luminóforo PAnt es una molécula mucho menos 

voluminosa que las empleadas en los trabajos anteriormente comentados, lo que 

simplifica enormemente la composición química del sistema. 

 

 

 

 

 

 

 



1.3. Resultados 
 

 
70 

 

1.3.4. Microscopía PLIM in cellulo utilizando los 

complejos luminiscentes de PAnt con Tb3+ y Eu3+ 

Las propiedades fotoluminiscentes de los complejos de Ln3+, y especialmente sus largos 

valores de τL, los convierte en herramientas muy interesantes en el campo de la 

bioimagen.17,18,19,20 En concreto, es posible realizar un filtrado de la imagen por  ventana 

temporal, lo que permite eliminar cualquier contribución de la autofluorescencia celular, 

obteniéndose, por tanto, exclusivamente la luminiscencia de  larga duración de los 

lantánidos.21 Sin embargo, los complejos de Ln3+ deben cumplir una serie de condiciones 

para ser utilizados como sondas biológicas.22,19 Uno de los requisitos más importantes 

es que los complejos deben ser completamente solubles y termodinámicamente 

estables en agua. Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, existen pocos 

ligandos capaces de sensibilizar la FL de los Ln3+ en agua que puedan ser empleados 

en medios biológicos.5 En este sentido cabe destacar que los complejos de lantánidos 

obtenidos con la antena PAnt son termodinámicamente estables y solubles en agua, lo 

que permite su empleo en la obtención de imágenes celulares mediante microscopía 

PLIM. De esta forma se puede visualizar el interior de células vivas y examinar los 

compartimentos subcelulares específicos a los que se dirigen los complejos. Para llevar 

a cabo estos experimentos se añadió la antena PAnt (15 μM) y Tb3+ o Eu3+ (30 μM) a 

células de riñón embrionario humano HEK-293. A continuación, tomamos imágenes de 

microscopía PLIM de los complejos en el interior de las células, lo que permitió confirmar 

que esta metodología es especialmente eficaz para eliminar la autofluorescencia celular 

(Figura I.42A). Las imágenes de microscopía PLIM proporcionan simultáneamente 

información tanto de la intensidad de emisión como de los τL de los complejos, de forma 

que se obtienen dos capas de contraste en la visualización completa de las células. En 

todas las imágenes celulares analizadas la emisión fotoluminiscente de los Ln3+ se 

detecta inequívocamente tanto dentro del citoplasma como en el núcleo celular, como 

demuestran los valores de τL obtenidos a partir del ajuste de las curvas de decaimiento 

de luminiscencia de los datos experimentales (Figuras I.42B, I.43, I.44 y I.45). 
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Figura I.42. Imagen obtenida de la autoluminiscencia de las células (A) y proceso de obtención de los 

valores de τL a partir del decaimiento de luminiscencia de los complejos Eu3+:PAnt (B). 

 

En las imágenes, la intensidad de emisión luminiscente de los complejos se representa 

mediante una escala arbitraria de grises (u.a.), mientras que los τL (en ms) se 

representan con una escala de color arbitraria. Las imágenes de las Figuras I.43 y I.44 

muestran las células HEK-293 con los complejos Eu3+:PAnt (30:15 μM) y Tb3+:PAnt 

(30:15 μM), respectivamente, los cuales presentan pequeñas diferencias entre los τL del 

citoplasma celular y los de la región nuclear, lo que permite diferenciar estas regiones.20 

De esta forma cuantificamos los valores medios de τL de ambos complejos, 

diferenciando en las imágenes entre citoplasma y núcleo (Figura I.45). 
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Figura I.43. Imágenes PLIM de células HEK-293 con los complejos Eu3+:PAnt (30:15 μM) empleando un 

tren de pulsos de excitación (λex = 375 nm) durante 200 μs, seguido de una ventana de detección de 5 ms. 

La detección se realizó utilizando un filtro de paso de banda de 580-630 nm para el Eu3+. 
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Figura I.44. Imágenes PLIM de células HEK-293 con los complejos Tb3+:PAnt (30:15 μM) empleando un 

tren de pulsos de excitación (λex = 375 nm) durante 200 μs, seguido de una ventana de detección de 5 ms. 

La detección se realizó utilizando un filtro de paso de banda de 533-558 nm para el Tb3+. 
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Para el complejo Eu3+: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 núcleo, respectivamente, mientras que para 

el complejo Tb3+:PAnt se obtuvieron distribuciones más amplias, con valores medios de 

τL de 0.55 ± 0.07 ms y 0.69 ± 0.05 ms para el citoplasma celular y el núcleo, 

respectivamente. En lo que respecta a toda la población de células estudiadas con un 

mismo tipo de complejo (Eu3+:PAnt o Tb3+:PAnt), no se encontró diferencia 

estadísticamente significativa entre los valores de τL recogidos en el núcleo o en el 

citoplasma. El hecho de que los complejos presenten unos valores de τL mayores dentro 

del núcleo que en el citoplasma (Figuras I.43 y I.44) puede ser debido a que el núcleo 

es un orgánulo membranoso menos acuoso que el citoplasma, lo que proporciona un 

entorno más protegido de las moléculas de H2O que pueden quenchear la luminiscencia 

de los complejos. Además, se puede observar que, especialmente para el complejo 

Tb3+:PAnt, los valores de τL obtenidos en medios celulares son mayores que los 

obtenidos directamente en disoluciones acuosas, confirmando así la mayor protección 

de la esfera de coordinación frente a las moléculas de H2O en el interior celular. 

 

 

Figura I.45. Gráfico de cajas y bigotes de los valores medios de τL de los complejos Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt 

a partir de regiones segmentadas del citoplasma y el núcleo de células HEK-293. Las cajas representan el 

error estándar de la media y los bigotes representan el 90% de los resultados. 
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Una vez demostradas las capacidades de los complejos Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt de emitir 

luz blanca tanto en disoluciones acuosas como en geles y de ser utilizadas como sondas 

intracelulares aplicables en bioimagen, 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 detección de 

diversos analitos de relevancia biológica.23,24 Para ello tomamos imágenes de 

microscopía PLIM con detección espectral de células HEK-293 vivas a las que añadimos 

simultáneamente los complejos formados por Eu3+:PAnt y los complejos formados por 

Tb3+:PAnt, utilizando 31 μM de PAnt, 46 μM de Tb3+ y 2.1 μM de Eu3+ (Figuras I.46, I.47 

y I.48). Estas concentraciones mantienen unas proporciones similares a las utilizadas 

en la obtención de luz blanca en disolución acuosa. 

 

Figura I.46. (A) Imágenes PLIM de células HEK-293 vivas incubadas con Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt a las 

siguientes concentraciones: 31 μM de PAnt, 46 μM de Tb3+ y 2,1 μM de Eu3+ recogidas en el canal del Eu3+ 

(izquierda) y en el del Tb3+ (derecha). (B) Distribuciones de los τL en los canales del Eu3+ y del Tb3+ de los 

píxeles de las imágenes mostradas. (C) Espectros de emisión normalizados recogidos irradiando en los 

puntos 1-3 marcados en las imágenes mostradas. Las flechas rojas y verdes indican las líneas de emisión 

típicas del Eu3+ y del Tb3+, respectivamente. 
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Los valores medios de τL mostraron un máximo de aproximadamente 0.5 ms, 

presentando unos valores ligeramente superiores dentro del núcleo (Figuras I.46B, 

I.47B y I.48B). El τL medio de los complejos Tb3+:PAnt formados es ligeramente inferior 

a los mostrados en las Figuras I.44 y I.45 debido a que la concentración de Tb3+ 

empleada en estos experimentos es mayor (46 μM frente a 30 μM), y mayor que la 

concentración de PAnt y de Eu3+, lo que podría favorecer la formación de complejos 

subestequiométricos que dieran lugar a un mayor quenching. Asimismo, nuestro 

microscopio está equipado con un espectrógrafo que permite recoger, dentro de las 

imágenes obtenidas, espectros de emisión en diferentes puntos dentro de las células 

(Figuras I.46C, I.47C, I.48C y I.49C). Su empleo demostró claramente la emisión 

simultánea de ambos complejos en todas las regiones celulares. Las células utilizadas 

como control (a las que no añadimos ni antena ni lantánidos) confirmaron que este 

sistema permite eliminar la autofluorescencia natural. (Figura I.49B).  

 

Figura I.47. (A) Imágenes PLIM de células HEK-293 vivas incubadas con Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt a las 

siguientes concentraciones: 31 μM de PAnt, 46 μM de Tb3+ y 2.1 μM de Eu3+ recogidas en el canal del Eu3+ 

(izquierda) y en el del Tb3+ (derecha). (B) Distribuciones de los τL en los canales del Eu3+ y del Tb3+ de los 

píxeles de las imágenes mostradas. (C) Espectros de emisión normalizados recogidos irradiando en los 

puntos 1-5 marcados en las imágenes mostradas. Las flechas rojas y verdes indican las líneas de emisión 

típicas del Eu3+ y del Tb3+, respectivamente. 
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Debido a las características del equipo, los espectros de emisión de las imágenes 

obtenidas no se pudieron detectar con ventana temporal, sino bajo iluminación continua. 

Además, aunque en estos experimentos fue necesario emplear un espejo dicroico de 

corte para eliminar las emisiones por debajo de 460 nm, y la contribución de la 

autofluorescencia celular desplazaba las coordenadas de emisión en el diagrama de 

cromaticidad, pudimos demostrar que nuestros complejos eran capaces de generar la 

emisión de luz casi blanca dentro de células vivas. El empleo de la microscopía PLIM 

para obtener imágenes libres de ruido de fondo junto con el uso de los complejos 

Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt, allana el camino para el desarrollo de aplicaciones de detección 

in cellulo 25 multicanal, así como de etiquetado y codificación por colores. 26 

 

Figura I.48. (A) Imágenes PLIM de células HEK-293 vivas incubadas con Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt a las 

siguientes concentraciones: 31 μM de PAnt, 46 μM de Tb3+ y 2.1 μM de Eu3+, recogidas en el canal del 

Eu3+ (izquierda) y en el del Tb3+ (derecha). (B) Distribuciones de los τL en los canales del Eu3+ y del Tb3+ de 

los píxeles de las imágenes mostradas. (C) Espectros de emisión normalizados recogidos irradiando en los 

puntos 1 y 2 marcados en las imágenes mostradas. Las flechas rojas y verdes indican las líneas de emisión 

típicas del Eu3+ y del Tb3+, 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 Bioquímica y Biología Molecular II 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 Eu3+ (12.5, 25, 50, 100 y 200 μM), Tb3+ (12.5, 25, 50, 100 y 200 

μM), la antena PAnt (2.5, 12.5, 25 y 50 μM), así como combinaciones del compuesto 

PAnt (12,5 μM) con Eu3+ o Tb3+ (12.5, 25 y 50 μM) durante 1 o 24 h (Figura I.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%. 

 

Figura I.49. Autoluminiscencia de las células HEK-293 en ausencia del ligando PAnt, Eu3+ o Tb3+. (A) 

Imágenes de la autofluorescencia celular recogidas en el canal del Tb3+, utilizando λex = 375 nm en modo 

de iluminación continua. (B) Imágenes PLIM en los canales del Eu3+ (izquierda) y Tb3+ (derecha) que 

muestran una ausencia total de autofluorescencia trabajando en régimen PLIM. C) Espectros de emisión 

normalizados, recogidos irradiando en los puntos 1 y 2 de la célula, marcados en la imagen (B, derecha), 

en el canal del Tb3+. 
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Figura I.50. Estudio de citotoxicidad de células HEK-293 con (A) Eu3+, (B) Tb3+, (C) compuesto PAnt 

(llamado 2 en las gráficas de viabilidad celular), y (D) combinaciones de compuesto PAnt (12,5 μM) y Eu3+ 

o Tb3+, tras 1 h (paneles de la izquierda) o 24 h (paneles de la derecha) de incubación. Los recuadros 

representan el error estándar de la media y los bigotes representan el 90% de los resultados. 
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1.4. Conclusiones Bloque I 

Las conclusiones del Bloque I de esta tesis doctoral que trata sobre la aplicación de 

nuevos compuestos fluorescentes como antenas de lantánidos son las siguientes: 

 Se ha realizado el estudio fotofísico de dos fluoróforos derivados de quinolin-

2(1H)-ona (CAnt y PAnt) para evaluar su potencial como antenas de lantánidos, 

demostrándose que reúnen las características fotofísicas adecuadas para ello. 

 Se ha realizado un screening de los fluoróforos CAnt y PAnt con los lantánidos 

Tb3+, Sm3+, Dy3+ y Eu3+, y se ha comprobado que ambos compuestos pueden 

actuar como antenas de lantánidos autoensamblables en disoluciones acuosas. 

Se ha concluido que el ácido fosfónico PAnt es capaz de sensibilizar la 

luminiscencia tanto del Eu3+ como del Tb3+, mientras que el ácido carboxílico 

CAnt solo actúa como antena de Tb3+.   

 A través de las valoraciones directas e inversas de antenas con lantánidos 

llevadas a cabo se ha concluido que los complejos autoensamblables formados 

en disoluciones acuosas siguen estequiometrías diferentes. Así, mientras que 

los complejos Eu3+:PAnt siguen una estequiometría 1.5:1, los complejos 

formados por Tb3+:PAnt y Tb3+:CAnt siguen una estequiometría 1:1. 

 La combinación de los complejos formados por Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt en las 

concentraciones adecuadas permite la obtención de la emisión de luz blanca en 

disoluciones acuosas y en geles de agarosa. 

 Los complejos Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt pueden actuar como sondas 

luminiscentes para bioimagen mediante microscopía PLIM.  

 La combinación de los complejos Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt puede aplicarse para 

obtener la emisión de luz blanca en el interior celular mediante microscopía 

PLIM. 
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2.1. Introducción del estudio de la agregación 

amiloide mediante técnicas de fluorescencia 

2.1.1. Enfermedades neurodegenerativas amiloides 

 

En las últimas décadas se ha confirmado un claro incremento de la incidencia de las 

enfermedades neurodegenerativas tales como la esclerosis lateral amiotrófica, 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 países desarrollados.1-3 Estas enfermedades están íntimamente ligadas a 

desarreglos metabólicos y fisiológicos a nivel celular, y se caracterizan porque el inicio 

de la enfermedad y su progreso comienzan algunos años antes de la aparición de los 

primeros síntomas clínicos.2, 4 Esto hace que sea extremadamente difícil proporcionar 

un diagnóstico temprano y efectivo a los pacientes afectados por estas enfermedades. 

Estas patologías se conocen como “enfermedades conformacionales proteicas” (PCD, 

por su traducción del inglés, “Protein Conformational Diseases”) o “amiloidosis”.5 El 

primero en utilizar la palabra amiloide fue el físico alemán Rudolph Virchow en 1854, 

cuando descubrió anomalías macroscópicas (inclusiones proteicas) en el cerebro de 

pacientes afectados por diversas amiloidosis.6 Así, la palabra amiloide (del latín amylum 

y del griego amylom, que significa almidón) viene dado porque inicialmente se pensaba 

que los depósitos observados eran similares al almidón.6, 7 Por lo tanto, el término 

amiloidosis utilizado para definir el conjunto de estas enfermedades se refiere al hecho 

de que estas son debidas al depósito de proteínas anómalas, que tienen su origen en 

un mal plegamiento de las proteínas nativas o en un procesamiento erróneo de las 

mismas, lo que lleva a la generación de estructuras tridimensionales aberrantes.8  Por 

otro lado, la presencia de estos depósitos insolubles en los tejidos afectados es un rasgo 

común de aproximadamente cuarenta patologías neurodegenerativas y sistémicas de 

gran importancia socioeconómica, lo que ha despertado un gran interés científico hacia 

ellos.1, 2 Cada enfermedad neurodegenerativa amiloide se asocia con la acumulación de 

fibrillas o fibras amiloides provenientes de una proteína específica, tal y como se refleja 

en la Tabla ll.1. 
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Tabla II.1. Proteínas asociadas a las principales enfermedades neurodegenerativas. 

 

Proteína 

implicada 

Enfermedad neurodegenerativa 

Aβ Enfermedad de Alzhéimer 

Tau Enfermedad de Alzhéimer 

Degeneración del lóbulo frontotemporal 

Enfermedad de Párkinson 

Parálisis supranuclear progresiva 

Degeneración corticobasal 

α-sinucleína Enfermedad de Párkinson 

Demencia con cuerpos de Lewy 

Atrofia multisistémica 

Huntingtina 

(poliglutamina) 

Enfermedad de Huntington 

TDP-43 Degeneración del lóbulo frontotemporal 

Esclerosis lateral amiotrófica 

FUS Degeneración del lóbulo frontotemporal 

Esclerosis lateral amiotrófica 

 

De esta forma, las amiloidosis componen un grupo heterogéneo de enfermedades y 

trastornos asociados con la edad, que suelen afectar a sistemas neuronales concretos 

o a sistemas anatómico funcionales.1, 2, 9 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 proteínas mal plegadas provocan un 

daño celular irreparable.10-12 Algunas de estas enfermedades causan deficiencias 

cognitivas y en la memoria, mientras que otras afectan a la respiración, la habilidad de 

hablar o a la movilidad. 

 

En su estudio histológico, los depósitos proteicos se reconocen como inclusiones, 

siendo la característica definitoria en el diagnóstico de estas patologías.2 En este 

sentido, durante la segunda mitad del siglo XX, los estudios químicos y físicos de las 

fibrillas amiloides que habían sido aisladas y purificadas de tejidos y órganos cargados 

de acumulaciones amiloides llevaron al reconocimiento de que existe una asociación 

única entre la identificación química de la proteína formadora de fibrillas y el patrón de 
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síntomas clínicos localizados o sistémicos.4, 6, 8 Así, el proceso de fibrilación o formación 

de fibras amiloides, que conlleva ciertas consecuencias patológicas, es la implicada en 

multitud de enfermedades tanto comunes como raras (trastornos y enfermedades 

neurodegenerativas, diabetes mellitus tipo II de inicio en la edad adulta, discrasias de 

células B plasmáticas, hemodiálisis a largo plazo, polineuropatías hereditarias y 

síndromes hereditarios de fiebre periódica).1, 2, 7 Sin embargo, a pesar de sus diferencias 

bioquímicas y clínicas, cada una de las amiloidosis comparte características 

fisiopatológicas comunes debido principalmente a la acumulación de agregados 

proteicos, como poseer un precursor de proteína amiloidogénica, antecedentes 

genéticos del hospedador que permitan el desarrollo de la enfermedad, anomalías en la 

proteólisis que permiten la acumulación de la proteína precursora de la enfermedad y/o 

de sus intermediarios, y la alteración en la química de las matrices extracelulares.9, 13-15 

Cada uno de los más de 20 tipos distintos de depósitos amiloides conocidos que son 

químicamente diferentes contiene un conjunto común de constituyentes de la matriz 

extracelular, glicosaminoglicanos, proteínas que no forman fibrillas, componente 

amiloide P sérico y apoliproteína E.16, 17 Hasta ahora se han desarrollado en paralelo 

tanto los estudios clínicos como los ensayos a nivel de laboratorio, y en la actualidad se 

está realizando un gran esfuerzo para integrar y utilizar el conocimiento obtenido de la 

estructura, fisiología y patología de las proteínas para prevenir o mejorar las 

consecuencias clínicas de las amiloidosis.7, 9 De esta manera, utilizando las condiciones 

adecuadas para alterar artificialmente el plegamiento de las proteínas, se han podido 

obtener fibras amiloides a partir de más de 30 proteínas, posibilitando así el estudio de 

su agregación.7, 8 

 

2.1.2. Proteínas amiloides y agregación amiloidogénica 

La caracterización de las proteínas amiloides ha sido un tema que ha interesado a 

numerosos científicos a lo largo del tiempo. Durante muchos años se creyó que los 

depósitos proteicos eran una sustancia única y singular, a pesar de que Cohen y Calkins 

demostraron en 1959 que estos depósitos tenían una morfología fibrilar, empleando 

para ello la microscopia electrónica.18 Por otra parte, durante mucho tiempo la 

comprensión de la estructura de las fibrillas y fibras amiloides estaba limitada a la 

interpretación y análisis de los patrones de difracción de rayos X, los cuales informaban 

sobre la elevada concentración de estructuras secundarias de lámina-β (Figura II.1), 

hecho que ha supuesto un importante paso para entender cómo se forman las fibras 

amiloides.19-21  
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Figura II.1. Representación de las disposiciones tridimensionales de las estructuras lámina-β paralela (A) 

y antiparalela (B) más comunes en la conformación amiloide. En cada estado (paralela o antiparalela), dos 

lámina-β 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 radiación de sincrotrón,22 el desarrollo 

de técnicas de criopreservación,23 el análisis de imágenes de microscopía electrónica,24, 

25 el uso de la resonancia magnética nuclear multidimensional (RMN)26 y, más 

recientemente, de la RMN en estado sólido27-29 han conseguido aportar una visión más 

clara de la estructura amiloide y de los potenciales motivos de unión del componente 

sérico P amiloide SAP (del inglés, Serum Amyloid P component), presente en todas las 

placas amiloides.30  

 

Las proteínas experimentan, durante y después de su síntesis en el interior celular, un 

proceso de plegamiento que determina la estructura secundaria y terciaria, lo que les 

permite cumplir sus funciones biológicas al convertirse en estructuras tridimensionales 

específicas dentro del cuerpo.8, 31-33 Como se ha comentado anteriormente los 

agregados proteicos (estructuras tridimensionales aberrantes) pueden originarse a partir 

de anomalías en el plegamiento de las proteínas (llamado mal plegamiento), pero 

también por anomalías surgidas entre proteínas correctamente ensambladas.4  Esto 

lleva a la formación de intermediarios parcialmente plegados, que exponen al entorno o 

disolvente zonas hidrofóbicas que normalmente estarían escondidas en el interior de la 

estructura tridimensional nativa de la proteína y que están sometidos a auto-
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interacciones dentro de su propia estructura aberrante.8, 15  Este hecho determina una 

eventual agregación de las cadenas polipeptídicas en conformaciones más organizadas 

ricas en estructuras secundarias de lámina-β.20 El producto de esta agregación resulta 

en agregados de dimensiones variables, desde dímeros y trímeros solubles hasta 

estructuras fibrilares insolubles.34 Estos agregados de estructura aberrante no pueden 

ejercer las mismas funciones que las proteínas que proceden de una síntesis normal y 

que han tenido un plegamiento correcto.7, 9, 15, 34 De los millones de proteínas codificadas 

en el genoma humano, alrededor de treinta son susceptibles de sufrir errores 

conformacionales en su estructura polipeptídica nativa que conllevan la pérdida de la 

función fisiológica y que conducen a la formación de agregados proteicos que pueden 

dar lugar a la formación de estructuras amiloides que presentan la característica 

estructura de lámina-β.6, 7, 35 Asimismo, el mayor o menor grado de plegamiento en forma 

de estructura de lámina-β de las proteínas mal plegadas se asocia con una enfermedad 

o trastorno amiloide específico.7, 8 Además, los agregados proteicos pueden aparecer 

por otras causas diferentes, como mutaciones a nivel genético, lo que conlleva la 

modificación de la conformación nativa, alteración de las vías implicadas en el 

procesamiento o de su eliminación.1, 8 Independientemente de su origen, estos 

agregados proteicos resultan resistentes a los mecanismos de degradación y proteólisis, 

presentan una localización aberrante en las neuronas, pueden alterar la composición 

química de la matriz extracelular y generan en la célula afectada una respuesta de 

estrés, resultando directamente tóxicos para las neuronas.1, 13, 16, 17 De esta manera 

parece que las especies más reactivas y tóxicas para las células son los agregados 

amiloides iniciales, responsables de la interacción maligna con las neuronas, y que 

pueden provocar una disrupción en la función de las mismas, e incluso su lisis.11, 36 Así, 

en las enfermedades neurodegenerativas el daño es debido a la interacción de los 

agregados proteicos con diferentes componentes celulares, los cuales van perdiendo 

su función fisiológica.8, 37  

     

En las PCD se forman inicialmente, bajo ciertas condiciones, agregados proteicos 

pequeños y solubles a partir de monómeros proteicos,38 que resultan tóxicos para las 

células, y que pueden provocar daño en las mismas.10, 11 Posteriormente algunos de 

estos agregados continúan la vía amiloidogénica, y forman agregados tardíos insolubles 

de mayor tamaño que también pueden resultar tóxicos para las células.12, 39, 40 El proceso 

de transformación de agregados pequeños tempranos y solubles a agregados tardíos e 

insolubles representa un paso clave en el entendimiento y comprensión de las 

enfermedades neurodegenerativas amiloides, ya que un control de este proceso 
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supondría un gran avance en el control de la enfermedad.1, 12 Los agregados tardíos e 

insolubles que continúan con la vía amiloidogénica forman protofibras amiloides de 

mayor tamaño que, al agregarse, componen las conocidas como fibras o fibrillas 

amiloides, que también resultan tóxicas.41 Estas fibras amiloides se depositan en forma 

de placas amiloides (de entre 20 y 100 μm) en los espacios interneuronales de la materia 

gris del cerebro de las personas afectadas por la enfermedad.41 Pese a que 

tradicionalmente se pensaba que estas placas neuríticas eran las responsables del daño 

tisular y afección neuronal, actualmente se cree que representan estructuras de 

protección contra el avance de la enfermedad.6 En la Figura II.2 se muestra de forma 

esquemática el proceso de agregación amiloide.  

