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Caracter izaci�n de las etapas tem pranas de la  agreg aci�n 

de a lfa- sinucle �na in vit ro m ediante sondas fluorescentes 

ESI PT y m icroscopia de fuerza at �m ica . 

La Enferm edad de Parkinson (EP)  es el desorden neurodegenerat ivo m otor m �s frecuent e, 

caracter izado por la presencia de agregados proteicos am iloideos int ra y ext raneuronales 

conocidos com o Cuerpos de Lewy (CL) . El pr incipal com ponente de estas est ructuras es 

alfa-sinucle�na (AS) , una prote�na p resin�pt ica de 140 am ino�cidos  abundante en c�lulas 

dopam in�rg icas del cerebro aunque su funci�n fisiol�gica perm anece a�n descono cida. En 

su form a libre nat iva AS carece de una est ructura secundar ia definida pudiendo adoptar 

m �lt iples conform aciones en soluci�n  y en asociaci�n con ot ras prote�nas y m em branas . Se 

cree que los CL y las fibras am iloides m aduras (m afs)  son el resultado de un proceso de 

m al plegam iento, auto-ensam blado y asociaci�n de AS y que posiblem ente sirven com o 

m ecanism os de protecci�n para la c�lula , a t rav�s de la redist r ibuci�n en la poblaci�n de las 

especies t �x icas interm ediar ias solubles asociadas a etapas tem pranas. Estudio in v it ro de 

las especies y procesos involucrados en la agregaci�n de AS br inda n la posibilidad de 

entender los m ecanism os subyacentes en EP. El dise�o de nuevas form as de detecci�n de 

las especies interv inientes en el proceso de agregaci�n y el estudio de los m ecanism os de 

form aci�n de dichos interm ediar ios tem pranos poseen una alta im portancia.  

En esta tesis, se sintet izaron sondas fluorescentes sensibles a cam bios en la polar idad de 

su m icroentorno que perm iten m onitorear el proceso de auto-ensam blado y asociaci�n de 

AS m arcada covalentem ente con estos com puestos. Dichas sondas dem uest ran una m uy 

alta sensibilidad al proceso en estudio, proveyendo una novedosa m etodolog�a de 

m onitoreo en cont inuo con la m �nim a perturbaci�n del sistem a. Diversa s sondas fueron 

sintet izadas bas�ndose en la fam ilia de las 3 -hidroxicrom onas (3HC) , com puestos 

altam ente sensibles a los cam bios de polar idad de su entorno. Su part icular est ructura 

qu�m ica posibilita el fen�m eno conocido com o ESI PT ( ÔExcited State I nt ram olecular Proton 

Transfer o Transferencia Prot �nica I nt ram olecular en el Esta do ExcitadoÕ) .  En ESI PT se 

produce una t ransferencia prot �nica int ram olecular en el estado excitado obteniendo dos 

form as excitadas cada una con un nivel de energ�a d ist into. Con lo cual estos com puestos 

fluorescentes ESI PT presentan dos bandas de em isi�n en lugar de una  sola. La posici�n, 

intensidad y relaci�n ent re las bandas de em isi�n se m odifican de acuerdo a los cam bios en 

la polar idad, form aci�n de enlaces por puentes de hidr �geno,  y acidez/ basicidad del 

m icroentorno de la sonda. Las nuevas sondas 3HC sintet izadas resultaron reporteros m uy 

vers�t iles para el proceso de agregaci�n de AS,  part icularm ente sensibles a las etapas 

tem pranas a cuyos agregados de AS se les adjudica la m ayor citotoxicidad. La com binaci�n 

de dist intas sondas de polar idad han perm it ido obtener datos exper im entales acerca de la 

form aci�n y desapar ici�n de interm ediar ios pre -am iloideos t ransientes. 
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Las curvas de agregaci�n obtenidas y sus cam bios es pect rosc�picos fueron 

com plem entadas con un an�lisis por Microscopia de F uerza At �m ica (AFM) . Mediante un 

estudio sistem �t ico por AFM se lograron ident if icar  las diferentes especies provenientes del 

proceso de autoensam blado de AS, donde cada una de las especies fue caracter izada y 

catalogada. Estudios a diferentes tem peraturas perm it ieron evaluar su influencia en la 

cin�t ica y term odin�m ica del proceso de agregaci�n.  I ncubaciones a baja tem peratura 

(4ß C)  perm it ieron definir  un m �nim o local de energ�a en la coordenada de la agregaci�n, 

revelando una novedosa especie supram olecular ( la "acuna" )  que m uest ra indicios de estar 

directam ente involucrada en el paso clave de la form aci�n de est ructura s fibr ilares. 

Estudios prelim inares sobre c�lulas SH -SY5Y en cult ivo dan indicios de que las acunas son 

citot �x icas. A t rav�s de  la Cr io-Microscop�a de Transm isi�n Elect r �nica (Cryo -ET)  se obtuvo 

inform aci�n est ructural con resoluci�n sub -nm  de esta novedosa especie supram olecular. 

Los estudios dieron lugar a la form ulaci�n de un nuevo  esquem a secuencial de agregaci�n 

(SAS)  para AS, bas�ndose en conceptos de qu�m ica co loidal,  de pol�m eros y 

supram olecular. SAS dist ingue 3 etapas de la agregaci�n:  m olecular,  coloidal y fibr ilar ,  en 

funci�n de las est ructuras halladas, su or den secuencial lineal y orquestado de 

interconversi�n, su presencia t ransiente  (apar ici� n y desapar ici�n )  y m orfolog�a 

caracter �st ica. Adem �s, SAS dist ingue etapas exerg�nicas y endot � rm icas del proceso 

global, se�alando un m �nim o local de energ�a correspondien te con la form aci�n de la acuna.  

Se prev� que este m odelo pudiera ser � t il no s�lo p ara AS sino para ot ras prote�nas 

am iloideas Ò int r �nsicam ente desordenadasÓ  asociadas  a enferm edades neurodegenerat ivas 

sim ilares, abr iendo la posibilidad de la existencia de un m ecanism o com �n y unificado.  

Esta tesis doctoral involucra un estudio desde lo sint �t ico  org�nico  y la biof�sica est ructural,  

ut ilizando m icroscopias de alta resoluci�n y herram ientas fluorescentes avocadas al estudio 

y la descr ipci�n del proceso integro de agregaci�n de AS, obteniendo nuevos datos 

relevantes al �rea que son interesantes de cont inua r y ser explorados por el aporte que 

puedan rendir  en el contexto biom �dico . 

 

Pa labras clave: Alfa-sinucle�na, Enferm edad de Parkinson, sondas fluorescentes, ESI PT, 

AFM, Cr io-ET, olig�m eros , interm ediar ios, agregaci�n.  
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Character izat ion by fluorescent  ESI PT probes and atom ic 

force m icroscopy of ear ly stages in the in vit ro 

aggregat ion of a lfa- synuclein. 

Parkinson’s disease (PD)  is the m ost  com m on neurodegenerat ive m otor disorder, 

character ized by the presence of int ra and ext raneuronal am yloid protein aggregates 

known as Lewy bodies (LB) . The m ain com ponent  of these st ructures is alpha-synuclein 

(AS) , a presynapt ic protein of 140 am inoacids abundant  in dopam inergic brain cells, 

although it s funct ion is not  fully  understood. I n it s nat ive form  AS has no defined secondary 

st ructure and can adopt  m ult iple conform at ions in solut ion and in associat ion with other 

proteins and m em branes. I t  is believed that  LB and m ature am yloid fibers (m afs)  are the 

result  of a process of AS m isfolding, self-assem bly and associat ion (where the t r igger 

rem ains unknown) , which are believed to play a neuroprotect ive role through the 

redist r ibut ion of the populat ion of interm ediate toxic soluble species associated with ear ly 

stages. I n v it ro studies of the process provide the m eans for cont rolling the condit ions 

under which aggregat ion occurs and offer  the possibilit y  to study their  dynam ics so as to 

understand the under ly ing m echanism s. The design of new m eans for detect ing the 

involved species in AS aggregat ion has high pr ior it y in order to elucidate the m echanism s 

of form at ion of these ear ly interm ediates and certain their  potent ial role in the context  of 

PD.  

This thesis descr ibes the synthesis of f luorescent  probes sensit ive to changes in the polar it y 

of their  m icroenvironm ent Õs which have served to m onitor  the process of self-assem bly and 

associat ion of AS. Such probes show a high sensit ive for  the ear ly stages of the process 

under study, providing a novel cont inuous m onitor ing m ethodology with m inim al 

perturbat ion of the system . Different  probes based on the fam ily of 3-hydroxychrom ones 

(3HC)  were synthesized, being organic com pounds highly sensit ive to changes in the 

polar it y of their  environm ent . Their  unique chem ical st ructure leads to the phenom enon 

known as ESI PT ( ÔExcited State I nt ram olecular Proton Transfer Õ) ,  a process by which an 

int ram olecular proton is t ransfered in the excited state leading two the form at ion of two 

states with different  energy levels. As a consequence, these com pounds exhibit  two 

em ission bands instead of one. The posit ion, intensity and rat io of the bands are m odified 

according to changes in the polar it y, hydrogen-bonding potent ial,  and acidit y/ basicit y of the 

m icroenvironm ent  of the probe. The new probes are versat ile reporters of AS aggregat ion, 

part icular ly sensit ive to the ear ly stages and species to which the highest  cytotoxicit y is 

at t r ibuted. The com binat ion of different  polar it y  probes have provided exper im ental data on 

the form at ion and disappearance of pre-am yloid t ransient  interm ediates. 

Spect roscopic data for  the progress curves of  aggregat ion were com plem ented by analysis 

by Atom ic Force Microscopy (AFM) . Through a system at ic study by AFM it  was possible to 
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ident ify the different  species in the self-assem bly process of AS, where each species was 

character ized and cataloged. Studies at  different  tem peratures allowed the evaluat ion of 

their  influence on the k inet ics and therm odynam ics of the aggregat ion. I ncubat ions at  low 

tem perature (4ßC)  helped to define a local energy m inim um  of the aggregat ion coordinate, 

revealing a novel supram olecular species ( the "acuna")  with evidence that  it  is direct ly 

involved in key steps leading to the form at ion of f ibr illar  st ructures. Prelim inary studies on 

SH-SY5Y cells provided evidence that  these species are cytotoxic. Through cryo-

t ransm ission elect ron m icroscopy (Cryo-ET)  st ructural inform at ion was obtained with sub-

nm  resolut ion of the so-called " latent "  acunas.  

These studies have led to the form ulat ion of a new sequent ial aggregat ion schem e (SAS)  

for  AS, based on concepts of colloidal,  polym ers and supram olecular chem ist ry. SAS 

dist inguishes 3 stages of aggregat ion:  m olecular, colloidal and fibr illar  according to the 

found st ructures, their  sequent ial orchest rated interconversion, their  t ransient  presence (or 

absence)  and their  part icular  m orphology. I n addit ion, SAS dist inguishes exergonic and 

endotherm ic stages of the overall process, point ing to a specific local energy m inim um . I t  is 

ant icipated that  this m odel could be useful not  only for  AS and PD but  for  other 

" int r insically  disordered"  am yloid proteins associated with neurodegenerat ive diseases, 

opening the possibilit y  that  a com m on and unified m echanism  m ay exist .  

This thesis features a study encom passing synthet ic organic chem ist ry and st ructural 

biophysics, using high- resolut ion m icroscopy and fluorescent  tools to study and descr ibe 

the ent ire process of the in v it ro aggregat ion of AS, obtaining new relevant  data to the field 

and with im plicat ions in the biom edical context ,  which required and just ify  fur ther 

explorat ion. 

 

Keyw ords: alpha-synuclein, Parkinson’s disease, fluorescent  probes, ESI PT, AFM, cryo-ET, 

oligom ers, interm ediar ies, aggregat ion.  



Agradecim ientos 

1  

Agradecim ientos 

Quiero agradecer y dedicar esta tesis a Eli.  Ella m e abr i� todas las puertas y m e apoy� e 

im puls� en todo. Gracias a ella hoy estoy ac�.  Ella  es para m � un ejem plo, y la considero 

com o los m �s altos est �ndares hum anos. Fue m i direc tora de tesis y m ucho m �s. La puerta 

de su oficina siem pre estaba abierta, su esp�r itu siem pre dispuesto a ayudar, su br illante 

m ente conceb�a incre�bles ideas, y com part �am os un m ism o hum or. Gracias Eli,  por todo lo 

que m e diste, por la confianza que en m � deposit aste, por lo m ucho que m e ensa�aste ( y 

a�n lo haces) , por siem pre m antenerte posit iva y si em pre tener una sonr isa. Gracias 

porque debido a vos hoy soy una m ejor persona. Gracias por tu inagotable calidez com o 

persona. Gracias por tus est �ndares m �s altos y  tu em puje a ir  siem pre por m �s. Conocerte 

tuvo un profundo im pacto en m i v ida. Que tu llam a no se apague y quienes te conocim os 

podam os pasar y contagiar eso que en nosot ros dejaste, para ayudar a hacer de este un 

m undo m ejor. Gracias Eli,  siem pre te recordar� y te llevar � dent ro m �o.  

Quiero agradecer al Dr. Thom as Jovin, o sim plem ente Tom . Gracias Tom , porque m e 

abr iste las puertas en tu laborator io ( j unto con Eli)  sino que m e perm it iste form ar parte del 

laborator io e integrarm e en los proyectos pudiendo com part ir los con vos. I nteraccionar y 

com part ir  el t rabajo con vos ha sido una de las exper iencias m �s grat if icante de m i v ida. 

Jam �s conoc� una persona m �s hum ilde y profunda. Gr acias por perm it irm e viajar  y 

form arm e com o profesional.  Gracias por la confianza que m e puedo acercar a vos para 

com part ir te las ideas m �s locas y las preguntas m �s  tontas. Junto con Eli,  Uds le abr ieron 

las puertas a m i v ida laboral y profesional.  Su influencia tuvo efectos m �s all� de lo 

pensado y lo v isible, y m e perm it ieron crecer y desarrollarm e com o ser hum ano. 

Quiero agradecer a m i m am �. Quien m e dio todo en es ta v ida. Siem pre se encuent ra ah� 

para m �, siem pre est � dispuesta a ayudarm e, siem pre  puedo contar con ella. Todo le puedo 

confiar ,  su confianza y apertura es un verdadero tesoro. Gracias m a porque si no fuera por 

vos no estar �a ac�.  Gracias por la libertad de elec ci�n y de crecim iento que m e diste. 

Gracias por perm it ir  que m e equivoqueÉ hoy toda la form aci�n que m e diste m e perm ite 

elegir  m ejor y crecer en libertad. Gracias por proveerm e de todo para ser hoy quien soy. 

Quiero agradecer a Valent ina, m i esposa, com pa�era y am or de m i v ida. Nos conocim os en 

el m om ento preciso y desde ah� has com pletado m i v ida ( Ò And�bam os sin buscarnos pero 

sabiendo que and�bam os para enco nt rarnosÓ ) .  Gracias por la eterna paciencia que m e 

ten�s. Gracias por tu inconm ensurable am or. Gracias  por que siem pre puedo contar con 

vos, y siem pre m e aportas una m irada dist inta ayud� ndom e a crecer y a ser un m ejor 

hom bre. Gracias por que tu apoyo m e hace pasar por las m �s dif�ciles pruebas. Gracias m i  

am or, por tanto am or y por hacerm e tan feliz.  



Agradecim ientos   

2  

Quiero agradecer a m i T�o Alberto y su fam ilia, qui�n siem pre tuvo t iem po para m �, siem pre 

estuvo dispuesto a ayudarm e (y lo hizo)  y siem pre estuvo presente. Gracias por br indarm e 

los m edios y por apoyar m i libertad. 

Gracias a m i nueva fam ilia Tucum ana, Juan Manuel,  Mar�a Eugen�a e I v �n!  Gracias por 

haberm e recibido y aceptado tan bien. Gracias por abr irm e las puertas y siem pre estar 

dispuestos a apoyar, im pulsar y anim ar. Son verdaderos valores. 

Quiero agradecer a la Dra Lia Piet rasanta. Gracias Lia por siem pre estar ah�.  Gracias porque 

siem pre tuviste un t iem po para char lar  conm igo y conversar. Gracias por siem pre 

interesarte en que andaba y preocuparte porque estuviera bien. Gracias por ense�arm e 

acerca del AFM y perm it irm e tantas veces ut ilizar las instalaciones del CMA. Gracias Lia por 

ayudar a m antener unido al grupo EJARES. Gracias por pelear por todos nosot ros. Gracias 

porque jam �s fuiste de los que busca n su tajada. Gracias por tantas veces poner la ot ra 

m ej illa. Gracias Lia, porque tam bi�n de vos aprend�  m uchas cosas que adm iro. 

Gracias al Maest ro y am igo personal Claudio Borsa!  Que gran persona y cient �f ico!  

Excelente en todo, siem pre dispuesto a ayudar, hum ilde y servicial.  Cuan bien m e hizo 

conocerte Claudito, cuanto m e has ayudado y ense�ad o!  El verdadero ÒHeroeÓ É siem pre 

poniendo el hom bro!  Gracias Herm ano!  

Quiero agradecer a Luciana, quien fue un gran apoyo para poder term inar la tesis. Siem pre 

te m ost raste am able y dispuesta conm igo. Gracias por las palabras de aliento y ayudarm e 

en la m edida que te fue posible. Gracias por todo lo que m e ense�aste y por haber 

aceptado ser m i directora asistente. Gracias Lu!  

Quiero agradecer al Dr. Pedro Aram end�a. Gracias Pedro porque m e viste com enzar y 

term inar. Porque durante todo este t iem po, siem pre extendiste am abilidad y disposici�n. 

Porque m e ayudaste con las becas junto a Eli.  Gracias porque la puerta de tu oficina 

siem pre estuvo abiertaÉ siem pre. Gracias p or ayudarm e con todo lo que pudiste y j am �s  

ponerm e t rabas. Tam poco estar �a hoy ac� si no fuera  por vos. 

Al Dr. Fernando Stefani,  por ser ot ra persona que ayud� a m antener unido al grupo. 

Gracias por ayudarm e perm it i�ndom e term inar m i tesi s, luchando por el lugar de t rabajo y 

recursos y gracias por las char las e intercam bios cient �f icos que siem pre fueron m uy 

product ivos. 

Gracias Dr. Oscar Varela, porque hubo m uchos m om entos que necesite de su ayuda y 

asistencia y la recib�.  Gracias por siem pre m ost rarse am able y dispuesto a ayudarm e. 

Gracias por hacer lo desinteresadam ente.  

Quiero agradecer a m is am igos del alm a. Gracias Marcos, Nico y Nico o com o yo los 

conozcoÉ Portu, Feta y Tecla!  Gracias m uchachos por  ser am igos tan fieles. Com o dice el 

Buen Libro:  ÒHay  am igos m �s fieles que un herm anoÓ . Yo tengo t res am igo s que considero 



Agradecim ientos 

3  

m is herm anos. Gracias porque a t rav�s de tanto t iem po y tantas cosas siem pre estuvieron 

ah�É y s� que lo seguir �n estando.  

Gracias Ber!  Ot ro gran am igo de toda la v ida!  Siem pre presente, sobretodo cuando m �s te 

necesit �.  Siem pre puedo contar con vosÉ en todo!  Un  verdadero am igo y herm ano. 

Gracias Eve!  Am iga fiel y buena!  Gracias Eve, porque siem pre estuviste ah� para 

rescatarm e, para consolarm e, para ayudarm e, para salvarm e tantas veces y de tantas 

form as dist intas, para darm e fuerzas, para ser confidenteÉ gracias por tu am istad!  Es un 

verdadero tesoro para m �. Gracias porque hoy tam bi� n llegu� ac� gracias a vos, posta!  