 

 

 

Figura II.2. Representación esquemática del proceso de la agregación proteica amiloide. 

 

De esta manera se cree que las fibrillas amiloides se forman mediante un patrón de 

crecimiento nucleado y dependiente de la concentración, análogo al crecimiento de 

cristales.8, 42-44 Los precursores proteicos aberrantes forman redes intermoleculares 

estables, enlazadas por puentes de hidrógeno, los cuales probablemente implican un 

intercambio de dominios.8, 40  Este hecho potencia la formación de la característica 

lámina-β extendida en las fibrillas y fibras amiloides.20, 34 Asimismo, se piensa que las 

hebras se extienden paralelamente al eje de crecimiento de las fibrillas.15 Por lo tanto, 

la estructura descrita es la responsable de los patrones característicos de difracción de 

rayos X de las fibrillas.19, 20 Igualmente se piensa que el crecimiento de las fibrillas es 

mucho más complejo que la simple adición de monómeros, ya que la microscopía 

electrónica y la microscopía de fuerza atómica han demostrado la presencia de 
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componentes similares a micelas y de protofilamentos durante el crecimiento.45, 46 Las 

fibras amiloides maduras se suelen ensamblar como estructuras en forma de cuerda, 

cuyos filamentos entrelazados presentan una estructura helicoidal con el núcleo 

hueco.47 Estas fibras pueden ser muy largas, aunque generalmente tienen un diámetro 

de entre 100 y 150 Å.6, 8 Por otra parte, la desestabilización de las fibras y de sus 

precursores durante el crecimiento no resulta demasiado difícil, mostrando una 

estabilidad térmica reducida.48 De hecho, las condiciones experimentales que 

promueven el crecimiento de fibras in vitro pueden conducir a una desnaturalización 

parcial de las mismas y a desplazamientos específicos de las hebras desde sus pliegues 

nativos.48, 49  

     

De esta forma, todos los procesos explicados anteriormente que tienen lugar en el 

interior del cuerpo determinan los signos y síntomas propios de las PCD a lo largo del 

tiempo.1, 2 Debido a ello, la comunidad científica está realizando actualmente un gran 

esfuerzo para entender y comprender en su totalidad los mecanismos que gobiernan 

dichas enfermedades, así como para desarrollar nuevas técnicas y herramientas que 

permitan un diagnóstico 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 fármacos y permiten monitorizar su 

eficacia.42, 50, 51 Asimismo, estas técnicas permiten estudiar también los procesos que 

tienen lugar a nivel celular relativos a estas enfermedades. Una de las técnicas más 

ampliamente utilizada en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas amiloides 

es el empleo de moléculas fluorescentes que permiten realizar un seguimiento 

específico de los procesos relacionados con dichas enfermedades, como la agregación 

proteica.52 Esta metodología resulta altamente útil y ventajosa debido a su baja 

invasividad.51 A lo largo de esta Introducción se explicarán y analizarán las técnicas más 

novedosas para la detección, caracterización y estudio de los agregados amiloides. 

     

Asimismo, el fenómeno de agregación amiloide que da como resultado, en última 

instancia, la formación de fibras no es una característica exclusiva de las proteínas 

ligadas a las enfermedades neurodegenerativas amiloides, sino que la gran mayoría de 

proteínas puede experimentar este proceso bajo las condiciones experimentales 

adecuadas, ya que contienen secuencias que las predisponen a ello.53 Estas secuencias 

proporcionan una serie de ventajas estructurales y funcionales siempre que la 

agregación se mantenga bajo control.54 De hecho, se sabe que la conformación más 

estable que puede adoptar una proteína no es el estado nativo, sino la fibra amiloide 
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altamente repetitiva y estructurada. Así, las fibras amiloides constituyen un sumidero 

termodinámico en el que pueden quedar atrapadas múltiples proteínas.55 Existen 

múltiples ejemplos en bibliografía de agregación amiloide de proteínas no ligadas a 

enfermedades, como por ejemplo apoferritina (APO, cuya agregación se estudia en la 

presente Tesis Doctoral) y β-lactoglobulina.56, 57 

2.1.3. Agregación del péptido Aβ 

La EA representa actualmente uno de los problemas de salud más importantes en el 

mundo industrializado. Es un trastorno neurodegenerativo, progresivo y multifactorial, 

caracterizado por una aparición gradual que conlleva un desgaste cognitivo global.58 

Esta patología afecta principalmente a la corteza cerebral, por eso es definida como una 

enfermedad neurodegenerativa cortical, y su principal manifestación clínica es la 

demencia.59 Esta enfermedad se suele manifestar clínicamente a través del deterioro 

inicial de la función intelectual superior, presentando deficiencias en la memoria y en la 

orientación visoespacial, junto con la discapacidad de juicio, trastornos de la 

personalidad y del lenguaje.60 Posteriormente se produce una pérdida grave de la 

memoria y afasia, que indican una disfunción cortical casi total. Finalmente, tras un largo 

período que puede alcanzar hasta los 10 años o más, el paciente queda incapacitado, 

mudo y/o inmóvil.3, 60 Hoy en día es la causa más frecuente de demencia en la población 

anciana, aumentando su incidencia conforme lo hace la edad, siendo esta el factor de 

riesgo más importante para los trastornos del sistema nervioso central.37 La 

característica patológica principal de la EA es la acumulación de depósitos o placas 

formadas por fibras de péptido β-amiloide (Aβ) y de ovillos neurofibrilares en el 

neocórtex y el hipocampo del cerebro.6 Históricamente, esta relación se estableció 

cuando el neurólogo bávaro Alois Alzheimer comunicó en 1907 los hallazgos 

histológicos de un caso inusual de demencia, que fueron el descubrimiento de placas 

extracelulares y ovillos intraneuronales en el cerebro.61 En ese momento se desconocía 

la naturaleza proteica de las placas amiloides. Sin embargo, los estudios químicos de 

proteínas realizados casi 80 años después (1984) por Glenner y Wong demostraron la 

naturaleza proteica de las placas amiloides, y proporcionaron la primera información 

sobre la estructura primaria del Aβ.59 Después, en 1987 se comunicó el logro de la 

clonación del gen que codifica para el precursor del Aβ, la proteína transmembrana 

precursora amiloidea (PPA).62 Esta es una glicoproteína integral de membrana que se 

produce en tres formas predominantes; de 695, 751 o 770 aminoácidos de longitud, y 

que cuando es degradada por la β- y la γ-secretasa mediante endoproteólisis 

postraduccional se rompe en pequeños fragmentos de 36 a 43 aminoácidos, los que 
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conocemos como péptido Aβ.4, 7, 63 El gen estructural de la PPA está localizado en el 

cromosoma 21, el mismo que está triplicado en el síndrome de Down. De hecho, los 

pacientes con síndrome de Down que alcanzan a vivir 50 años o más desarrollan 

invariablemente EA, habiéndose detectado depósitos amiloides en algunos pacientes 

de tan sólo 12 años.59 Esta observación sugirió que el gen de la PPA y la EA estaban 

relacionados, confirmándose posteriormente mediante estudios que han aportado 

pruebas sólidas que respaldan esta hipótesis.7, 59, 63 

     

El conocimiento que se tiene hasta ahora de las placas amiloides revela que es una 

estructura dinámica que comprende una acumulación de fibrillas y fibras amiloides, 

dentro y alrededor de las cuales se encuentran neuritas distróficas (hinchadas); una 

variedad de macromoléculas como componentes del SAP, apolipoproteína E y 

proteoglicanos; un infiltrado de células fagocíticas que incluye astrocitos y microglía y 

neuronas muertas y dismórficas.4, 8, 15 Es por ello que se pensaba que las placas eran 

neurotóxicas, llevando en 1992 a Hardy y Higgins a proponer la "hipótesis de la cascada 

amiloide".64 El principio central de esta hipótesis es que la EA es un "resultado directo 

de la deposición de Aβ". Sin embargo, el conocimiento obtenido en las últimas décadas 

ha debilitado el fundamento de esta hipótesis.7 Por un lado, el desarrollo temporal y 

anatómico de las placas es incoherente con el curso de la enfermedad en humanos, y 

con la progresión de la disfunción neuronal y la pérdida de neuronas en animales 

transgénicos.6 Así, estudios realizados en ratones transgénicos que expresan la PPA 

humana y que producen Aβ con una abundante deposición amiloide en las etapas más 

maduras y finales de su vida, revelan déficits neurológicos anteriores a la observación 

de los depósitos.65 En este contexto la formación de ovillos neurofibrilares (depósitos 

fibrilares intracelulares de proteína Tau) es un mejor indicador del estado de la 

enfermedad.13, 63, 66 Por otro lado, también se han establecido correlaciones entre la 

concentración de Aβ soluble y no fibrilar en el cerebro, plasma y líquido cefalorraquídeo 

(LCR) y la gravedad de la EA.67-69 De esta forma se ha producido un cambio de 

paradigma, pasando de la primacía de las fibras y placas amiloides como causa de la 

EA a la primacía de los precursores de dichas fibras y conjuntos oligoméricos. 

Consecuentemente, el péptido Aβ y sus estados oligoméricos iniciales prefibrilares han 

despertado un gran interés en la comunidad biomédica en las últimas décadas debido 

su relación causal con la EA, considerándose la principal fuente de citotoxicidad unida 

a esta patología, y siendo por ello una de las dianas farmacológicas más interesantes.50  
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Así, los estudios básicos de la agregación del Aβ han revelado un número creciente de 

formas oligoméricas prefibrilares como diferentes tipos de agregados, protofibrillas y 

otras estructuras.70 Por tanto, la identificación de los diferentes tipos de agregados 

amiloides tanto en la EA como en el resto de amiloidosis, así como el estudio y 

comprensión de su papel dentro de las enfermedades neurodegenerativas vinculando 

su comportamiento biofísico con los efectos clínicos, resulta imprescindible para 

encontrar la cura de dichas enfermedades. 

 

    Paralelamente se ha descubierto recientemente que el Aβ desempeña diferentes 

funciones no relacionadas con la EA, tales como la activación de kinasas,71 la regulación 

del transporte de colesterol72 y la actividad antimicrobiana.73 En cuanto a las formas 

predominantes de Aβ que se pueden encontrar in vivo están la Aβ40 (residuos 1-40) y la 

Aβ42 (residuos 1-42).38, 52, 74 De entre todas las isoformas de Aβ, la Aβ42 (Figura II.3) 

parece ser la especie más neurotóxica comparada con el otro fragmento más común, el 

Aβ40.75, 76 Resulta llamativo que Aβ42 y Aβ40 difieran significativamente tanto en su 

toxicidad y funciones fisiológicas como en su mecanismo de agregación, teniendo en 

cuenta que sólo se diferencian en dos residuos aminoacídicos extra presentes en el 

extremo C-terminal de la isoforma Aβ42.8, 77  

 

Figura II.3. Estructura tridimensional del péptido Aβ42. 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 región Aβ del 

gen de la PPA o inmediatamente adyacentes a ella.78 Como consecuencia de estas 

mutaciones se produce un aumento de las concentraciones de Aβ, aumentando la 

relación Aβ42/Aβ40 y la predisposición del péptido a formar fibras amiloides.75, 78 
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Consecuentemente, los estudios histopatológicos, biológico-moleculares y genéticos 

respaldan el papel central del Aβ en la EA. De manera análoga a lo que sucede con la 

agregación de Aβ, se ha detectado durante el proceso de agregación y formación de 

fibras de la α-sinucleína (αSyn), que es una proteína relacionada con el progreso de la 

EP, que la formación de oligómeros compactos altamente estructurados y resistentes a 

la proteinasa-K a partir de una lenta conversión de agregados más tempranos inducen 

unos niveles celulares mucho mayores de especies reactivas de oxígeno (ROS) que los 

oligómeros tempranos precursores.42 Esto constituye un modelo muy importante de qué 

tipo de agregados u oligómeros constituyen las especies más citotóxicas.  

 

    Centrándonos en la agregación del péptido Aβ, los oligómeros o agregados formados 

interactúan con lípidos de membrana a través de interacciones electrostáticas débiles 

que promueven transiciones o cambios conformacionales de estructuras de tipo α-hélice 

a estructuras de tipo lámina-β.79, 80 También se ha observado que el Aβ altera la fluidez 

de los fosfolípidos de membrana a través de su propia inserción dentro de las bicapas 

lipídicas.34, 79, 80 Esa inserción, que induce la formación de poros, activa la señalización 

del calcio y la NADPH oxidasa, estimulando la producción de óxido nítrico, y finalmente 

produciendo un incremento del estrés oxidativo y la neurodegeneración.79, 80 De todas 

las estructuras amiloides conocidas, el péptido Aβ quizás sea la más importante a nivel 

clínico debido a su implicación en la fisiología humana.14 Asimismo, se produce de forma 

normal y ubicua en el cuerpo humano a lo largo de toda la vida.4, 73 En su estructura 

primaria no hay cisteínas y, por lo tanto, no es posible el establecimiento por puentes 

disulfuro intra o intermoleculares.74 Por otro lado, el péptido no se modifica 

postraduccionalmente de forma constitutiva al provenir de la fragmentación de la PPA, 

siendo además una secuencia anfipática.8, 74 En las primeras 28 posiciones se 

encuentran los aminoácidos polares, y en las últimas 14 posiciones están los 

aminoácidos apolares.8, 74 En 2012, se descubrió que el péptido Aβ42 asociado a la EA 

formaba oligómeros tóxicos y no tóxicos, aunque en 2003 ya se informó de que los 

oligómeros de Aβ42 podían agregarse incubando 100 μM de Aβ42 a 4-8 ºC durante 24 h 

sin agitación, observándose que podían ser tóxicos o no para las células.8, 40, 81-83 

Continuando con la citotoxicidad de los agregados de Aβ, D. Klenerman et al. 

describieron un método de ultracentrifugación que genera un gradiente para separar 

diferentes tipos de oligómeros de Aβ42 acorde con su tamaño y densidad.84 Una vez 

identificados los distintos tipos de agregados amiloides, consiguieron monitorizar su 

toxicidad empleando dos métodos capaces de medir el efecto citotóxico: un ensayo 

cuantitativo para determinar la habilidad de los agregados peptídicos para desorganizar 
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la estructura de bicapas lipídicas y un ensayo que mide la producción de citoquinas en 

células de microglía, como una estimación de la capacidad inflamatoria de los diferentes 

agregados. Con estos experimentos se demostró que cuanto más grande es el tamaño 

de los agregados, más baja es su capacidad para desorganizar bicapas lipídicas. Sin 

embargo, se observó una mayor habilidad para causar inflamación conforme el tamaño 

de estos agregados aumentaba. Estos hechos están correlacionados con cambios 

estructurales en los diferentes agregados, que poseen diferentes tamaños y estructuras. 

Asimismo, también se estudió el efecto de los agregados de péptido Aβ40 y Aβ42 en 

células neuronales en función de su dosis, mostrando un incremento en las ROS 

generadas por las neuronas conforme se aumentaba la concentración de péptido 

añadido.  

 

2.1.4. Agregación de la apoferritina 

En los seres humanos la apoferritina (APO) es una proteína que se produce en el 

intestino y se almacena en la mucosa intestinal, el bazo, la médula, el hígado y en el 

sistema fagocítico mononuclear (antes conocido como sistema retículo-endotelial), y 

cuya función es captar el hierro contenido en los alimentos permitiendo su paso a través 

de dicha mucosa intestinal.85, 86 Cuando lleva el hierro unido a ella recibe el nombre de 

ferritina. La ferritina se encarga del almacenamiento del hierro en la mayoría 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).85 La APO es una proteína 

globular y multimérica de 24 subunidades polipeptídicas (de 480 kDa en total) cuyo 

autoensamblaje define una forma esférica hueca.87 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).87 Las dos subunidades tienen papeles 

diferentes; en las subunidades H se encuentra el centro ferroxidasa, donde ocurre la 

catálisis de la oxidación del Fe2+ a Fe3+, mientras que en las subunidades L se realiza la 

formación de oxihidróxidos de hierro. Cualquier ruptura en la proporción H/L de la 

ferritina o mutación en las subunidades H o L está relacionada con un principio 

patogénico. De hecho, la mutación en las subunidades L de la ferritina humana lleva a 

trastornos neurodegenerativos llamados neuroferritinopatias.86, 88 Así, la ferritina tiene 

un papel fundamental en el metabolismo del hierro, oxida el Fe2+ y genera el Fe3+, que 

se almacena en la cavidad interna de la misma proteína. La cavidad interna posee un 

diámetro de 8 nm, y tiene la capacidad de retener hasta 4500 átomos de Fe3+.87 Además, 
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su gran habilidad para “secuestrar” este elemento en el organismo hace que tenga una 

doble función, tanto en el almacenamiento del hierro, como en la detoxificación del Fe3+ 

insoluble y de las ROS.86 La importancia de estas funciones resulta evidente por la 

distribución ubicua de la ferritina entre las diferentes especies, y también por la 

regulación de la biodisponibilidad del hierro proporcionada por la ferritina, atendiendo a 

la demanda celular. La APO es la forma sin hierro (vacía) de la ferritina, que resulta de 

la eliminación del óxido de hierro. Además, se ha observado que los niveles de 

expresión de ferritina y la cantidad de Fe3+ almacenada están alterados en 

enfermedades como el Párkinson o Alzhéimer.89, 90 Paralelamente se ha demostrado 

que la APO puede sufrir un proceso de formación de fibras bajo las condiciones 

adecuadas de temperatura y pH, de manera similar al de otras proteínas globulares que 

se agregan y que resultan en fibras amiloides.56, 91, 92 Estas fibras son comparables por 

morfología, tamaño y rigidez a las fibras amiloides involucradas en las enfermedades 

neurodegenerativas. Además, las fibras de APO similares a las amiloides tienen unas 

propiedades que las hacen adecuadas para el desarrollo de nuevos materiales 

nanohíbridos artificiales.93, 94 La comprensión de la estructura tridimensional, morfología 

y quiralidad de las fibras formadas es fundamental debido a la relación con su actividad 

bioquímica y potencial toxicidad asociada.56 

2.1.5. Sondas luminiscentes y metodologías para el 

estudio de la agregación amiloide 

 

Como se ha comentado anteriormente, las enfermedades neurodegenerativas amiloides 

como la EA se caracterizan por la agregación anormal de proteínas específicas que, 

siguiendo la vía amiloidogénica, terminan formando placas y depósitos amiloides.36, 42, 95 

Por lo tanto, resulta tan fundamental como necesario desarrollar nuevas y avanzadas 

metodologías de detección, análisis y visualización de las estructuras amiloides, tanto 

de los monómeros y agregados como de las fibrillas, fibras y otras conformaciones, para 

así comprender mejor los mecanismos que gobiernan los procesos de agregación y 

fibrilización.40, 96, 97 Las técnicas basadas en fluorescencia son particularmente 

adecuadas para el seguimiento de interacciones biomoleculares,98 resultando 

fundamentales en biodetección,99 con numerosas aplicaciones en la investigación de las 

enfermedades neurodegenerativas amiloides. De la misma manera, resulta igual de 

importante el desarrollo, síntesis y obtención de nuevos compuestos fluorescentes, y la 
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mejora de los ya existentes, que permitan el estudio y monitorización efectivas de dichos 

procesos involucrados en la amiloidogénesis.  

 

De esta forma, la identificación y caracterización de las diferentes especies formadas 

representa uno de los pasos más importantes para entender el proceso de la agregación 

aberrante de proteínas. En este sentido se han desarrollado en los últimos años 

diferentes técnicas que permiten estudiar las distintas especies de agregados y 

estructuras amiloides (Figura II.4), permitiendo así caracterizar su estructura y 

propiedades, separándolas y cuantificándolas para evaluar su potencial toxicidad e 

implicación en el desarrollo de las amiloidosis.52 Asimismo, el desarrollo de una nueva 

técnica implica la mejora de las capacidades de las ya existentes, aportando así 

información adicional que de otra forma no sería posible obtener. En esta parte de la 

Introducción del Bloque ll nos centraremos en los fluoróforos utilizados para el estudio 

de la agregación amiloide. Después comentaremos las técnicas basadas en la 

espectroscopía de fluorescencia y las técnicas de imagen de microscopía de 

fluorescencia existentes para el estudio de los procesos amiloidogénicos.  
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Figura II.4. Esquema del proceso de la agregación amiloide de Aβ (parte superior) y de las diferentes 

técnicas para el estudio de la agregación amiloide (parte inferior). Hecho con BioRender.com, con permiso 

del autor de la licencia. 