Quiero agradecer al grupo de O.A.H. G, GG, GGG, D, S y N. Gracias m uchachos. Son de 

gran valor para m �. Gracias por todas las j untadas, las v iciadas y gracias por siem pre 

dejarm e ganar!  ( j ajaj ,  m ent ira! ) .  Gracias Guto, Germ i, Guille, Diego y Nico por su am istad. 

Gracias Germ i por ser un am igo constante. Gracias Apple por que cuando te he buscado 

estuviste all�.  Gracias por la sincer idad y honest idad. Gracias loco por las m uchas char las 

de pasillo, claves en m uchos m om entos. Pr �st ! . . .  �a �a�a  

Quiero agradecer a Jim e, com pa�era y am iga. Gracias  Jim e por la constante buena onda. 

Gracias por reir te de todos m is chistes (a�n de los  m alos) . Gracias por bancarm e en tantos 

exper im entos tediosos y por aportarm e siem pre algo posit ivo. Es excelente t rabajar con 

vos, y a�n m ejor ser tu am igo. TQM.  

Quiero agradecer a Yani,  ot ra gran com pa� era y am iga. Gracias Yani, porque no conozco 

ot ra persona con tanta dedicaci�n y ah�nco. Gracias por que tu apoyo m e ayud� a term inar 

m uchas cosas que quiz�s de ot ra m anera hubieran que dado a m edia o inconclusas. Gracias 

por siem pre darm e anim o e im pulsarm e a seguir .  Gracias por la libertad y el intercam bio de 

ideas. 

Quiero agradecer a Guille, con quien com part im os m ucho. Aunque hoy nuest ros cam inos se 

hayan distantes, quiero agradecer le por los buenos m om entos, y todo aquello com part ido 

com o am igos. No lo olv idar �.  

Quiero agradecer a Sebas, un am igo a quien siem pre pude recurr ir .  Gracias por tantas 

veces que m e salvaste, y por toda la ayuda que m e diste a�n a la distancia. Gracias por 

que siem pre pude char lar  abiertam ente con vos y vos ser honesto conm igo en todas las 

ocasiones.  

Quiero agradecer le a Ast r id (Aster ix) .  Gracias am iga por siem pre estar ah�.  Te conoc� m as 

profundam ente com o la esposa de m i m ejor am igo, pero hoy te considero m i am iga 

personal. Gracias por que siem pre m e entendiste y com part im os un m ism o hum or. Gracias 

por haber com part ido t rabajo j untos, por la confianza y la paciencia!  Que bueno que 

hayam os podido publicar lo!  Hay que ir  por m �s!  TQM.  



Agradecim ientos   

4  

Gracias tam bi�n a Ò los PablosÓ !  (parece que tengo l os am igos duplicados, por si alguno se 

rom pe tengo repuestoÉ necesito ot ro m arcos, j aja) . Gracias  am igos por estar presentes. 

Gracias por tantas cosas com part idas y por siem pre apoyarm e y darm e �nim o.  

Gracias Fer D.!  Porque siem pre m e ayudaste!  Jam �s m e cerraste la puerta y siem pre 

tuviste m �s que uno s sim ples m inutos para m �. Gracias por las discusiones y las ideas. 

Gracias por im pulsarm e a seguir  y siem pre darm e �ni m o. 

Gracias Olga!  Gracias por ser una am iga. Gracias por que cuando te necesitaba o te busqu� 

siem pre pude encont rarte. Gracias por el t iem po y las conversaciones. Gracias por la buena 

onda y el apoyo. 

Gracias a todo el grupo EJARES, Car la, Coluccio, Fuentes, Luc�a, Mart in, Fran, Am paro, 

Cecilia y Eva (de los cuales algunos ya se fueron) . Gracias por ser un grupo excepcional de 

personas. Excelentes profesionales. Gracias a cada uno, por las char las que hem os tenido y 

el intercam bio de idea y opiniones. Siem pre dispuestos a ayudar. 

Gracias a las chicas del CMA!  Siem pre m e recibieron con una sonr isa, y siem pre que 

pudieron m e ayudaron y si no fuera por ellas nunca tendr�a turnos para el AFM. Gracias a 

todas por la buena onda. 

Quiero agradecer a toda la gente del Dpto de Qu�m ica Org�nica, por ayudarm e a 

pertenecer ah� y abr irm e las puertas. Gracias a todos los que alguna vez m e salvaron, con 

alg�n react ivo o solvente que m e faltaba.  

Seguram ente m e olv ido de alguien. Gracias a todos los que estuvieron ah� en alguna 

m edida, durante toda esta etapa. Finalm ente llegu� y nunca est � de m �s agradecerÉ 

Gracias!  

Jonathan.-  



!

!
 

"!#$%&!'%()*+,(-.!*,/0-1)(-.!

*,23%4)2+).!)5)/0$,!6!$78&!

972*-!+)!,$:%4-(;&!

 

<=>?>@<!A!BC>C><<!

 





D-/%2-!0$E*%4,!)2+()!)$!(7%4,!6!$-!0(%F-!
6!0%)2F-!)2!$-!0-8!G7)!F)!07)4)!)2*,2+(-(!)2!)$!F%$)2*%,&!
#2!*7-2+,!F)-!0,F%H$)!6!F%2!()24%(+).!
/-2+;2!H7)2-F!()$-*%,2)F!*,2!+,4-F!$-F!0)(F,2-F&!
#272*%-!+7!:)(4-4!4)!72-!/-2)(-!F)()2-!6!*$-(-!
6!)F*7*I-!-!$,F!4)/EF.!%2*$7F,!-$!+,(0)!)!%J2,(-2+).!
+-/H%;2!)$$,F!+%)2)2!F7!0(,0%-!I%F+,(%-&!
#FG7%:-!-!$-F!0)(F,2-F!(7%4,F-F!6!-J()F%:-F.!
6-!G7)!F,2!72!3-F+%4%,!0-(-!)$!)F0K(%+7&!
L%!+)!*,/0-(-F!*,2!$,F!4)/EF.!+)!:,$:)(EF!:-2,!6!-/-(J-4,.!
07)F!F%)/0()!I-H(E!0)(F,2-F!/EF!J(-24)F!6!/EF!0)G7)1-F!G7)!+M&!
'%F3(7+-!4)!+7F!;N%+,F!$,!/%F/,!G7)!4)!+7F!0$-2)F&!
O-2+;2!)$!%2+)(;F!)2!+7!0(,0%-!*-(()(-!
0,(!I7/%$4)!G7)!F)-.!)$$-!)F!72!:)(4-4)(,!+)F,(,!
)2!)$!3,(+7%+,!*-/H%-(!4)!$,F!+%)/0,F&!
L;!*-7+,!)2!+7F!2)J,*%,F!07)F!)$!/724,!)F+E!$$)2,!4)!)2J-1,F.!
/-F!2,!4)5)F!G7)!)F+,!+)!:7)$:-!*%)J,!0-(-!$-!:%(+74!G7)!)N%F+)&!
P-6!/7*I-F!0)(F,2-F!G7)!F)!)F37)(8-2!0,(!-$*-28-(!2,H$)F!%4)-$)F&!
Q-!:%4-!)F+-!$$)2-!4)!I)(,KF/,&!
L;!F%2*)(,!*,2+%J,!/%F/,.!)2!)F0)*%-$!2,!3%25-F!)$!-3)*+,!
R!2,!F)-F!*K2%*,!)2!)$!-/,(.!
07)F!)2!/)4%,!4)!+,4-F!$-F!-(%4)*)F!6!4)F)2J-1,F.!
)F!0)()22)!*,/,!$-!I%)(H-&!
!
"*-+-!4S*%$/)2+)!)$!*,2F)5,!4)!$,F!-1,F!
-H-24,2-24,!*,2!4,2-%()!$-F!*,F-F!4)!$-!57:)2+74&!
D7$+%:-!$-!3%(/)8-!4)$!)F0K(%+7.!
0-(-!G7)!+)!0(,+)5-!)2!$-F!-4:)(F%4-4)F!()0)2+%2-F&!
O7*I,F!+)/,()F!2-*)2!4)!$-!3-+%J-!6!$-!F,$)4-4&!
L,H()!72-!F-2-!4%F*%0$%2-.!F)!H)2%J2,!*,2+%J,!/%F/,&!
TM!)()F!72-!*(%-+7(-!4)$!72%:)(F,&!
9,!/)2,F!G7)!$-F!0$-2+-F!6!$-F!)F+()$$-F.!
+%)2)F!4)()*I,!-!)N%F+%(&!
R!F)-!G7)!+)!()F7$+)!*$-(,!,!2,.!
%2474-H$)/)2+)!)$!72%:)(F,!/-(*I-!*,/,!4)H%)(-&!
!
U,(!)F,!4)H)F!)F+-(!)2!0-8!*,2!'%,F!
*7-$G7%)(-!G7)!F)-!+7!%4)-!4)!#$&!
R!F)-2!*7-$)FG7%)(-!+7F!+(-H-5,F!6!-F0%(-*%,2)F.!
*,2F)(:-!$-!0-8!*,2!+7!-$/-!)2!$-!H7$$%*%,F-!*,237F%S2!4)!$-!:%4-&!
"M2!*,2!+,4-!F7!3-(F-.!0)2-$%4-4)F!6!F7)1,F!3-$$%4,F.!
)$!/724,!)F!+,4-:K-!I)(/,F,&!
L;!*-7+,.!V)F37;(8-+)!0,(!F)(!3)$%8W!

')F%4)(-+-!
!"#$%&'("))*$



 



Œ ndice 

i 

 

Œ ndice 

 P�gina  

Cap�tulo 1:  I NTRODUCCI îN GENERAL  1 

1.1 Ensam blado y Asociaci�n de Prote�nas . 3 

1.2 Sistem as de cont rol de calidad de prote�nas.  5 

1.3 Agregaci�n y enferm edades  neurodegenerat ivas. 6 

1.4 La enferm edad de Parkinson y alfa-sinucle�na. 7 

1.5 Olig� m eros e interm ediar ios -  Term inolog�a. 12 

1.6 Fluorescencia y la agregaci�n am iloidea . 13 

1.7 Sondas basadas en el fen�m eno de ESI PT . 16 

1.8 Microscop�a de Fuerza At �m ica  (AFM) . 19 

1.9 Objet ivos de la Tesis. 21 

Bibliograf�a 23 

  

Cap�tulo 2:  SONDAS ESI PT 3-HI DROXI CROMONAS -  SI NTESI S Y PROPI EDADES 
ESPECTROSCîPI CAS  

31 

I nt roducci�n  33 

2.1 S�ntesis de sondas 3-hidroxicrom onas ESI PT. 33 

2.2 El fen�m eno ESI PT.  34 

Resultados -  S�ntesis 42 

2.3 Subfam ilia 2- furano-3HC. 42 

2.4 Esquem a general de s�ntesis de 3HC ESI PT. 54 

2.5 S�ntesis MFC-2 (12) . 55 

2.6 Subfam ilia 2- t iofeno-3HC. 56 

2.7 Subfam ilia 4-brom ofenil-3HC. 58 

2.8 Subfam ilia 4-diet ilam inobenceno-3HC. 60 

2.9 Subfam ilia 7-piperazino-2- t iofeno-3HC. 62 

Resultados -  Propiedades Espect rosc�p icas 66 

2.10 Propiedades Espect rosc�picas de Sondas 3HC ESI PT. 66 

2.11 Grupo A. 67 

2.12 Grupo B. 73 

2.13 Grupo C. 77 



Œ ndice    

ii 

2.14 Grupo D. 80 

Discusi�n  83 

Detalles Exper im entales 85 

Bibliograf�a 105 

  

Cap�tulo 3:  MONI TOREO CON SONDAS ESI PT DE LA AGREGACI îN DE ALFA -

SI NUCLEŒ NA  

109 

I nt roducci�n  111 

3.1 Agregaci�n Am iloidea.  111 

3.2 M�todos para el m onitoreo de la agregaci�n de A S. 112 

3.3 Sondas ESI PT com o sondas de polar idad. 115 

Resultados 117 

3.4 Expresi�n de AS wild - type y m utantes m onociste�na. 117 

3.5 Marcaci�n de AS . 118 

3.5 Reproducibilidad en la agregaci�n de AS . 119 

3.6 Agregaci�n de AS a 37ß C con aducto A140C-MFC. 120 

3.7 Dicro�sm o circular  y anisot rop�a de fluorescencia. 126 

3.8 I nfluencia del porcentaje de la sonda en la agregaci�n de  AS. 127 

3.9 Agregaci�n a alta tem peratura (70ß C) . 127 

3.10 Agregaci�n con ot ras sondas de polar idad . 130 

3.11 Agregaci�n con ot ros aductos ESI PT . 134 

Discusi�n  142 

Mater iales y M�todos  145 

Bibliograf�a 155 

  

Cap�tulo 4:  MI CROSCOPŒ A DE FUERZA ATîMICA Y EL PROCESO DE AGREGACI îN 

DE ALFA-SI NUCLEŒ NA  

159 

I nt roducci�n  161 

4.1 Modelos de agregaci�n de AS . 161 

4.2 Esquem a de la agregaci�n de AS . 161 

4.3 Microscop�a de Fuerza At �m ica (AFM)  I I .  163 

4.4 Deposici�n de la m uest ra . 164 

Resultados 166 

4.5 Monitoreo de la agregaci�n a 37ß C. 166 



Œ ndice 

iii 

4.6 Monitoreo de la agregaci�n a 70ß C. 170 

4.7 I ncubaci�n de AS a baja tem peratura  (4ß C) . 174 

4.8 An�lisis m orfol�gico de im �genes de AFM . 176 

4.9 Preservaci�n de acunas en el t iem po . 179 

Discusi�n  183 

Mater iales y M�todos  190 

Bibliograf�a 191 

  

Cap�tulo 5:  I NTERMEDI ARI OS TEMPRANOS EN LA AGREGACI îN DE  ALFA-

SI NUCLEŒ NA  

195 

I nt roducci�n  197 

5.1 Especies interm ediar ias tem pranas. 197 

5.2 Morfolog�a y citotoxicidad. 197 

5.3 Visualizaci�n de est ructuras nanom �t r icas supra m oleculares y 
crecim iento fibr ilar .  

202 

Resultados 206 

5.4 Acunas latentes de wtAS y dist intas sondas fluorescentes. 206 

5.5 AFM bajo l�quido de acunas latentes. 207 

5.6 Tom ograf�a cr iog�nica por Microscopio de Transm isi�n (Cr io -ET) . 208 

5.7 AFM sobre ot ros sust ratos. 211 

5.8 Protocolos de lavado en AFM. 212 

5.9 Acunas com o sem illas de la agregaci�n . 213 

5.10 Microscop�a de Barr ido Elect r �nico (SEM) . 219 

5.11 Efecto de diluci�n isot �nica . 219 

5.12 Polim orfism o de acunas. 222 

5.13 I ncubaci�n y form aci�n d e acunas de wtAS y A30P. 222 

5.14 Estudio prelim inar de toxicidad de acunas. 223 

Discusi�n  227 

Mater iales y M�todos  231 

Bibliograf�a 235 

  

Conclusiones Generales 239 

  



Œ ndice    

iv 

 

 



 

v 

Abreviaturas 

aa am ino�cido  

A§ p�pt ido am iloide §  

AS !- sinucle�na, alfa-sinucle�na 

AFM m icroscop�a de fuerza at �m ica  

3HC 3-hidroxicrom ona 

ESI PT Transferencia Prot �nica I nt ram olecular en el Estado  Excitado 

N estado basal Norm al 

T estado basal Tautom �r ico 

N*  estado excitado Norm al 

T*  estado excitado Tautom �r ico  

ESI CT Transferencia de Carga I nt ram olecular en el Estado Excitado 

3HF 3-hidroxiflavona 

HBO 2- (2’-hidroxifenil)benzoxazole  

diCN-HBO 2- ( (2- (2-hidroxifenil)benzo[ d] oxazol-6- il)m et ilen) -m alononit r ilo 

SAN p-N,N-ditolilam inosalicilaldehido 

BPI  1,3-bis(2-pyr idylim ino) isoindoline 

PT t ransferencia prot �nica  

DP donores de protones 

AP aceptores de protones 

!d m om ento dipolar 

k x constante de velocidad del proceso X 

CT t ransferencia de carga 

CT*  t ransferencia de carga en un estado excitado 

p.e. por ejem plo 

nm  nanom et ros 

Em  longitud de onda de em isi�n  

Ex longitud de onda de excitaci�n  

De dador de elect rones 

Ae aceptor de elect rones 

DPe dador de protones y elect rones 

APe aceptor de protones y elect rones 

eq equilibr io 

CCD crom atograf�a de capa delgada 

TEA t r iet ilam ina 

AcCl cloruro de acilo 

DCM diclorom etano 

DMF dim et ilform ilam ida 



Abreviaturas   

vi 

EtOH etanol et �lico 

MW m icroondas 

QY rendim iento cu�nt ico de fluorescencia  

QS sulfato de quinina 

FE 3-hidroxiflavona 

U.A. unidades arbit rar ias 

LB cuerpos de Lewis 

EP enferm edad de Parkinson 

CD dicro�sm o circular  

ANS 1,8-anilinonaftalenesulfonato 

Bis-ANS 4,4"-bis-1,8-anilinonaftalenesulfonato 

NR rojo de nilo 

DCVJ 4- (dicianovinil) j ulolidina 

Thio-T Tioflavina-T 

CR rojo congo 

kapp constante aparente de elongaci�n  

kagg constante de agregaci�n de m on�m ero  

 t iem po requer ido para alcanzar la m itad de valor m �xim o de intensidad  

 fracci�n norm alizada de m on�m ero convert ido en fibr a 

[ AS]  concent raci�n de alfa sinucle�na ( !M) 

fbs fuzzy balls  

ffs fuzzy fibers 

dfs denuded fibers 

m afs m atures am yloid fibr ils 

SAS sequent ial aggregat ion schem e 

SUMO sm all ubiquit in- like m odifier  

RH radio hidrodin�m ico  

RMN resonancia m agn�t ica nuclear  

Hsp Heat  Shock Protein 

NAC  ÔNon-Am yloid-Com ponent Õ o Com ponente No Am iloideo 
Crio-ET  ÔCryo-Elect ron Tom ographyÕ o Tom ograf�a Cr io-Elect r �nica  

MFC 6-m aleim ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona 

MFC-2 6- (3-m aleim ido-N-propanam ida) -2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona 

7-MFE 7- (3-m aleim ido-N-propanam ida) -2- (4-diet ilam inofenil) -3-
hidroxicrom ona 

  

  

 



 

 

 

 

 

CAPŒTULO 1  
 

I NTRODUCCI îN  GENERAL  

 



I nt roducci�n    

2  



Cap�tulo 1  

3  

 

Ensam blado y Asociaci�n de Prote �nas  

Las prote�nas se encuent ran v inculadas en todos los procesos fundam entales de la v ida y el 

funcionam iento celular . Despu�s de su s�ntesis en el r ibosom a, la cadena polipept �dica 

em erge al citosol en un estado desordenado o aleator io denom inado Ôrandom  coilÕ desde el 

cual procede r �pidam ente hacia un estado plegado co n la form aci�n de su est ructura 

secundar ia, terciar ia y (a veces)  cuaternar ia, de m anera de ser liberada al citosol en su 

form a nat iva, plegada, estable y funcional.  En este proceso una prote�na adquiere una 

est ructura t r idim ensional funcional (Figura 1.1) .1 

 
Figura 1 .1  Esquem a sim plificado de los estados inicia les y fina les del plegam iento proteico a  part ir  de 
una cadena polip�pt �dica  reci�n sintet izada ( A daptado de Ref. 1 ) . 