2.1.5.1. Fluoróforos utilizados para el estudio de la 

agregación amiloide 

 

Actualmente se conocen multitud de sondas fluorescentes extrínsecas que se unen a 

las proteínas 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).100-103  Asimismo existen otros fluoróforos 
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como la fluoresceína o la tetrametilrodamina que se encuentran unidos a la estructura 

de la proteína aberrante mediante enlace covalente (normalmente al grupo -amino de 

una lisina, al grupo -amino del N-terminal o al grupo tiol de la cisteína) y que se emplean 

en el estudio de las amiloidosis.12, 104  A principios y mediados del siglo XX la detección 

histológica de estructuras amiloides se realizaba con RC, un colorante carmesí 

adaptado de la industria textil.105 Sin embargo, el proceso de tinción con este compuesto 

resultaba laborioso, tóxico y difícil de interpretar. En 1959, Vassar y Culling describieron 

el uso de la ThT como marcador fluorescente para las fibrillas y fibras amiloides, 

demostrando así el potencial de la microscopía fluorescente para el diagnóstico de este 

tipo de estructuras.106 De este modo observaron como la ThT aumentaba 

considerablemente su emisión fluorescente al localizarse en los depósitos 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 formación de fibrillas y fibras amiloides es el ensayo de 

intensidad de fluorescencia utilizando la ThT.103 La inserción de este compuesto en las 

estructuras amiloides produce un aumento en su fluorescencia de varios órdenes de 

magnitud,107 debido a que es un rotor molecular (como se explicará más adelante) que 

frena su rotación al quedar atrapado entre las fibras, facilitando así el proceso de 

fluorescencia. Por regla general, la gráfica de intensidad de la ThT sigue una tendencia 

sigmoidal, conforme a la cinética de formación de las especies fibrilares de la proteína 

amiloide sometida a estudio (Figura II.5).102 Tradicionalmente se ha pensado que este 

colorante planteaba el problema de que su unión a los agregados y estructuras primarias 

era débil, por lo que no se podía utilizar para la caracterización de dichos agregados y 

estructuras debido a la escasez de lugares de unión.12, 108 Sin embargo, se ha 

confirmado que la ThT se puede utilizar para detectar agregados amiloides 

eficientemente mediante el uso de las técnicas adecuadas,109 como el método de 

molécula única SAVE (por sus siglas en inglés Single Aggregate Visualization by 

Enhancement) desarrollado por Mathew H. Horrocks et al. del que se hablará más 

adelante.110  
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Figura II.5. Gráfica de intensidad de fluorescencia de la ThT monitorizando la cinética de formación de las 

especies fibrilares de una proteína amiloide. 

 

Otros fluoróforos empleados para la agregación amiloide presentan esta dificultad de 

unión a oligómeros y estructuras más primarias del proceso de fibrilación, como son el 

oligotiofeno pentamérico pFTAA o el Rojo Nilo. 108, 111, 112 Por tanto, es necesaria la 

búsqueda de otros fluoróforos que sean capaces de unirse eficientemente a las 

estructuras amiloides surgidas durante los primeros estadíos de agregación 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,113 fluoróforos basados en BODIPY,114 fluoróforos de oxazina,115 derivados 

de benzimidazol,116 politiofenos conjugados,117 colorantes de tiazol118 y complejos de 

rutenio,119, 120 entre otros. Sin embargo, estos compuestos se limitan por lo general a 

proporcionar información morfológica 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 proteína-

proteína y la estructura de las especies amiloides formadas durante el proceso de 

agregación, como son los fluoróforos sensibles al medio que los rodea. A diferencia de 

los colorantes fluorescentes "clásicos", los colorantes fluorescentes sensibles al medio 

circundante presentan un comportamiento que les permite cambiar sus propiedades 

fluorescentes como intensidad o color de emisión en respuesta a los cambios en las 

propiedades fisicoquímicas de su entorno molecular.121, 122 Son "moléculas inteligentes" 
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que se pueden usar como sensores para sondear el entorno biológico local y monitorear 

las interacciones biomoleculares como la agregación amiloide.122, 123  Así, al cambiar las 

propiedades del sitio local de interacción, estos compuestos cambian también sus 

propiedades fluorescentes.124 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 hidrógeno). Los fluoróforos sensibles al medio 

que son de interés para el estudio de la agregación amiloide se pueden clasificar en 

rotores moleculares y compuestos solvatocrómicos, tal y como se indica en la Figura 

II.6: 

 

 

 

 

Figura II.6. Clasificación de los colorantes fluorescentes sensibles al medio en rotores moleculares y 

compuestos solvatocrómicos. 

 

Los rotores moleculares muestran una fotofísica sensible al medio circundante, 

dependiendo tanto sus intensidades de emisión de fluorescencia como sus tiempos de 
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vida en gran medida de la viscosidad del entorno en el que se encuentran.125, 126  

Generalmente estos compuestos aumentan su intensidad de emisión conforme 

aumenta la viscosidad del medio que los rodea, debido a que se frena su rotación 

intramolecular, facilitando así el proceso de fluorescencia. Como se ha comentado, la 

ThT es un colorante que pertenece al grupo de los rotores moleculares (Figura II.7)  

 

 

Figura II.7. Estructura de la ThT (arriba) y ambos segmentos de la ThT sobre sus planos (abajo). La rotación 

se produce en el segmento que está en el plano azul. Reproducido de 100 con permiso de Copyright 2010 

Elsevier B.V. 

 

 

En este caso, cuando la ThT se encuentra en disolución existe una barrera de baja 

energía que permite que los anillos de bencilamina y benzotiol giren libremente 

alrededor del enlace carbono-carbono que comparten. Esta rotación fomenta la 

desactivación no radiativa del estado excitado del fluoróforo que se genera durante la 

excitación fotónica, lo que provoca una baja emisión fluorescente.100 Sin embargo, la 

inmovilización rotacional del colorante mantiene el estado excitado, lo que da lugar a un 

incremento en la emisión fluorescente de tres órdenes de magnitud.127-129 Esta 

inmovilización ocurre cuando las fibrillas y fibras amiloides bloquean estéricamente las 

moléculas de ThT que se unen a ellas.100 No obstante, a pesar de que el ensayo de 

intensidad de fluorescencia utilizando la ThT represente el “gold standard” para 

monitorizar la formación de fibras amiloides, algunos estudios señalan que este 

colorante promueve por sí mismo la agregación amiloide,130 además de ser 
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autofluorescente cuando se utiliza en concentraciones superiores a 5 μM.127, 131 Un 

ejemplo de sensor amiloide basado en el rotor molecular ThT es AmyBlink-1, presentado 

por Amandeep Kaur et al.132 La estructura de AmyBlink-1 comprende una ThT conectada 

a un fluoróforo Alexa Fluor 647 (AF647) a través de un enlazador alifático (Figura II.8). 

La emisión de la ThT es de color verdosa, mientras que la de AF647 es de color roja. 

Mientras que el grupo ThT es fluorescente sólo al unirse a las fibrillas y fibras amiloides, 

la emisión de AF647 no cambia al detectar tanto fibrillas y fibras amiloides como 

agregados y otras estructuras surgidas en las primeras etapas del proceso de 

agregación amiloide. De esta forma, AmyBlink-1 muestra un aumento en la ratio de 

intensidad de emisión de fluorescencia verde/rojo de 5 veces tras su interacción con las 

fibrillas y fibras amiloides.  

 

 

 

Figura II.8 Estructura del sensor AmyBlink-1 compuesto por ThT unida a AF647 mediante un enlazador 

alifático. La ThT aumenta su fluorescencia al unirse a las fibrillas y fibras amiloides, mientras que la emisión 

de AF647 no cambia.  Reproducido de 132 con permiso de Copyright 2021 Wiley-VCH GmbH. 

 

 Asimismo, se han desarrollado rotores moleculares fluorescentes capaces de emitir en 

la región espectral del infrarrojo cercano (NIR), y que pueden detectar diferentes 

agregados de Aβ. 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-io) que emite fluorescencia en el NIR al detectar agregados de Aβ en disolución 
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acuosa.133 Se trata de un sistema dador-π-aceptor (posee un puente π conjugado entre 

los grupos dimetilaminoestireno y benzo[e]indol), cuya fracción dimetilamino interactúa 

con los agregados de Aβ. Esta sonda, además, varía su intensidad de fluorescencia 

dependiendo del grado de agregación del Aβ. De manera similar, Jian Wu et al. 

presentan la sonda fluorescente sensible al medio CAQ, cuya estructura está basada 

en la cumarina, y contiene un rotor intramolecular y una quinolina.134  La rotación 

intramolecular de la sonda en entornos de baja viscosidad da lugar a una baja emisión 

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 

emisión. Este fluoróforo, que emite en el NIR, es capaz de detectar tanto agregados 

como placas amiloides de Aβ in vivo, permitiendo monitorizar y obtener imágenes 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 imágenes de fibras amiloides maduras de αSyn en 

células vivas mediante el empleo de rotores moleculares fluorescentes. Así, Pankaj 

Gaur et al. presentan dos rotores moleculares fluorescentes (RB1 y RB2) que son 

capaces de unirse a las fibras de αSyn respondiendo a su interacción con una respuesta 

fluorescente.118 El fluoróforo RB1 presenta un desplazamiento hacia el rojo en su 

máximo de absorción de 76 nm y una amplificación de la fluorescencia de 112 veces 

cuando se une a las fibras amiloides. Debido a la fuerte afinidad de unión que presenta, 

RB1 tiñe las fibras amiloides en el citoplasma de células vivas HeLa y SH-SY5Y 

selectivamente con un alto contraste óptico. Por tanto, resulta evidente el interés de 

emplear rotores moleculares que emiten una fluorescencia débil cuando presentan 

rotación libre y no están unidos a las fibras amiloides, pero que sin embargo se vuelven 

altamente fluorescentes cuando se unen a dichas estructuras, reportando de esta 

manera su formación. Sin embargo, la aplicación de este tipo de compuestos va más 

allá, pudiendo ser utilizados para detectar simultáneamente tanto H2O2 (una de las 

principales y más abundantes especies de ROS que interviene en los procesos de 

señalización celular) como agregados amiloides. Así, Needham et al. presentan cuatro 

sondas fluorescentes bifuncionales de alta sensibilidad (BE01, BE02, mBE01 and 

mBE02) que son rotores moleculares y que son capaces de detectar tanto H2O2 como 

agregados amiloides de αSyn.135 Estos sensores utilizan un núcleo de benzotiazol para 

la localización de los agregados amiloides, y la oxidación del éster borónico para 

detectar específicamente el H2O2. Las propiedades de estos sensores se han 

caracterizado utilizando tanto medidas convencionales de fluorescencia como imágenes 

de fluorescencia de agregados amiloides individuales, cuantificando así los cambios en 
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sus propiedades fluorescentes al añadir agregados amiloides de αSyn y 

concentraciones fisiopatológicas de H2O2.  

 

Por otra parte, los fluoróforos solvatocrómicos son aquellos que experimentan un 

cambio reversible en sus espectros de absorción o de emisión inducido por la acción del 

disolvente.136 En estos compuestos se produce un cambio de color en la emisión como 

consecuencia del desplazamiento del máximo de absorción, debido a las diferencias de 

energía de solvatación entre el estado fundamental y el estado excitado en distintos 

disolventes.137 Este tipo de compuestos permiten el desarrollo de biosensores 

ratiométricos de gran interés para la cuantificación de diversos procesos y analitos 

biológicos.138,139 En este sentido se ha descrito una nueva familia de colorantes 

altamente solvatocrómicos basados en la estructura de la quinolimida, llamadas 9-

amino-quinolimidas.139 Estos fluoróforos han demostrado un gran potencial en el estudio 

de la agregación del péptido Aβ sobre el modelo de experimentación animal pez cebra, 

identificándose la formación de diferentes tipos de agregados tempranos gracias al 

incremento de fluorescencia que experimentan estos compuestos al identificar dichos 

agregados.123  Asimismo, Anirban Das et al. han desarrollado el compuesto fluorescente 

6-(dimetilamino) dietil naftaleno-2,3-dicarboxilato (DMNDC), que es un fluoróforo de 

transferencia de carga intramolecular (ICT), capaz de seguir eficazmente la cinética de 

formación de fibrillas amiloides de insulina.140 Este compuesto basado en un sistema 

donante-π-aceptor cambia sus propiedades fotofísicas dependiendo de si está unido o 

no a las fibras amiloides. Cuando se une a ellas se produce un gran incremento en su 

intensidad de emisión, además de un desplazamiento hipsocrómico 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 Aβ 

en ratones  modificados genéticamente para desarrollar EA.124 Mediante esta sonda se 

tomaron imágenes de fluorescencia multifuncionales y de superresolución que 

mostraron bandas de emisión de fluorescencia más anchas en la periferia de las placas 

y más estrechas en los núcleos densos de las mismas, así 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 fluoróforos que no son sensibles al medio que los rodea, 

pero que son empleados en el estudio de la agregación amiloide debido a que permiten 

la visualización de moléculas de Aβ durante intervalos de tiempo más largos que los 
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fluoróforos convencionales. Este es el caso de los puntos cuánticos (QDs, por sus siglas 

en inglés Quantum Dots).141 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 pequeño tamaño de unos 15-20 nm.142 Estos 

materiales pueden emitir fluorescencia sin la participación de transiciones electrónicas, 

aprovechando la formación de excitones (excitaciones elementales de los sólidos 

formadas por un electrón y un hueco, ligados a través de interacciones coulombianas) que 

tienen τL mucho más largos que los fluoróforos convencionales. Los QDs se pueden 

funcionalizar con polietilenglicol y grupos amina para acoplarlos a las moléculas de Aβ, 

pudiendo diferenciarse de esta manera entre dímeros, trímeros y tetrámeros.143 El 

empleo de QDs presenta múltiples ventajas, como las bajas concentraciones de Aβ 

requeridas (de 1 a 10 nM) y la facilidad de realización de la técnica, ya que sólo se 

necesita un microscopio de fluorescencia y los propios QDs.142 Uno de los principales 

inconvenientes es que, pese a su pequeño tamaño, siguen siendo más grandes que una 

molécula de Aβ, pudiendo interferir en los procesos de agregación proteica.52, 143  

 

2.1.5.2. Espectroscopía de fluorescencia y otras 

técnicas para el estudio de la agregación amiloide 

 

Los ensayos de turbidez no son estrictamente técnicas espectroscópicas, ya que no 

miden espectros, siendo consideradas en realidad técnicas ópticas. Sin embargo, se 

utilizan para detectar la presencia de protofibrillas y fibrillas amiloides, aunque resultan 

inadecuados en el estudio de agregados pequeños. Generalmente las medidas se 

realizan a 400-420 nm, y dependiendo del tipo de espectrofotómetro utilizado, la muestra 

puede aplicarse a un pocillo de microplaca o a una cubeta, requiriéndose para este 

último un volumen mayor de muestra (hasta 1 ml).52 Esta técnica requiere 

concentraciones de alrededor de 50 μM, y no resulta el método más óptimo para estudiar 

la oligomerización de Aβ, ya que debido a su baja sensibilidad sólo es posible detectar 

estructuras fibrilares.144 Esta baja sensibilidad viene dada por la incapacidad de 

dispersar la luz a 400 nm de los oligómeros y estructuras amiloides más pequeñas. 

Millucci et al. investigaron la agregación del Aβ25-35 (que es una especie altamente 

tóxica), demostrando que los agregados a los que se les cambiaba el pH de 3 a 7.4 

reducían significativamente su turbidez y, por tanto, su agregación.145 Los ensayos de 

turbidez permiten asimismo observar el efecto de determinados compuestos sobre el 
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proceso de formación de fibras.144 De esta manera se demostró que la adición de los 

cationes Cu2+ y Zn2+ al Aβ aumentaba la turbidez y, por tanto, la agregación.146 Por otra 

parte, las técnicas espectroscópicas son metodologías ampliamente utilizadas para 

obtener información sobre las cinéticas de agregación del péptido Aβ. De esta forma se 

puede investigar en tiempo real el estado de fibrilación de una muestra concreta de Aβ.52 

Como se ha comentado anteriormente, el ensayo de intensidad de fluorescencia 

utilizando la ThT se considera una de las técnicas de espectroscopía más utilizadas que 

permite seguir la cinética de agregación amiloide.129, 147 Estos ensayos pueden utilizarse 

para estudiar la influencia de factores externos en el proceso de fibrilación, por ejemplo, 

en la búsqueda de inhibidores de la agregación. Sin embargo, se debe de tener en 

cuenta la presencia de agentes como polifenoles exógenos, ya que estos pueden alterar 

los resultados debido a su fluorescencia intrínseca.148 En un trabajo de A. M. Streets et 

al., se combina la dispersión dinámica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés Dynamic 

Light Scattering) junto con la detección de fluorescencia de la ThT en estado 

estacionario para sondear simultáneamente in vitro la formación de fibrillas de péptidos 

de poliglutamina, que es la subunidad agregante asociada a la EH.149 De esta forma, la 

ThT es capaz de analizar el contenido de fibrillas ricas en estructuras de lámina-β, 

mientras que la DLS mide la distribución del tamaño de las partículas. Esta combinación 

de técnicas permite elucidar la cinética de agregación, revelando diferentes estadíos y 

etapas de la formación de fibrillas amiloides. Por otro lado, el uso del fluoróforo CR en 

ensayos de fluorescencia en estado estacionario proporciona información sobre el 

estado de agregación de las proteínas amiloides.101 Aunque su empleo se ha limitado 

principalmente al estudio de su unión con las fibrillas y fibras amiloides, también puede 

unirse en menor grado a oligómeros y protofibras.150 Este colorante ha demostrado ser 

capaz de inhibir la agregación del Aβ en neuronas,151, 152 macrófagos153 y pericitos,154 

probablemente debido a una estabilización de los monómeros. Sin embargo, empleado 

a bajas concentraciones parece aumentar la formación de fibras.155 

 

Otra técnica de espectroscopía para el estudio de la agregación amiloide se basa en la 

anisotropía de fluorescencia, la cual sigue cambios en la movilidad del compuesto 

fluorescente injertado en uno de los componentes sometido a estudio.156 La anisotropía 

de fluorescencia es un fenómeno físico producido cuando la luz emitida por un fluoróforo 

posee diferentes intensidades en diferentes ejes de polarización.157 Así, en esta técnica 

el coeficiente de correlación rotacional del fluoróforo se obtiene detectando dos 

componentes de emisión de polarización ortogonales tras la excitación polarizada. En 

el estudio de la agregación amiloide, la rotación cuantificada de los fluoróforos informa 
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sobre el crecimiento de los agregados, ya que las especies en crecimiento rotan a 

velocidades más lentas.107 De esta manera Mancini et al. han podido monitorizar la 

agregación del Aβ40 desde su estado monomérico hasta la formación de oligómeros 

mediante el sondeo de la difusión rotacional de las cadenas laterales de tirosina 

fluorescentes.158 También se han podido analizar agregados de Aβ mediante la 

anisotropía de FL del compuesto [Ru(bpy)2(dpqp)]2+ (bpy = 2,2′-bipiridina; dpqp = 

pirazino[2′,3′:5,6]pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolina), la cual aumenta conforme lo hace el 

tamaño de los agregados.120 

 

Las técnicas de fluorescencia que utilizan métodos de molécula única permiten 

determinar las características de moléculas individuales en una población compleja y 

heterogénea, permitiendo así revelar posibles eventos que pueden permanecer 

enmascarados por las medidas en masa.159, 160 Una de las técnicas más asentadas 

dentro de la espectroscopía de molécula única es la espectroscopía de correlación de 

fluorescencia (FCS, por sus siglas en inglés Fluorescence Correlation Spectroscopy). 

La FCS es un análisis estadístico, mediante correlación temporal, de las fluctuaciones 

estacionarias de la intensidad de fluorescencia.161 El análisis proporciona parámetros 

cinéticos de los procesos físicos subyacentes a las fluctuaciones, así como sobre el 

comportamiento de difusión y de las concentraciones absolutas de las partículas 

detectadas.162 Es una herramienta muy sensible porque observa un número reducido de 

moléculas (concentraciones del orden de nanomolar a picomolar) en un volumen 

pequeño (~1μm3).162, 163 Se emplea en el contexto de la microscopía óptica, en particular 

la microscopía confocal o la microscopía de excitación de dos fotones.162, 163 En la FCS 

la luz se enfoca sobre una muestra y las fluctuaciones de intensidad de fluorescencia 

medidas (debidas a difusión, reacciones físicas o químicas, agregación, etc.) se analizan 

utilizando la autocorrelación temporal. Esta técnica se utiliza para medir parámetros 

moleculares dinámicos, como el tiempo de difusión (a partir del cual puede calcularse el 

tamaño de las partículas), la conformación y la concentración de moléculas 

fluorescentes.163 La polimerización de los agregados amiloides se puede estudiar 

mediante FCS, que permite caracterizar el proceso de agregación y la naturaleza de 

dichos agregados en solución.164, 165 Así, es posible detectar cambios en el tamaño y la 

concentración de muestras de Aβ, inicialmente monoméricas, mediante el seguimiento 

de estas especies marcadas fluorescentemente que difunden libremente en solución.164 

Mediante la FCS se han podido describir paso a paso diferentes protocolos y 

procedimientos experimentales para el estudio de la formación de complejos 

moleculares en sistemas de agregación in vitro, en extractos celulares y en células 
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vivas.166 En concreto se ha estudiado el autoensamblaje de fragmentos de huntingtina 

(proteína codificada por el gen asociado a la EH), aunque en principio pueden adaptarse 

a cualquier sistema de agregación. Mediante los parámetros obtenidos a través de esta 

técnica, como los tiempos de difusión, se pueden diferenciar desde monómeros hasta 

diferentes tipos de agregados. Por otra parte, el marcaje de proteínas en sitios 

específicos puede utilizarse para controlar los movimientos e interacciones de las 

proteínas en tiempo real mediante el análisis de la transferencia de energía de 

resonancia de Förster (FRET, por sus siglas en inglés, Förster Resonance Energy 

Transfer).167-169 La FRET es una técnica en la cual los componentes de interés 

sometidos a estudio son marcados con moléculas fluorescentes dadoras y aceptoras de 

energía.170, 171 La interacción entre dadores y aceptores da como resultado una 

transferencia de energía de dadores a aceptores próximos que se encuentran a la 

distancia adecuada, y que proporciona una señal analítica medible, en este caso la 

disminución del tiempo de vida de fluorescencia (τD) del fluoróforo dador.172 En el estudio 

de la agregación amiloide, la FRET permite la detección y cuantificación de la 

distribución del tamaño de los agregados. Aunque existe una amplia gama de fluoróforos 

disponibles para el marcaje de agregados amiloides, sólo unos pocos pares de 

fluoróforos FRET son adecuados para monitorizar los movimientos intramoleculares de 

las proteínas sin alterar su plegamiento y función.170 Entre estos pares FRET se 

encuentra el binomio metoxicumarina (Mcm) y acridonilalanina (Acd) descrito por Chloe 

M. Jones et al.168 Este sistema se diseñó mediante la mutagénesis de la αSyn con el 

aminoácido no natural Acd y una cisteína (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 agregación amiloide 

(Figura II.9). Además, este sistema se puede combinar con la fluorescencia del 

triptófano para monitorizar la agregación amiloide mediante la FRET de tres colores. 

 

 

Figura II.9. Marcaje de la αSyn con el par FRET Mcm y Acd para los experimentos de FRET. La αSyn 

mutada con Cys y Acd se etiqueta con Mcm-Mal en la Cys62. Imagen extraída de 168 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.173 La FRET se evidencia en los espectros de fluorescencia de la 

ThT unida a las fibrillas amiloides de insulina tras la adición de trimetina cianina. Aunque 

es un sistema robusto, requiere de doble marcaje, lo cual puede resultar complejo no 

pudiéndose realizar en algunos ensayos de detección. Asimismo, Gorbenko et al. 

emplean diferentes pares de fluoróforos que provocan una cadena de transferencia 

energética en cascada, la cual permite la discriminación de agregados fibrilares y no 

fibrilares de insulina mediante el análisis de la FRET.174 Los fluoróforos empleados son 

la ThT como dador, la escuaraína SQ4 y el colorante de fosfonio TDV como mediadores 

y una de las tres esquaraínas (SQ1, SQ2 o SQ4) como aceptor. Este sistema presenta 

un aumento de la fluorescencia terminal de hasta dos órdenes de magnitud que permite 

diferenciar los diferentes estados de agregación proteica. 

 

Dentro de las metodologías de molécula única, la detección 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 disolución como en células vivas.160 Esta técnica se basa en la detección de 

fotones de fluorescencia emitidos por dos fluoróforos en dos bandas de frecuencia 

distintas, surgidas de la excitación continua del volumen confocal por uno o dos láseres. 

Aunque en el caso de que los fluoróforos presenten una alta FRET se puede utilizar un 

solo láser, el empleo de dos láseres (normalmente uno rojo y otro azul) suele ser más 

ventajoso, debido a que permite colocar los fluoróforos en cualquier posición deseada 

en la biomolécula de interés sin necesidad de que estén cerca para que se produzca la 

FRET.160, 169, 171 De esta manera, el análisis de la frecuencia e intensidad de las ráfagas 

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 determinación del umbral correcto a partir del 

cual se deben de contar los eventos fluorescentes, ya que si es demasiado alto se puede 

perder información relevante que alargue el tiempo de las medidas, y si es demasiado 

bajo se puede incluir información no deseada proveniente del ruido de fondo.175 En 

relación con el estudio de la agregación amiloide, Orte et al. aplicaron la TCCD para 

examinar el proceso de agregación del dominio SH3 de la quinasa PI3.176 En sus 

experimentos mostraron que los oligómeros formados en la fase del proceso de 

agregación que presentaba una mayor citotoxicidad estaban formados por una 
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población heterogénea de agregados con un tamaño medio de 38 ± 10 moléculas, y que 

su estabilidad aumentaba conforme lo hacía el tiempo de incubación. Asimismo, Chiou 

et al. utilizaron la TCCD para determinar los factores que limitan la velocidad de las 

primeras etapas de agregación de la neuroserpina, estudiando además la influencia que 

el Aβ40 tenía en estos procesos.177 

2.1.5.3. Técnicas de imagen de microscopía de 

fluorescencia  

 

Las técnicas de imagen de microscopía de fluorescencia (MF) presentan la ventaja de 

poder visualizar directamente agregados amiloides de pequeño tamaño y bajo peso 

molecular, además de fibrillas y fibras maduras mediante el marcaje con fluoróforos, 

obteniendo así imágenes que pueden ser posteriormente analizadas y que aportan 

información sobre su tamaño, estructura, grado de agregación… permitiendo de esta 

manera caracterizar las distintas especies amiloides.52, 97, 137 Además, mediante la MF 

se pueden estudiar las cinéticas de agregación relacionadas con los procesos de 

fibrilación, desde el estado monomérico de las proteínas aberrantes hasta la formación 

de fibras amiloides maduras.97, 178 En 1957, Marvin Minsky patentó los principios de la 

microscopía confocal, que pretendía superar algunas limitaciones de los microscopios 

de fluorescencia de campo amplio tradicionales.179 En un microscopio de fluorescencia 

de campo amplio convencional se ilumina toda la muestra, excitándose 

simultáneamente todas las partes de la misma, llegando así la fluorescencia resultante 

a un fotodetector, incluida la del fondo desenfocado. Sin embargo, la microscopía 

confocal permite aumentar la resolución óptica y el contraste de las micrografías 

obtenidas mediante el uso de un diafragma de detección confocal o “pinhole”, el cual 

consiste en un pequeño orificio en el filtro detector de la luz que impide el paso de 

aquella procedente de los planos de la muestra que no están enfocados.180, 181 De esta 

manera el microscopio sólo enfoca un pequeño 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 disminución en la señal 

de intensidad, por lo que se requieren detectores sensibles como tubos 

fotomultiplicadores o fotodiodos de avalancha que transforman la señal luminosa en 

eléctrica.180 Posteriormente, en 1969 Paul Davidovits y M. David Egger desarrollaron la 

microscopía confocal de barrido láser, la cual incorpora un láser capaz de escanear la 

muestra punto por punto para obtener las imágenes.182, 183 Una de las múltiples 
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aplicaciones de la microscopía confocal de barrido láser en el estudio de la agregación 

amiloide es el reconocimiento de placas de Aβ. 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 imágenes de microscopía confocal 

obtenidas una notable señal de fluorescencia roja en dichas secciones.134 Sin embargo, 

esta intensa señal fluorescente no fue detectada ni en las imágenes de las secciones 

de corteza cerebral de ratones no modificados genéticamente a las que añadieron el 

fluoróforo ni en las imágenes de secciones de corteza cerebral de ratones 5xFAD a los 

que no añadieron la sonda (Figura II.10). Además, simultáneamente emplearon el 

anticuerpo 6E10, capaz de detectar específicamente placas de Aβ. De esta forma, 

mediante las imágenes de colocalización pudieron comprobar que CAQ es capaz de 

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

 

 

 

Figura II.10. Imágenes de microscopía confocal de fluorescencia de: secciones de corteza cerebral de ratón 

no modificado genéticamente (wild type) marcadas con CAQ, 6E10 y su colocalización (primera columna); 

secciones de corteza cerebral de ratón modificado 5×FAD sin CAQ (segunda columna); y secciones de 

corteza cerebral de ratón modificado 5×FAD con CAQ, 6E10 y su colocalización (tercera columna). La barra 

de escala representa 100 μm para las imágenes de las tres primeras columnas, pero 25 μm en las imágenes 

ampliadas de ZOOM (cuarta columna). Imagen de la referencia 134 reproducida con permiso de Copyright 

2021, American Chemical Society. 
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De manera similar Misun Lee et al. consiguieron visualizar mediante microscopía 

confocal agregados de Aβ40 en células vivas (neuroblastos humanos SH-SY5Y).133 Los 

agregados generados durante una preincubación de 5 h fueron añadidos a las células, 

con las que fueron incubados durante 1 h. Posteriormente añadieron 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-io) durante 30 min. y se tomaron las imágenes de 

fluorescencia. En los casos en los que las células habían sido incubadas exclusivamente 

con los agregados sin la sonda, (Figura II.11B) o con la sonda sola sin agregados, 

(Figura II.11C) no se detectó ninguna señal fluorescente. Sin embargo, en aquellas 

células incubadas tanto con Aβ40 como con el fluoróforo se observó un notable aumento 

de la fluorescencia roja (Figura II.11A). Estos experimentos confirmaron la capacidad de 

la sonda para detectar agregados de Aβ40. 

 

 

Figura II.11. Imágenes de microscopía confocal de fluorescencia de células SH-SY5Y incubadas tanto con 

agregados de Aβ40 como con la sonda fluorescente (A), sólo con agregados de Aβ40 (B) o sólo con la sonda 

fluorescente (C). Imagen extraída de 133 con permiso de Copyright 0143-7208 2018 Elsevier Ltd. 

 

Paralelamente, Ambra Dreos et al. emplearon la microscopía confocal para obtener 

imágenes de placas de Aβ del córtex prefrontal de ratones modificados genéticamente 

para desarrollar EA (Figura II.12).124 Para ello, utilizaron la sonda fluorescente NBD1 

directamente en secciones de tejido cerebral de ratones modificados tgAPPSwe, los 

cuales presentan un elevado número 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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Figura II.12. Imágenes de microscopía confocal de fluorescencia de placas de Aβ en secciones del córtex 

prefrontal de ratones tgAPPSwe fijadas con la sonda NBD1. Imagen reproducida de 124 con permiso de los 

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

 

Una de las ventajas de utilizar la microscopía confocal de fluorescencia es que permite 

obtener imágenes ratiométricas de las intensidades de emisión de uno o varios 

fluoróforos detectadas en dos canales diferentes, pudiendo así seguir los cambios 

espectrales de fluoróforos solvatocrómicos o de la FRET producida entre dos fluoróforos 

diferentes. De esta forma Fueyo-González et al. pudieron analizar los agregados 

amiloides de Aβ42 formados a diferentes tiempos de incubación (desde 0 hasta 20 h) 

empleando un fluoróforo solvatocrómico que permite seguir cambios en la hidrofobicidad 

de los agregados a través del análisis del cociente de intensidades detectadas en dos 

canales (rojo y verde).123 Como el fluoróforo experimenta un desplazamiento 

hipsocrómico del rojo al verde y un aumento en la intensidad de emisión conforme 

aumenta la hidrofobicidad del ambiente, se analizó el cociente de intensidades I630/I550 

de los fluoróforos añadidos a los agregados. Así, se comprobó que se producía tanto 

una disminución de la relación I630/I550 como un aumento de la intensidad de 
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fluorescencia conforme mayor era el tiempo de incubación de los agregados, 

confirmando el mayor grado de agregación proteica que implica una mayor 

hidrofobicidad (Figura II.13). 

 

 

Figura II.13. Imágenes representativas de la relación I630/I550 de los agregados de Aβ42 tras diferentes 

tiempos de incubación representados en una escala de color arbitraria. Las barras de escala representan 4 

μm. Imagen reproducida de 123 con permiso de Copyright 2020, American Chemical Society. 

 

Por otro lado, la microscopía de excitación de dos fotones o bifotónica es una técnica 

de obtención de imágenes de fluorescencia especialmente adecuada para obtener 

imágenes de tejidos vivos de hasta 1 mm de grosor.184, 185 A diferencia de la microscopía 

de fluorescencia convencional, en la que la λex del láser utilizada es más corta que la 

λem de los fluoróforos empleados, en la microscopía de excitación bifotónica la λex es 

más larga que la λem.184 En esta técnica, el láser se enfoca en un punto específico del 

tejido y se escanea a través de la muestra para producir la imagen, excitándose 

principalmente los fluoróforos que se encuentran en el foco del haz láser. Una de las 

ventajas que presenta esta técnica es que la señal de fondo se suprime en gran medida. 

En comparación con la microscopía confocal, esta técnica permite una penetración más 

profunda en el tejido analizado y una reducción del fotoblanqueo de los fluoróforos. 

Haciendo uso de la microscopía de excitación de dos fotones ha sido posible detectar 

agregados amiloides citotóxicos de γ-sinucleína en embriones de pez cebra tratados 

con la neurotoxina MPTP y sin tratar.123 Esta neurotoxina induce el daño cerebral, 

generando en los tejidos cuerpos de inclusión proteicos. Empleando un fluoróforo 

solvatocrómico basado en la quinolimida se pudieron obtener imágenes de 

fluorescencia de los agregados presentes en los tejidos del pez cebra (Figura II.14). 
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Figura II.14. Imágenes de microscopía de fluorescencia de excitación bifotónica de embriones de peces 

cebra sin tratar con MPTP (A, C) o tratados con MPTP (B, D) e incubados con el fluoróforo (200 μM) durante 

6 h. Las flechas blancas destacan la presencia de agregados amiloides. Las barras de escala representan 

100 μm. Imagen extraída de 123 con permiso de Copyright 2020, American Chemical Society. 

 

Asimismo, la microscopía de imágenes de tiempos de vida de fluorescencia (FLIM, por 

sus siglas en inglés, Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) combina las medidas 

de intensidad de emisión fluorescente con las medidas de τF de los fluoróforos 

empleados.51,186 Esta técnica se basa en el análisis de las diferencias de los valores de 

los decaimientos exponenciales de la emisión de fotones de uno o varios fluoróforos 

sometidos a estudio en la muestra de interés. La FLIM utiliza el recuento de fotones 

individuales correlacionados en el tiempo y permite medir el τF de los fluoróforos 

empleados en cada píxel de la imagen adquirida, obteniendo así un mapa de τF.186  

Mediante esta técnica Romain F. Laine et al. estudiaron el proceso de agregación 

intracelular de las proteínas αSyn y huntingtina marcadas con proteína 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 agregación mediante el análisis de los τF de la YFP.187 De esta forma 

concluyeron que las inclusiones de αSyn no mostraban características amiloides hasta 
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etapas avanzadas de la vida de los nematodos, ya que la disminución de los τF que 

caracteriza a las especies amiloides sólo se producía en estas etapas. Sin embargo, la 

huntingtina es capaz de formar agregados amiloides en etapas más tempranas, ya que 

la disminución de los τF se observa mucho antes. Una variante de la microscopía FLIM 

es la microscopía de imágenes de tiempos de vida de fluorescencia con excitación 

intercalada pulsada (PIE-FLIM, por sus siglas en inglés Pulsed Interleaved Excitation - 

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy), la cual permite el empleo simultáneo de 

dos sondas fluorescentes diferentes.188 En esta técnica se utilizan dos láseres diferentes 

retardados temporalmente, los cuales hacen posible medir simultáneamente tanto la 

intensidad como los τF de dos fluoróforos distintos en un mismo experimento.50 Esta 

característica es especialmente importante para el estudio de la FRET entre dos 

fluoróforos (dador y aceptor de energía) que sean capaces de seguir el proceso de 

agregación amiloide de una proteína aberrante. De esta forma se puede estudiar la 

formación de agregados fibrilares y estructuras amiloides más compactas, 

diferenciándolas de oligómeros solubles formados en etapas tempranas mediante el 

análisis de los cambios en los τF del fluoróforo dador.50, 188 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 

fluoróforos dadores como aceptores, lo que supone un mayor grado de complejidad, y 

esto no se puede realizar en todos los ensayos de detección. Mediante la técnica PIE-

FLIM Fabio Castello et al. estudiaron el proceso de agregación amiloide del dominio 

N47A-SH3 de la proteína α-espectrina empleando el par FRET de fluoróforos ATTO 488 

(dador) y ATTO 647N (aceptor), descubriendo que se producía una oligomerización 

dinámica incluso antes de la incubación. Asimismo, informaron de que las especies 

amiloides formadas eran muy pequeñas (en su mayoría diméricas), y que presentaban 

una organización molecular flexible, aportando adicionalmente información cuantitativa 

sobre la estabilidad de los agregados detectados.188 Paralelamente, en otro trabajo 

utilizaron la metodología PIE-FLIM para obtener evidencias de que determinados 

agregados amiloides inespecíficos de N47A-SH3 eran necesarios para que se llevase a 

cabo un proceso de nucleación de dos pasos, pudiendo identificar hasta tres tipos de 

oligómeros diferentes (Figura II.15).50 
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Figura II.15. Estudio FLIM de la agregación del dominio N47A-SH3. (A) Imágenes FLIM de los agregados 

de N47A-SH3 (280 pM) incubados a diferentes tiempos (0, 1, 2, 4, 7 o 12 h) que reflejan el τF del fluoróforo 

dador (ATTO 488). Las barras de escala blancas representan 2.4 μm. (B) Valores medios de los τF de ATTO 

488 de los agregados de N47A-SH3 a 24 (rojo), 28 (negro) y 32 μM (azul) frente al tiempo de incubación 

proteica. Las barras de error representan la desviación estandar de los valores de τF de ATTO 488 obtenidos 

a partir de al menos 10 imágenes FLIM diferentes. Las líneas indican los ajustes a una función exponencial 

simple. Imagen extraída de 50 con permiso de PMC (Open Access). 

 

Es importante destacar que las técnicas de imagen de MF que se centran en el marcaje 

fluorescente de únicamente uno de los componentes sometidos a estudio son de gran 

interés debido a la destacada mejora de la resolución espacial que aportan.189 La 

microscopía de fluorescencia de moléculas individuales (SMFM, por sus siglas en inglés 

Single Molecule Fluorescence Microscopy) permite investigar el comportamiento de 

moléculas individuales (o de pequeños grupos) en condiciones estrictas que garantizan 

que todas las moléculas se encuentran en el mismo estado.189, 190 En la SMFM la 

molécula de interés (proteínas, ADN…) se marca con un fluoróforo, a menos que la 

molécula sea fluorescente de por sí, para obtener información sobre su entorno, 

estructura y/o posición.190 Los fluoróforos utilizados en SMFM han de reunir una serie 
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de requisitos como: (i) ser capaces de absorber fuertemente la luz de excitación y emitir 

fluorescencia eficientemente; (ii) han de ser fotoestables, de modo que no se 

fotoblanqueen rápidamente y puedan visualizarse durante largos periodos de tiempo; 

(iii) deben ser moléculas pequeñas para no interrumpir la actividad biológica en estudio; 

y (iv) han de ser capaces de emitir luz en la región visible del espectro. 159,189,190  

 

Entre las diferentes técnicas de SMFM existentes destacaremos la microscopía de 

fluorescencia de reflexión interna total (TIRF, por sus siglas en inglés Total Internal 

Reflection Fluorescence) y la microscopía de reconstrucción óptica estocástica 

(STORM, por sus siglas en inglés Stochastic Optical Reconstruction Microscopy). La 

TIRF es considerada actualmente como una de las metodologías de obtención de 

imágenes más utilizada en SMFM.189 Esta técnica se basa en la reflexión interna total 

de la luz de excitación incidente a partir de una interfaz vidrio-agua (por ejemplo, entre 

un cubreobjetos de vidrio y un tampón fisiológico acuoso) y delimita el campo para 

excitar selectivamente los fluoróforos situados cerca de la superficie del cubreobjetos 

en la conocida como profundidad de penetración.189 Así pues, la TIRF es especialmente 

valiosa para identificar moléculas individuales marcadas fluorescentemente en 

membranas de células inmovilizadas en cubreobjetos de vidrio.191 Debido a que esta 

metodología sólo detecta señales mínimas en las regiones desenfocadas, la relación 

señal-ruido aumenta significativamente, permitiendo un mejor contraste a la hora de 

detectar moléculas individuales.191 En relación con el estudio de la agregación amiloide, 

Mathew H. Horrocks et al. presentan un método denominado SAVE (single aggregate 

visualization by enhacement imaging) para la detección ultrasensible de oligómeros 

individuales y fibrillas amiloides haciendo uso de la TIRF y empleando como fluoróforo 

la ThT.110 Este método es capaz de contar y detectar la presencia de agregados 

amiloides de αSyn, Tau y Aβ, permitiendo así caracterizar la naturaleza estructural de 

los agregados en fluidos como el líquido cefalorraquídeo humano y teniendo el potencial 

de estudiar la progresión de la enfermedad tanto en modelos animales como en 

humanos (Figura II.16). 
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Figura II.16. Imágenes de agregados de Aβ (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 μm (1 μm en los recuadros ampliados). Los círculos verdes resaltan los agregados. Imagen extraída 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 imágenes con una resolución espacial de hasta 20 nm.192 

Este método se basa en la activación estocástica de fluoróforos individuales en la cual, 

durante la adquisición de las imágenes, los fluoróforos individuales "parpadean" 

mediante un proceso de activación aleatoria que luego se desactiva rápidamente por 

fotoblanqueo,193 y es considerada una de las técnicas de microscopía de 

superresolución. Para obtener imágenes STORM los fluoróforos activados 

estocásticamente deben estar lo suficientemente separados entre sí para superar el 

límite de difracción, que generalmente es de 200-300 nm, obteniéndose imágenes de 

moléculas individuales en los casos en los que los fluoróforos no se solapan.192 

Repitiendo este proceso miles de veces y superponiendo las imágenes de todas las 

posiciones de los fluoróforos, se obtiene la imagen final de superresolución de la 

muestra. Al emplearse miles de ciclos de activación, excitación y fotoblanqueo de los 

fluoróforos se prolonga considerablemente el periodo de adquisición, lo que limita su 

aplicación a muestras principalmente fijas y provoca en las mismas una fuerte 

fototoxicidad.194 En 2008 Heilemann et al. introdujeron una variación de la técnica 

STORM denominada dSTORM (STORM directa).195 Esta técnica utiliza luz de excitación 

con diferentes λex y fluoróforos convencionales capaces de alternar de forma cíclica y 

reversible estados fluorescentes y de oscuridad mediante irradiación, sin necesidad del 
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proceso de activación y fotoblanqueo de la técnica STORM tradicional. El método 

dSTORM resulta muy útil en el estudio de la agregación amiloide,196 habiéndose 

empleado por Amandeep Kaur et al. para la obtención de imágenes de superresolución 

de fibrillas y fibras amiloides de insulina, las cuales mejoran su resolución 10 veces más 

comparadas con las obtenidas por MF convencional (Figura II.17).132 

 

Figura II.17. Imágenes de fluorescencia convencional y de superresolución de fibrillas de insulina (5 μM) 

utilizando el fluoróforo AmyBlink-1 (100 nM). Imagen de MF convencional de las fibrillas (A), imagen 

dSTORM correspondiente (B), superposición de la imagen de fluorescencia convencional con la dSTORM 

(C) y ampliación de la superposición indicada por el cuadrado blanco en (C) que demuestra la mejora de la 

resolución de dSTORM en comparación con la imagen de fluorescencia convencional. Reproducido de 132 

con permiso de Copyright 2021 Wiley-VCH GmbH. 

 

Otras técnicas de superresolución que permiten superar el límite de difracción son la 

microscopía de iluminación estructurada (SIM, por sus siglas en inglés Structured 

Illumination Microscopy) y la microscopía de depleción de emisión estimulada (STED, 

por sus siglas en inglés Stimulated Emission Depletion). La SIM es una técnica de 

campo amplio que duplica la resolución de las imágenes obtenidas mediante 

microscopía confocal197, utilizando para ello un escáner de luz estructurada. Dicho 

escáner genera la luz de excitación, que se codifica para generar una iluminación con 

patrones, normalmente rayas, antes de proyectarla sobre las muestras fluorescentes.194 

Tanto la posición como la orientación del patrón se cambian varias veces, y la emisión 

de fluorescencia se registra para cada una de estas posiciones y orientaciones, 
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obteniendo imágenes con el efecto Moiré producido como interacción entre la 

iluminación del patrón y la muestra.198 La reconstrucción computacional mediante 

funciones matemáticas de las imágenes permite superar el límite de resolución óptico 

de dichas imágenes. Para ello se hace uso de la teoría de Fourier, que permite no perder 

la información adicional de alta frecuencia espacial que contienen las franjas de Moiré 

de la muestra al pasar de la imagen original a la transformada.194 La SIM presenta varias 

ventajas que la hacen especialmente adecuada para estudiar la progresión estructural 

y la dinámica de los agregados intracelulares in situ. En primer lugar, no requiere 

fluoróforos especializados, por lo que es compatible con otras técnicas de microscopía 

de fluorescencia pudiendo utilizar el mismo procedimiento de preparación de muestras. 

Además, como no utiliza láseres sino haces de luz, resulta muy poco fototóxica en los 

ensayos biológicos.199 La principal desventaja de la SIM es que sólo mejora 

moderadamente la resolución en comparación con otras técnicas como la STORM o la 

STED. Además, su compleja configuración puede introducir errores en las medidas, 

como la mala posición de las rejillas o el desajuste del índice de refracción. Además, el 

uso incorrecto de algoritmos de procesamiento posteriores a la adquisición también 

puede dar lugar a artefactos en las imágenes reconstruidas.194 

 

Por otro lado, la técnica STED, basada en la microscopía de barrido, supera el límite de 

difracción mediante la desactivación selectiva de los fluoróforos alrededor del punto de 

excitación escaneado.200 Esto se consigue superponiendo dos pulsos láser 

sincronizados. Los fluoróforos son excitados por el primer pulso láser que genera un 

foco ordinario. A éste le sigue inmediatamente un segundo láser de forma toroidal cuya 

frecuencia se desplaza hasta la λem del fluoróforo, con el fin de desactivar la emisión 

alrededor del foco excitado.194 Por lo tanto, sólo se mide la fluorescencia de las 

moléculas en el centro del foco excitado, donde la intensidad del segundo láser es cero, 

mediante detectores monofotónicos sensibles. La técnica STED supera el límite de 

difracción estrechando la función de dispersión de puntos durante la adquisición de la 

imagen. De esta forma no se requiere una reconstrucción posterior de la imagen, 

generando imágenes de superresolución instantáneas que alcanzan la misma 

resolución temporal que la microscopía confocal, evitando así posibles artefactos 

causados por el mal uso de los algoritmos de reconstrucción. Pese a que teóricamente 

la resolución de la técnica STED permite la visualización de moléculas individuales, en 

realidad está limitada por la relación señal-ruido que puede verse afectada por múltiples 

componentes de la configuración del instrumento como la eficiencia del detector 

monofotónico, la distribución de la intensidad focal y la alineación de los haces láser, así 
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como la fotoestabilidad de los láseres empleados. Una de las principales desventajas 

de esta técnica es la compleja y sofisticada arquitectura del equipo, lo que limita su uso 

generalizado. Además, en comparación con la SIM se produce un mayor fotoblanqueo 

de los fluoróforos y una mayor fototoxicidad de las muestras estudiadas derivados de la 

mayor potencia del láser empleada para el agotamiento de la emisión periférica. 