Existe una relaci�n directa ent re su est ructura t r idim ensional y la funci�n asociada, relaci�n 

que se conoce com o est ructura- funci�n. 2 Las cadenas laterales de los am ino�cidos 

incorporados poseen una diversidad de funcionalidades:  �cidos, bases, alcoholes, am inas, 

am idas, com puestos arom �t icos, alqu�licos ( tanto ram ificadas com o de cadena lineal)  y 

hasta grupos que cont ienen azufre. Las m odificaciones covalentes tales com o glicosilaci�n, 

fosfor ilaci�n, desam idaci�n  y oxidaci�n aum entan a�n m �s la diversidad qu�m ica.  Una ser ie 

de factores com o la secuencia de am ino�cidos, el di solvente (agua o bicapa lip�dica) , 3 la 

naturaleza concent raci�n de sal(es) , el pH, la tem p eratura, y la interacci�n con ot ras 

m ol�culas, com o p.e. chaperonas m oleculares, influy en en la conform aci�n t r idim ensional 

resultante.4 

La conform aci�n  nat iva de una prote�na es generalm ente estable y soluble con una 

tendencia m �nim a de proseguir  hacia una agregaci�n aberrante. A�n as�,  incluso las 

prote�nas que se pliegan con �x ito en su est ructura nat iva est �n sujetas a  fluctuaciones 

aleator ias de conform aci�n que pueden conducir  a la form aci�n t ransitor ia de  estados 

interm edios m �s propensos de  la agregaci�n.  

El hecho es que existe un enorm e n�m ero de posibles configuraciones que una cadena 

polipept �dica puede adoptar.  La paradoja de Levinthal5 observa que si una prote�na se 

pliega de form a secuencial en todas las conform aciones posibles (3300) ,  se necesitar �a una 

cant idad ast ron�m ica de t iem po (10 27 a�os)  para hacer lo. E l plegam iento de prote�nas debe 
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ocurr ir  dent ro de un plazo de t iem po biol�gicam en te fact ible (!s-m s)  por lo que se excluye 

la posibilidad de un m ecanism o aleator io de b�squeda de plegam iento de las prote�nas. 1 El 

plegam iento hacia el estado nat ivo es un proceso r �pid o y robusto. De aqu� surge el 

concepto de una superficie de potencial en form a de em budo.6,7 Este form alism o te�r ico 

descr ibe la progresi�n de las cadenas polipept �di cas desplegadas a lo largo de una 

superficie de energ�a hacia la est ructura com pacta nat iva (Figura 1.2) .  

 
Figura 1 .2  Esquem a sim plificado del la  superficie  de energ�a  con form a de em budo para  e l plegam iento 
de prote �nas hacia  su conform aci�n nat iva . A part ir  de una var iedad d e conform aciones inicia les 
a leator ias ( Ôrandom  coilÕ )  se com ienza e l ÒdescensoÓ de energ�a  por  la  super ficie  ( cam inos de flechas)  
guiado por  la  m inim izaci�n de la  energ�a  libre y la  re laci�n ent re e l n �m er o de contactos nat ivos y e l 
n �m ero de contactos ent re  residuos realizados. Una m ism a secuencia  de am ino�cidos puede recorrer  
dist intos cam inos que se postulan confluir  en un punto cr �t ico. La regi�n cr �t ica  es e l punto de 
ensilladura correspondiente a l estado de t ransici�n ( representado por un conjunto de conform aciones 
posibles) , que representa  la  barrera  que todas las m ol�cu las deben superar  para  a lcanzar  e l estado 
nat ivo. Las esferas am arillas representan t res Òres iduos claveÓ en la  est ructura , que ayuda n a  dir igir  y 
establecer  la  topolog�a  general del plegam iento nat ura l. La  est ructura  del estado nat ivo se m uest ra  en 
la  parte  infer ior  de la  superficie  ( Adaptado de Ref. 7 ) . 

En el Ò em budo energ�t icoÓ ,  el estado inicial desplegado posee la m ayor energ�a libre y su 

m inim izaci�n de energ�a se puede considerar com o un  ensam ble de m �lt iples 

conform aciones, donde residuos claves estabilizan la est ructura nat iva, favorecidos 

term odin�m icam ente por una m enor energ�a libre. En general la m ayor�a de sus zonas 

hidrof�bicas se encuent ran protegidas (en la m edida  que sea posible)  de la exposici�n al 

m edio polar acuoso.5 La form aci�n de enlaces de hidr �geno int ram olecula res ofrece una 

im portante cont r ibuci�n a la estabilidad de la prot e�na. 6 Los enlaces de hidr �geno 

estabilizan elem entos est ructurales secundar ios com o p.e. las conocidas "-h�lice y l�m ina -

§. 7 
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La caracter izaci�n de la m ult itud de estados conform aci onales de este panoram a energ�t ico 

no s�lo es crucial para una com prensi�n de los fact ores determ inantes del plegam iento y 

funci�n de las prote�nas, pero tam bi�n cont iene pis tas cruciales sobre reacciones 

secundar ias tales com o la agregaci�n de prote�nas ,8 donde cam bios sut iles en el equilibr io 

de fuerzas pueden conducir  hacia prote�nas m al plegadas y / o agregadas. 

 
1 .2  Sistem as de cont rol de  ca lidad de prote �na s. 

La secuencia de am ino�cidos de cada prote�na cont ie ne (en pr incipio)  la inform aci�n que 

especifica tanto la est ructura nat iva com o la v�a para alcanzar ese estado, y aunque la 

m ayor�a de las prote�nas globulares son capaces de asum ir  su estado nat ivo de m anera 

independiente, el plegam iento asist ido es a m enudo necesar io en el m edio int racelular  

superpoblado de m anera de evitar  un m al plegam iento y una consecuente agregaci�n. 

Prote�nas especializadas llam adas chaperonas ayudan y asisten en el plegam iento de ot ras 

prote�nas. 9 Las chaperonas se asocian con m ecanism os de cont rol celulares de hom eostasis 

de prote�nas. 10 La proporci�n de prote�nas m al plegadas aum enta ge neralm ente bajo 

condiciones de est r �s oxidat ivo, y es en estas circ unstancias que los niveles de cier tas 

chaperonas int racelulares (com �nm ente denom inadas ÔHeat  Shock ProteinsÕ o Hsp)  se ven 

increm entados.11 Chaperonas com o la Hsp100, Hsp90, Hsp70 y Hsp60 no s�lo asisten el 

plegam iento proteico sino que tam bi�n ayudan a prev enir  la agregaci�n indeseada al 

suavizar la superficies de energ�a. 12 Las Hsp m ejoran la tasa de plegado por lo que 

dism inuye la poblaci�n de esp ecies parcialm ente plegadas, previniendo la form aci�n de 

interm edios propensos de interacciones interm oleculares indeseadas. Adem �s, las 

chaperonas pueden dir igir  prote�nas m al plegadas hacia la m aquinar ia de degradaci�n. 13  

En l�neas generales, los m ecanism os encargados de cont rolar  y elim inar prote�nas m al 

plegadas consisten b�sicam ente en la acci�n de las chaperonas y el sistem a de degradaci�n 

proteasom al dependiente de ubiquit ina (SPU) .14 Cuando las chaperonas fallan en la 

asistencia al plegam iento y son incapaces de Ò rescatar Ó  a las prote�nas, ent ra en acci�n el 

sistem a proteasom al. Este consiste de un com plejo proteico capaz de reconocer la prote�na 

m al plegada en form a directa o a t rav�s del reconoc im iento de la prote�na ubiquit inilada. 14  

En c�lu las de m am �feros existen t res clases de proteasom as;  la m �s im portante, 

denom inado 26S, depende de ubiquit ina. Existe un tercer sistem a de cont rol,  la autofagia, 

que se basa en ves�culas que engullen porciones del citoplasm a y los ent regan a los 

lisosom as donde se degrada el contenido capturado. Una respuesta altam ente act ivada de 

autofagia se observa en las enferm edades de Hunt ington, Parkinson y Alzheim er, 

presuntam ente com o una respuesta protectora a la acum ulaci�n de prote�nas t �x icas o 

agregados.15  
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1 .3  Agregaci�n  y enferm edades neurodegenerat ivas. 

A pesar de los r igurosos m ecanism os celulares de regulaci�n y asistencia al plegam iento de 

prote�nas, hay num erosos ejem plos de acum ulaci�n de  prote�nas m al plegadas, quienes se 

auto-ensam blan y asocian form ando agregados en diferentes tej idos, causando la m uerte 

celular  y la degeneraci�n del tej ido. En el poblado entorno de la c�lula tales especies 

pueden tener una m ayor tendencia hacia la form aci�n de olig�m eros peque�os o part �culas 

m �s grandes que inician la cascada am i loidea. Existe una relaci�n ent re la edad y la 

am iloidosis, ya sea por el desgaste de los sistem as de cont rol de calidad y degradaci�n, o 

por la acum ulaci�n de cant idades no despreciables de prote�nas parcialm ente plegadas 

(Figura 1.3) . 

 
Figura 1 .3  I lust raci�n de la  superficie  de energ�a  com binada del plegam iento de prote �nas hacia  e l 
estado nat ivo ( gr is claro)  y e l proceso de agregaci�n ( gr is oscuro) . La  zona de color  gr is claro se 
corresponde con el em budo energ� t ico discut ido  e ilust rado previam ente ( Figura 1 .2 ) . Se m uest ran la  
var iedad de conform aciones y especies para  cada caso. La fibra  am iloidea corresponde a l m �nim o de 
energ�a  en cualquiera  de los casos ( Adaptado de ref . 8 ) . 

La agregaci�n de prote�nas es en la actualidad v ist o com o una posibilidad int r �nseca de las 

reacciones de plegam iento y asociaci�n de prote�nas  que am enazan constantem ente el 

entorno celular . En funci�n de lo discut ido previam ente, el pr im er y necesar io evento que 

prom ueve el proceso de agregaci�n en prote�nas es l a disrupci�n del estado funcional 

plegado nat ivo y la consecuente adopci�n de un esta do no-nat ivo parcial o totalm ente 

desplegado.16,17 La form a m �s sencilla de prom over la fibr ilizaci�n  am iloidea in v it ro,  es 
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exponer a la prote�na a condiciones que prom uevan un desplegam iento substancial de su 

estado nat ivo con la posibilidad de establecer uniones no covalente interm oleculares.4 Esta 

condiciones incluyen valores ext rem os de pH, altas tem peraturas y presiones, y el uso de 

co-solventes org�nicos, lo que or igina una ser ie de es tados m al-plegados significantes, en 

donde los grupos hidrof�bicos, am ida y carbonilo de l esqueleto del polip�pt ido quedan 

significat ivam ente expuestos al m edio acuoso. 

Durante las � lt im a s dos d�cada s, la agregaci�n de prote�nas ha n sido reconocidos en por lo 

m enos 40 enferm edades, que se caracter izan por la deposici�n de fibras y  placas 

am iloideas de prote�nas precursoras diferentes.  Algunas de estas enferm edades am iloideas 

son poco frecuentes, m ient ras que ot ras condiciones son m uy com unes, tales com o la 

enferm edad de Alzheim er (p�pt ido am iloide, A§ ) , la enferm edad de Parkinson (alfa-

sinucle�na, AS) , esclerosis lateral am iot r �f ica ( super�x ido dism u tasa, SOD) , enferm edad de 

Hunt ington (Hunt ingt ina o Ht t  con una expansi�n de poliglutam inas, Poli-Q) , y 

encefalopat �as espongiform es (prote�na del pr i�n , Prp) . Estas enferm edades son 

actualm ente incurables, con t ratam ientos paliat ivos y sintom �t icos m om ent �neos, y se 

consideran un problem a de salud grave para la poblaci�n que env ejece. Aunque no existen 

sim ilitudes de secuencia ent re las prote�nas precursoras, las enferm edades com parten una 

caracter �st ica com �n:  estas prote�nas se agregan en  dep�sitos insolubles, por lo general 

f ibr ilares, r icos en l�m inas -§, com �nm ente conocida com o "am iloide as" . Los factores que 

provocan la agregaci�n y la funci�n de agregaci�n e n la degeneraci�n celular  a�n no se 

ent ienden en su totalidad. 

 

1 .4  La  enferm edad de Park inson y a lfa - sinucle �na .  

La enferm edad de Parkinson (EP)  es un t rastorno neurodegenerat ivo progresivo que afecta 

la funci�n del sistem a fisiol�gico m ot r iz. 18 Su incidencia esta relacionado con la edad y el 

paso de los a�os, donde se regist ran casos de m enos  del 0.5%  para personas m enores a 

40 a�os, m �s de 0.6%  ent re los 65 y 69 a�os, y 2.6%  ent re los 84 y 89 a�os (da tos 

tom ados de un estudio realizado en Europa en el a�o  2000) .19 EP se caracter iza por los 

siguientes s�ntom as:  ( i)  tem blor en reposo, ( ii)  r igidez m uscular, ( iii)  bradiquinesia ( lent itud 

de los m ovim ientos voluntar ios)  y ( iv)  p�rdida de reflejos posturales ;  donde 2 de estas 4 

m anifestaciones son suficientes para realizar un diagn�s t ico cl�nico y el 85%  de los 

pacientes presentan el s�ntom a de tem blor en reposo. La habilidad cognit iva no se ve 

afectada en EP durante las etapas tem pranas de la enferm edad, aunque con el progreso 

aparecen ot ros s�ntom as tales com o un rost ro r �gido inexpresivo, inestabilidad postural,  

aquinesia (m ovim ientos corporal desparejo) , depresi�n e incom petencia cognit iva. Hasta la 

actualidad no existen m arcadores m oleculares y su diagn�st ico se basa en las 

m anifestaciones cl�nicas.  
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De acuerdo a la sintom alog�a de EP, Edouard Br issaud postul� la hip�tesis que la zona del 

cerebro m �s afectada deber�a ser  la sustancia nigra.20 Esta hip�tesis fue avalada por el 

t rabajo pionero de Freder ic Lewy, quien descubr i� part �culas m icrosc�picas ( llam adas 

poster iorm ente cuerpos de Lewy en su honor) 21 en zonas afectadas del cerebro. Junto con 

los estudios de Konstantn Tret iakoff,22 quien realiz� estudios postm ortem  de la sustancia 

nigra,  se encont r � una alteraci�n espec�fica de es ta zona junto con la presencia de los CL 

obteniendo evidencia contundente que esta regi�n de l cerebro era la pr incipalm ente 

afectada por EP idiop�t ico y post -encef�lico  (Figura 1.4) . 

 
Figura 1 .4  ( I zq.)  Secci�n del cerebro a  la  a ltura  de los ojo donde se  puede apreciar  la  p� rdida de las 
c� lulas de la  sustancia  nigra  del cerebro com o causa de la  enferm edad de Park inson ( tom ado de 
m edlineplus.gov) . ( Der .)  I m agen de 3  Cuerpos de Lew y inm unom arcados con Ubiquit ina  y AS. Escala  =  
1 0 !m  ( Adaptado de Ref. 2 3 ) . 

Estas inclusiones citoplasm �t icas p oseen un cent ro denso del que ir radian fibras24 y  se 

caracter izan por una arquitectura regular ordenada con una est ructura secundar�a defin ida 

de l�m ina -§ y l�m inas -§-ent recruzadas,25 inexistentes en el estado inicial m onom �r ico. Hay 

diferentes posibilidades en consideraci�n a l os cuerpos de Lewy:  ( i)  son una causa de la 

m uerte neuronal,  ( ii)  una consecuencia de ella o ( iii)  son un epifen�m eno que no guarda 

relaci�n  alguna. Dist intas aproxim aciones intentan establecer la relaci�n ent re la 

enferm edad y los CL. 

Se han propuesto var ias teor �as sobre la et iolog�a de EP, las cuales incluyen:  predisposici�n 

gen�t ica, car � cter infeccioso, exposici�n a to xinas e interacciones m ult ifactor iales gen� t ico-

am bientales.26-29 A pesar de la extensiva invest igaci�n que se ha realizado par a lograr un 

m ejor entendim iento de EP su et iolog�a perm anece a�n  incierta.  

Los s�ntom as parkinsoneanos no son �nicos de EP espo r�dico y pueden ser encont rados en 

ot ro t ipo de afecciones y desordenes tales com o dem encia de cuerpos de Lewy (DCL) , 

dem encia frontotem poral,  parkinson del crom osom a 17, parkinson autosom al j uvenil 

recesivo, aquinesia pura, diston�a progresiva hereditar ia, at rof ia sistem ica m ult iple, lesiones 

est ructurales causadas por tum ores, envenenam iento con m onoxido de carbono y 

m anganeso, ent re ot ras.30 Esto sugiere que EP puede tener m �s de un desencad enante. 
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La cl�nica m oderna, epidem iolog�a, y la invest igaci �n b�sica sugieren que las pr incipales 

causas de EP son la predisposici�n gen�t ica, el env ejecim iento, y la exposici�n a toxinas 

am bientales.31 La predisposici�n gen�t ica se asocia a la form a au tos�m ica dom inante de EP 

con un com ienzo a edades tem pranas (< 40 a�os) . Se h an ident if icado una ser ie de 

m utaciones puntuales de AS:  A53T,32 A30P,33,34 y  E46K.35 Tam bi�n se ha encont rado 

relaci�n con la t r iplicaci�n del gen de wtAS 36-38,39 as� com o m utaciones en ot ras prote�nas 

com o LRRK2, PI NK1, parkin y DJ-1.40 La sobre-expresi�n de wtAS en ratones 

t ransgenicos41 o wtAS, A30P y A53T en m oscas t ransgenicas42 conduce a d�ficit s m otores e 

inclusiones neuronales rem iniscentes de EP. Bajo condiciones part iculares c�lulas 

t ransfectadas con AS pueden desarrollar  inclusiones del t ipo de CL. La exposici�n de 

diversos m odelos de anim ales a dist intas neurotoxinas lleva a la acum ulaci�n de dep�sitos 

proteicos posit ivos a ant icuerpos ant i- sinulce�na. Las � lt im as observaciones e hip�tesis 

resaltan que la exposici�n a toxinas (1 -m et il-4- fenil-1,2,3,6 tet rahidropir idina43 y  algunos 

pest icidas y herbicidas44)  y m etales de t ransici�n com o en m anganeso y el hi erro45 pueden 

resultar  determ inantes en el desarrollo de EP idiop�t ico.  

Las terapias disponibles hasta el m om ento son sintom atol�gicas, paliat ivas y tem porar ias 

intentando el m ejoram iento de los s�ntom as m otores, ya sea m ediante la sust ituci�n del 

neurot ransm isor deficiente (por ejem plo, por t ratam iento con L-DOPA)  o, m enos 

com �nm ente, por la intervenci�n  quir �rgica conocida com o est im ulaci�n cerebral profu nda 

(DBS)  donde se im planta un disposit ivo quir �rgico q ue produce una est im ulaci�n el�ct r ica 

en zonas del cerebro que cont rolan el m ovim iento. 

AS ha dem ost rado desem pe�ar un papel fundam ental en  una ser ie de enferm edades 

neurol�gicas conocidas colect ivam ente com o sinuclei nopat �as. 46-48 El t �rm ino 

sinucleinopat �a fue int roducido en 1998, despu�s qu e se encont raron dep�sitos 

filam entosos de alfa-sinucle�na no s�lo en EP sino tam bi�n en ot ras enfe rm edades com o 

at rofia m �lt iple sist �m ica y dem encia de cuerpos de  Lewy.49,24 Desde entonces, inclusiones 

com puestas por AS han sido observadas en un n�m ero creciente de enferm edades 

neurodegenerat ivas:  neurodegeneraci�n con acum ulaci �n de hierro de t ipo 1, insuficiencia 

aut �nom a pura, s�ndrom e de Down, com plejo de  Guam , y var ios t rastornos de CL tales 

com o dem encia de cuerpos de Lewy ( tam bi�n conocida com o enferm edad difusa de cuerpos 

de Lewy) , la var iante de cuerpo de Lewy de la enferm edad de Alzheim er, y la dem encia 

EP.50,49,51,24,48 Los t rastornos m encionados anter iorm ente son am iloidosis cerebrales que 

presentan inclusiones int racelulares patol�gicas co m puestas pr incipalm ente por AS. 

AS se localiza en las term inales presin�pt icas y en  la m em brana nuclear de donde recibe su 

nom bre.52 Esta prote�na pertenece a una fam il ia de prote�nas codificadas por t res genes 

�nicos de donde se ident if ican t res isoform as:  alfa , beta y gam a sinucle�na. 53 Las 

secuencias de alfa- ,  betha- , y gam m a-sinucle�na en general,  m uest ran un nivel elevado de 

ident idad de secuencia (Figura 1.5) .  
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Figura 1 .5  Secuencia  de a lfa , beta  y gam a- sinucle �na. Clave: los aster iscos denotan los aa com unes en 
las t res secuencias, los dos puntos denotan sust ituciones conservadas ent re  las secuencias y los 
puntos son sust ituciones sem i- conservadas. Los aa hidrof�bicos ( AVFPMI LW  excluyendo las t irosinas 
arom �t icas)   se representan en rojo, los ac�dicos ( DE)  en azul, los b�sicos ( R K)  en m agenta , los am ino 
b�sicos hidroxilicos ( Q y STYHCNGQ)  en verde y todo el resto en gr is ( De Ref. 3 1 )  

Estas prote�nas son peque�as, solubles y altam ente expresadas en el tej ido neural.  Se 

caracter izan por un conjunto de propiedades �nicas incluyendo alta carga neta y la falta de 

est ructura secundar ia y terciar ia definida en soluci�n b ajo condiciones fisiol�gicas. 54,55,29,53  

AS es una prote�na de 140 am ino �cidos con una m asa  m olecular nom inal de 14.460 Da y 

un punto isoel�ct r ico (pI )  de 4.67. Este valor  de p I  bajo resulta en una gran carga neta 

negat iva a pH neut ro.56,31 AS es una prote�na altam ente conservada presin�pt i ca de funci�n 

desconocida, que representa aproxim adam ente el 1%  de la prote�na total presente en las 

fracciones solubles cerebrales citos�licas y en los  term inales nerviosos presin�pt icos. Una 

peque�a fracci�n de alfa -sinucle�na tam bi�n se ha encont rado asociada con la s m em branas 

de ves�culas sin�pt icas. 54,55 La secuencia de AS t radicionalm ente se subdiv ide en t res 

regiones caracter �st icas (Figura 1.6) :   

i) .  El dom inio N- term inal que com prende los residuos 1 a 60, donde es posible 

encont rar t res m utaciones fam iliares de EP en las posiciones A30P, E46K, y A53T. Este 

dom inio incluye un m ot ivo hexam �r ico altam e nte conservado KTKEGV. Ante la interacci�n 

con l�pidos, este dom inio anfip�t ico adopta una est ructura alfa-helicoidal.29  

ii) .  El dom inio cent ral se conoce com o NAC ( ÔNon-Am yloid-Com ponent Õ o 

Com ponente No Am iloideo)  com �n al com ponente de la enferm edad de Alzheim er y que se 

ext iende desde el residuo 61 a 95. Ot ros dos m ot ivos KTKEGV se localizan en este dom inio. 

La regi�n NAC es la que cont iene la m ayor cant idad de aa hidrof�bicos, y debido a esto se 

la asocia con los cent ros fibr ilares am iloideas.  

iii) .  La regi�n C - term inal cont iene una gran proporci�n de residuos �cidos y prolina 

y t res residuos t irosina, que se consideran una firm a de la fam ilia de alfa-y-beta 

sinucle�nas. La presencia de am ino�cidos cargados n egat ivam ente y prolinas sugiere que 

esta regi�n t iene una tendencia a perm anecer  en una conform aci�n desordenada. 29 Se cree 

que este dom inio t iene un efecto Ò protector Ó  cont ra  la agregaci�n, ya que su neut ralizaci�n 

o apantallam iento aum enta la fibr ilizaci�n de AS. 57,58 
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Figura 1 .6  Representaci�n extendida de AS ( 1 4 0  aa)  donde se d ist inguen las Lys posit ivas ( azul) , Asp 
y Glu negat ivos ( rojo)  y las Prolinas ( am arillo) . Se diferencian 3  zonas: N - term inal ( + 4 e - ) , NAC ( - 2 e - )  y 
C- term inal ( - 1 2 e - )  con carga neta  bien diferenciada. ( Gent ileza  del Dr . Reinhard Klem ent ) . 

AS pertenece al grupo de prote�nas denom inadas com o Ò int r �nsecam ente desordenadasÓ  

careciendo de una est ructura secundar ia definida en su estado m onom �r ico pudiendo 

adoptar m �lt iples conform aciones en condiciones fis iol�gicas .58 A pesar de no poseer una 

est ructura secundar ia definida com o m on�m ero en sol uci�n, AS no debe ser considerada 

desplegada. Sim ulaciones m uest ran que tanto el ext rem o N y C term inal se pliegan 

parcialm ente sobre la regi�n NAC (apoyado por datos de fluores cencia, ver Cap. 3) . Su 

radio hidrodin�m ico es m ayor que el esperado para u na prote�na de su tam a�o. Por lo que 

en soluci�n AS parecer�a adoptar una form a plegada globular no com pacta (Figura 1.7) . 

 
Figura 1 .7  I m �genes correspondientes a  sim ulaciones de AS en soluci�n a  2 5 ß C, correspondientes con 
un prom edio de est ructuras posibles en soluci�n, do nde se aprecia  e l plegam iento parcia l de la  cadena 
polipept �dica. ( Gent ileza del Dr .  Reinhard Klem ent ) . 

Esto revela la alta Ò plast icidad conform acional -est ructuralÓ 59 de AS siendo capaz de actuar 

com o una prote�na cam ale�n, 60 adoptando conform aciones no relacionados 

est ructuralm ente,60,29 y  dif icultando la determ inaci�n de su funci�n celu lar .  Un estudio 

reciente revel� que AS podr�a form ar un tet r �m ero d in�m ico en la c�lul a.61 Tam bi�n se 

propuso que el tet r �m ero din�m ico, puede resist ir  l as precipitaciones y por lo tanto 

representa un "alm acenam iento"  form a de la prote�na soluble. Esto revela su alta 

Ò plast icidad est ructuralÓ  lo que dificulta determ ina r una funci�n celular �nica y espec�fica.  

El rol f isiol�gico de AS perm anece hasta la fecha i ncier to. AS se expresa en diversas zonas 

del cerebro con predom inancia en la sustancia nigra pars com pacta,  encont r �ndose tanto 

en regiones presin�pt icas, com o unida a m em branas y  en el citosol.56,52 La secuencia de AS 

se encuent ra m uy conservada ent re especies31 lo cual da indicios de una funci�n 
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conservada. Dado que AS guarda cier ta hom olog�a a Rho y Ras y com parte locaciones con 

quinasa C (PKC) , es fact ible que AS part icipe en la t ransducci�n de se�ales. 56,52 AS tam bi�n 

se encuent ra en el n�cleo celular  y podr�a estar in volucrada en la regulaci�n de la expresi�n 

gen�t ica por interacci�n directa con ADN o crom at in a.62 Alternat ivam ente, AS podr�a 

regular eventos en el n�cleo o en las term inales si n�pt icas. 52 Basados en el an�lisis de 

ratones Ôknock-out Õ donde se elim ina el gen de expresi�n de alfa y/ o be ta-sinucle�na se 

concluye que aunque las sinucle�nas nos son esenciales para la liberaci�n de 

neurot ransm isores si se encuent ran involucradas en la regulaci�n a largo plazo y la 

m anutenci�n de funciones presin�pt icas. 63 Se ha postulado que AS act �a com o agente 

protector de las term inales nerviosas t rabajando en conjunto con CSP-alfa (una prote�na 

vesicular sin�pt ica que cont ienen un dom inio DNA -J t �pico para chaperonas de t ipo Hsp40) 64 

y  prote�nas SNARE65,66 en la m em brana de interfase presin�pt ica. Asim ism o se ha 

reportado act iv idad no-cl�sica de chaperona para AS asist ie ndo al plegam iento del 

com plejo SNARE el cual es crucial para la liberaci� n de neurot ransm isores en el espacio 

presin�pt ico. 65 Por ot ra parte, se ha ident if icado la uni�n e inter acci�n de AS con 

m em branas67,68 adquir iendo una est ructura de alfa-h�lice, sugir iendo un rol de lipo -

prote�na. 69 Se ha observado que AS unida a m em branas inhibe la fosfolipasa D2 (PLD2) , 

sugir iendo su part icipaci�n en la regulaci�n de ves �culas. 70 

En condiciones adecuadas, la alfa-sinucle�na puede form ar var ios agregados 

m orfol�gicam ente diferentes, incluyendo peque�os olig�m eros (d�m eros, t r �m eros, etc.) ,71 

agregados solubles (grandes esferas o anillos) ,72-76 olig�m eros por enlaces dit irosina 

cruzados (bajo las condiciones de est r �s oxidat ivo) , 77 y  grandes agregados insolubles 

am orfos y fibr ilares am iloideos.29 El estado final in v it ro de la agregaci�n se caracter iza por 

la presencia de est ructuras filam entosas com plejas insolubles en soluci�n acuosa de 

apar iencia y m orfolog�a sem ejantes a aquellas encont radas en estudios histol�gicos. En la 

actualidad se considera que las fibr illas am iloideas m aduras o placas t ienen una funci�n 

neuroprotectora capturando sus precursores citot �x icos. 65-70 La hip�tesis sobre una especie 

citot �x ica precursora de fibras am iloideas se basa en una ser ie de observaciones:  ( i)  no 

existe una correlaci�n ent re la cant idad de dep�sit os fibr ilares en la autopsia y la gravedad 

cl�nica de la enferm edad de Alzheim er o la enferm edad de Parkinson,78 ( ii)  m odelos de 

ratones t ransg�nicos de estas condicione s m uest ran s�ntom as con fenot ipos de la 

enferm edad previo a la observaci�n de dep�sitos fibr ilares ,79,80 ( iii)  olig�m eros no  fibr ilares 

resultan t �x ico s en cult ivos celulares74,75 y  ( iv)  t ienen act iv idad in v ivo.81 La ident idad de la 

especie citot �x ica responsa ble de la m uerte celular a�n no ha sido definida e ident if icada, 

aunque existen var ios postulantes los cuales se detallan en el Cap�tulo 5.  

 

1 .5  Oligom eros e  interm ediar ios -  Term inolog�a . 

Cuando hablam os de la agregaci�n de sinucle�na y ot ras prote�nas am iloideas el tem a de 

las especies oligom �r icas interm ediar ias es crucial .  Es im portante una clara definici�n de los 
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t �rm inos ut ilizados y un correcto uso de la sem �nt i ca, ya que de ot ra m anera se abre la 

puerta a interpretaciones err �neasÉ despu�s de todo  Ò la ciencia es sem �nt icaÓ .4 

El t �rm ino olig�m ero se encuent ra m uy difundido y u t ilizado en la literatura,82-92 aunque no 

siem pre de la m ism a m anera ni bajo un m ism o significado. Com �nm ente se refiere a 

est ructuras de car �cter proteico producto de un pro ceso de auto-ensam blado, donde se 

hace poca dist inci�n del tam a�o y m orfolog�a de dichas est ructuras. E n el �rea de 

neurodegeneraci�n, su definici�n m �s am plia ( y a la  vez m enos precisa)  abarca todo 

ensam blado que no sea un m on�m ero o una est ructura fibr ilar .  Debido a la devoci�n de 

esta tesis al estudio de la agregaci�n de AS, el t �rm ino olig�m ero bajo la definici�n reci�n 

enunciada, resulta inadecuado y a�n m �s im portante insuficiente. Ante la ser ie de 

est ructuras presentadas en el Cap�tulo 4, se aclara que un olig�m ero com prende a un 

ensam blado no covalente de bajo peso m olecular, form ado por un n�m ero de finido y 

lim itado de dos o m �s m on�m eros (p.e. d�m eros, t r �m eros, hex�m eros, etc.) . 93 Esta 

especie se encuent ra generalm ente en etapas tem pranas de la agregaci�n v inculada a la 

form aci�n de n�cleos. Sin em bargo, es posible que inte rvenga en la extensi�n y 

crecim iento longitudinal de fibras, por lo que su consideraci�n com o una est ructura 

t ransiente es debat ible. Es im portante aclarar que posee un equilibr io din�m ico y reversible 

con m on�m eros de AS, por lo que es capaz de intervenir  de m anera directa en el 

m ecanism o de propagaci�n com o olig�m ero, o indirect a disoci�ndose en m on�m eros que 

sirvan a tal f in. 

Una revisi�n detallada de la literatura en cuanto a  los interm ediar ios (olig�m e ros y 

agregados)  se ofrece en la int roducci�n del Cap�tul o 5. All� se enum eran las especies m �s 

difundidas en la literatura, m ost rando ejem plos concernientes al Parkinson y ot ras 

enferm edades neurodegenerat ivas. 

 

1 .6  Fluorescencia  y la  agregaci�n  am iloidea . 

Una clave para cont rolar  la agregaci�n de prote�nas  es la com prensi�n del m ecanism o(s)  de 

la agregaci�n de prote�nas. Los estudios cin�t icos,  los datos de ajuste de curvas, y el 

an�lisis de los resultados son las llaves de r iguro sos estudios m ecan�st icos. Se ha 

encont rado que estos estudios pueden div idirse en t res categor�as:  ( i)  cin�t ica y 

term odin�m ica, ( ii)  em p�r icos, y ( iii)  ot ros enfoqu es. En una publicaci�n reciente, 94 se 

descr iben por lo m enos 18 diferentes t �cnicas anal� t icas para seguir  la cin�t ica y los 

productos de agregaci�n, cada una con sus  propias ventajas y desventajas int r �nsecas. El 

uso de m �lt iples m �todos en paralelo es cr �t ico.  

La ut ilizaci�n com plem entar ia de t �cnicas com o  turbidez, sedim entaci�n, crom atograf�a de 

exclusi�n por tam a�o, dispersi�n din�m ica de la luz  y la dispersi�n de  �ngulo peque�o de 

rayos X han perm it ido la descr ipci�n d el m ecanism o y la dist inci�n de especies interm edias 

in v it ro.95-97 Asim ism o, una caracter izaci�n est ructural m �s profunda se ha logrado 
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m ediante t �cnicas com o m icroscop�a elect r �nica (EM) ,98 Microscop�a de Fuerza At �m ica 

(AFM) ,99 dicro�sm o circular ,99 espect roscopia infrarroja con t ransform ada de Four ier ,100 

resonancia param agn�t ica elect r �nica ,101 difracci�n de rayos X,102 y  resonancia m agn�t i ca 

nuclear en soluci�n y estado s�lido .103,104 Ent re todas ellas, las t �cnicas fluorescentes junt o 

con sondas y reporteros adecuados resultan m uy vers�t iles y se encuent ran altam ente 

difundidas br indando excelentes resultados. 

Las t �cnicas fluorescentes son herram ientas poderos as para la observaci�n de procesos en 

t iem po real � t iles en espect roscop�a y m icroscop�a.  Sus aplicaciones ofrecen una alta 

sensibilidad y versat ilidad con una m �nim a perturbaci�n del esp�cim en de inter �s. Su 

ut ilizaci�n involucra el uso de una sonda o report ero, el cual puede ser de or igen int r �nseco, 

ext r �nseco ( libre o unido covalentem ente) . Existe una var iedad de opciones a la hora de 

m arcar una biom ol�cula con una sonda/ reportero fluo rescente. Se destacan cuat ro 

aproxim aciones de acuerdo al t ipo m �todo de  m arcaci�n ut ilizado:  Enzim �t ico, ÔTagÕ (o de 

secuencia espec�fica de reconocim iento) , Gen�t ico y  Qu�m ico. 105  

Las reacciones enzim �t icas son generalm ente r �pidas , eficaces y select ivas, lo que perm ite 

m arcar tanto in v ivo com o in v it ro con una alta relaci�n se�al - ruido. Ciertas enzim as t ienen 

propiedades que les perm iten funcionar com o sondas altam ente sensibles con versat ilidad 

para la detecci�n de prote�nas en los tej idos, c�lulas  enteras o lisados. La m arcaci�n 

enzim �t ica t ie ne algunas desventajas debido al uso de m ol�culas d e gran tam a�o por lo 

que hay una posibilidad de alterar la funci�n de la m ol�cula en estudio. En com paraci�n con 

la m arcaci�n q� im ica, por un bajo rendm iento, lo qu e consta de ot ra desventaja m �s . Hay 

dos t ipos diferentes de m arcaci�n  enzim �t ica, en un caso, la enzim a act �a com o un 

catalizador (p.e.,  t ransglutam inasa)  y en el ot ro caso, la enzim a sufre una auto-

m odificaci�n antes de la m arcaci�n fluorescente de la m ol�cula objet ivo (p.e.,  Cut inasa ) .   

La m arcaci�n de prote�nas a t rav�s de la incorporaci�n de una secuencia corta espec�fica de 

reconocim iento ( ÔTagÕ)  se ha desarrollado recientem ente com o una t �cn ica de m arcaci�n 

m uy �t il.  Esta t iene m enos potencial de alterar el plegam iento de prote�nas y su funci�n, 

t iene una ventaja sobre ot ras t �cnicas dism inuyendo la m arcaci�n inespec�fica debido a su 

alta especificidad. En general part icipa un m etal de t ransici�n que reconoce una secuencia 

espec�fica la cual es a�adida a la biom ol�cula de i nter �s. Esta secuencia es dise�ada para 

un reconocim iento espec�fico (p.e. tet raciste�nas y  bisarsenicales, hist idinas, y FLAG) . Posee 

por tanto una ser ie de caracter �st icas notables, tales com o, ( i)  sim plicidad del 

procedim iento de et iquetado, ( ii)  alta select iv idad, ( iii)  aplicaci�n a diversos espec�fica de 

sit io et iquetado (N- term inales, C- term inales o en los sit ios internos) , y ( iv)  eficiencia 

et iquetado. Todas estas ventajas hacen de esta t �cn ica una t �cnica prote�na et iquetado 

at ract iva y potente. Requiere por supuesto la m odificaci�n de la biom ol �cula de inter �s por 

la int roducci�n de una secuencia ext ra no nat iva. A dem �s, la m arcaci�n no es covalente, ya 

que el m etal de t ransici�n se coordina a la secuencia Tag,  y  es en general m uy sensible a 

reacciones de oxidaci�n.  
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La m arcaci�n fluorescente por m �todos gen�t icos en c�lulas v ivas ha sido desarrollado 

m ediante el uso de dom inios de prote�nas, p�pt idos peque�os, o am ino� cidos indiv iduales. 

Var ios m �todos existentes com o p.e. SNAP y CLI P tag, am ino�cidos no naturales , prote�nas 

fluorescentes (GFP, YFP)  son generalm ente �t iles para estudiar la localizac i�n, el 

m ovim iento, interacciones, y m icroam bientes de prote�nas in v ivo.  Estos t ienen la 

desventaja de int roducir  m arcas de tam a�o m uy grand e, a veces m �s grandes que la 

m ism ia m ol�cula de estudio. Sin em bargo, se encuent ran altam ente difundidos y han 

m ost rado ser de gran ut ilidad. 