Mediante esta técnica Björn Johansson et al. pudieron visualizar agregados amiloides 

de Aβ40 tanto in vitro como en secciones de cerebro de ratones 3xTg-AD modificados 

genéticamente para desarrollar EA, logrando una resolución espacial de 29 nm in vitro 

y de 62 nm en secciones de tejido cerebral, superando así entre 5 y 10 veces las 

capacidades de la microscopía confocal convencional.201 Además, mediante esta 

técnica pudieron identificar fibras individuales dentro de las placas amiloides (Figura 

II.18).  

 

 

Figura II.18. Imágenes STED (A1) y de microscopía confocal de barrido láser (B1) de una placa amiloide 

en una sección de tejido cerebral de ratón 3xTgAD. Las flechas amarillas señalan una única fibra amiloide. 

El perfil de distribución de intensidad de fluorescencia (C1) muestra que la fibra tiene un diámetro aparente 

de 87 nm en la imagen STED (cuadrados negros con línea roja del correspondiente ajuste gaussiano) y de 

320 nm en la imagen de microscopía confocal (diamantes grises con línea azul del correspondiente ajuste 

gaussiano). Imagen extraída de 201 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 II 

 

2.2.1. Objetivo general 

Estudiar los procesos de agregación amiloide y su citotoxicidad mediante diferentes 

técnicas espectroscópicas y de microscopía de fluorescencia.  

 

2.2.2. Objetivos específicos 

1. Evaluar mediante cribado los compuestos fluorescentes de quinolimida que 

pueden actuar como posibles indicadores de agregación proteica de la 

apoferritina. 

 

2. Estudiar el proceso de agregación de la apoferritina con el compuesto 

fluorescente seleccionado mediante microscopía de fluorescencia convencional 

y FLIM. 

 

3. Seleccionar el par FRET de fluoróforos más adecuado para estudiar el proceso 

de agregación de la apoferritina. 

 

4. Estudiar el proceso de agregación de la apoferritina con el par de fluoróforos 

seleccionado mediante microscopía de fluorescencia convencional y FLIM. 

 

5. Obtener y comparar imágenes de superresolución STED y de microscopía de 

fluorescencia convencional de fibras maduras de apoferritina. 

 

6. Estudiar la interacción y el efecto citotóxico de agregados de Aβ con la 

membrana celular mediante microscopía FLIM. 

 

7. Evaluar el estrés celular generado por agregados de Aβ en células neuronales 

con una sonda de biotioles mediante microscopía FLIM.
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2.3. Resultados Bloque II 

Con el fin de estudiar los procesos de agregación amiloide implicados en el desarrollo 

de las enfermedades neurodegenerativas, hemos realizado varios estudios centrados 

tanto en los procesos de amiloidogénesis de la proteína apoferritina (APO) como del 

péptido β-amiloide (Aβ) mediante diferentes técnicas espectroscópicas y de microscopía 

de fluorescencia.  

2.3.1. Cribado de compuestos fluorescentes de 

quinolimida como indicadores de agregación proteica 

La APO es una proteína que se puede utilizar como modelo de la agregación amiloide, 

ya que bajo las condiciones adecuadas puede sufrir el proceso de agregación desde su 

estado monomérico hasta la formación de fibras maduras.1, 2 Con el fin de estudiar este 

proceso, probamos diferentes fluoróforos solvatocrómicos derivados de quinolimida y 

naftalimida previamente desarrollados en el grupo de la Dr. Rosario Herranz del Instituto 

de Química Médica (IQM-CSIC) de Madrid,3 para ver si podían funcionar como sensores 

de la agregación amiloide de la APO, ya que estos fluoróforos cambian sus propiedades 

fotofísicas dependiendo de la polaridad del medio en el que se encuentren (Figura 

II.19).3-5  De esta forma, estos compuestos cuya emisión fluorescente en H2O es 

insignificante, podrían incrementar significativamente su señal fluorescente y 

experimentar un desplazamiento hipsocrómico de su emisión si interaccionasen con los 

ambientes hidrofóbicos de la APO. Asimismo, la hidrofobicidad de las estructuras 

amiloides detectadas debería aumentar conforme lo hace el grado de agregación de la 

APO, por lo que tanto la señal fluorescente emitida por la quinolimida como su 

desplazamiento espectral de emisión deberían ser mayores cuanto mayor fuera el grado 

de agregación proteica, pudiendo actuar así como sensores de agregación. Para el 

cribado de los compuestos seleccionados, primero obtuvimos los espectros de emisión 

de fluorescencia de los diferentes fluoróforos (5 μM) en disolución acuosa a pH 2 con y 

sin alícuotas de APO (30 μM) previamente calentada a 90ºC e incubada durante 24 h 

(Figura II.20), ya que estas son las condiciones establecidas para la agregación de la 

proteína que permiten la formación de fibras amiloides, tal y como se puede ver en las 

imágenes de microscopía electrónica de transmisión (TEM, por sus siglas en inglés 

Transmission Electron Microscopy) (Figura II.22).1, 2 
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Figura II.19. Estructura de AQui y los compuestos II.1-II.6. 

 

Los resultados del cribado de las 9-metoxi-quinolimidas II.1 y II.2,3 las 9-amino-

quinolimidas II.3, II.4 4 y AQui, y las 6-amino-naftalimidas II.5 y II.66 se muestran en la 

Figura II.20. Los compuestos II.2, II.5 y II.6 mostraron un insignificante aumento de su 

emisión fluorescente en presencia de la APO, por lo que no se pudieron considerar como 

candidatos a sensores de la agregación proteica. Por otra parte, los compuestos II.1, 

II.3 y II.4 mostraron un mayor aumento de la emisión fluorescente que los anteriores en 

presencia de APO. Sin embargo, el compuesto AQui (9-azetidinil-quinolimida) fue el que 

mostró el mayor aumento de la emisión fluorescente en presencia de APO, por lo que 

fue seleccionado como sensor de agregación proteica.7 
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Figura II.20. Espectros de emisión (λex = 485 nm) de las quinolimidas II.1- II.4 y AQui, y de las naftalimidas 

II.5 y II.6, en H2O a pH 2 (línea negra) y tras la interacción con APO (30 μM) incubada durante 24 h en 

condiciones amiloidogénicas (línea roja). 

El aumento de la intensidad de fluorescencia experimentado por los compuestos 

estudiados tras su interacción con APO medido a la λem máxima se muestra en la Figura 

II.21.  

 

Figura II.21. Aumento de la intensidad de fluorescencia de los compuestos estudiados tras la interacción 

con APO (30 μM) incubada durante 24 h, medida a la λem máxima de los compuestos II.1- II.6 y AQui. 
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Figura II.22. Imágenes de TEM de muestras de APO en ausencia de fluoróforos, incubadas durante 1, 3, 9 

y 24 h, donde se evidencian las diferentes etapas de agregación proteica. Las imágenes de muestras de 

APO incubadas a 3, 9 y 24 h muestran la formación 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 agregación 

de APO 

La 9-azetidil-quinolimida AQui fue la elegida para el estudio de la agregación de la APO 

debido a que resultó ser el compuesto que presentó un mayor contraste en la detección 

de la proteína, mostrando un gran aumento de la fluorescencia tras interaccionar con 

ella. Además, este compuesto ha sido empleado con anterioridad en el estudio de la 

agregación del Aβ mediante microscopía FLIM debido a sus altos valores de τF en 

ambientes hidrofóbicos.4 Por ello decidimos emplear la microscopía FLIM 

multiparamétrica de dos colores, con el objetivo de analizar posibles cambios en los 

parámetros de AQui que permitiesen distinguir los diferentes grados de agregación 

proteica de la APO. Debido a que este fluoróforo solvatocrómico experimenta tanto un 

incremento de su intensidad como un desplazamiento hipsocrómico en ambientes 

hidrofóbicos,4 primero realizamos un análisis ratiométrico del cociente de las 
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intensidades de emisión fluorescentes detectadas en dos canales diferentes 

correspondientes a dos regiones diferentes del espectro electromagnético visible (el 

color rojo y el verde) de las imágenes de microscopía obtenidas de alícuotas de APO 

incubadas durante diferentes tiempos de agregación a las que se le añadió AQui. La 

intensidad fluorescente de AQui detectada en el canal verde se denominó IG, utilizando 

para su adquisición un filtro paso banda 550/40. Asimismo, la intensidad de 

fluorescencia de AQui detectada en el canal rojo se denominó IR, y se utilizó para ello 

un filtro paso banda 670/70. De esta forma AQui debería presentar valores del cociente 

IG/IR mayores cuanto mayor fuera el grado de agregación de la APO. Un mayor grado 

de agregación proteica supondría una mayor hidrofobicidad que cambiaría la polaridad 

del ambiente de emisión de AQui, aumentando así su emisión fluorescente y 

desplazándola hacia el verde. La Figura II.23 muestra las imágenes ratiométricas de 

muestras de APO (30 μM) incubadas a diferentes tiempos (1,3,9 y 24 h) a las que se le 

añadió el compuesto AQui (10 μM) para que interaccionara. Estas imágenes se 

obtuvieron al dividir los valores de intensidad de las imágenes de AQui detectados en 

el canal verde entre los valores de intensidad de las imágenes de AQui detectados en 

el canal rojo. En las imágenes, los valores del parámetro ratiométrico IG/IR varían desde 

0 hasta 3.9, y están representados por una escala de color arbitraria. Asimismo, también 

se muestran las distribuciones de frecuencia de los valores de la relación IG/IR de los 

píxeles de las diferentes imágenes analizadas correspondientes a agregados de APO. 

Contrariamente a lo esperado, en las imágenes ratiométricas analizadas no se 

apreciaron cambios significativos conforme aumentaba el tiempo de agregación de la 

APO que permitieran diferenciar distintos grados de agregación proteica. De la misma 

manera, los histogramas de frecuencia de la relación IG/IR tampoco mostraron cambios 

heterogéneos entre los distintos tiempos de incubación de la APO. 
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Figura II.23. Imágenes ratiométricas de agregados de APO incubados durante diferentes tiempos (1, 3, 9 

y 24 h) a los que se añadió el fluoróforo AQui. La barra de escala representa 5 μm y el tamaño de cada 

imagen es igual en todas las imágenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de la relación 

IG / IR de los agregados detectados, promediados sobre al menos 14 imágenes diferentes. Las distribuciones 

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

 

Por otra parte, llevamos a cabo el análisis de los τF de las imágenes de AQui 

interaccionando con las muestras de APO obtenidas mediante microscopía FLIM, ya 

que teóricamente este parámetro también debería cambiar dependiendo de la polaridad 

del ambiente en el que se encuentra AQui, pudiendo diferenciar de esta manera entre 

los distintos grados de agregación de la APO. La Figura II.24 muestra las imágenes de 

los τF de AQui (10 μM) interaccionando con muestras de APO (30 μM) incubadas a 

diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h). En las imágenes, los valores de τF varían desde 0 

hasta 8.5 ns, y están representados por una escala de color arbitraria. También se 

muestran las distribuciones de frecuencia de los valores de los τF de los píxeles de las 

diferentes imágenes analizadas correspondientes a agregados de APO. En este caso ni 

las imágenes de los τF de AQui ni las distribuciones de frecuencia de los τF 
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mostraron cambios coherentes que permitiesen realizar el seguimiento efectivo de la 

agregación de la APO. A pesar de que en las imágenes e histograma de las muestras 

de APO incubadas durante 24 h el τF es mayor que en el resto de muestras analizadas, 

el τF de las imágenes e histograma de las muestras de APO incubadas durante 9 h 

presenta el valor más pequeño, lo que resulta incongruente. Por tanto, no pudimos 

utilizar AQui como único fluoróforo para el estudio de la agregación amiloide de APO. 

 

 

Figura II.24. Imágenes FLIM de agregados de Apo incubados durante diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a 

los que se añadió el fluoróforo AQui. La barra de escala representa 5 μm y el tamaño de cada imagen es 

igual en todas las imágenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de los τF de AQui en los 

agregados detectados, promediados sobre al menos 14 imágenes diferentes. Las distribuciones de 

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

agregación de la APO 

Una vez comprobado que la 9-amino-quinolimida AQui era la candidata más sensible 

para la detección de APO, pero que sóla no era capaz de realizar un seguimiento 

sensible del proceso de agregación mediante técnicas de microscopía avanzada, 

decidimos realizar un cambio de estrategia para mejorar dicha detección de los 

agregados y el contraste de las imágenes obtenidas. Para ello investigamos la 

posibilidad de obtener un par de fluoróforos que fueran capaces tanto de interaccionar 

con la APO como de seguir el proceso completo de agregación proteica a través del 

análisis de la FRET producida entre ellos en los diferentes estadíos de agregación 

haciendo uso de la microscopía FLIM multiparamétrica (Figura II.25). De esta manera 

podríamos obtener una detección ratiométrica más sensible debido a que la FRET 

provoca simultáneamente una disminución en la emisión fluorescente del dador y un 

aumento en la emisión sensibilizada del aceptor. Adicionalmente podríamos aumentar 

la sensibilidad de la microscopía FLIM en la detección de los agregados de APO si la 

FRET producida entre el fluoróforo dador y el aceptor disminuyera el τF del dador 

conforme aumentara el grado de agregación de la APO. 

 

Figura II.25.  Concepto de par FRET de fluoróforos dentro de un agregado proteico para mejorar el contraste 

de la técnica FLIM multiparamétrica mediante el cual el fluoróforo dador transfiere parte de su energía al 

fluoróforo aceptor. 

Con este objetivo llevamos a cabo un proceso de optimización en el cual probamos 

diferentes pares de fluoróforos que, de acuerdo a su superposición espectral, podrían 

constituir un par FRET adecuado para el estudio de la agregación de la APO. De esta 
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manera elegimos dos posibles pares FRET de fluoróforos basándonos 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 fluoróforo dador de energía, ya que como se explica en la Introducción del Bloque 

II es un conocido fluoróforo de unión a fibrillas amiloides,8 y AQui como aceptor. En el 

segundo par elegido consideramos a AQui como fluoróforo dador, y al fluoróforo 

comercial Nile Blue A (NBA, Figura II.26), un compuesto que también se sabe que se 

une a biomoléculas,9 como aceptor. 

 

Figura II.26. Estructura del compuesto NBA.  

 En la Figura II.27 se muestran los espectros de absorción y de emisión de los fluoróforos 

ThT, AQui y NBA. Así, se puede comprobar como existe un solapamiento entre el 

espectro de emisión de la ThT y el espectro de absorción de AQui, y entre el espectro 

de emisión de AQui y el espectro de absorción del NBA. 

 

Figura II.27. Espectros de absorción (líneas continuas) y de emisión (líneas discontinuas) de la ThT (líneas 

azules, λex = 400 nm; reproducido de PhotochemCAD3)10, AQui (líneas verdes, λex = 485 nm) y NBA (líneas 

marrones, λex = 635 nm). 
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Con respecto al primer par FRET de fluoróforos diseñado ThT → AQui, en la Figura 

II.28 se muestran tanto los espectros de emisión (λex = 470 nm) de los fluoróforos 

implicados por separado (realizados como controles para comprobar que la interacción 

de los fluoróforos con la proteína no interfiere en la señal de emisión 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 señal de emisión 

de los fluoróforos), así como los espectros de los fluoróforos con la adición de APO por 

separado o 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 solvatocrómico 

no fluorescente en disoluciones acuosas, la ThT es un rotor molecular que tampoco es 

fluorescente en disoluciones acuosas, la APO no es una proteína fluorescente y a que, 

además, la ThT no se una a los agregados de APO formados tras 9 h de incubación. 

También observamos que en el espectro de emisión de la muestra que contenía la APO 

incubada durante 9 h y ambos fluoróforos no se producía una disminución en la señal 

fluorescente de la ThT (fluoróforo dador) concomitante con un aumento de la señal 

fluorescente de AQui (fluoróforo aceptor) respecto de los espectros de emisión de los 

fluoróforos con proteína por separado, lo que nos podría indicar que no se producía una 

FRET efectiva.  

 

Figura II.28. Espectros de emisión de fluorescencia de AQui (10 μM, línea azul), ThT (10 μM, línea roja) y 

de las muestras de APO (30 μM) en disolución acuosa incubada durante 9 h a pH=2 sola (línea negra), 

junto con la ThT (10 μM, línea verde) y con AQui (10 μM, línea rosa) por separado y con el par ThT:AQui 

a una concentración 1:1 (10 μM de cada fluoróforo, línea añil). Todos los espectros se registraron a λex = 

470 nm. 
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Asimismo, la Figura II.29 muestra los espectros de emisión (λex = 440 nm) de muestras 

de APO (30 μM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) con el par ThT:AQui  a 

una concentración equimolar 1:1 (10 μM). Contrariamente a lo esperado, no se encontró 

un aumento claro en la FRET conforme avanzaba el tiempo de incubación de la proteína, 

ya que no se produjo una disminución coherente en la señal fluorescente del ThT 

acompañada con un aumento de la señal fluorescente de AQui, pese a que sí se 

observó una disminución en la señal fluorescente de los espectros de las muestras de 

APO incubadas a 3, 9 y 24 h respecto de la muestra de APO incubada durante 1 h.  

 

Figura II.29. Espectros de emisión de fluorescencia de las muestras con la APO (30 μM) en disolución 

acuosa incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a pH=2 a las que se le añadió el par ThT:AQui a 

una concentración 1:1 (10 μM de cada fluoróforo). Todos los espectros se registraron a λex = 440 nm. 

Por otro lado, en la Figura II.30 se pueden ver los valores de las relaciones de intensidad 

de fluorescencia I570/I480 (ya que 570 nm es el máximo de emisión de AQui y 480 nm es 

el máximo de emisión de la ThT) de los espectros de emisión de muestras de APO 

incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) con el par ThT:AQui. Observamos 

entonces una disminución en los valores de la relación I570/I480 conforme aumentaba el 

tiempo de incubación de la proteína. Esto indicaba que no se producía un aumento en 

la intensidad de emisión del fluoróforo aceptor concomitante con una disminución de la 

señal fluorescente del fluoróforo dador conforme mayor era el tiempo de incubación de 

la APO, y que por tanto no se producía una FRET efectiva entre ambos fluoróforos. 
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Figura II.30. Relación I570/I480 de los espectros de emisión de las muestras de APO incubadas a diferentes 

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

Por todos estos resultados concluimos que el par ThT:AQui no se podía utilizar para 

estudiar el proceso de agregación de la APO. Esto podía deberse al hecho de que la 

ThT sólo se une a fibrillas y fibras amiloides maduras formadas en los mayores tiempos 

de agregación, mientras que AQui se une tanto a fibrillas maduras como a los 

agregados formados en estadíos más tempranos. Por consiguiente, la saturación de los 

sitios de unión con AQui durante el crecimiento de la fibrilla puede impedir la posterior 

unión de ThT, por lo que los cambios espectrales resultan muy pequeños. Decidimos 

entonces realizar los mismos ensayos con el par FRET AQui → NBA. En la Figura II.31 

se muestra tanto los espectros de emisión de la APO incubada durante 9 h con la adición 

de AQui y de NBA por separado, como el de la APO incubada durante 9 h con la adición 

del par AQui → NBA, así como el espectro de emisión de AQui sola. 
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Figura II.31. Espectros de emisión de fluorescencia de AQui (10 μM, línea negra) y de las muestras de 

APO (30 μM) en disolución acuosa incubada durante 9 h a pH=2 junto con AQui (10 μM, línea roja) y con 

NBA (10 μM, línea azul) por separado y con el par AQui:NBA a una concentración 1:1 (10 μM de cada 

fluoróforo, línea verde). Todos los espectros se registraron a λex = 470 nm. 

 

De esta manera observamos que en el espectro de emisión correspondiente a la 

muestra de APO (30 μM) incubada durante 9 h que contenía el par AQui:NBA (línea 

verde) se producía tanto una disminución de la señal fluorescente en el máximo de 

emisión de AQui (570 nm) respecto del espectro de la muestra de APO con AQui sola 

(línea roja), como un aumento de la señal fluorescente en el máximo de emisión del 

NBA (660 nm) respecto del espectro de la muestra de APO con NBA solo (línea azul). 

Estos resultados podrían indicar que se estaba produciendo una FRET efectiva en el 

par AQui → NBA. Asimismo, la Figura II.32 muestra los espectros de emisión (λex = 485 

nm) de muestras de APO (30 μM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) con el 

par AQui:NBA  a una concentración equimolar 1:1 (10 μM). 
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Figura II.32. Espectros de emisión de fluorescencia de las muestras con la APO (30 μM) en disolución 

acuosa incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a pH=2 a las que se le añadió el par AQui:NBA a 

una concentración 1:1 (10 μM de cada fluoróforo). Las flechas negras indican tiempos de incubación 

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

En este caso pudimos apreciar que conforme iba aumentando el tiempo de incubación 

de la proteína se producía un decrecimiento de la señal fluorescente a 570 nm 

correspondiente a la emisión de AQui en conjunción con un aumento de la emisión a 

660 nm correspondiente a la señal del NBA. Para confirmar que se estaba produciendo 

un proceso de FRET efectiva entre el par AQui → NBA y que este aumentaba conforme 

lo hacía el tiempo de incubación de la APO, llevamos a cabo el análisis de los valores 

de las relaciones de intensidad de fluorescencia I660/I570 (ya que 660 nm es el máximo 

de emisión del NBA y 570 nm es el máximo de emisión de AQui) de los espectros de 

emisión de las muestras de APO incubadas a diferentes tiempos con el par AQui:NBA 

(Figura II.33). De esta manera observamos un aumento en los valores de la relación 

I660/I570 conforme aumentaba el tiempo de incubación de la proteína, lo que indicaba que 

se producía tanto un aumento en la intensidad de emisión del NBA (fluoróforo aceptor) 

como una disminución de la señal fluorescente de AQui (fluoróforo dador). Estos 

resultados confirmaron que se producía una FRET efectiva entre ambos fluoróforos, y 

que esta era mayor cuanto mayor era el grado de agregación de la APO. Por tanto, 

confirmamos que el par AQui → NBA era adecuado para seguir el proceso de 

agregación de la proteína. 
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Figura II.33. Relación I660/I570 de los espectros de emisión de las muestras de APO incubadas a diferentes 

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

 

Paralelamente, la existencia de la FRET también puede verificarse inequívocamente 

midiendo el τF del fluoróforo dador, ya que la transferencia de energía da como resultado 

una dinámica de desactivación más rápida y, por lo tanto, valores de τF más cortos. En 

la Figura II.34 se muestran los valores medios de τF de muestras de APO (30 μM) 

incubadas a diferentes tiempos de agregación (1, 3, 9 y 24 h) a las que se añadieron 

AQui (10 μM), NBA (10 μM) y el par AQui:NBA (mezcla equimolar de 10 μM para cada 

fluoróforo), además de los τF  de muestras de APO en ausencia de fluoróforos tomados 

como control. De esta manera pudimos confirmar la disminución en el τF de AQui 

conforme avanzaba el tiempo de incubación de la proteína cuando se añadía también 

el fluoróforo NBA. Es importante destacar que esta disminución en los valores de los τF 

de AQui con el tiempo de incubación indica mayores grados en la eficiencia de la FRET, 

y podría monitorizarse utilizando técnicas de fluorescencia resueltas en el tiempo como 

la microscopía FLIM. Por el contrario, con AQui sólo en ausencia de NBA, no se 

detectaron cambios significativos en el τF de AQui tras la agregación de APO, por lo que 

no se puede utilizar como fluoróforo único en el estudio de agregación de la proteína 

como ya se ha mostrado en la sección 2.4.2. 
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Figura II.34. Valores medios de τF (recogidos a λem = 662 nm con λex = 485 nm) de muestras de APO (30 

μM) incubadas a diferentes tiempos de agregación (1, 3, 9 y 24 h) a las que se añadieron AQui (10 μM, 

círculos rojos), AQui y NBA (mezcla 1:1 de 10 μM para cada fluoróforo, triángulos azules), NBA (10 μM, 

triángulos invertidos violetas) y en ausencia de fluoróforos tomados como control (cuadrados verdes). 

Para verificar que la agregación de la APO se llevó a cabo en su totalidad hasta la 

formación de fibras maduras sin que los fluoróforos interfiriesen en su formación, se 

obtuvieron imágenes de TEM de alícuotas de muestras de APO incubadas a distintos 

tiempos (1, 9 y 24 h) a las que se añadieron los fluoróforos AQui y NBA en el momento 

de montar la rejilla de TEM (Figura II.35). Estas imágenes mostraron la formación de 

fibrillas amiloides largas y rectas en las muestras de APO incubadas durante 9 y 24 h y 

son consistentes con las imágenes de TEM realizadas en ausencia de fluoróforos 

(Figura II.22), e informes previos sobre fibrillas amiloides de APO.2, 11 

 

Figura II.35. Imágenes de TEM de muestras de APO incubadas bajo condiciones amiloidogénicas a 

diferentes tiempos (1, 9 y 24 h) que contienen los fluoróforos AQui y NBA. Las imágenes de muestras de 

APO incubadas durante 9 y 24 h muestran la formación de fibras maduras. La barra de escala representa 

500 nm. 
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2.3.4. Estudio de agregación de la APO con el par FRET 

de fluoróforos AQui/NBA 

Una vez que comprobamos el potencial de usar el par FRET AQui:NBA para seguir la 

cinética de agregación de la APO tanto por los cambios espectrales de las medidas 

espectroscópicas como por las medidas de los valores de τF de AQui, decidimos 

emplear la microscopía FLIM multiparamétrica de dos colores con el objetivo de analizar, 

en las imágenes obtenidas, los posibles cambios en los parámetros de los fluoróforos 

que permitiesen detectar y distinguir los diferentes grados de agregación proteica de la 

APO, maximizando de esta manera el contraste entre las diferentes etapas de 

agregación. Esta técnica no solo es capaz de recomponer imágenes que incluyan 

información tanto de la intensidad como del τF, sino que también permite obtener 

imágenes ratiométricas de las intensidades de fluorescencia detectadas en dos canales 

diferentes. De esta forma, en primer lugar, realizamos un análisis ratiométrico de las 

intensidades de fluorescencia de las imágenes de muestras de APO incubadas a 

diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h), y a las que añadimos el par FRET AQui:NBA, 

obtenidas en dos canales de detección diferentes. En uno de los canales se detectaba 

la emisión de AQui (IG, utilizando para ello un filtro paso banda 550/40) y en el otro canal 

se detectaba la emisión de NBA (IR, utilizando un filtro paso banda 670/70). Por lo tanto, 

la relación IG / IR sería una representación directa de la eficiencia de FRET en el par 

AQui:NBA que podría analizarse a lo largo de los diferentes tiempos de incubación de 

la APO. Estas imágenes se obtuvieron al dividir los valores de intensidad de las 

imágenes detectados en el canal IG correspondientes a la emisión de AQui entre los 

valores de intensidad de las imágenes detectados en el canal IR correspondientes a la 

emisión del NBA. En la Figura II.36 se muestran las imágenes ratiométricas de muestras 

de APO (30 μM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a las que se añadió una 

concentración equimolar 1:1 (10 μM para cada fluoróforo) del par FRET AQui:NBA, 

representando las estructuras amiloides detectadas con una escala de color arbitraria 

que representa los valores de la relación IG/IR, y que varía de 0 a 10. En estas imágenes 

pudimos observar cómo la relación IG/IR disminuía claramente hacia valores más bajos 

conforme avanzaba el tiempo de agregación de la APO, de forma que los agregados 

formados durante las 1-3 h iniciales exhibieron valores de la relación IG/IR 

considerablemente más altos que los agregados detectados tras de 9 o 24 h de 

incubación. En la Figura II.37 se pueden ver asimismo imágenes ratiométricas de 

muestras de APO (30 μM) incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) con el par 

FRET AQui:NBA (concentración 1:1 de 10 μM para cada fluoróforo) adicionales que 
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muestran este fenómeno. Paralelamente, las distribuciones de frecuencia de los valores 

de la relación IG/IR de los píxeles de las diferentes imágenes analizadas 

correspondientes a agregados de APO de la Figura II.36 muestran cuantitativamente 

este cambio. La posición central de las distribuciones (Xc) de los agregados detectados 

tras 1, 3, 9 y 24 h de incubación 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 función log-normal. 

Así, este método resulta extremadamente sensible en comparación con otros informes 

reportados anteriormente en la literatura, 4, 12-15 ya que los valores de IG / IR varian hasta 

en un orden de magnitud para agregados de diferentes tipos.  

 

 

Figura II.36. Imágenes ratiométricas de agregados de APO (30 μM) incubados durante diferentes tiempos 

(1, 3, 9 y 24 h) a los que se añadieron los fluoróforos AQui y NBA (concentración equimolar 1:1 de 10 μM 

para cada fluoróforo). La barra de escala representa 5 μm y el tamaño de la imagen es igual en todas las 

imágenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de la relación IG/IR de los agregados 

detectados, promediados sobre al menos 14 imágenes diferentes. Las distribuciones de frecuencia (gris) 

se ajustaron a una función log-normal (curva negra). 
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Figura II.37. Imágenes ratiométricas de agregados de APO (30 μM) incubados durante diferentes tiempos 

(1, 3, 9 y 24 h) a los que se añadieron los fluoróforos AQui y NBA (concentración equimolar 1:1 de 10 μM 

para cada fluoróforo). La escala de colores representa la relación IG/IR de intensidades de fluorescencia. La 

barra de escala representa 5 μm y el tamaño de la imagen es igual en todas las imágenes.  

 

Por otro lado, los posibles cambios en el τF de AQui debido a la FRET producida en el 

par AQui → NBA dentro de los agregados de APO formados podrían emplearse para 

seguir el proceso de agregación proteica mediante la microscopía FLIM. En la Figura 

II.38 se pueden observar diferentes imágenes FLIM de muestras de APO (30 μM) 

incubadas a diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a las que se añadió una concentración 

equimolar 1:1 (10 μM para cada fluoróforo) del par FRET AQui:NBA. En ellas se puede 

ver el τF de AQui, recogido en el canal IG, de los agregados detectados en una escala 

de color arbitraria cuyos valores varían entre 4 y 5.3 ns. Estas imágenes muestran una 

disminución en el τF de AQui a medida que aumenta el tiempo de incubación de la 

proteína, lo que indicaría una eficiencia de FRET más alta en los agregados formados 

en las últimas etapas. Asimismo, la Figura II.38 muestra las distribuciones de frecuencia 

de los valores de τF de AQui de los píxeles de las diferentes imágenes analizadas 

correspondientes a agregados de APO. Las distribuciones de frecuencia de los valores 

de τF de AQui también mostraron una disminución con el tiempo de incubación, estando 
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centradas (parámetro Xc) en 4.85 ± 0.01, 5.02 ± 0.01, 4.35 ± 0.01 y 4.34 ± 0.01 ns para 

los tiempos de incubación de 1, 3, 9 y 24 h., respectivamente. 

 

Figura II.38. Imágenes FLIM de agregados de APO incubados durante diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a 

los que se añadieron los fluoróforos AQui y NBA. La barra de escala representa 5 μm y el tamaño de la 

imagen es igual en todas las imágenes. También se muestran las distribuciones de frecuencia de los τF de 

AQui en los agregados detectados, promediados sobre al menos 14 imágenes diferentes. Las 

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

En la Figura II.39 se pueden observar imágenes adicionales de imágenes FLIM que 

confirman que el τF de AQui disminuye conforme aumenta el tiempo de incubación de 

la APO. Pese a que este parámetro nos permitió seguir el proceso de agregación de la 

APO, los cambios observados resultan muy pequeños, por lo que este estudio resulta 

menos sensible que el ratiométrico. 
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Figura II.39. Imágenes FLIM de agregados de APO incubados durante diferentes tiempos (1, 3, 9 y 24 h) a 

los que se añadieron los fluoróforos AQui y NBA. La barra de escala representa 5 μm y el tamaño de la 

imagen es igual en todas las imágenes.  

Paralelamente, decidimos emplear la nanoscopía STED para obtener imágenes 

instantáneas de superresolución de fibras amiloides maduras de APO sin necesidad de 

emplear algoritmos de reconstrucción de imágenes. Mediante esta técnica se han 

estudiado diferentes procesos relacionados con la agregación proteica, como la 

obtención de imágenes de superresolución de fibras amiloides de αSyn16 o la 

acumulación de Aβ42 en los compartimentos presinápticos de las neuronas del 

hipocampo.17 De esta forma, debido a que el par FRET AQui:NBA  es capaz de 

interaccionar con la APO durante su proceso de agregación, pudimos confirmar la 

formación de fibras maduras mediante la obtención de imágenes de superresolución. 

En las Figuras II.40 y II.41 se comparan imágenes de microscopía confocal de 

fluorescencia convencional y de STED de fibras amiloides de APO incubadas en 

condiciones de agregación durante 24 h y a las que se añadió tanto AQui como NBA. 

Las imágenes STED muestran una resolución mucho más alta de las estructuras 

fibrilares que las imágenes de MF convencional. Esta mejoría se puede comprobar en 

la Figura II.40, donde se compara el ancho completo a la mitad del máximo (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) señaladas en una de las imágenes 



2.3. Resultados 
 

 
161 

 

mostradas. Así, mientras que en las imágenes de microscopía confocal los valores del 

FWHM para las secciones 1 y 2 fueron de 510 y 575 nm respectivamente, en las 

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

 

 

Figura II.40. Imágenes de fibras amiloides maduras de APO. Las imágenes de la izquierda son imágenes 

STED de superresolución, mientras que las imágenes de la derecha son imágenes de microscopía confocal 

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

de las imágenes STED (líneas negras) como de las imágenes confocales (líneas rojas).  

 

 

Figura II.41. Imágenes de fibras amiloides maduras de APO. Las imágenes de la izquierda son imágenes 

STED de superresolución, mientras que las imágenes de la derecha son imágenes de microscopía confocal 

de fluorescencia convencionales. La barra de escala representa 2 m. 
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2.3.5. Estudio de la interacción de agregados de Aβ con 

la membrana celular 

 

Existen evidencias claras de que las especies oligoméricas formadas durante las 

primeras etapas de los procesos de agregación amiloide relacionados con las 

enfermedades neurodegenerativas son las responsables de la toxicidad e inflamación 

celular,18-21 mientras que los depósitos y placas amiloides parecen ejercer una función 

protectora,22, 23 como ya se ha comentado en la Introducción de este bloque. Asimismo, 

parece que existen distintos tipos de agregados amiloides e intermediarios con 

diferentes efectos tóxicos, de forma que algunos tienen una mayor capacidad para 

inducir estrés celular mientras que otros están más implicados en la propagación de la 

neurodegeneración.24, 25  Igualmente, mediante la microscopía FLIM se han podido 

detectar y caracterizar diferentes tipos de agregados amiloides acorde con su tamaño y 

compacidad, estudiándose sus cambios estructurales a lo largo del tiempo e 

identificando aquellas especies más tóxicas para las células.26 De esta manera 

decidimos utilizar la microscopía FLIM para visualizar agregados amiloides de Aβ 

interactuando con células vivas individuales, con el objetivo de obtener una visión más 

completa del proceso que nos permitiera identificar diferentes especies oligoméricas. 

Nos centramos en la interacción entre agregados de Aβ42 y células de neuroblastoma 

de ratón Neuro-2a (neuroblastos N2a), para analizar el efecto que los agregados 

tempranos y las estructuras amiloides inducían en las células. Así, la técnica FLIM nos 

permitiría obtener información sobre la eficiencia de la FRET intraoligomérica como 

medida de la compacidad de los agregados. Para obtener las imágenes FLIM, los 

monómeros peptídicos deben estar etiquetados fluorescentemente bien con un 

fluoróforo dador o bien con un fluoróforo aceptor que reúnan las características 

fotofísicas adecuadas para generar una FRET eficiente entre ellos. Para este estudio 

decidimos seguir una estrategia FLIM de excitación pulsada intercalada de dos colores 

(PIE-FLIM, por sus siglas en inglés Pulsed Interleaved Excitation - Fluorescence Lifetime 

Imaging Microscopy). En la excitación PIE, uno de los láseres excita directamente al 

fluoróforo dador y el segundo láser, temporalmente retardado, excita directamente al 

fluoróforo aceptor, recogiendo entonces la emisión de fluorescencia en dos canales de 

detección 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 II.42. Esto permite establecer 

tres ventanas temporales específicas para discriminar fotones y reconstruir así las 
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imágenes FLIM. De esta manera se obtienen tres imágenes diferentes, una con la 

información proveniente del fluoróforo dador, otra con la del fluoróforo aceptor y otra en 

la que aparece la información de la FRET existente entre ambos fluoróforos. Los píxeles 

que se colocalizan simultáneamente en las tres imágenes son los seleccionados 

inequívocamente como agregados. Asimismo, la eficacia de FRET y, por tanto, el grado 

de compacidad de los agregados, están relacionados con la disminución del τF del 

fluoróforo dador, τD. 

 

Figura II.42. Esquema de la estrategia PIE-FLIM de dos colores seguida (parte superior) y criterio de 

selección de agregados (parte inferior). Las tres ventanas temporales diferentes distribuidas en los dos 

canales de detección definen las imágenes reconstruidas ID, IFRET e IA. A continuación, las tres imágenes se 

analizan para identificar los posibles eventos fluorescentes. Solo los píxeles coincidentes en las tres 

imágenes se seleccionan como agregados (círculos verdes). 

En este trabajo se utilizaron los péptidos comerciales de Aβ42 marcados con los 

fluoróforos HiLyte Fluor 488 (fluoróforo dador) y HiLyte Fluor 647 (fluoróforo aceptor), 

denominados Aβ-488 y Aβ-647 respectivamente. De esta forma se incubaron bajo 

condiciones de agregación mezclas equimolares de Aβ-488 y Aβ-647 durante 15 horas 

a una concentración de 0,5 µM en tampón SSPE (cloruro de sodio 150 mM, fosfato de 

sodio 10 mM y EDTA, 1 mM), pH 7,4 y con agitación a 260 rpm. Se tomaron diferentes 

alícuotas de la mezcla de incubación y se añadieron a la disolución tampón Krebs (NaCl 

130 mM, KCl 2.5 mM, NaHCO3 25 mM, NaH2PO4 1.2 mM, MgCl2 1.2 mM, y CaCl2 2.5 
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mM, pH 7.2) que contenía las células N2a, alcanzando una concentración final de 

péptido de 50 nM. Seguidamente se obtuvieron imágenes PIE-FLIM cada 10 minutos 

para seguir la evolución de la interacción de los agregados de Aβ42 con las células N2a.  

La Figura II.43 muestra ejemplos representativos de la fuerte interacción de los 

agregados de Aβ42 formados con las células neuronales indiferenciadas. Como 

fenómeno común en todos los casos estudiados encontramos que los agregados de 

Aβ42 rodean a las membranas celulares e interactúan con ellas después de 20-30 min 

de haber sido añadidos a las células. Después de 30 min de interacción, el número de 

agregados de Aβ42 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 interacción, las células N2a se lisan por completo. Este 

comportamiento es particularmente notable en la Figura II.43A, en la que todas las 

células estudiadas aparecen lisadas después de 60 minutos de interacción con los 

agregados. Asimismo, en la Figura II.43B también se detecta claramente el efecto 

mencionado anteriormente. Se trata de la acumulación de agregados de Aβ42 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 

imágenes los agregados rodean su membrana, y van aumentando el tamaño de los 

depósitos formados conforme pasa el tiempo, pero no provocan su lisis, dejando la 

célula intacta. El hecho de que los depósitos de agregados crezcan de tamaño con el 

tiempo y que, de forma cooperativa, parezcan atraer más agregados a la membrana 

celular, tiene implicaciones importantes con respecto a la toxicidad celular.27 Es 

reseñable el hecho de que los primeros agregados que se depositan sobre la membrana 

celular parecen actuar como núcleos o semillas, que posteriormente reclutan más 

agregados con el consiguiente crecimiento de los depósitos. La Figura II.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 depósitos primarios de agregados que actúan como núcleos van aumentando 

progresivamente de tamaño hasta formar acumulaciones considerables. Sin embargo, 

estos agregados no inducen la lisis celular en ningún momento, manteniendo la célula 

su integridad estructural. Además, también se puede observar cómo en otra célula 

adyacente no se produce el depósito o acúmulo de agregados en ningún momento.  
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Figura II.43. Imágenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de detección (ID, IFRET e IA) e 

imágenes FLIM del τD de mezclas equimolares de péptido marcado Aβ-488 y Aβ-647, incubados durante 

15 h, que interactúan con células N2a durante 30 y 60 min. Los histogramas de la derecha representan las 

distribuciones de los τD para los píxeles de las imágenes seleccionados como agregados. Las distribuciones 

se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (líneas sólidas). La barra de escala 

representa 40 μm. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas. 
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Este fenómeno de depósito de agregados sin lisis celular se observó 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 plasmática, permaneciendo ilesas hasta el final de los experimentos. A 

continuación, se muestran las Figuras con todas las imágenes adicionales tomadas 

cada 10 minutos de las repeticiones de los experimentos comentados anteriormente. 
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Figura II.44. Imágenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de detección (ID, IFRET e IA) e 

imágenes FLIM del τD de mezclas equimolares de péptido marcado Aβ-488 y Aβ-647, incubados durante 

15 h, que interactúan con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las 

distribuciones de los τD para los píxeles de las imágenes seleccionados como agregados. Las distribuciones 

se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (líneas sólidas). La barra de escala 

representa 40 μm. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas. 
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Figura II.45. Imágenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de detección (ID, IFRET e IA) e 

imágenes FLIM del τD de mezclas equimolares de péptido marcado Aβ-488 y Aβ-647, incubados durante 

15 h, que interactúan con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las 

distribuciones de los τD para los píxeles de las imágenes seleccionados como agregados. Las distribuciones 

se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (líneas sólidas). La barra de escala 

representa 40 μm. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas. 
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Figura II.46. Imágenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de detección (ID, IFRET e IA) e 

imágenes FLIM del τD de mezclas equimolares de péptido marcado Aβ-488 y Aβ-647, incubados durante 

15 h, que interactúan con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las 

distribuciones de los τD para los píxeles de las imágenes seleccionados como agregados. Las distribuciones 

se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (líneas sólidas). La barra de escala 

representa 40 μm. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas. 
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Figura II.47. Imágenes de intensidad de fluorescencia en las tres ventanas de detección (ID, IFRET e IA) e 

imágenes FLIM del τD de mezclas equimolares de péptido marcado Aβ-488 y Aβ-647, incubados durante 

15 h, que interactúan con células N2a hasta los 60 min. Los histogramas de la derecha representan las 

distribuciones de los τD para los píxeles de las imágenes seleccionados como agregados. Las distribuciones 

se ajustaron a una o dos (si fuera necesario) funciones gaussianas (líneas sólidas). La barra de escala 

representa 40 μm. Las flechas blancas indican las diferentes células detectadas. 
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Asimismo, la Figura II.48 muestra las imágenes de intensidad de fluorescencia en el 

canal del fluoróforo aceptor (IA) y los histogramas de frecuencia de los τD de una célula 

que no presenta depósitos de agregados en su membrana celular, sirviendo como 

control para los fenómenos explicados anteriormente, ya que si no se producen 

depósitos de agregados en los que su compacidad pueda aumentar con el tiempo, los 

histogramas de las distribuciones del τD apenas reflejan información. 

 

Figura II.48. Imágenes de intensidad de fluorescencia en la ventana de detección IA e histogramas de 

frecuencia del τD de mezclas equimolares de péptido marcado Aβ-488 y Aβ-647, incubados durante 15 h, 

que no se acumula en la membrana de la célula N2a en ningún momento del experimento. Los histogramas 

de la derecha representan las distribuciones de τD para los píxeles seleccionados como agregados. La barra 

de escala representa 40 μm. La flecha blanca indica la ubicación de la célula. 

 

Este comportamiento de los agregados hacia las células N2a se puede racionalizar 

analizando las imágenes FLIM del τD y los histogramas de frecuencia correspondientes. 

Como se puede ver en las Figuras II.43, II.44 y II.45, en las imágenes en las que se 

observan células lisadas por completo encontramos una primera población de 

agregados que rodea las membranas celulares y genera los primeros depósitos. Sin 

embargo, hacia el final del proceso estudiado se detecta una segunda población de 

agregados caracterizada por un menor τD, lo que implica que son estructuralmente más 

compactos. El aumento de la intensidad de fluorescencia en las imágenes IFRET y la 
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disminución de los valores de τD obtenidos a lo largo del tiempo indican una mayor 

eficiencia de FRET y una mayor compacidad para la segunda población de agregados, 

como se muestra en otros estudios de FRET de molécula única.26 Sin embargo, esta 

segunda población de agregados no se detecta en las células que permanecen intactas, 

como se muestra en las Figuras II.43, II.46 y II.48. Este hecho sugiere que estas 

poblaciones de agregados más compactos pueden desempeñar un papel crucial en la 

inducción de la lisis celular, contribuyendo mediante diferentes mecanismos de toxicidad 

en su permeabilidad y disrupción de la membrana. Esto concuerda con estudios previos 

que muestran la alta capacidad de los pequeños agregados solubles para permeabilizar 

y atravesar la membrana, a diferencia de lo que ocurre con los agregados más 

grandes.28  

 

2.3.6. Estudio del estrés celular causado por agregados 

de Aβ utilizando una sonda de biotioles 

 

En la sección anterior se confirma cómo los agregados de péptido Aβ42 pueden 

interactuar con las células neuronales e inducir su lisis. Por tanto, es razonable 

relacionar esta interacción péptido-neuroblasto con un aumento del estrés celular. El 

aumento de los niveles de biotioles en la matriz celular es una respuesta fisiológica 

común que aparece como mecanismo de defensa asociado con el estrés celular.29 Así, 

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 fisiológico de los diferentes oligómeros citotóxicos. Las especies reactivas de 

oxígeno (ROS) generadas en una población de células previamente cultivadas tras la 

adición de agregados amiloides puede utilizarse como una medida de estrés celular y 

citotoxicidad 27 . 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 investigación se desarrolló una sonda fluorogénica capaz de medir el estrés oxidativo 

mediante el seguimiento de los cambios en los niveles de biotioles.30 Esta sonda 

combina un grupo 2,4-dinitrofenilsulfonilo (DNBS) altamente deficiente en electrones, y 

que actúa como sumidero de electrones a través de una transferencia electrónica 

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 II.49) no es fluorescente por sí misma debido a la desactivación inducida por la 
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PET. Sin embargo, la desulfonación del grupo DNBS en presencia de tioles libera el 

fluoróforo, lo que aumenta considerablemente la emisión fluorescente. Por otro lado, la 

sonda GG-DNBS ya se ha utilizado con éxito en células derivadas de fotorreceptores 

661W.30  

 

Figura II.49. Estructura de la sonda de biotioles GG-DNBS.  