El � lt im o m �todo es el q� im ico. A pesar de la existencia de var ias t �cnicas de m arcaci�n  

fluorescente, desde el punto de v ista de la m arcaci�n o m odificaci�n qu�m ic a, la uni�n 

covalente de las sondas con restos react ivos y am ino�cidos espec�ficos t iene la ventaja de 

una m ayor ir reversibilidad en com paraci�n con la uni�n no covalente. Bajo cier tas 

condiciones, los grupos react ivos no reaccionan espec�ficam ente con los am ino�cidos en los 

enlaces C-H y N-H. Com o resultado de su naturaleza y de la est rategia, los m �todos de 

m arcaci�n  qu�m icos son m uy robusto, f�cil de m anejar y proporcionar la m �xim a efi ciencia 

con una am plia var iedad de fluor �foros que se puede n acoplar covalentem ente a la 

m ol�cula o biom ol�cula en estudio . Los m �todos qu�m icos de m arcaci�n son m �s 

adecuados para los estudios in v it ro en lugar de in v ivo.  Los m �todos qu�m icos m �s 

com �nm ente ut ilizados et iquetado se m uest ran en la Figura 1.8. 

 
Figura 1 .8  Esquem a de las t �cnicas qu�m icas de m arcaci�n cova lente ( RÕ en verde representa  la  
biom ol�cula  a  ser  m arcada , m ient ras que R en azul es e l f luor �foro con un gr upo react ivo) ; ( A)  
Marcaci�n de am inas con un grupo ( N - hidroxisuccinim ida) - �ster , ( B)  Marcaci�n de hidroxilos con un 
grupo isocianato ( C)  Marcaci�n de t ioles con un gru po m aleim ido ( D)  Marcaci�n de azida c on el grupo 
de Staudinger  que cont iene el grupo fosfina, ( E)  Reaci�n ÒClick Ó ent re  azida y un grupo a lquino 
cata lizado por  cobre ( I )  y ( F)  Marcaci�n de tet razi na m ediante una cicloadici�n de Die ls - Alder  con un 
dien�filo ( Adaptado de Ref. 1 0 5 ) . 

De las reacciones esquem at izadas se seleccion� la m arcaci�n de t ioles  ( -SH)  las cuales son 

lo suficientem ente estables en m edios acuosos, y perm iten una est rategia de conjugaci�n 

en dos pasos. Estas reacciones son r �pidas y ocurren con alto rendim iento para dar t io�ter  

estable o enlaces disulfuro. En las reacciones de m arcaci�n de t ioles el f luor �foro es 
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generalm ente m odificado con un grupo m aleim ida com o el resto react ivo. El doble enlace 

de la m aleim ida se som ete a una reacci�n de alquilaci�n c on el grupo t iol ( com o se m uest ra 

en la Figura 1.8C)  para form ar un enlace t io�ter  estable. Estas rea cciones son m uy 

espec�ficas ent re pH 6.5 a 7.5. A m ayor pH, pueden aum enta la probabilidad de reacciones 

cruzadas no deseadas o reacciones inespec�ficas con grupos am ina, lo cual resulta en una 

lim itaci� n de este m �todo. Adem �s  a pH b�sicos es m uy fact ible la hidr �lisis del grupo 

m aleim ida. Adem �s de las m aleim idas, grupos com o haluros aqu�licos, azir idinas, y 

der ivados de disulfuro puede tam bi�n actuar com o un  resto funcional react ivo hacia la 

reacci�n de m arcaje t iol. 35 La ventaja de esta t �cnica es su m arcaci�n -espec�fica, ya que 

bajo condiciones cont roladas adecuadas se m arca �ni cam ente el grupo t iol libre en 

prote�nas, lo que resulta m uy �t il para el m arcaje in v it ro de biom ol�culas.  Una ventaja 

adicional es que m uchas biom ol�culas no poseen t iol es naturales en su secuencia 

am inoac�dica, tal com o es el caso de AS, por lo que m ediante m utaciones puntuales se 

puede reem plazar, p.e.,  una Alanina por una Ciste�na, obteniendo un sit io seleccionado 

racionalm ente y �nico para la m arcaci�n fluorescent e. 

Num erosas sondas fluorescentes se aplican en los estudios de agregaci�n am iloidea. 106,89 

Tintes fluorescentes ext r �nsecos tales com o t ioflavina T (Thio-T)  m uest ran cam bios en la 

intensidad, la dist r ibuci�n espect ral,  y la polar iz aci�n al unirse a las fibr illas am iloide as y 

son am pliam ente ut ilizados para su cuant if icaci�n y  la v isualizaci�n. Desafortunadam ente, 

los ensayos de agregaci�n generalm ente requieren un m ue st reo per i�dico de las 

poblaciones m oleculares inherentem ente com plejas, lo que conduce a una m ala 

reproducibilidad e insuficiente definici�n del  estad�o del curso de la reacci�n. M�s 

im portante a�n, la m ayor�a de �stas  sondas son insensibles a los pr im eros estados 

oligom �r icos de la agregaci�n que se supone son responsable de los procesos citot � x icos, 

que conducen a la progresi�n de EP.  

En el Cap�tulo 3 se ofrece una revisi�n part icular  de fluor �foros org�nicos ut ilizados en la 

agregaci�n de AS, as� com o un detalle de los aporte s del grupo de t rabajo. 

 

 

1 .7  Sondas basadas en e l fen�m eno de ESI PT  

Las crom onas son com ponentes bioact ivos en fuentes naturales que se ut ilizan com o 

ant iinflam ator ios y ant ibi�t icos  debido a su gran poder ant ioxidante. La m ayor�a de las 

crom onas poseen un subt ituyente ar ilo en la posici� n 2 del heterociclo. Estos com puestos 

son tam bi�n conocidos com o flavonas (Figura 1.9) . L as 3-hidroxicrom onas (3HC)  son 

an�logos de las crom onas y const ituyen una fam ilia de com puestos fluorescentes sensibles 

a los cam bios de polar idad y basicidad del solvente (en t �rm inos de capacidad 

aceptora/ donora de protones)  en su m icroentorno. 
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Figura 1 .9  Est ructura  de crom onas indicando la  num eraci�n de los � tom os en la  3 HC y 3 HF.  

La part icular  sensibilidad de las 3HC se basa en un proceso de t ransferencia de prot �n que 

t iene lugar int ram olecularm ente en el estado excitado. Este fen�m eno es conocido com o 

ESI PT107-109 por sus siglas en ingles:  ÔExcited State I nt ram olecular Proton Transfer Õ,  o 

ÔTransferencia Prot �nica I nt ram olecular en el Estad o ExcitadoÕ.  

Una reacci�n de estado excitado puede ser definida com o un proceso que se produce con 

poster ior idad a la excitaci�n m olecular donde la es t ructura del f luor �foro cam bia pudiendo 

dist inguir  especies excitadas provenientes del estado basal.  El proceso de excitaci�n se 

produce con frecuencia debido a la absorci�n de luz , t ras lo cual la dist r ibuci�n de los 

elect rones dent ro de un fluor �foro cam bia, j unto co n sus propiedades qu�m icas o f�sicas. Un 

ejem plo de reacci�n de estado excitado es el de fen ol,  que en soluci�n neut ra puede perder 

su prot �n fen�lico en el estado excitado. La deprot onaci�n se produce m �s f�cilm ente en el 

estado excitado debido a que los elect rones en los grupos hidroxilo fen�licos son 

desplazados hacia el anillo arom �t ico, haciendo que  este grupo hidroxilo sea m �s �cido. Un 

ejem plo interesante de reacciones en el estado excitado es el ESI PT.  

Estos com puestos son excitados desde su estado norm al (N)  a un estado norm al excitado 

(N* ) . All� presentan una r �pida ( < ns)  t ransferencia int ram olecular de prot �n  ent re las 

posiciones 3-hidroxi y 4-carbonilo, dando lugar a la coexistencia de dos especies:  la especie 

N*  y su taut �m ero T* , quienes se dist inguen por sus  diferencias en energ�a evidentes en 

una em is�n de fluorescencia diferente. Este proceso  es el que se conoce com o ESI PT. 

(Figura 1.10) . La respuesta diferencial de las bandas N*  y T*  a cam bios en el 

m icroam biente se expresa com o la relaci�n de intensidades de las bandas de I T* / I N*  

(T* / N* ) .110,111 
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Figura 1 .1 0  Esquem a sim plificado del proceso de ESI PT, especies intervinientes, estados excitados N*  
y T*  y espect ros de em isi�n pata  una ser ie  de solve ntes e jem plificando la  sensibilidad a  la  polar idad 
del m edio de las sondas. 

Las sondas 3HC ESI PT proporcionan m �lt iples se�ales fluorescentes, incl uyendo la 

intensidad absoluta de la banda  N*  (norm al)  y T*  ( taut �m ero) ,  la relaci�n de bandas 

T* / N* , su polar izaci�n, posici�n espect ral( s)  y t iem po(s)  de v ida m edia. Una dism inuci�n 

de la polar idad y la capacidad de uni�n de H del m icroam biente favorece la reacci�n ESI PT 

en 3HC, lo que aum enta la intensidad relat iva de la banda T* . Estas propiedades �nicas 

han conducido a la aplicaci�n de 3HCs com o sondas d e m em brana y com o sensores de las 

interacciones ent re prote�na-ADN, ADN-policat iones y las interacciones prote�na-

prote�na112,110,113-115,111 

El cap�tulo 2 ofrece una revisi�n del fen�m eno ESI P T junto con algunas fam ilias de 

com puestos (benzofenonas, flavonas, ant raquinonas, der ivados de pir idinas, quinolinas, 

benzazoles, azoles, diazoles, t r iazoles, y am inosalicilaldeh�dos)  que lo exhiben basados en 

recientes art �culos en la literatura.116,117,107,108,118 

En el caso part icular  de la agregaci�n am iloidea de  AS, se han reportado diferencias en la 

organizaci�n supram olecular de las fibr illas am iloide as form adas por el t ipo salvaje (wt )  AS 

y las m utantes fam iliares relacionadas (AS A30P, AS A53T)  reveladas por der ivados de 

3HC.119,120 En estos casos, sin em bargo, el reportero se haya libre en el m edio de reacci�n 

haciendo dif�cil la tarea de interpretar la din�m ic a del procesos en t �rm inos de especies 

interm edias ent re el m on�m ero inicial y el estado am iloideo fibr ilar  f inal.  Para ello se 

recurre a aductos covalentes ent re las sondas fluorescentes y la m ol�cula de prote�na de 

inter �s.  
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1 .8  Microscop�a  de Fuerza  At �m ica  ( AFM) . 

Uno de los m �todos m �s ut ilizados para determ inar la m orfolog�a de las especies presentes 

en la agregaci�n de AS (y ot ras prote�nas am iloidea s)  es la m icroscop�a de fuerza at �m ica 

(AFM) . La m icroscop�a de fuerza at �m ica (AFM)  pertenece al  grupo de t �cnicas 

denom inadas m icroscop�as de sondas de barr ido o SPM ( ÔScanning Probe MocroscopyÕ) .  

Desde su desarrollo por Binning en 1986,121,122 el AFM juega un papel crucial en la ciencia 

de la nano-escala con incum bencia en el cam po de la f�sica, qu �m ica, biolog�a e ingenier �a. 

El AFM se ut iliza pr incipalm ente para la determ inaci�n de m agnitudes de fuerza  del orden 

del picoNewton (pN)  y la obtenci�n de im �genes topogr�ficas de alta res oluci�n ( sub -

nanom �t r ica)  de la superficie de una m uest ra. 123,124 AFM ut iliza una sonda que se coloca a 

corta distancia de la m uest ra la cual es sensible a las fuerzas de at racci�n y repulsi�n  que 

se generan debido al acercam iento a la m uest ra. La sonda consiste de un fleje o cant ilever 

de nit ruro de silicio (Si3N4)  colocado sobre un soporte de silicio. El cant ilever es un fleje 

flexible y gracias a esto es posible regist rar las deflexiones que se producen al interaccionar 

con la m uest ra. Sobre el ext rem o del cant ilever se encuent ra una punta o t ip que a 

diferencia del cant ilever es dura y r �gida. El t ip consta de un cr istal de diam ante en form a 

de pir �m ide. Este cr istal es no conductor, hidrof�b ico y qu�m icam ente inerte, y el 

responsable del sensado sobre la superficie de inter �s. Las caracter �st icas del t ip ( form a, 

dim ensiones, m ater ial,  funcionalizaci�n/ recubr im ien to)  determ inan su m odo de uso y el 

t ipo de m uest ras para las cuales est �  dest inado. Existen diversos tam a�os, m ater iales y 

form as de los cant ilevers y t ips. El m �s ut ilizado en esta tesis posee un radio en la punta 

del t ip de ent re 7-10 nm , una altura de 5-10 !m , una frecuencia de oscilaci�n de 325 KHz 

con una constante de fuerza de 40 N/ m  (SCD15, MikroMasch, Figura 1.11) . 

 
Figura 1 .1 1  I m �genes de cant ilever  SCD1 5  MikroMasch¤  ut ilizado  para  AFM ( I m �genes tom adas de los 
cat � logos online de MikroMasch, ht tp:/ / w w w .spm t ips. com / probes/ scd/ 1 5 ) . 

Cuando el t ip se acerca a la m uest ra exper im enta una fuerza at ract iva. A m edida que se 

acerca existe un punto (punto de inversi�n)  en que la fuerza se vuelve repulsiva. Si la 

distancia ente el t ip y  la m uest ra es m enor que el punto de inversi�n se  dice que el t ip se 

encuent ra en contacto con la m uest ra, pero si es m ayor se usa la term inolog�a de no-
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contacto. Acercando o alejando el t ip de la m uest ra uno puede m edir  las deflexiones del 

cant ilever que es proporcional a la fuerza de interacci�n que se produce ent re el t ip y  la 

m uest ra.125 

El dise�o de un equipo de AFM consta de un piez oel� ct r ico sobre el cual se apoya la 

m uest ra llam ado scanner, el cant ilever, un l� ser rojo o infrarojo, un sistem a de detecci�n 

�pt ico, un cont rolador, un sistem a ant i - v ibraciones y una com putadora desde la cual se 

cont rola todo el sistem a (Figura 1.12) . 

 
Figura 1 .1 2  Esquem a de dise �o inst rum ental del AFM ( adaptado d e ref. 1 2 5 )  

El scanner determ ina el posicionam iento t r idim ensional de la m uest ra. Esto incluye el 

desplazam iento en el plano XY com o tam bi�n se encar ga de acercar, alejar  o m antener 

constante la distancia ent re la m uest ra y el t ip (eje Z) . El l�ser  se ut iliza para detectar las 

deflexiones del cant ilever, el cual se alinea sobre la cara opuesta del ext rem o del cant ilever 

ubicado aproxim adam ente encim a del t ip.  Esta cara se recubre generalm ente de un 

m ater ial m et �lico para lograr una m ayor reflecci�n.  El haz del l�ser se refleja sobre el 

cant ilever y llega al sistem a de detecci�n �pt ico. El sistem a de detecci�n se div ide en dos 

regist rando la diferencia de intensidad ent re las secciones. La m agnitud de las deflexiones 

se t ransform a seg�n corresponda en  m edidas de m agnitud de fuerza o de altura. El 

cant ilever a su vez se encuent ra en contacto con ot ro piezoel� ct r ico m �s peque�o (Figura 

1.12)  capaz de inducir  frecuencias de oscilaci�n sobre el cant ilever haci�ndolo v ibrar a su 

frecuencia de resonancia. Esto nos lleva a discut ir  los dist intos m odos de operaci�n del 

AFM. 

El AFM t iene t res m odos de uso:  contacto, no-contacto y contacto- interm itente ( tapping) .  

Dependiendo del signo de la interacci�n ent re la m u est ra y el t ip es posible t rabajar en dos 

m odos:  repulsivo (contacto)  o at ractor (no-contacto) . En el m odo contacto se puede 

t rabajar a fuerza constante o a altura constante. Este m odo resulta m uy �t il para m uest ras 
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duras obteniendo im �genes de alta resoluci�n. Sin e m bargo no se em plea para m uest ras 

biol�gicas ya que es m uy fact ible que ocurra un da� o sobre la m uest ra y/ o t ip.  En el m odo 

no-contacto el cant ilever se hace oscilar  a su frecuencia de resonancia a unos 10 nm  sobre 

la m uest ra. Fuerzas de interacci�n at ract ivas de la rga distancia producen deflexiones sobre 

el cant ilever, aunque estas son m uy peque�as (10 -12 N)  y las im �genes obtenidas son en 

general de baja resoluci�n. La t �cnica de m odo de c ontacto interm itente es un avance clave 

en la tecnolog�a AFM. Esta t �cnica perm ite la obten ci�n de im �gene s de alta resoluci�n de 

m uest ras blandas que son dif�ciles de exam inar ut il izando la t �cnica de contacto AFM. Se 

superan los problem as tales com o la fr icci�n y la adherenc ia que se asocian generalm ente 

con sistem as de im �genes de AFM convencionales. En el m odo tapping,  el cant ilever 

tam bi�n se encuent ra oscilando, pero a diferencia d el m odo no-contacto, �ste se encuent ra 

a una distancia m enor y se considera que per i�dicam ente toca o hace contacto con la 

m uest ra. La punta del cant ilever v ibra a am plitudes t �picam ente en el intervalo de 20-100 

nm  cuando la punta no est � en contacto con la super ficie, y durante la exploraci�n, la 

punta de la sonda toca y se levanta la superficie alternadam ente con frecuencias en el 

orden de los 50-500 Hz. Por lo que el m odo tapping com bina lo m ejor de am bos m �todos. 

La pr incipal ventaja del m �todo es la reducci�n de fuerzas laterales que pueden m over o 

da�ar la m uest ra debido al contacto interm itente. E ste m odo perm ite el an�lisis de 

m uest ras biol�gicas secas (en aire)  o bajo l� quido que se encuent ran adsorbidas sobre una 

superficie o sust rato. Por lo que el AFM en m odo tapping resulta m uy apropiado para la 

obtenci�n de im �genes topogr�ficas de m uest ras biol �gicas.  

 

1 .9  Objet ivos de la  Tesis.  

El presente Trabajo de Tesis se cent ra en la s�ntesis de com puestos fluorescentes y su 

aplicaci�n en la agregaci�n am iloidea in v it ro de AS. Se explora la s�ntesis y aplicaci�n de 

nuevas sondas ESI PT basadas en la fam ilia de las 3HC y la evaluaci�n de sus propiedades 

espect rosc�picas. Su apl icaci�n se encuent ra cent rada en el estudio del m ec anism o de 

agregaci�n y plegam iento de AS. Este sistem a fue ev aluado por el uso de sondas 

ext r �nsecas (Thio-T) , sondas unidas covalentem ente (ESI PT)  y num erosas t �cnicas que 

perm it ieron ganar conocim ientos novedosos acerca de la m orfolog�a de las especies 

involucradas (pr incipalm ente por AFM) .  

La tesis est � organizada de la siguiente m anera. En  el Cap�tulo 2 se descr ibe la s�ntesis de 

novedosas sondas ESI PT 3HC. All� se detallan las reacciones ut ilizadas, se descr iben sus 

m ecanism os y rendim ientos obtenidos. En el m ism o cap�tulo se eval�an las propiedades 

espect rosc�picas y su m odulaci�n en funci�n de la p olar idad del m edio. En el Cap�tulo 3, se 

descr ibe la ut ilizaci�n de las sondas fluorescentes  y las respuestas obtenidas en la 

agregaci�n de AS. Se descr ibe la expresi�n, pur if ic aci�n y m arcado covalente de AS (y sus 

m utantes ciste�na A18C, A90C y A140C)  con sondas que cont ienen un grupo m aleim ido 
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( Ôsondas-m aleim idoÕ) .  Se realiza un estudio de la cin�t ica d e la agregaci�n a dist intas 

tem peraturas evaluando la respuesta de em isi�n de f luorescencia obtenida en cada caso y 

para cada sonda. El Cap�tulo 4 resum e un estudio sistem �t ico de la agregaci�n de AS por 

AFM. Cada una de las est ructuras encont radas es discut ida y analizada, as� com o sus 

interrelaciones. A part ir  de los datos de fluorescencia y AFM se propone un m odelo de 

agregaci�n novedoso que tom a en cuenta tanto la cin �t ica com o la term odin�m ica del 

proceso de fibr ilizaci�n de AS. El Cap�tulo 5 se de dica al estudio y evaluaci�n de las 

propiedades de novedosos interm ediar ios tem pranos en la agregaci�n de AS. Se eval�a su 

estabilidad est ructural y citotoxicidad.  

 

Los objet ivos de esta tesis por tanto pueden resum irse en:  

Objet ivos Genera les 

¥ I dent if icar, aislar  y caracter izar especies oligom �r icas y supram ole culares 

tem pranas,  uno de los objet ivos pr ior itar ios en el estudio del desarrollo de la EP y 

de esta tesis.  

¥ Com prender y profundizar el conocim iento de los pasos claves de dichos procesos , 

fundam entales para el desarrollo de nuevas drogas e inhibidores de la agregaci�n de 

AS y por ende para  la evoluci�n del m al de Parkins on.  

¥ Com binar herram ientas de s�ntesis org�nica para el dise�o de novedosos reporteros 

fluorescentes, y ut ilizar m icroscopias de alta resoluci�n tales com o AFM y Cr io -ET. 

 

Objet ivos Espec�ficos 

¥ Expresar, pur if icar y caracter izar AS en su form a wild t ype (wt ) ,  as� com o m utantes 

m onociste�na.  

¥ Sintet izar sondas fluorescentes sensibles a la polar idad basadas en el fen� m eno de 

ESI PT. 

¥ Estudiar el m ecanism o de agregaci�n de alfa -sinucle�na (AS)  in v it ro.  

¥ Caracter izar interm ediar ios oligom �r icos tem pranos de AS por m icroscop�as de alta 

resoluci�n (AFM, Cr io -ET) . 



Cap�tulo 1  

2 3  

 

Bibliograf�a  

1 Alberts B., Johnson A., Lewis J.,  Raff M., Roberts K. & Walter P. Molecular Biology of the Cell,  
4th edit ion .   (2002) . 

2 Berg J. M., Tym oczko J. L. & St ryer L. 3. Protein St ructure and Funct ion .   (2002) . 

3 McParland V. J.,  Kad, N.M., Kalverda, A.P., Brown, A., Kirwin-Jones, P., Hunter, M.G., Sunde, 
M., Radford, S.E. Part ially  unfolded states of §2 -m icroglobulin and am yloid form at ion in v it ro. 
Biochem ist ry (Mosc) .  (2000) , 3 9 ,  8735. 

4 Uversky V. N. Protein Misfolding Diseases -  Current  and Em erging Pr incipals and Therapies.   
(2010) . 

5 Levinthal C. Are there pathways for protein folding? J. Chim . Phys.  (1968) , 6 5 ,  44. 

6 Dill K. A. & Chan H. S. From  Levinthal to pathways to funnels. Nature (1997) , 4 ,  10. 

7 Dobson C. M. Protein folding and m isfolding. Nature (2003) , 4 2 6 ,  884. 

8 Jahn T. R. & Radford S. E. Folding versus aggregat ion:  Polypept ide conform at ions on 
com pet ing pathways. Arch. Biochem . Biophys.  (2008) , 4 6 9 ,  100. 

9 Lee S. & Tsai F. Molecular chaperones in protein qualit y cont ro. J. Biochem . Mol. Biol.  (2005) , 
3 8 ,  259. 

10 Chen B., Retzlaff M., Roos T. & Frydm an J. Cellular St rategies of Protein Qualit y Cont rol.  Cold 
Spr ing Harbor Perspect ives in Biology  (2011) , 3 ,  a004374. 

11 Richter-Landsberg C. & Goldbaum  O. St ress proteins in neural cells:  funct ional roles in health 
and disease. Cell.  Mol. Life Sci.  (2003) , 6 0 ,  337. 

12 Clark J. I .  & Muchowski P. J. Sm all heat -shock proteins and their  potent ial role in hum an 
disease. Curr. Opin. St ruct . Biol.  (2000) , 1 0 ,  52. 

13 Lin Z. & Rye H. S. GroEL-m ediated protein folding:  m aking the im possible, possible. Crit .  Rev. 
Biochem . Mol. Biol.  (2006) , 4 1 ,  211. 

14 Wickner S., M.R. Maurizi,  S. Got tesm an. .  Post t ranslat ional qualit y cont rol:  Folding, refolding, 
and degrading proteins.  Science (1999) , 2 8 6 ,  1888. 

15 Rubinsztein D. C., Difiglia M., Heintz N., Nixon R. A., Qin Z. H., Ravikum ar B., Stefanis L. & 
Tolkovsky A. Autophagy and it s possible roles in nervous system  diseases, dam age and 
repair .  Autophagy  (2005) , 1 ,  11. 

16 Dobson C. M. Protein m isfolding, evolut ion and disease. Trend Biochem  Sci (1999) , 2 4 ,  329. 

17 Kelly J. W. The alternat ive conform at ions of am yloidogenic proteins and their  m ult i- step 
assem bly pathways. .  Curr. Opin. St ruct . Biol.  (1998) , 8 ,  101. 

18 Parkinson J. An essay on the shaking palsy. J. Neuropsychiat ry Clin. Neurosci.  (2002) , 1 4 ,  
223. 



I nt roducci�n    

2 4  

19 de Rij k M., Launer L.,  Berger K., Breteler M., Dart igues J.,  Baldereschi M., Frat iglioni L.,  Lobo 
A., Mart inez-Lage J.,  Trenkwalder C. & Hofm an A. Prevalence of ParkinsonÕs disease in 
Europe:  a collaborat ive study of populat ion-based cohorts. Neurologic Diseases in the Elder ly 
Research Group. Neurology  (2000) , 5 4 ,  S21. 

20 Parent  M. & Parent  A. Substant ia nigra and ParkinsonÕs disease:  a br ief history of their  long 
and int im ate relat ionship. Can. J. Neurol.  Sci.  (2010) , 3 7 ,  313. 

21 Rodrigues e Silva A., Geldsetzer F., Holdorff B.,  Kielhorn F., Balzer-Geldsetzer M., Oertel W., 
Hurt ig H. & Dodel R. Who was the m an who discovered the Ò Lewy bodiesÓ? Mov. Disord.  
(2010) , 2 5 ,  1765. 

22 Lees A., Selikhova M., Andrade L. & Duyckaerts C. The black stuff and Konstant in Nikolaevich 
Tret iakoff.  Mov. Disord.  (2008) , 2 3 ,  777. 

23 I rv ine G. B., El-Agnaf O. M., Shankar G. M. & Walsh D. M. Protein Aggregat ion in the Brain:  
The Molecular Basis for  Alzheim erÕs and ParkinsonÕs Diseases. Mol. Med.  (2008) , 1 4 ,  451. 

24 Spillant ini M., Schm idt  M., Lee V., Trojanowski J.,  Jakes R. & Goedert  M. Alpha-synuclein in 
Lewy bodies. Nature (1997) , 3 8 8 ,  839. 

25 Chit i F. & Dobson C. M. Protein m isfolding, funct ional am yloid, and hum an disease. Annu. 
Rev. Biochem .  (2006) , 7 5 ,  333. 

26 Langston J.,  Ballard P., Tet rud J. & I rwin I .  Chronic Parkinsonism  in hum ans due to a product  
of m eperidine-analog synthesis. Science (1983) , 2 1 9 ,  979. 

27 Poskanzer D. & Schwab R. Cohort  analysis of ParkinsonÕs syndrom e:  evidence for a single 
et iology related to subclinical infect ion about  1920.  J Chronic Dis (1963) , 1 6 ,  961. 

28 Tanner C. & Goldm an S. Epidem iology of ParkinsonÕs disease. Neurol.  Clin.  (1996) , 1 4 ,  317. 

29 Uversky V. & Fink A. Biophysical propert ies of hum an alpha-synuclein and it s role in 
ParkinsonÕs disease. I n:  Pandalai SG (ed) . Recent  research developm ents in proteins. 
Transworld Research Network, Kerala (2002) , 153. 

30 Kitam ura Y., Shim oham a S., Akaike A. & Taniguchi T. The parkinsonian m odels:  invertebrates 
to m am m als. Jpn. J. Pharm acol.  (2000) , 8 4 ,  237. 

31 Uversky B. A. S. L. B. V. N. Target ing the Cham eleon:  a Focused Look at  Alpha-Synuclein and 
I t s Roles in Neurodegenerat ion. Mol. Neurobiol.  (2013) , 4 7 ,  446. 

32 Polym eropoulos M. H., et  al.  Mutat ion in the "- synuclein gene ident if ied in fam ilies with 
ParkinsonÕs disease. Science (1997) , 2 7 6 ,  2045. 

33 Kruger R., Kuhn W., Muller  T., Woitalla D., Graeber M., Kosel S., Przuntek H., Epplen J.,  
Schols L. & Riess O. Ala30Pro m utat ion in the gene encoding alpha-synuclein in ParkinsonÕs 
disease. Nat . Genet .  (1998) , 1 8 ,  106. 

34 Zarranz J. J.,  Alegre J.,  Gom ez-Esteban J. C., Lezcano E., Ros R., Am puero I . ,  Vidal L.,  
Hoenicka J.,  Rodr iguez O., Atares B., Llorens V., Gom ez Tortosa E., del Ser T., Munoz D. G. & 
de Yebenes J. G. The new m utat ion, E46K, of alpha-synuclein causes Parkinson and Lewy 
body dem ent ia. Neurology  (2004) , 5 5 ,  164. 

35 Zarranz J. J.,  et  al.  The new m utat ion, E46K, of "- synuclein causes Parkinson and Lewy body 
dem ent ia. Ann. Neurol.  (2004) , 5 5 ,  164. 



Cap�tulo 1  

2 5  

36 Farrer M., Kachergus J.,  Forno L., Lincoln S., Wang D. S., Hulihan M., Maraganore D., Gwinn-
Hardy K., Wszolek Z., Dickson D. & Langston J. W. Com parison of k indreds with parkinsonism  
and alpha-synuclein genom ic m ult iplicat ions. Ann. Neurol.  (2004) , 5 5 ,  174. 

37 Singleton A., Farrer M., Johnson J.,  Singleton A., Hague S., Kachergus J.,  Hulihan M., 
Peuralinna T., Dut ra A., Nussbaum  R., Lincoln S., Crawley A., Hanson M., Maraganore D., 
Adler C., Cookson M., Muenter M., Bapt ista M., Miller  D., Blancato J.,  Hardy J. & Gwinn-Hardy 
K. Alpha-synuclein locus t r iplicat ion causes ParkinsonÕs disease. Science (2003) , 3 0 2 ,  841. 

38 Singleton A., Gwinn-Hardy K., Sharabi Y., Li S. T., Holm es C., Dendi R., Hardy J.,  Crawley A. 
& Goldstein D. S. Associat ion between cardiac denervat ion and parkinsonism  caused by 
alphasynuclein gene t r iplicat ion. Brain  (2004) , 1 2 7 ( Pt  4 ) ,  768. 

39 Ross O. A., Braithwaite A. T., Skipper L. M., Kachergus J.,  Hulihan M. M., Middleton F. A., 
Nishioka K., Fuchs J.,  Gasser T., Maraganore D. M., Adler C. H., Larvor L.,  Chart ier -Har lin M. 
C., Nilsson C., Langston J. W., Gwinn K., Hat tor i N. & Farrer M. J. Genom ic invest igat ion of 
alpha-synuclein m ult iplicat ion and parkinsonism . Ann. Neurol.  (2008) , 6 3 ,  743. 

40 Mart in I . ,  Dawson V. & Dawson T. Recent  advances in the genet ics of Parkinsons disease. 
Annu Rev Genom ics Hum  Genet  (2011) , 1 2 ,  301. 

41 Masliah E., Rockenstein E., Veinbergs I . ,  Mallory M., Hashim oto M., Takeda A., Sagara Y., 
Sisk A. & Mucke L. Dopam inergic loss and inclusion body form at ion in alpha-synuclein m ice:  
im plicat ions for neurodegenerat ive disorders. Science (2000) ,  2 8 7 ,  1265. 

42 Feany M. & Bender W. A Drosophila m odel of ParkinsonÕs disease. Nature (2000) , 4 0 4 ,  394. 

43 Langston J. & Ballard P. J. ParkinsonÕs disease in a chem ist  working with 1-m ethyl-4-phenyl-
1,2,5,6- tet rahydropyr idine. N. Engl. J. Med.  (1983) , 3 0 9 ,  310. 

44 Betarbet  R., Sherer T. B., MacKenzie G., Garcia-Osuna M., Panov A. V. & Greenam yre J. T. 
Chronic system ic pest icide exposure reproduces features of ParkinsonÕs disease. Nat . 
Neurosci.  (2000) , 3 ,  1301. 

45 Gorell J.,  Rybicki B., Johnson C. & Peterson E. Occupat ional m etal exposures and the r isk of 
ParkinsonÕs disease. Neuroepidem iology  (1999) , 1 8 ,  303. 

46 Goedert  M. ParkinsonÕs disease and other alphasynucleinopathies. Clin. Chem . Lab. Med.  
(2001) , 3 9 ,  308. 

47 Mahowald M., Bornem ann M. & Schenck C. When and where do synucleinopathies begin? 
Neurology  (2010) , 7 5 ,  488. 

48 Trojanowski J. & Lee V. ParkinsonÕs disease and related alpha-synucleinopathies are brain 
am yloidoses. Ann. N. Y. Acad. Sci.  (2003) , 9 9 1 ,  107. 

49 Spillant ini M., Crowther R., Jakes R., Cairns N., Lantos P. & Goedert  M. Filam entous alpha-
synuclein inclusions link m ult iple system  at rophy with ParkinsonÕs disease and dem ent ia with 
Lewy bodies. Neurosci.  Let t .  (1998) , 2 5 1 ,  205. 

50 Gai W., Power J.,  Blum bergs P. & Blessing W. Mult iple-system  at rophy:  a new alpha-synuclein 
disease? Lancet  (1998) , 3 5 2 ,  547. 

51 Spillant ini M., Crowther R., Jakes R., Hasegawa M. & Goedert  M. Alpha-synuclein in 
filam entous inclusions of Lewy bodies from  ParkinsonÕs disease and dem ent ia with lewy 
bodies.  Proc Nat l Acad Sci USA (1998) , 9 5 ,  6469. 



I nt roducci�n    

2 6  

52 Maroteaux L., Cam panelli J. & Scheller  R. Synuclein:  a neuron-specific protein localized to the 
nucleus and presynapt ic nerve term inal. J. Neurosci.  (1988) , 8 ,  2804. 

53 Uversky V., Li J.,  Souillac P., Millet t  I . ,  Doniach S., Jakes R., Goedert  M. & Fink A. Biophysical 
propert ies of the synucleins and their  propensit ies to fibr illate:  inhibit ion of alphasynuclein 
assem bly by beta-  and gam m a-synucleins. J. Biol.  Chem .  (2002) , 2 7 7 ,  11970. 

54 Moore D., West  A., Dawson V. & Dawson T. Molecular pathophysiology of ParkinsonÕs disease. 
Annu. Rev. Neurosci.  (2005) , 2 8 ,  57. 

55 Murphy R. M. & Kendrick B. S. Protein Misfolding and Aggregat ion. Biotechnol. Prog.  (2007) , 
2 3 ,  548. 

56 Jakes R., Spillant ini M. & Goedert  M. I dent if icat ion of two dist inct  synucleins from  hum an 
brain. FEBS Let t .  (1994) , 3 4 5 ,  27. 

57 Bertoncini C. W., Jung Y.-S., Fern�ndez C. O., Hoyer W., Gr iesinger C., Jovin  T. M. & 
Zweckstet ter M. Release of long- range tert iary interact ions potent iates aggregat ion of 
nat ively unst ructured !- synuclein. Proceedings of the Nat ional Academ y of Sciences of the U 
S A (2005) , 1 0 2 ,  1430. 

58 Hoyer W., Cherny D., Subram aniam  V. & Jovin T. M. I m pact  of the Acidic C-Term inal Region 
Com prising Am ino Acids 109-140 on alpha-Synuclein Aggregat ion in Vit ro. Biochem ist ry 
(Mosc) .  (2004) , 4 3 ,  16233. 

59 Ullm an O., Fisher C. K. & Stultz C. M. Explaining the St ructural Plast icit y of "-Synuclein. J. 
Am . Chem . Soc.  (2011) , 1 3 3 ,  19536. 

60 Uversky V. A protein-cham eleon:  conform at ional plast icit y of alpha-synuclein, a disordered 
protein involved in neurodegenerat ive disorders. J. Biom ol. St ruct . Dyn.  (2003) , 2 1 ,  211. 

61 Bartels K., Choi J. G. & Selkoe D. a-Synuclein occurs physilogically as a helically folded 
tet ram er that  resists aggregat ion. Nature (2011) , 4 7 6 ,  doi: 10.1038/ nature10324. 

62 Goers J.,  Manning-Bog A., McCorm ack A., Millet t  I . ,  Doniach S., Di Monte D., Uversky V. & 
Fink A. Nuclear localizat ion of alpha-synuclein and it s interact ion with histones. Biochem ist ry 
(Mosc) .  (2003) , 4 2 ,  8465. 

63 Chandra S., Fornai F.,  Kwon H. B., Yazdani U., Atasoy D., Liu X., Ham m er R. E., Bat taglia G., 
Germ an D. C., Cast illo P. E. & Sudhof T. C. Double-knockout  m ice for alpha-  and beta-
synucleins:  effect  on synapt ic funct ions. Proc Nat l Acad Sci USA (2004) , 1 0 1 ,  14966. 

64 Cham berlain L. & Burgoyne R. Cysteine-st r ing protein:  the chaperone at  the synapse. J. 
Neurochem .  (2000) , 7 4 ,  1781. 

65 Burre J.,  Sharm a M., Tsetsenis T., Buchm an V., Etherton M. & Sudhof T. Alpha-synuclein 
prom otes SNARE com plex assem bly in v ivo and in v it ro. Science (2010) , 3 2 9 ,  1663. 

66 Chandra S., Gallardo G., Fernandez-Chacon R., Schluter O. M. & Sudhof T. C. Alpha-synuclein 
cooperates with CS Palpha in prevent ing neurodegenerat ion. Cell (2005) , 1 2 3 ,  383. 

67 Shvadchak V. V., Falom ir-Lockhart  L. J.,  Yushchenko D. A. & Jovin T. M. Specificit y and 
Kinet ics of  alpha-Synuclein Binding to Model Mem branes Determ ined with Fluorescent  
Excited State I nt ram olecular Proton Transfer (ESI PT)  Probe. J. Biol.  Chem .  (2011) , 2 8 6 ,  
13023. 