Por consiguiente, con el fin de cuantificar el estrés celular causado por los agregados 

de Aβ42 que interactúan con las células N2a a nivel de célula única, se llevaron a cabo 

experimentos de microscopía de fluorescencia para la obtención de imágenes utilizando 

la sonda GG-DNBS, determinando la velocidad a la que las células neuronales generan 

los biotioles cuando se añaden agregados de Aβ42. Para estos experimentos se 

utilizaron alícuotas de muestras de Aβ-647 incubadas bajo condiciones de agregación 

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 agregación. Los tiempos 

de incubación seleccionados permiten abarcar temporalmente todo el proceso de 

agregación, como se puede observar en las imágenes de TEM y en los experimentos 

de DLS, (Figuras II.50 y II.51). En las imágenes de TEM se puede observar cómo entre 

las 0.5 y 3 h de agregación se detectan diferentes estructuras protofibrilares. Sin 

embargo, a las 24 y 48 h se observan fibras amiloides más largas y rectas. 
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Figura II.50. Imágenes de TEM de agregados y fibras de Aβ marcados fluorescentemente (mezcla 

equimolar 0,5 µM de Aβ-488 y de Aβ-647) en diferentes tiempos de incubación. 

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

647 no incubados bajo condiciones de agregación (0 h de incubación) exhibieron cierto 

grado de agregación amorfa (Figura II.51A), que puede ser atribuido a interacciones 

hidrofóbicas y a estructuras micelares.20 Sin embargo, el tamaño de los agregados 

aumenta considerablemente tras 0.3 h de agregación (Figura II.51B). 

 

Figura II.51. Gráficas de DLS de péptidos y agregados de Aβ marcados fluorescentemente (Aβ-488: línea 

verde y Aβ-647: línea roja) formados a las 0 h (A) y a las 0.3 h (B) del proceso de agregación, sonicadas en 

cubeta de cuarzo en una solución de NH3 (pH 12) para evitar su agregación (A) y en una solución salina 

tamponada con fosfato pH 7,4 tras de 20 min de agregación (B). 
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Para los siguientes experimentos se empleó una estrategia PIE-FLIM de dos colores 

con doble canal de detección. Debido a que la emisión fluorescente del sensor GG-

DNBS está en la región espectral del color verde, se decidió utilizar solamente el péptido 

Aβ-647 (y sus agregados formados a diferentes tiempos de incubación), ya que el 

fluoróforo HiLyte Fluor 647 emite en la región espectral del color rojo. Por consiguiente, 

una vez obtenidas las diferentes alícuotas de las muestras de Aβ-647 incubadas a 

diferentes tiempos (0.5 μM), se añadieron simultáneamente junto con la sonda de 

biotioles GG-DNBS (0.25 μM) a células N2a vivas. De esta manera se utilizaron dos 

canales de detección de intensidad de fluorescencia, pudiendo así visualizar 

simultáneamente tanto la respuesta del sensor de biotioles en el canal verde, como los 

agregados de Aβ-647 en el canal rojo (Figura II.52).  

 

 

 

Figura II.52. Esquema de la configuración PIE-FLIM de doble canal para obtener simultáneamente 

imágenes de la sonda de biotioles GG-DNBS y de los agregados de Aβ-647. Para determinar la velocidad 

de la reacción fluorogénica de biotioles, la intensidad promedio de los píxeles en las regiones de interés de 

las imágenes detectadas en el canal verde (puntos negros) se ajustaron a una función sigmoidea (línea 

roja) y se calculó la pendiente en el punto de inflexión (línea verde). 

 

Con esta configuración se pudo seguir y estudiar la cinética de la reacción fluorogénica 

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



2.3. Resultados 
 

 
177 

 

fluorescencia promedio en los píxeles de interés (correspondientes con el citoplasma 

celular) en función del tiempo de las imágenes recogidas en el canal verde. Se llevaron 

a cabo diferentes repeticiones en las mismas condiciones experimentales y para cada 

tiempo de incubación de Aβ-647, comparando estos resultados con los de las células 

en estado basal (células control a las que no se añadieron agregados de Aβ-647). En el 

presente trabajo tanto el método de análisis de datos como los parámetros de interés 

estudiados representan una importante innovación 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 área bajo la curva de la 

reacción fluorogénica, como parámetro relacionado con los niveles de biotioles.30 Sin 

embargo, nosotros nos enfocamos en la cinética real de la reacción 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 seleccionó como parámetro de interés la velocidad máxima de 

reacción fluorogénica (vpi), que es la velocidad en el punto de inflexión de la gráfica 

intensidad (I) vs. tiempo (t) (Figura II.52). Para conseguirlo, se obtuvieron las gráficas 

de I promedio de la sonda GG-DNBS en los puntos (píxeles) seleccionados en función 

del tiempo (t), y ajustamos estas gráficas a una función dosis-respuesta sigmoidea 

mediante la ecuación (1): 

𝐼 = 𝐼0 +
𝐼𝑚𝑎𝑥−𝐼0 

1+10
𝑝(𝑡𝑝𝑖−𝑡)                                (1) 

donde Imax e I0 representan los valores de intensidad final e inicial, respectivamente; tpi 

es el tiempo del punto de inflexión; y p está relacionado con la geometría de la forma 

sigmoidea. Derivando la ecuación (1), obtuvimos la velocidad de la reacción fluorogénica 

(v) en cada punto de tiempo: 

       𝑣 =  (
𝑑𝐼

𝑑𝑡
) =  

ln(10)∙ (𝐼𝑚𝑎𝑥−𝐼0)∙𝑝∙10
𝑝∙(𝑡𝑝𝑖−𝑡)

[1+10
𝑝∙(𝑡𝑝𝑖−𝑡)

]
2         (2)                     

Esta ecuación (2) se puede evaluar en t = tip para obtener la velocidad en el punto de 

inflexión (vpi): 
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𝑣𝑝𝑖 = (
𝑑𝐼

𝑑𝑡
)

𝑡𝑝𝑖

=  
ln(10)∙ (𝐼𝑚𝑎𝑥−𝐼0)∙𝑝

4
             (3) 

La vpi es un parámetro 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 II.53 se muestran diferentes ejemplos representativos de estos 

experimentos. De esta forma se puede observar la reacción fluorogénica de la sonda al 

detectar biotioles en el interior celular tanto de la célula control en ausencia de 

agregados (Figura II.53A) como en células a las que se les añadieron agregados de Aβ-

647 incubados durante 24 y 48 h (Figura II.53B y II.53C, respectivamente). En las 

imágenes se muestra cómo la sonda difunde a través de la membrana plasmática hasta 

el citosol, y genera fluorescencia al reaccionar con biotioles, provocando un claro 

incremento en la emisión fluorescente conforme avanza el tiempo. En las imágenes que 

muestran células con adición de agregados de Aβ-647 se puede visualizar claramente 

cómo los agregados rodean la membrana plasmática en tan sólo unos minutos. 

Conforme avanza el tiempo, el tamaño de los acúmulos de agregados que interactúan 

con las células se incrementa considerablemente, lo que resulta consistente con los 

resultados descritos previamente.  

 

Figura II.53. Imágenes 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 adición de agregados de Aβ-647 (canal 

rojo) previamente incubados durante 24 h (B) o 48 h (C). Los gráficos de la columna de la derecha 

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

(línea verde discontinua). La barra de escala representa 40 μm. 

Se llevaron a cabo varias repeticiones tanto para las células control como para aquellas 

células a las que se añadieron agregados incubados a diferentes tiempos. En la Figura 

II.54 se pueden ver ejemplos representativos de estos resultados. Para cada tiempo de 

incubación medido se hicieron entre 3 y 7 repeticiones usando diferentes cultivos 

celulares de la línea celular N2a y diferentes preparaciones de agregados fluorescentes 

para asegurar la reproducibilidad de los resultados.  

 

Figura II.54. Ejemplos adicionales de los ensayos de estrés celular con la sonda de biotioles (canal verde), 

tras la adición de agregados de Aβ-647 previamente incubados (canal rojo). Las imágenes son ejemplos 

representativos del efecto de los agregados de Aβ-647 incubados durante 0, 1, 3, 24 y 48 h. La barra de 

escala representa 40 μm. 
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Paralelamente, en la Figura II.55 se muestran los valores medios de vpi obtenidos como 

medida de los niveles de biotioles generados en la interacción de las células N2a con 

los agregados Aβ-647 incubados a diferentes tiempos, y en los correspondientes 

controles que no contienen agregados. Así, pudimos observar que estos valores medios 

de vpi fueron mucho mayores en los casos en los que se añadieron agregados incubados 

durante 0.5, 1, 3 y 48 h que en las células control. Asimismo, los agregados no 

incubados (0 h) que se añadieron a las células causaron un incremento en la vpi 

semejante al obtenido para los controles, a pesar de que se detectó una interacción 

entre estos y la membrana plasmática de las células en las imágenes obtenidas (Figura 

II.54). Estos resultados reflejan que los agregados de Aβ-647 formados a los 30 minutos 

de incubación fueron los que generaron unos niveles de biotioles más altos en las 

células. De esta forma se puede correlacionar el aumento del estrés celular con el hecho 

de que la mayoría de las especies citotóxicas se forman durante las primeras etapas de 

agregación. 

 

Figura II.55. Detección de biotioles en células que interactúan con agregados de Aβ-647 formados a 

diferentes tiempos de incubación. El gráfico de barras representa la velocidad media de la reacción 

fluorogénica de detección de biotioles en el punto de inflexión (vip) para los controles (indicado como c) y 

para las células que interactúan con agregados de Aβ-647 formados a diferentes tiempos de incubación (0, 

0.5, 1, 3, 24 y 48 h). Las barras de error representan el error estándar de la media. 
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Por otro lado, para entender mejor el efecto que el péptido Aβ-647 puede ejercer sobre 

las células neuronales, se llevó a cabo otro ensayo siguiendo una estrategia diferente, 

en la cual las células N2a interactuaban con los agregados de Aβ-647 durante 20 min 

antes de efectuar las medidas de detección de biotioles con la sonda fluorogénica. Estos 

experimentos confirmaron como durante el tiempo que los agregados están 

interactuando con las células se forman considerables acumulaciones de Aβ-647 en 

diferentes puntos de las membranas plasmáticas, hecho que resulta en consonancia 

con los demás resultados (Figura II.56).  Sin embargo, en el estudio estadístico de los 

valores de vpi de detección de biotioles llevado a cabo tanto para los controles como 

para los diferentes tiempos de incubación del péptido no encontramos resultados 

coherentes que se pudieran relacionar con la toxicidad asociada a las diferentes 

especies formadas durante los distintos tiempos de agregación, probablemente debido 

a que durante el tiempo de incubación 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 II.57). 

 

Figura II.56. Segunda estrategia llevada a cabo para el ensayo de estrés celular inducido por los agregados 

de Aβ-647. Imágenes del experimento control de células N2a a las que se le añadió la sonda de biotioles 

sin agregados (A). Imágenes de células N2a a las que se le añadieron agregados de Aβ-647 incubados 

durante 0 h (B) y 1 h (C). 
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Figura II.57. Detección de biotioles en células N2a tras 20 min de interacción con agregados de Aβ-647 

formados a diferentes tiempos de incubación. El gráfico de barras representa la velocidad media de la 

reacción fluorogénica de detección de biotioles en el punto de inflexión (vip) para los controles (indicado 

como c) y para las células que interactuaron durante 20 min con agregados de Aβ-647 formados a diferentes 

tiempos de incubación (0, 0.5, 1, 3, 24 y 48 h). Las barras de error representan el error estándar de la media. 

 

Para correlacionar los resultados anteriormente descritos con la citotoxicidad causada 

por los agregados de Aβ-647 sobre las células N2a, se llevó a cabo un ensayo de 

viabilidad celular usando el reactivo comercial CellTiter-Blue® (Promega). Las medidas 

fueron realizadas por Dña. Chiara Di Biase. De esta forma se añadieron alícuotas de 

agregados de Aβ-647 (0.5 μM) incubados durante direfentes tiempos (0, 0.5, 1, 3, 24 y 

48 h) a cultivos celulares de células N2a, y se dejaron interactuar durante 76 h. Entonces 

se añadió el reactivo CellTiter-Blue®, y se comparó la emisión fluorescente entre las 

células control y las células a las que se les había añadido agregados. En todos los 

casos la adición de Aβ-647 causó un descenso en la viabilidad celular de entre el 11.6 

y el 43.3 %. Posteriormente llevamos a cabo un estudio estadístico 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 más baja 

que aquellas que habían estado interactuando con agregados incubados durante 0.5, 3 

y 24 h, con un intervalo de confianza del 95% (Figura II.58). Estos resultados sugieren 
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que los agregados de Aβ-647 son moderadamente tóxicos para las células N2a. Estos 

valores están en consonancia con estudios previos de toxicidad del péptido Aβ que 

interactúa con células N2a, los cuales reportaron unos valores de viabilidad de casi el 

50 % para una concentración de péptido mucho más alta (10 µM) que la utilizada en 

nuestros ensayos.31 Respecto a la toxicidad con otras líneas celulares, también se 

puede comprobar como agregados de Aβ42 (10 µM) que fueron previamente incubados 

durante 24 h a 37 º C provocaron una reducción en la viabilidad celular de casi el 20 % 

en células neuroblastomas SH-SY5Y.32 Por otra parte, este efecto fue aún mayor en 

células neuronales primarias de embriones de ratas E16, a las que se les añadieron 

agregados de Aβ42 (20 µM), provocando una reducción en la viabilidad celular del 65 %. 

33 

 

Figura II.58. Gráfico de cajas y bigotes que representa la viabilidad de las células N2a tras la adición de 

agregados de Aβ-647 (0.5 μM) incubados durante diferentes tiempos, expresado como porcentaje de 

viabilidad celular en comparación con el de las células control en ausencia de agregados, para las que se 

asume una viabilidad del 100%. Los recuadros representan el error estándar de la media y los bigotes 

representan el 90% de los resultados. Los asteriscos naranjas indican poblaciones que son 

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

 

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

agregados de Aβ-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 simultáneamente los niveles de biotioles generados intracelularmente y de 

detectar cambios en los niveles globales de aniones fosfato, mediante el análisis del τF 

del fluoróforo liberado (τsonda) en la reacción fluorogénica.34 De esta forma el fragmento 

fluorescente liberado sufre cambios en su τsonda, influenciado por la presencia de aniones 

fosfato, que promueven una reacción de transferencia de protones en el estado excitado 

del fluoróforo. Por consiguiente, se llevó a cabo un análisis del τsonda de las imágenes 

FLIM obtenidas en los experimentos anteriores, determinando así posibles cambios en 

los niveles de fosfato intracelulares tras la interacción con agregados de Aβ-647. La 

Figura II.59 muestra imágenes FLIM del τsonda a lo largo del tiempo (hasta 1 h) dentro de 

las células control y de las células tratadas con agregados de Aβ-647 incubados durante 

24 y 48 h, proporcionando de esta forma una visión global de los niveles de fosfato 

presentes en el interior de la célula. En este último caso (células tratadas con agregados 

del péptido incubado durante 48 h), podemos ver que los cambios en el τsonda se 

producen hacia el final del período estudiado, disminuyendo su valor como se puede 

apreciar en la escala de color arbitraria de las imágenes. Este hallazgo sugiere un 

aumento en las concentraciones globales de iones fosfato, que puede estar causado 

por la incorporación al citoplasma de medio extracelular enriquecido con fosfato 

proveniente de otras células previamente permeabilizadas y lisadas. 
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Figura II.59. Imágenes FLIM del fluoróforo liberado tras la reacción fluorogénica de GG-DNBS con biotioles 

en células N2a sin (A) y con la adición de agregados de Aβ-647 incubados durante 24 h (B) y 48 h (C y D). 

La escala arbitraria de colores representa τsonda entre 0 y 4 ns. 

 

Los resultados de esta sección junto con los de la sección anterior (2.4.5) proporcionan 

una visión amplia, a través de herramientas de microscopía avanzada, para caracterizar 

y entender el efecto que los agregados amiloides de péptido Aβ42 ejercen sobre las 

células. Mediante PIE-FLIM hemos visualizado la interacción directa de los agregados 



2.3. Resultados 
 

 
186 

 

de Aβ42 con la membrana celular, actuando como centros de nucleación para el 

reclutamiento de más agregados en función del tiempo, y resultando en la lisis celular. 

Además, también hemos explorado la toxicidad celular en tiempo real y a nivel de célula 

única mediante la monitorización del proceso completo de interacción del péptido con 

neuronas a lo largo del tiempo, y mediante la evaluación del estrés celular generado a 

través de la velocidad de la reacción fluorogénica de una sonda de biotioles. Los 

agregados incubados durante 30 min resultaron ser los que generaban niveles de 

biotioles más altos, correlacionándose estos resultados con la citotoxicidad causada en 

los cultivos celulares, medida con técnicas clásicas de biología celular. 
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2.4. Conclusiones Bloque II 

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

agregación amiloide de la apoferritina y la interacción citotóxica de agregados del 

péptido Aβ 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 agregación de la 

apoferritina. Sin embargo, el empleo de AQui como único fluoróforo no ha 

permitido seguir con fiabilidad el proceso de agregación proteica mediante 

microscopía de fluorescencia convencional y FLIM.  

 

2. Se ha llevado a cabo un estudio para seleccionar el par FRET de fluoróforos más 

adecuado que permita seguir el proceso de agregación 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 características 

apropiadas para utilizarse como sensor de la agregación proteica.  

 

3. El par AQui→NBA ha sido capaz de seguir el proceso de agregación amiloide 

de la apoferritina mediante microscopía de fluorescencia convencional y FLIM. 

Se han diferenciado distintos tipos de agregados dependiendo del tiempo de 

incubación de la proteína a través del análisis ratiométrico de las imágenes de 

intensidad de fluorescencia obtenidas (IG/IR) y del análisis del τF de AQui. 

 

4. Las imágenes de superresolución STED de fibras maduras de apoferritina 

obtenidas ofrecen una resolución más alta que las imágenes de microscopía de 

fluorescencia convencional, por lo que el empleo de la microscopía STED 

permite estudiar las estructuras amiloides formadas tras 24 h de incubación con 

mayor precisión.  

 

5. El estudio de la interacción y el efecto citotóxico de agregados de Aβ con la 

membrana celular mediante microscopía FLIM ha demostrado que existen dos 

tipos de poblaciones de agregados con diferente toxicidad celular. 

 

6. El estudio del estrés celular generado por los agregados de Aβ en células 

neuronales con una sonda de biotioles mediante microscopía FLIM sugiere que 

los agregados formados a 0.5 h de incubación son los que más 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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3. Materiales y métodos 

 

Espectroscopía UV-vis. Los espectros de absorción UV-visible de los compuestos 

CAnt, PAnt, AQui, ThT y NBA se registraron en un espectrofotómetro 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 óptico).  

Luminiscencia en estado estacionario. Los espectros de emisión de luminiscencia en 

estado estacionario se obtuvieron en un espectrofluorímetro Jasco FP-8300 (Jasco, 

Tokio, Japón).  

Determinación de los espectros de emisión de fluorescencia de las antenas CAnt y PAnt 

(Bloque I, sección 1.3.1). Los espectros se determinaron en cubetas de cuarzo (1 cm de 

paso óptico) con disoluciones de los compuestos CAnt y PAnt (25 μM) en H2O o CH3CN. 

Los espectros se registraron entre 330 y 900 nm (con incremento de 1 nm y tiempo de 

respuesta de 1 s) con λex = 320 nm. La anchura de las rendijas se fijó en 2.5 nm para la 

excitación y en 2.5 nm para la emisión. Todos los espectros se corrigieron para detectar 

la fluorescencia de fondo restando la medida de la emisión 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 

emisión de luminiscencia en el cribado de las antenas con los diferentes lantánidos y en 

las valoraciones de los complejos Tb3+:CAnt, Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt.     

Determinación de los espectros de emisión de fluorescencia de los compuestos 

derivados de quinolimida y naftalimida y de los compuestos ThT y NBA. (Bloque II, 

secciones 2.3.1 y 2.3.3). Para los experimentos de cribado de compuestos fluorescentes 

derivados de quinolimida y naftalimida como indicadores de agregación proteica los 

diferentes fluoróforos (5 μM) se añadieron a alícuotas de muestras de apoferritina (30 

μM) incubada durante 24 h. Los espectros de emisión de fluorescencia se obtuvieron a 

las longitudes de onda de excitación de λex = 470 nm y λex = 485 nm, para la excitación 

preferencial del compuesto AQui. Para los ensayos de pares FRET los fluoróforos se 

añadieron a las alícuotas de muestras de apoferritina (30 μM) incubadas durante 

diferentes tiempos (1 h, 3 h, 9 h y 24 h) a una concentración de 10 μM para AQui, 10 

μM para la ThT y 10 μM para el NBA, y a continuación se obtuvo el espectro de 

fluorescencia. Dado que los fluoróforos se añadieron justo antes de las medidas, su 
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fotoestabilidad no se vio comprometida por el tiempo de agregación de la proteína. De 

hecho, tanto AQui como NBA mostraron una excelente fotoestabilidad en condiciones 

de irradiación continua (Figura III.1): 

 

Figura III.1. Experimentos de fotoestabilidad a lo largo del tiempo (30 min) mediante irradiación continua, a 

λex = 485 nm y λem = 583 nm para AQui, y λex = 635 nm y λem = 661 nm para el NBA. Los experimentos se 

llevaron a cabo utilizando dioxano como disolvente. 

 

Determinación de los rendimientos cuánticos de fluorescencia. Los rendimientos 

cuánticos de fluorescencia (ФF) de los derivados de quinolin-2(1H)-ona CAnt y PAnt se 

determinaron en H2O o CH3CN y se calcularon utilizando sulfato de quinina dihidratado 

(en H2SO4 0.1 M) como referencia.1-3 La concentración de la muestra y de la referencia 

se fijó para asegurar que la absorbancia fuera inferior a 0.1 a longitudes de onda de 

excitación idénticas. Para calcular el rendimiento cuántico se utilizó la siguiente 

ecuación:  

   
             Ф𝐹 =  

𝐼𝑥∗ 𝐴𝑟∗ 𝑛𝑥
2∗𝜙𝑟

𝐼𝑟∗ 𝐴𝑥∗ 𝑛𝑟
2                                   

 

 

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

longitud de onda de excitación (λex = 320 nm), I es la intensidad de fluorescencia 
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integrada, n es el índice de refracción del disolvente y Фr es el rendimiento cuántico de 

la referencia.  