Cap�tulo 1  

2 7  

68 Shvadchak V. V., Yushchenko D. A., Pievo R. & Jovin T. M. The m ode of alpha-synuclein 
binding to m em branes depends on lipid com posit ion and lipid to protein rat io. FEBS Let t .  
(2011) , 5 8 5 ,  3513. 

69 Bonini N. M. & Giasson B. I .  Snar ing the funct ion of alphasynuclein. Cell (2005) , 1 2 3 ,  359. 

70 Jenco J.,  Rawlingson A., Daniels B. & Morr is A. Regulat ion of phospholipase D2:  select ive 
inhibit ion of m am m alian phospholipase D isoenzym es by alpha-  and beta-synucleins. 
Biochem ist ry (Mosc) .  (1998) , 3 7 ,  4901. 

71 Uversky V., Lee H., Li J.,  Fink A. & Lee S. Stabilizat ion of part ially  folded conform at ion dur ing 
alpha-synuclein oligom erizat ion in both pur ified and cytosolic preparat ions. J. Biol.  Chem .  
(2001) , 2 7 6 ,  43495. 

72 Conway K., Harper J. & Lansbury P. Accelerated in v it ro fibr il form at ion by a m utant  alpha-
synuclein linked to ear ly-onset  Parkinson disease. Nat . Med.  (1998) , 4 ,  1318. 

73 Kim  H.-Y., Cho M.-K., Kum ar A., Maier E., Siebenhaar C., Becker S., Fernandez C. O., Lashuel 
H. A., Benz R., Lange A. & Zweckstet ter M. St ructural Propert ies of Pore-Form ing Oligom ers 
of alpha-Synuclein. JACS (2009) , 1 3 1 ,  17482. 

74 Lashuel H. A., Hart ley D., Pet re B. M., Walz T. & Jr P. T. L. Am yloid pores from  pathogenic 
m utat ions. Nature (2002) , 4 1 8 ,  291. 

75 Lashuel H. A., Hart ley D., Pet re B. M., Walz T. & Lansbury P. T., Jr .  Neurodegenerat ive 
disease:  am yloid pores from  pathogenic m utat ions. Nature (2002) , 4 1 8 ,  291. 

76 Lashuel H. A., Pet re B. M., Wall J.,  Sim on M., Nowak R. J.,  Walz T. & Lansbury P. T., Jr .  
Alpha-synuclein, especially the Parkinson’s disease-associated m utants, form s pore- like 
annular and tubular protofibr ils. J. Mol. Biol.  (2002) , 3 2 2 ,  1089. 

77 Souza J.,  Giasson B., Chen Q., Lee V. & I schiropoulos H. Dityrosine cross- linking prom otes 
form at ion of stable alpha-synuclein polym ers. I m plicat ion of nit rat ive and oxidat ive st ress in 
the pathogenesis of neurodegenerat ive synucleinopathies. J. Biol.  Chem .  (2000) , 2 7 5 ,  18344. 

78 Dickson D. Correlat ion of synapt ic and pathological m arkers with cognit ion of the elder ly. .  
Neurobiol.  Aging (1995) , 1 6 ,  285. 

79 Goldberg M. S. & Jr P. T. L. I s there a cause-and-effect  relat ionship between alpha-synuclein 
fibr illizat ion and Parkinson’s disease. Nature Cell Biology  (2000) , 2 ,  E115. 

80 Peter T Lansbury Jr. Evolut ion of am yloid:  What  norm al protein folding m ay tell us about  
fibr illogenesis and disease. Proceedings of the Nat ional Academ y of Sciences (1999) , 9 6 ,  
3342. 

81 Walsh D., Klyubin I . ,  Fadeeva J.,  Cullen W., Anwyl R., Wolfe M., Rowan M. & Selkoe D. 
Naturally secreted oligom ers of am yloid beta protein potent ly inhibit  hippocam pal long- term  
potent iat ion in v ivo. Nature (2002) , 4 1 6 ,  535. 

82 Apet r i M. M., Mait i N. C., Zagorski M. G., Carey P. R. & Anderson V. E. Secondary st ructure of 
alpha-synuclein oligom ers:  character izat ion by ram an and atom ic force m icroscopy. J. Mol. 
Biol.  (2006) , 3 5 5 ,  63. 

83 Borsarelli C. D., Falom ir-Lockhart  L. J.,  Ostatn� V., Fauerbach J. A., Hsiao H.-H., Ur laub H., 
Pale#ek E., Jares-Er ijm an E. A. & Jovin T. M. Biophysical propert ies and cellular  toxicit y of 



I nt roducci�n    

2 8  

covalent  crosslinked oligom ers of "- synuclein form ed by photoinduced side-chain tyrosyl 
radicals. Free Radic. Biol.  Med.  (2012) , 5 3 ,  1004. 

84 Brown D. R. Oligom eric alpha-synuclein and it s role in neuronal death. I UBMB Life (2010) , 
6 5 ,  334. 

85 Colla E., Jensen P. H., Pletnikova O., Troncoso J. C., Glabe C. & Lee M. K. Accum ulat ion of 
Toxic  -Synuclein Oligom er within Endoplasm ic Ret iculum  Occurs in  -Synucleinopathy I n Vivo. 
J. Neurosci.  (2012) , 3 2 ,  3301. 

86 Ferreira S. T., Vieira M. N. N. & De Felice F. G. Soluble protein oligom ers as em erging toxins 
in alzheim er’s and other am yloid diseases. I UBMB Life (2007) , 5 9 ,  332. 

87 Kim   H.-Y., Cho M.-K., Maier E., Siebenhaar C., Becker S., Fernandez C. O., Lashuel H. A., 
Benz R., Lange A. & Zweckstet ter  M. St ructural propert ies of pore- form ing oligom ers of alpha-
synuclein. JACS (2009) , 1 3 1 ,  17482. 

88 Laganowsky A., Liu C., Sawaya M. R., Whitelegge J. P., Park J.,  Zhao M., Pensalfini A., 
Sor iaga A. B., Landau M., Teng P. K., Cascio D., Glabe C. & Eisenberg D. Atom ic View of a 
Toxic Am yloid Sm all Oligom er. Science (2012) , 3 3 5 ,  1228. 

89 Lindgren M. & Ham m arst r �m  P. Am yloid oligom ers:  spe ct roscopic character izat ion of 
am yloidogenic protein states. FEBS Journal (2010) , 2 7 7 ,  1380. 

90 Outeiro T. F.,  Putcha, P., Tetzlaff,  J. E., Spoelgen, R., Koker, M., Carvalho, F., Hym an, B. T., 
McLean, P. J. Form at ion of toxic oligom eric alpha-synuclein species in liv ing cells. PLoS One 
(2008) , 3 ,  e1867. 

91 Uversky V. N. Myster ious oligom erizat ion of the am yloidogenic proteins. FEBS J (2010) , 2 7 7 ,  
2940. 

92 Walsh D. M. & Selkoe D. J. A§ Oligom ers:  a decade of discovery. J. Neurochem .  (2007) , 1 0 1 ,  
1172. 

93 Gurry T., Ullm an O., Fisher C. K., Perovic I . ,  Pochapsky T. & Stultz C. M. The Dynam ic 
St ructure of "-Synuclein Mult im ers. J. Am . Chem . Soc.  (2013) , 1 3 5 ,  3865. 

94 Morr is A. M., Watzky M. A. & Finke R. G. Protein aggregat ion kinet ics, m echanism , and curve-
fit t ing:  a review of the literature. Biochim . Biophys. Acta (2009) , 1 7 9 4 ,  375. 

95 Avidan-Shpalter C. & Gazit  E. The ear ly stages of am yloid form at ion:  biophysical and 
st ructural character izat ion of hum an calcitonin pre- fibr illar  assem blies. Am yloid (2006) , 1 3 ,  
216. 

96 Mok Y. F. & Howlet t  G. J. Sedim entat ion velocity analysis of am yloid oligom ers and fibr ils. 
Methods Enzym ol.  (2006) , 4 1 3 ,  199. 

97 Oliveira C. L.,  Behrens M. A., Pedersen J. S., Er lacher K. & Otzen D. A SAXS study of 
glucagon fibr illat ion. J. Mol. Biol.  (2009) , 3 8 7 .  

98 Cohen-Krausz S. & Saibil H. R. en Protein Misfolding, Aggregat ion, and Conform at ional 
Diseases. Part  A:  Protein Aggregat ion and Conform at ional Disease. Uversky, V. N., Fink, A. L.,  
Eds.;  Spr inger Science+ Business Media, I nc.:  New York  (2006) , 4 ,  303. 



Cap�tulo 1  

2 9  

99 Legleiter J. & Kowalewski T. en Protein Misfolding, Aggregat ion, and Conform at ional Diseases. 
Part  A:  Protein Aggregat ion and Conform at ional Disease. Uversky, V. N., Fink, A. L.,  Eds.;  
Spr inger Science+ Business Media, I nc.:  New York  (2006) , 4 ,  315. 

100 Hiram atsu H. & Kitagawa T. FT- I R approaches on am yloid fibr il st ructure. Biochim . Biophys. 
Acta (2005) , 1 7 5 3 ,  100. 

101 Margit tai M. & Langen R. Fibr ils with parallel in- register st ructure const itute a m ajor class of 
am yloid fibr ils:  m olecular insights from  elect ron param agnet ic resonance spect roscopy. .  Q. 
Rev. Biophys.  (2008) , 4 1 ,  265. 

102 Jahn T. R., Makin O. S., Morr is K. L.,  Marshall K. E., Tian P., Sikorski P. & Serpell L. C. The 
com m on architecture of cross-  $ am yloid. J. Mol. Biol.  (2010) , 3 9 5 ,  717. 

103 Heise H. Solid-state NMR spect roscopy of am yloid proteins. Chem biochem  (2008) , 9 ,  179. 

104 Kim  H. Y., Cho M. K., Kum ar A., Maier E., Siebenhaar C., Becker S., Fernandez C. O., Lashuel 
H. A., Benz R., Lange A. & Zweckstet ter M. St ructural propert ies of pore- form ing oligom ers of 
"- synuclein. J. Am . Chem . Soc.  (2009) , 1 3 1 ,  17482. 

105 Sahoo H. Fluorescent  labeling techniques in biom olecules:  a flashback. RSC Advances (2012) , 
2 ,  7017. 

106 Bertoncini C. W., Celej ,M.S. Sm all m olecule fluorescent  probes for the detect ion of am yloid 
self-assem bly in v it ro and in v ivo.  Current  Protein and Pept ide Science (2011) , 1 2 ,  205. 

107 Kwon J. E. & Park S. Y. Advanced Organic Optoelect ronic Mater ials:  Harnessing Excited-State 
I nt ram olecular Proton Transfer (ESI PT)  Process. Adv. Mat .  (2011) , 2 3 ,  3615. 

108 Wu J.,  Liu W., Ge J.,  Zhang H. & Wang P. New sensing m echanism s for design of fluorescent  
chem osensors em erging in recent  years. Chem ical Society Reviews (2011) , 4 0 ,  3483. 

109 Zhao J.,  Ji S., Chen Y., Guo H. & Yang P. Excited state int ram olecular proton t ransfer (ESI PT) :  
from  pr incipal photophysics to the developm ent  of new chrom ophores and applicat ions in 
fluorescent  m olecular probes and lum inescent  m ater ials. Physical Chem ist ry Chem ical Physics 
(2012) . 

110 Dem chenko A. P., et  al.  Monitor ing biophysical propert ies of lipid m em branes by 
environm ent -sensit ive fluorescent  probes. Biophys. J.  (2009) , 9 6 ,  3461. 

111 Shynkar V. V., Klym chenko A. S., Kunzelm ann C., Duportail G., Muller  C. D., Dem chenko A. 
P., Freyssinet  J. M. & Mely Y. Fluorescent  biom em brane probe for rat iom et r ic detect ion of 
apoptosis. J. Am . Chem . Soc.  (2007) , 1 2 9 ,  2187. 

112 Choulier  L.,  Shvadchak V. V., Naidoo A., Klym chenko A. S., Mely Y. & Altschuh D. A pept ide-
based fluorescent  rat iom et r ic sensor for  quant itat ive detect ion of proteins. Anal Biochem  
(2010) , 4 0 1 ,  188. 

113 Enander K., Choulier  L.,  Olsson A. L.,  Yushchenko D. A., Kanm ert  D., Klym chenko A. S., 
Dem chenko A. P., Mely Y. & Altschuh D. A pept ide-based, rat iom et r ic biosensor const ruct  for  
direct  fluorescence detect ion of a protein analyte. Bioconjug. Chem .  (2008) , 1 9 ,  1864. 

114 Klym chenko A. S., Shvadchak V. V., Yushchenko D. A., Jain N. & Mely Y. Excited-state 
int ram olecular proton t ransfer dist inguishes m icroenvironm ents in single-  and double-
st randed DNA. J Phys Chem  B (2008) , 1 1 2 ,  12050. 



I nt roducci�n    

3 0  

115 Shvadchak V. V., Klym chenko A. S., de Rocquigny H. & Mely Y. Sensing pept ide-
oligonucleot ide interact ions by a two-color fluorescence label:  applicat ion to the HI V-1 
nucleocapsid protein. Nucleic Acids Res.  (2009) , 3 7 ,  e25. 

116 Dem chenko A. P., Tang K. C. & Chou P. T. Excited-state proton coupled charge t ransfer 
m odulated by m olecular st ructure and m edia polar izat ion. Chem . Soc. Rev.  (2012) , 4 2 ,  1379. 

117 Hanson K., Patel N., Whited M. T., Djurovich P. I .  & Thom pson M. E. Subst ituted 1,3-
Bis( im ino) isoindole Diols:  A New Class of Proton Transfer Dyes. Org Let t  (2011) , 1 3 ,  1598. 

118 Zhao J.,  Ji S., Chen Y., Guo H. & Yang P. Excited state int ram olecular proton t ransfer (ESI PT) :  
from  pr incipal photophysics to the developm ent  of new chrom ophores and applicat ions in 
fluorescent  m olecular probes and lum inescent  m ater ials. Phys. Chem . Chem . Phys.  (2012) , 
1 4 ,  8803. 

119 Caarls W., Soledad Celej  M., Dem chenko A. P. & Jovin T. M. Character izat ion of coupled 
ground state and excited state equilibr ia by fluorescence spect ral deconvolut ion. J Fluoresc 
(2010) , 2 0 ,  181. 

120 Celej  M. S., Caar ls W., Dem chenko A. P. & Jovin T. M. A Tr iple-Em ission Fluorescent  Probe 
Reveals Dist inct ive Am yloid Fibr illar  Polym orphism  of Wild-Type alpha-Synuclein and I t s 
Fam ilial Parkinson’s Disease Mutants. Biochem ist ry (Mosc) .  (2009) , 4 8 ,  7465. 

121 Binnig G. US Patent  Specificat ion 4,724,318  (1986) . 

122 Binnig G., Quate C. F. & Gerber C. Phys. Rev. Let t .  (1986 ) , 5 6 ,  930. 

123 Cappella B. & Diet ler  G. Surf.  Sci.  Rep.  (1999) , 3 4 ,  1. 

124 Giessibl F. J. Rev. Mod. Phys.  (2003) , 7 5 ,  949. 

125 Seo Y. & Jhe W. Atom ic force m icroscopy and spect roscopy. Reports on Progress in Physics 
(2008) , 7 1 ,  016101. 

 

 

 



 

 

 

 

 

CAPŒTULO 2  
 

SONDAS ESI PT 3 - HI DROXI CROMONAS 

SI NTESI S Y PROPI EDADES 

ESPECTROSCîPI CAS

 



Sondas 3 - hidroxicrom onas ESI PT   

3 2  



Cap�tulo 2  

3 3  

 

S�ntesis de sondas 3 - hidroxicrom onas ESI PT 

En este cap�tulo se detalla las s�ntesis de una ser ie nuevos com puestos pertenecientes a la 

fam ilia de las 3-hidroxicrom onas (3HC)  y se eval�an sus propiedades espect rosc�picas en 

una ser ie de solventes org�nicos, com parando las si m ilitudes y diferencias tanto en su 

facilidad (o dificultad)  de s�ntesis com o en su pot encial uso y aplicaci�n.  

Las 3HC son ut ilizadas com o sondas fluorescentes radiom �t r icas sensibles a cam bios de 

polar idad en su m icroentorno. Se destacan debido a una em isi�n dual de fluorescenc ia, o 

sea un espect ro de em isi�n com puesto por dos bandas  en lugar de una sola. Las dos 

bandas se asocian a diferentes especies excitadas (N*  y T* )  que intercam bian y decaen 

radiat ivam ente desde diferentes niveles energ�t icos .  Dichas bandas cuenta n con suficiente 

resoluci�n espect ral,  ya que sus m �xim os de em isi�n  se encuent ran separados por 50-130 

nm . Una propiedad m uy part icular  es que la posiciones de los m �xim os e intensidad es de 

las bandas resultan funci�n de la polar idad del m edio en el que se enc uent ra la sonda. Esta 

singular caracter �st ica se explica por el fen�m eno que se conoce com o ESI PT ( ÔExcited 

State I nt ram olecular Proton Transfer Õ o Transferencia Prot �nica I nt ram olecular en el Est ado 

Excitado) . Dicho fen�m eno es posible debido a la est ructura  qu�m ica que poseen las 3HC. 

Recientem ente se han publicado num erosos art �culos en la literatura que revisan el 

fen�m eno de ESI PT tanto para las 3HC com o para ot ra s fam ilias de com puestos:  

benzofenonas, flavonas, ant raquinonas, der ivados de pir idinas, quinolinas, benzazoles, 

azoles, diazoles, t r iazoles y am inosalicilaldeh�dos (Figura 2.1) .1-5 

Estos t rabajos invest igan el or igen del fen�m eno de  ESI PT, su relaci�n con las est ructuras 

m oleculares de los com puestos, las condiciones necesar ias para que se observe el 

fen�m eno, as� com o su relaci�n con ot ros procesos i nterv inientes tales com o ESI CT 

( ÔExcited State I nt ram olecular Charge Transfer Õ o Transferencia de Carga I nt ram olecular en 

el Estado Excitado) . Adem �s discuten los posibles cam inos y procesos d e desexcitaci�n, el 

rol del solvente y su reordenam iento. 

Se com enzar� con una int roducci�n al fen�m eno de ES I PT, para luego pasar a la secci�n 

exper im ental donde se descr iben las rutas ut ilizadas para los com puestos sintet izados, 

seguido de una secci�n donde se eval�an sus propied ades de fluorescencia frente a m edios 

de dist inta polar idad y basicidad, term inando con una discusi�n del cap�tulo.  
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Figura 2 .1  Est ructuras de a lgunas fam ilias de com puestos ESI PT. 3 - hidroxicrom onas ( 3 HC) , 3 -
hidroxiflavonas ( 3 HF) , 2 - ( 2 ’- hidroxifenil) benzoxazole ( HBO) , 2 - ( ( 2 - ( 2 - hidroxifenil) benzo[ d] oxazol- 6 -
il) m et ilen) - m alononit r ilo ( diCN- HBO) , p- N,N- dit iolilam inosalicila ldeh�do ( SAN) , 1 ,3 - bis( 2 -
pyr idylim ino) isoindoline ( BPI ) . 

 
2 .2  El fen�m eno de ESI PT  

La t ransferencia prot �nica (PT)  es una de los proce sos m �s com unes, fam iliares y 

fundam entales en reacciones qu�m icas y bioqu�m icas,  tanto en sistem as sint �t icos com o en 

procesos biol�gicos. 6,7 Desde el punto de v ista m olecular, PT puede clasificarse com o un 

proceso inter o int ram olecular, donde se pueden ident if icar especies donoras (DP)  y 

aceptoras (AP)  de protones que part icipan del reordenam iento est ructural. 