Fotoluminiscencia con ventana temporal. Los espectros de emisión de 

fosforescencia se recogieron en un espectrofotómetro de fluorescencia Varian Cary 

Eclipse a temperatura ambiente utilizando las siguientes condiciones: λex = 320 nm, 

tiempo total de decaimiento 20.0 ms, tiempo de retardo 0.2 ms, ventana temporal 5.0 

ms, número de destellos = 1 y λem = 545 nm para el Tb3+ y 616 nm para el Eu3+.  

Determinación de los tiempos de vida de luminiscencia. Los experimentos de 

obtención de los tiempos de vida de fluorescencia (τF) de los complejos de lantánidos 

se llevaron a cabo en un espectrofotómetro Varian Cary Eclipse a temperatura ambiente 

utilizando las siguientes condiciones: λex = 320 nm, λem =  545 nm para el Tb3+ o 615 nm 

para el Eu3+, anchura de la rendija de excitación 20.0 nm, anchura de la rendija de 

emisión 20.0 nm, tiempo total de decaimiento 5.0 ms, tiempo de retardo 0.1 ms, ventana 

temporal 0.2 ms, número de ciclos 20, número de destellos 50, voltaje del detector PMT 

600 V. Las mediciones se realizaron por triplicado. 

Obtención de la emisión de luz blanca. Para obtener la emisión de luz blanca pura en 

disolución acuosa, mezclamos diferentes concentraciones de ligando PAnt, EuCl3 y 

TbCl3, en tampón HEPES acuoso (0.94 mM). Para todas las mezclas ensayadas, 

recogimos los espectros de emisión (λex = 375 nm) en una cubeta de cuarzo de 1 cm de 

paso, realizamos la corrección 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 

emisión 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 concentración de PAnt desplazaba las 

coordenadas hacia la región del azul, el aumento de Tb3+ hacia la región del verde y el 

aumento de Eu3+ hacia la región del rojo. En este ajuste también hubo que tener en 

cuenta que, para mantener la contribución de la antena hacia el azul, la concentración 

de PAnt debía estar por debajo de las condiciones de saturación para la formación de 

los complejos. Para obtener la emisión de luz blanca pura en geles de agarosa se llevó 

a cabo un proceso similar al realizado en la obtención de luz blanca en disoluciones 

acuosas, sustituyendo las soluciones acuosas de tampón HEPES por geles de agarosa 

al 1% y modulando ligeramente las concentraciones del compuesto PAnt y de los 

lantánidos añadidos. Como la emisión en geles presentaba un mayor desplazamiento 

hacia el azul que en disoluciones acuosas, se necesitaron concentraciones más bajas 
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del ligando PAnt. Para la preparación 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 tampón HEPES (0.94 mM) a pH 7.4. A continuación, se colocó el vial en un vaso 

de precipitado con agua y se calentó hasta llegar al punto de ebullición en el microondas. 

Seguidamente se agitó el vial en un vórtex y se calentó hasta llegar al punto de ebullición 

por segunda vez en el microondas. Después el vial se enfrió a temperatura ambiente 

hasta alcanzar los 50ºC, considerada como la temperatura de trabajo. La disolución de 

gel, el compuesto PAnt, el Tb3+ y el Eu3+ se mezclaron cuidadosamente en un tubo 

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

Preparación de los cultivos celulares. Los cultivos celulares fueron realizados por la 

Dra. María Dolores Girón González en el Departamento de Bioquímica y Biología 

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

Preparación de los cultivos celulares (Bloque I, sección 1.3.4). Las células de riñón 

embrionario humano 293 (HEK-293; ATCC CRL-1573™) fueron suministradas por el 

Servicio de Cultivos Celulares (Universidad de Granada, España). 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 

cámara de microscopía de 4 pocillos a una densidad de 1.6×105 células/pocillo durante 

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

Preparación de los cultivos celulares (Bloque II, secciones 2.3.5 y 2.3.6). La línea celular 

N2a (ATCC® CCL-131™) utilizada es una línea celular que procede de neuroblastos 

cerebrales de Mus musculus, y presenta una morfología 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 microscopía dentro de placas de cultivo de 6 

pocillos.  

Ensayos de citotoxicidad celular:  

Ensayos de citotoxicidad celular (Bloque I, sección 1.3.4). Los ensayos de citotoxicidad 

celular fueron realizados por D.ª Chiara Burgio y D. Antonio Reinoso en el Departamento 

de Bioquímica y Biología Molecular II de la Facultad de Farmacia de la Universidad de 

Granada. Se sembraron 1.6x105 células/pocillo en placas de 48 pocillos y se incubaron 
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con 0-200 μM de EuCl3 o TbCl3 o 0-50 μM del compuesto PAnt. Además, para 

comprobar la potencial citotoxicidad de los complejos autoensamblados, se incubaron 

diferentes concentraciones (0-50 μM) de Eu3+ o Tb3+ con una cantidad fija, 12.5 μM, de 

compuesto PAnt. La citotoxicidad se evaluó tras 1 o 24 h de incubación 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 capítulo Resultados del Bloque I 

(Figura I.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 (Bloque II, sección 2.3.6). Los ensayos de viabilidad 

celular se realizaron con el test comercial CellTiter-Blue™ (Promega Biotech, Madrid, 

España). Para los ensayos de viabilidad celular, se utilizó un espectrofluorímetro FP-

8500 (Jasco), equipado con un lector de microplacas, para registrar los espectros de 

emisión de fluorescencia (λex = 550 nm) del reactivo CellTiter-Blue™ en cada pocillo. El 

ensayo de viabilidad CellTiter-Blue™ está basado en la reacción fluorogénica resazurina 

→ resorufina, y permite estudiar la citotoxicidad de los agregados de Aβ42. La viabilidad 

celular de las muestras tratadas con agregados de Aβ42 se evaluó mediante la 

comparación con los controles no tratados, para los que se asume una viabilidad celular 

del 100%. Las células se cultivaron hasta una densidad de población de 103 

células/pocillo, en placas negras de 96 pocillos con 100 µl de DMEM más 10% de FBS 

por pocillo. El medio se eliminó tras 24 h de cultivo celular a 37 °C. A continuación, se 

añadieron a las células alícuotas de 100 µL de Aβ-647 incubadas durante diferentes 

tiempos durante 76 h. Por último, se añadieron 20 µL (20% v/v) del reactivo CellTiter-

Blue a cada pocillo y se incubaron durante 20 min a 37 °C antes de medir la emisión de 

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

Preparación de los reactivos (Bloque II, secciones 2.3.5 y 2.3.6). El tampón SSPE 

(NaCl 150 mM, fosfato 10 mM y EDTA 1 mM) utilizado fue adquirido de Sigma-Aldrich 

(Madrid, España). Para los experimentos con células neuronales, se preparó el tampón 

Krebs (NaCl 130 mM, KCl 2.5 mM, NaHCO3 25 mM, NaH2PO4 1.2 mM, MgCl2 1.2 mM y 

CaCl2 2.5 mM, pH 7.2). Para ajustar el pH de los tampones se utilizaron NaOH y HCl 

(ambos de Sigma-Aldrich). Todos los compuestos químicos se utilizaron sin ninguna 

purificación adicional. Se preparó una disolución 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 dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich) a partir del compuesto en polvo. Para 

los experimentos de microscopía de imágenes, la sonda fluorogénica se diluyó en el 

tampón que contenía las células (tampón de Krebs), hasta una concentración final de 

0.25 μM.  
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Preparación de las muestras para los estudios de agregación amiloide: 

Preparación de las muestras de apoferritina (Bloque II, secciones 2.3.1, 2.3.2, 2.3.3 y 

2.3.4). La preparación de las muestras de apoferritina fue llevada a cabo por la Dra. 

Rocío Jurado Palomares. La proteína apoferritina de bazo de caballo se adquirió en 

Sigma-Aldrich y se utilizó sin más manipulación. Las disoluciones de proteína (0.2 % en 

peso) se ajustaron a pH 2 con HCl 1 M en agua Milli-Q y luego se calentaron a 90 °C en 

tubos de vidrio herméticamente cerrados para permitir la fibrilación amiloide como se ha 

descrito previamente.4, 5 Se recogieron alícuotas de las muestras a 1 h, 3 h, 9 h y 24 h 

del inicio de la incubación y se enfriaron inmediatamente en un baño de agua helada 

para detener la conversión de monómeros en fibrillas. A continuación, estas alícuotas 

se etiquetaron según el tiempo de incubación, se almacenaron a 4 °C y se utilizaron 

para el análisis estructural sin más manipulación. 

Preparación de las muestras de Aβ42 (Bloque II, secciones 2.3.5 y 2.3.6). Los péptidos 

Aβ42 liofilizados y marcados con los fluoróforos HiLyte Fluor 488 y HiLyte Fluor 647 (Aβ-

488 y Aβ-647) se obtuvieron de Anaspec Peptide (Seraing, Bélgica). Se disolvieron un 

total de 0.1 mg de cada péptido en NH3 (1%) a una concentración total de 66 µM en 

tubos Eppendorf de plástico, y se sonicaron con hielo en un baño de ultrasonidos 

durante 30 min, distribuyéndose en alícuotas y congelándose inmediatamente en 

nitrógeno líquido para evitar la agregación. Los agregados de Aβ42 que contenían 

cantidades equimolares de Aβ-488 y Aβ-647 utilizados en el ensayo FRET se 

prepararon a una concentración total de 0.5 µM para cada péptido en tampón SSPE  

(NaCl 150 mM, fosfato 10 mM y EDTA 1 mM) adquirido de Sigma-Aldrich (Madrid, 

España), y se incubaron durante 15 h a temperatura fisiológica (37 °C) con agitación 

continua (360 rpm). Los agregados de Aβ-647, utilizados en los experimentos de estrés 

celular con la sonda de biotioles, se prepararon a una concentración total de 1 µM en 

tampón SSPE. Se recogieron alícuotas a diferentes tiempos de incubación (0, 0.5, 1, 3, 

24 y 48 h) y se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido hasta su uso. 

Microscopía electrónica de transmisión (TEM). Las imágenes TEM se registraron 

utilizando un microscopio TEM Libra 120 Plus (Carl Zeiss SMT, Oberkochen, Alemania) 

del Centro de Instrumentación Científica (CIC) de la Universidad de Granada equipado 

con un filamento LaB6 y una cámara de acoplamiento directo SSCCD 2 k × 2 k, 

operando a 120 kV. Las imágenes TEM de muestras de apoferritina, Aβ-488 y Aβ-647 

incubadas a diferentes tiempos se recogieron añadiendo alícuotas de las muestras 
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sobre rejillas de cobre de malla 300 con una película de formvar/carbono, se lavaron 

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

Dispersión dinámica de la luz (DLS). Las medidas de DLS se llevaron a cabo en un 

equipo Malvern Zetasizer µV, equipado con un láser de 850 nm para evitar interferencias 

de fluorescencia con los péptidos Aβ-647. Las trazas de DLS de los agregados de Aβ-

488 y Aβ-647 formados en NH3, pH 12 tras 0 min de incubación, y en tampón SSPE, pH 

7.4, tras 20 min de incubación se recogieron utilizando una cubeta de cuarzo de 2 μL. 

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

Obtención de imágenes celulares mediante microscopía de luminiscencia y PLIM 

(Bloque I, sección 1.3.4). Para la obtención de las imágenes, primero se retiró el medio 

de cultivo celular de cada pocillo y las células se lavaron dos veces con HEPES 50 mM. 

Posteriormente, se añadió a cada pocillo la mezcla del ligando PAnt con Eu3+ y/o Tb3+ 

en HEPES 50 mM a diferentes concentraciones: a) Tb3+ 30 μM y PAnt 15 μM; b) Eu3+ 

30 μM y PAnt 15 μM; o c) Tb3+ 46 μM, Eu3+ 2.1 μM y PAnt 31 μM para la emisión de luz 

blanca dentro de las células. La microscopía de imágenes de tiempos de vida de 

fotoluminiscencia (PLIM) se llevó a cabo en un microscopio Abberior Expert Line 

(Abberior Instruments GmbH, Alemania). Como fuente de excitación se utilizó un láser 

pulsado de 375 nm que funcionaba a una frecuencia de repetición de 40 MHz. Se 

empleó un tren de pulsos de 200 μs para mejorar la tasa de excitación de los complejos 

de lantánidos,6 y se utilizó una ventana temporal de colección de 5.1 ms. Se utilizó un 

detector PMT híbrido con un filtro de paso de banda en el rango espectral de 533-558 

nm para la detección de la luminiscencia de Tb3+ y un fotodiodo de avalancha (más 

sensible en la región roja) con un filtro de paso de banda en el rango espectral de 580-

630 nm para la detección de Eu3+. El área de las imágenes obtenidas sin procesar 

variaba entre 40x40 µm2 y 80x80 µm2, utilizando una resolución de píxel de 150 

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

Para el análisis de las imágenes PLIM, seleccionamos diferentes regiones de interés 

(ROI) en el núcleo o el citoplasma de las células fotografiadas, y reconstruimos las 

trazas de los decaimientos de los tiempos de vida de luminiscencia de los píxeles 

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 imágenes PLIM, las imágenes sin procesar se 

analizaron con el software Fiji (software de distribución de ImageJ)7 utilizando el 

complemento FLIMJ,8 que permite realizar el ajuste por píxel de las trazas de 
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decaimiento mediante una función exponencial única. Por último, el mapa de los tiempos 

de vida de luminiscencia obtenidos mediante el ajuste por píxeles de las trazas fue 

representado en una escala de color arbitraria, ajustándolo además por la intensidad 

global mediante el uso de macros caseros (secuencias automatizadas de acciones 

dentro de la aplicación) de Fiji. 

Las imágenes PLIM con medidas espectrales de los experimentos de obtención 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, Japón). Como fuente de excitación empleamos un 

láser de diodo pulsado (PicoQuant) a λex = 375 nm, trabajando a una frecuencia de 

repetición de 80 MHz, controlado por un módulo Sepia II (PicoQuant). La emisión de 

fluorescencia recogida se filtró 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 μm. A continuación, la emisión se dividió en dos canales de 

detección utilizando un espejo dicroico 600 DCXR y se envió 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 Eu3+) o un filtro de paso de banda 550/40 

(Thorlabs) (canal del Tb3+). Para mejorar la tasa de excitación de los complejos de 

lantánidos se empleó un tren de pulsos de excitación de 62.5 μs a 80 MHz, y se utilizó 

una ventana temporal de colección de 5.062 ms 

Se recogieron las imágenes PLIM de células HEK-293 con Eu3+:PAnt y Tb3+:PAnt con 

una resolución de 250×250 píxeles y un tiempo de permanencia por píxel (dwell time) 

de 3 ms/píxel. El análisis de las imágenes PLIM se realizó con el software SymphoTime 

64 (PicoQuant GmbH). El sistema estaba equipado con un espectrógrafo Andor 

Shamrock 303i-A y una cámara CCD de multiplicación de electrones (EM-CCD) 

ultrasensible Andor Newton para las imágenes espectrales. Los espectros se obtuvieron 

apuntando el láser de excitación a diferentes regiones dentro de las células, tras haber 

escaneado previamente una zona específica. La luminiscencia emitida se desvió a un 

acoplador de fibra óptica tras el paso por la apertura confocal. El espectrógrafo tenía 

una rejilla de 150 líneas/mm para dispersar los fotones recogidos a diferentes longitudes 

de onda y enfocarlos en los píxeles de la cámara EM-CCD. Los espectros de 

luminiscencia se recogieron con 20 acumulaciones de lecturas de 0.5 s, con una 

resolución de longitud de onda de 0.351 nm. 
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Microscopía FLIM multiparamétrica: Para adquirir las imágenes FLIM y PIE-FLIM 

multiparamétricas de dos colores se utilizó un sistema MicroTime 200 (PicoQuant 

GmbH, Berlín, Alemania).9 Como fuente de excitación se utilizaron dos cabezales de 

diodo láser pulsado a λex= 470 nm y λex = 635 nm, (LDH-470 U AWM Style-20236, 

PicoQuant, Berlín, Alemania y LDH-635 U AWM Style-20236, PicoQuant, Berlín, 

Alemania) operados por un driver PDL-800 (PicoQuant, Berlín, Alemania), utilizándose 

una frecuencia de repetición de 20 MHz. El haz láser se condujo hacia un espejo dicroico 

(470/635 MD, Chroma, Bellows Falls, VT, EE.UU.) hasta el objetivo de inmersión en 

aceite 100×, 1.4 de apertura numérica (NA) de un sistema de microscopio invertido 

(IX71, Olympus, Tokio, Japón), enfocándose en la muestra. La emisión de fluorescencia 

se dirigió a un filtro de paso largo de 500 nm (AHF analysentechnik AG, Tübingen, 

Alemania) y se centró en la apertura confocal de 75 µm. A continuación, la emisión de 

fluorescencia se filtró utilizando un espejo dicroico 600DCXR, y posteriormente se 

dividió en los canales de detección 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 emisión de fluorescencia de cada canal se enfocó en un detector 

diodo de avalancha monofotónico (SPCM-AQR 14, PerkinElmer, Hopkinton, MA, 

EE.UU.). Para el recuento de fotones, la adquisición de datos y la reconstrucción de 

imágenes se utilizó un módulo de recuento monofotónico correlacionado en el tiempo 

(TCSPC) TimeHarp 200 (PicoQuant, Berlín, Alemania). Las imágenes sin tratar se 

obtuvieron con una resolución de 512 × 512 píxeles sobre un área de 11.4 × 11.4 µm2, 

utilizando un tiempo de permanencia por píxel (dwell time) de 0.60 ms.  

Microscopía FLIM multiparamétrica (Bloque II, secciones 2.3.2 y 2.3.4).  

Para el análisis de las imágenes se utilizó el software SymphoTime 32 (PicoQuant 

GmbH), el software AutoHotKey  y el software Fiji (software de distribución de ImageJ7). 

Antes del análisis se realizó un binning espacial de 5 × 5, para un tamaño final de píxel 

de 0.11 × 0.11 µm2, con el fin de aumentar el número de fotones por píxel, para obtener 

una mayor robustez estadística en el ajuste de las trazas de decaimiento de 

fluorescencia. Las imágenes FLIM de AQui y NBA con apoferritina se realizaron 

ajustando en cada píxel las trazas de decaimiento de fluorescencia a una función de 

decaimiento biexponencial, utilizando para el análisis de deconvolución basado en el 

estimador de máxima probabilidad una función de respuesta del instrumento (IRF, por 

sus siglas en inglés Instrument Response Function) reconstruida. Las matrices con los 

datos de intensidad y τF se exportaron mediante el software SymPhoTime. Para extraer 
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y separar la información de intensidad y τF 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 aplicación) que permiten 

realizar este paso. Posteriormente las imágenes fueron analizadas utilizando el software 

Fiji, que dispone de macros semiautomáticos que permiten obtener las imágenes 

ratiométricas al dividir los valores de intensidad de los píxeles de las imágenes recogidas 

en el canal verde entre los valores de intensidad de los píxeles de las imágenes 

recogidas en el canal rojo, así como reconstruir las imágenes de τF.7 Todas las 

distribuciones de frecuencia de los valores de la relación IG/IR de los píxeles de las 

diferentes imágenes analizadas correspondientes a agregados de APO se ajustaron a 

una distribución normal logarítmica para obtener el valor exacto de la media de la 

distribución (parámetro Xc). Los gráficos de las distribuciones de los τF de AQui se 

ajustaron a una distribución normal (gaussiana) para obtener el valor central (parámetro 

Xc) de cada distribución. Las distribuciones de frecuencia ajustadas de los valores de la 

relación IG/IR y de los τF de AQui se realizaron con el software OriginPro 8.5. 

Microscopía FLIM multiparamétrica (Bloque II, secciones 2.3.5 y 2.3.6)  

Los dos cabezales de diodo láser pulsado descritos anteriormente se alternaron en el 

régimen de tiempo de los ns para lograr la excitación PIE. El análisis de las imágenes 

(separación y reconstrucción de las distintas imágenes e imágenes FLIM) se realizó en 

el software SymPhoTime 32 (PicoQuant). Para las imágenes FLIM del fluoróforo dador 

(Aβ-488), ajustamos los datos de las trazas de decaimiento de fluorescencia obtenidas 

en cada píxel a una única función de decaimiento exponencial tras un binning espacial 

de 5 × 5, utilizando para el análisis de deconvolución basado en el estimador de máxima 

probabilidad una IRF reconstruida. Para la selección de los píxeles correspondientes a 

agregados colocalizados en las tres imágenes (ID, IFRET e IA) en los experimentos de 

FRET intraoligomérica se utilizaron macros codificados internamente en el software Fiji.7 

También se emplearon macros en Fiji para cuantificar la intensidad de fluorescencia 

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

Microscopía STED de superresolución. Para los experimentos de obtención de 

imágenes de superresolución con fibras de apoferritina se utilizó un microscopio STED-

FLIM (Abberior Expert Line, Abberior Instruments GmbH, Alemania). Para la obtención 

de imágenes de microscopía confocal se utilizaron dos láseres pulsados a las longitudes 

de onda de excitación de λex= 485 nm (para AQui) y λex= 640 nm (para NBA), y se 

utilizaron dos filtros de paso de banda de detección; 545/25 para AQui y 685/70 para 

NBA. Para obtener las imágenes de superresolución STED, se superpuso un láser de 
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depleción toroidal pulsado de 775 nm dentro del volumen confocal. El área de las 

imágenes sin tratar obtenidas fue de 9.5 × 9.5 µm2, obteniéndose una resolución de 200 

× 200 píxeles. El tamaño de píxel obtenido fue de 40.0 × 40.0 nm2, utilizando un tiempo 

de permanencia por píxel (dwell time) de 30 µs. 
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El Gato sonrió al ver a Alicia. Parecía tener buen carácter, consideró Alicia; pero también 

tenía unas uñas muy largas y un gran número de dientes, de forma que pensó que 

convendría tratarlo con el debido respeto. 

- “Minino de Cheshire”, empezó algo tímidamente, pues no estaba del todo segura de 

que le fuera a gustar el cariñoso tratamiento; pero el Gato siguió sonriendo más y más. 

“¡Vaya! Parece que le va gustando”, pensó Alicia, y continuó:  

- ”¿Me podrías indicar, por favor, hacia dónde tengo que ir desde aquí?". 

- “Eso depende de a dónde quieras llegar”, contestó el Gato. 

- “A mí no me importa demasiado a dónde…”, empezó a explicar Alicia. 

- “En ese caso, da igual hacia dónde vayas”, interrumpió el Gato. 

- “…siempre que llegue a alguna parte”, terminó Alicia a modo de explicación. 

- “¡Oh! Siempre llegarás a alguna parte”, dijo el Gato, “si caminas lo bastante”. 

A Alicia le pareció que esto era innegable, de forma que intentó preguntarle algo más: 

- “¿Qué clase de gente vive por estos parajes?”. 

- “Por ahí”, contestó el Gato volviendo una pata hacia su derecha, “vive un sombrerero; 

y por allá”, continuó volviendo la otra pata, “vive una liebre de marzo. Visita al que te 

plazca: ambos están igual de locos”. 

- “Pero yo con locos no quiero tener ningún trato”, observó Alicia. 

- “¡Oh!, eso sí que no lo puedes evitar”, repuso el gato; “por aquí todos estamos locos. 

Yo estoy loco; tú también lo estás”. 

- “Y ¿cómo sabes tú si yo estoy loca?”, le preguntó Alicia. 

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

aquí”. 

 

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

 