El proceso part icular  de ESI PT se lim ita a reacciones PT unim oleculares ( int ram oleculares)  

en el estado excitado. I nvolucra un ciclo de excitaci�n - relajaci�n - t ransferencia y ret ro-

t ransferencia ( relajaci�n radiat iva y t ransferencia ) . Durante el proceso se generan una (o 

m �s)  especies tautom �r icas donde interv ienen proces os de excitaci�n por luz, cam bios en 

la densidad elect r �nica, t ransferencia de protones, relajaci ones no radiat ivas por solvente y 

t ransferencias de carga. Los taut �m eros siem pre vue lven al f inal del ciclo al com puesto 

inicial en su estado fundam ental,  conservando as� su integr idad est ructural or iginal.  ESI PT 

es un proceso reversible y cerrado. 

Algunas caracter �st icas destacan a ESI PT com o un proceso �nico:  

a)  Exhibe un gran corr im iento de Stokes (definido com o la diferencia ent re los 

m �xim os de absorci�n y em isi�n)  de ent re 6000-12000 cm -1.8,2 Esta inusual separaci�n se 

basa en las diferencias (debidas a la t ransferencia prot �nica, separaci�n de cargas, y 

cam bios en la direcci�n y m agnitud del m om ento dipo lar o !d)  ent re las especies 

tautom �r icas excitadas asociadas a los procesos de absorci�n y em isi�n. Esta m uy �t il 

propiedad es rara en sondas fluorescentes. 

b)  Una buena separaci�n espect ral que perm ite obser var una em isi�n dual de 

fluorescencia resultantes de las especies tautom �r i cas N*  y T*  dist inguibles tanto por 

fluorescencia del estado estacionar io com o resuelta en el t iem po. 



Cap�tulo 2  

3 5  

c)  Es un proceso que ocurre m uy r � pidam ente (kESI PT> > 1012 s-1) .3 

d)  Modificaciones qu�m icas en la est ructura m olecular distantes de la regi�n donde 

ocurre el fen�m eno de ESI PT producen cam bios en la dist r ibuci�n de la densidad 

elect r �nica con efectos dram �t icos que alteran (m od ulan)  la em isi�n de am bos estados 

excitados. Existen ejem plos de em isores de luz blanca (que abarcan casi todo el espect ro 

de luz v isible)  basados en com puestos ESI PT9,10.9,10 

e)  Se puede diferenciar un proceso de t ransferencia de carga (ESI CT)  el cual se 

encuent ra involucrado con las especies iniciales o productos de ESI PT. El acoplam iento de 

los procesos ESI CT-ESI PT puede ser m odulado por las condiciones de contorno (p.e. m edio, 

presi�n)  adem �s de las m odificaciones qu�m icas desc r iptas en el anter ior  item . 

La condici�n necesar ia (pero no sufic iente)  para que ESI PT pueda ocurr ir  ( la t ransferencia 

prot �nica)  es la form aci�n de un puente de hidr �gen o int ram olecular. El proceso com ienza 

con una fotoexcitaci�n elect r �nica, ut ilizando una longitud de onda adecuada, por lo que es 

m uy com �n que los com puestos que exhiben ESI PT posean en su est ructura al m enos un 

grupo arom �t ico fenilo. Sobre este anillo se ub ican los sust ituyentes DP y  AP generalm ente 

un hidroxilo ( -OH)   y el ox�geno de un carbonilo ( -C= O) , respect ivam ente (Figura 2.2) .  

 
Figura 2 .2  Esquem a sim plificado de sonda ESI PT, donde se destacan caracter �st icas 
est ructura les esencia les com o un anillo arom �t ico ( gr is) , un grupo D P( rojo)  y un grupo 
AP( am arillo) , am bos en configuraci�n orto y conectados por un puente de hidr �geno ( adaptado 
de Dem chenko, A. et  a l.  Chem ical Society Review s, ( 2 0 1 2 )  doi:1 0 .1 0 3 9 / c2 cs3 5 1 9 5 a) . 

La distancia ent re los grupos A y D es determ inante para la eficiencia del procesos, por lo 

que usualm ente se encuent ran en posici�n orto interconectados por un puente de 

hidr �geno.  

La t ransferencia t iene lugar debido al m ovim iento de un prot �n ent re un grupo D y uno A. 

Dicho proceso se sim plif ica com o un m ovim iento neto del prot �n desde una especie (D)  

hasta ot ra (A) . En realidad el proceso se puede descr ibir  considerando que lo que se 

m odifica es la densidad elect r �nica en la m ol�cula.  Establecido el puente de hidr �geno 

int ram olecular ent re el donante y el aceptor (D-H-A) , se puede concebir  que en el estado 

excitado la interacci�n D -H (donante-prot �n)  se debilita, al m ism o t iem po que la 

interacci�n H -A (prot �n -aceptor)  se vuelve m �s fuerte 11 sin que exista un tuneleo del 

prot �n. Es entonces la densidad elect r �nica m olecul ar la que se reordena sobre la 

est ructura de la m ol�cula pudiendo ident if icar un c am bio en la fuerza de asociaci�n ent re 

D-H y H-A. En este proceso se ret iene el puente de hidr �geno ent re las especies 

interv inientes, la existencia del cual es una condici�n necesar ia  para ESI PT. Por lo tanto, la 

est ructura qu�m ica del com puesto ( j unto a sus sust ituyentes)  es clave en dicha cuest i�n. En 
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l�nea con esta consideraci�n, debem os recordar que la re-dist r ibuci�n de la densidad 

elect r �nica se da por m edio de una fotoexcitaci�n o curr iendo en una escala de t iem po 

m ucho m enor a la del m ovim iento de un n�cleo. Segui do a este cam bio instant �neo, todo 

el sistem a relaja hasta un estado de equilibr io, incluyendo los elect rones, protones y 

�tom os m as pesados ( vide infra) .  

Ante la excitaci�n elect r �nica se produce una redis t r ibuci�n de cargas que aum enta la 

acidez (capacidad donora)  de DP,  y  la basicidad (capacidad aceptora)  de AP.  

Term odin�m icam ente el increm ento en el cociente de basicidad/ acidez de AP/ DP favorece 

energ�t icam ente el proceso de ESI PT, proveyendo la fuerza im pulsora de la reacci�n y 

explicando por qu� la reacci�n no ocurre espont �nea m ente en el estado fundam ental.  La 

redist r ibuci�n de cargas son directam ente afectadas  por interacciones (d�biles)  tales com o 

interacciones dipolo-dipolo soluto/ solvente influenciando tanto la cin�t ica com o la 

term odin�m ica del proceso. Elect r �nicam ente excitad a, una m ol�cula con una significat iva 

redist r ibuci�n de la carga elect r �nica ( y m uy proba blem ente del !d)  fuertem ente polar iza el 

m edio circundante. Esta redist r ibuci�n de cargas co nduce a un estado excitado de 

t ransferencia de carga (CT* )  diel�ct r icam ente estab ilizado. Este proceso es refer ido com o 

ESI CT ( ÔExcited State I nt ram olecular Charge Transfer Õ o Transferencia de Carga 

I nt ram olecular en el Estado Excitado) , el cual puede ocurr ir  antes, poster ior  o 

conjuntam ente con el de ESI PT. 

La fluorescencia de cada uno de los estados N*  y T*  resultantes de los procesos ESI PT-

ESI CT pueden ser ident if icados por m edio de la posici�n de la banda de em isi�n  en el rango 

espect ral y t iem po de v ida m edia de fluorescencia y en algunos casos por diferencias en la 

polar izaci�n  de las bandas. 

El proceso de ESI PT puede ser considerado bajo dos reg�m enes:  cin�t ico y term odin�m ico 

(Figura 2.3) :   

Mecanism o Cin� t ico  (Fig. 2.3 a) . Se observa una gran diferencia energ�t ica e nt re 

los estados N*  y T* , por lo que el equilibr io ESI PT se encuent ra favorablem ente desplazado 

hacia la form a T* , lo que hace que el proceso se considere ir reversible. Sin em bargo la 

reacci�n puede ser lenta debido a la existencia de una barrera de energ�a, m uy probable 

inducida por la polar idad del solvente o una perturbaci�n por puentes de hidr �geno 

externos, separando los dos estados a lo largo de la coordenada de solvataci�n. Esta 

situaci�n se asocia a m ol�culas com o las 3HF .12 La m agnitud de la barrera energ�t ica 

inducida (por tem peratura, v iscosidad, interacci�n con m ol�culas donoras de  protones, 

polar idad del solvente)  m odula de m anera directa la fluorescencia del estado N*  (y por 

tanto del T* ) . 

Mecanism o Term odin�m ico  (Fig. 2.3 b) . En este caso la diferencia energ�t ica 

ent re los estados N*  y T*  es m enor y la velocidad de la reacci�n de  ESI PT es m uy alta. Sin 

em bargo, al no exist ir  una barrera energ�t ica induc ida, t iene lugar la reacci�n inversa ( la 
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ret ro- t ransferencia prot �nica)  que ocurre en una escala t em poral com parable y es m �s 

r �pi da que la relajaci�n por fluorescencia. En estas co ndiciones, se establece un equilibr io 

ent re la t ransferencia y la ret ro- t ransferencia, observ�ndose dos bandas de em isi�n d e 

intensidades com parables. Las intensidades relat ivas de las bandas quedan determ inadas 

por la dist r ibuci�n de Boltzm ann de las especies ex citadas.13 Esta situaci�n se asocia con 

m uchos der ivados de las 3HC, donde la estabilizaci� n del estado N*  se debe a su 

t ransform aci�n a un estad o ESI CT debido a la int roducci�n de sust ituyentes d onores de 

elect rones en la m ol�cula que estabilizan la separa ci�n de cargas asociada. Se observa que 

la relaci�n de intensidades ent re las bandas se cor responde con cam bios en la 

polar idad14,15,8,16 y  cam pos el�ct r icos locales.17 En el m ecanism o cin�t ico, l as v idas m edia 

son independientes de cam bios en la tem peratura y presencia de quenchers. 

 
Figura 2 .3  Esquem a representando dos m ecanism os posibles de ESI PT con ejem plos de 3 HF y 
3 HC para  cada caso. Las flechas anchas re llenas representan la  em isi�n de fluorescencia  de las 
bandas N*  y T*  para  cada caso. ( a )  3 HF: Ex 3 6 0 nm , Em  4 2 0  nm  ( azul)  y 5 1 5  nm  ( am arillo) . Se 
observa una reacci�n ir reversible , debido a  una bar rera  energ� t ica  inducida ( k -!0  o k + > > k - ) . La  
reacci�n ocurre en una escala  tem poral sim ilar  a  la  em isi�n, por  lo que es posible  observar  la  
em isi�n de T*  y tam bi�n la  de N* . ( b)  3 HC: Ex 4 2 0 nm , Em  5 1 8  nm  ( verde)  y 6 1 0  nm  ( naranja) . 
Se observa una reacci�n reversible  de cin� t ica  r �pi da. El estado N*  ( CT* )  se encuent ra  
estabilizado por e l grupo donante de e lect rones. La em isi�n de N*  se observa a  un nivel que 
depende de las velocidades de reacci�n ( exp resadas por k -  y k + ) . Por  lo tanto la  dist r ibuci�n de 
las intensidades de em isi�n se corresponde con la  d ist r ibuci�n de las especies excitadas en e l 
equilibr io. Las coordenada RC se encuentra  sim plificada representando la  sum a de m �lt iples 
dim ensiones incluyendo la  coordenada de solvente ( adaptado de Ref. 1  y 5 ) . 

Los m ecanism os descr iptos pueden ser discr im inados f�cilm ente m ediante m edidas de 

fluorescencia resuelta en el t iem po, donde p.e. en el caso cin�t ico la tasa de decaim iento 

de N*  se corresponde con la subida de T* . Cont rar iam ente, en el caso term odin�m ico las 

curvas de decaim iento para cada banda resultan en curvas con dos com ponentes y se 

observa un cam bio en la pendiente en una representaci�n logar�t im ica . Ot ros m �todos 
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involucra el uso de quenchers18 donde se podr�an dist inguir  ent re am bos m ecanism os por 

m edidas de fluorescencia de estado estacionar io. En el caso term odin�m ico se espera una 

dism inuci�n en el rendim iento cu�nt ico de am bas ban das indist intam ente, m ient ras que en 

el caso cin�t ico la banda T*  deber�a se r part icularm ente m �s sensible.  

El acoplam iento de un proceso ESI CT al ESI PT puede alterar el m ecanism o de acci�n. Se 

espera que si la especie excitada presenta una separaci�n de cargas peque�a siga un 

r �gim en cin�t ico, donde la observaci �n de la banda N*  en solventes pr �t icos se explica por 

perturbaci�n del estado v�a uniones de hidr �geno in term oleculares, pudiendo generarse 

una barrera energ�t ica ent re los estados excitados.  En el caso de tener una separaci�n de 

cargas significat iva, se espera que el proceso de ESI PT siga un r �gim en term odin�m ico y  se 

encuent re acoplado a un proceso ESI CT, donde la banda N*  se asocia con un estado de 

t ransferencia de carga (CT)  y existe una barrera energ�t ica inducida por solvente. En 

m ol�culas tales com o  N,N-dialquilam ino-3-hidroxiflavonas el grupo N,N-dialquilam ino 

funciona est rat �gicam ente com o un grupo donante de elect rones (De)  debido a su bajo 

potencial de oxidaci�n perm it iendo la form aci�n de un gran !d cont r ibuyendo al car �cter CT 

de la banda N* . El proceso ESI CT puede estabilizarse en solventes de m ayor polar idad 

estableci�ndose una fuerte correlaci�n ent re las in tensidades de em isi�n relat ivas de las 

bandas N*  y T*  y la polar idad del m edio. 

Resulta natural que el proceso de ESI PT-ESI CT involucre t ransferencias de prot �n (PT* ) , de 

elect r �n (densidad elect r �nica)  y de carga (CT* )  en  el estado excitado (con la posibilidad 

de una t ransferencia concertada de proton-carga, PCT* ) . A cada t ransferencia se asocian 

los grupos part icipantes:  donor de elect rones (De) ,  donor de protones (DP) ,  aceptor de 

elect rones (Ae)  y aceptor de protones (AP) .   Ahora bien, cuando nos rem it im os a lo 

exper im ental resulta im posible encont rar un ejem plo donde en una m ism a m ol�cula se 

encuent ren los cuat ro grupos indiv idualm ente. Ocurre entonces que se recurre a una 

clasificaci�n que agrupa a las m ol�culas en dos cla ses:   

¥ las CLASE I  poseen un m ism o grupo que funciona tanto com o aceptor de protones 

y elect rones (APe)   

¥ las CLASE I I  poseen un m ism o grupo donor de protones y elect rones (DPe) .   

En cualquier caso se destaca que los grupos AP y  DP se encuent ran necesar iam ente en 

posici�n orto.  En cam bio los grupos Ae y  De pueden encont rarse en zonas m as alejadas. Su 

distancia y ubicaci�n determ inan la m agnitud de la separaci�n de las cargas y el !d total,  

v inculados a ESI CT-ESI PT. 
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Figura 2 .4  Esquem as representando m ol�culas ESI PT CLASE I  y I I ,  donde se destacan 
caracter �st icas est ructura les. Am bas poseen un anil lo arom �t ico cent ra l ( gr is)  que posee 
dist intos sust ituyentes seg�n e l caso. Las CLASE I  poseen un grupo donor de e lect rones ( D e) , 
uno donor de protones ( D P)  y un grupo aceptor  de e lect rones y protones ( AeP) . Las CLASE I I  
poseen un grupo aceptor  de e lect rones ( Ae) , uno aceptor  de protones ( AP)  y un grupo donor de 
e lect rones y protones ( D eP) . Los grupos AP y D P siem pre se encuentran en posici�n orto 
( adaptado de Dem chenko, A. et  a l. Chem ical Society Review s, ( 2 0 1 2 )  doi:1 0 .1 0 3 9 / c2 cs3 5 1 9 5 a) . 

En las m ol�culas de CLASE I  (que pertenecen al grup o de inter �s en esta tesis)  com o N,N-

dialquilam ino-3-hidroxiflavonas el grupo N,N-dialquilam ino funciona est rat �gicam ente com o 

un grupo donante de elect rones (De)  y el hidroxilo com o donante de protones (DP) ,  

m ient ras que el carbonilo funciona com o un at ractor de elect rones y aceptor de protones 

(APe)  a la vez. La reacci�n de ESI PT en 3HC ocurre ent r e estados est ructural y 

energ�t icam ente asim �t r icos, generando en el estado  excitado, especies tautom �rcias ( T* )  

con dist inta configuraci�n nuclear y elect r �nica. T *  es un is�m ero del estado excitado inicial 

N* , m ost rando un espect ro de em isi�n de fluorescenc ia con un gran corr im iento hacia 

energ�as bajas.  

Exper im entos con der ivados 3-m etoxiflavonas,8 donde el grupo hidroxilo se encuent ra 

protegido, se observa un �nica banda de em isi�n en solventes no polares (p.e. 

ciclohexano) , m ient ras que para la m ol�cula or iginal 3HF se observ an dos bandas de 

em isi�n, dando clara evidencia del que el proceso d e ESI PT se or igina de la t ransferencia 

prot �nica del grupo hidroxilo.  

Tal com o se explico al com ienzo el proceso de ESI PT es un proceso cerrado y reversible de 

acuerdo al r �gim en cin�t ico o term odin�m ico operandi.  Para el caso de m ol�culas de CLASE 

I  bajo un r �gim en term odin�m ico, el proceso puede v isualizarse tal com o se esquem at iza 

en la figura 2.5. Aqu� se ha hecho una sim plif icaci�n del estado fundam ental,  tom ando en 

cuenta un �nico estado fundam ental N, ya que la t ransferencia ent re T y N es m uy r �pi da. 
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Figura 2 .5  ( I ZQ)  Proceso de re la jaci�n para  e l caso de ESI PT - ESI CT para  una m ol�cula  de CLASE 
I . Se diferencian 4  estados CT* , CT* eq, PCT*  y PCT* eq. Donde los estados de equilibr io ( eq)  
surgen de procesos de re la jaci�n hasta  m �nim os loca les de energ�a . De cada estado excitado en 
equilibr io, CT* eq y PCT* eq se produce la  em isi�n ra diat iva  qu�  dual y sim ult �nea que se asocia  
con las especies N*  y su taut �m ero T* , respect ivam e nte. ( DER)  Fluorescencia  de estado 
estacionar io para  e l m ism o sistem a ejem plificado a  la  izquierda en solventes de dist inta  
polar idad: ( A)  ciclohexano, ( B)  benceno, ( C)  diclorom etano, y ( D)  acetonit r ilo a  2 9 8  K 
( adaptado de Park , S. Y. et  a l.  Process. Advanced Mater ia ls ( 2 0 1 1 )  2 3 , 3 6 1 5 - 3 6 4 2 , Dem chenko, 
A. et  a l. Chem ical Society Review s, ( 2 0 1 2 )  doi:1 0 .1 0 3 9 / c2 cs3 5 1 9 5 a) . 

Part iendo del estado fundam ental N, ante la fotoexcitaci�n se produce una t ransici� n de 

t ipo Franck-Condon del S0-> S1.  All�,  el proceso ult ra- r �pido de ESI CT t iene lugar generando 

un estado CT* . Por m edio de un proceso de relajaci� n interna se llega a un m �nim o local de 

energ�a con CT*  en un estado de equilibr io que podem os llam ar CT* eq, el cual se asocia a 

N* . El proceso de ESI PT ocurre com pet it ivam ente generando el estado PCT*  (T* )  a part ir  

de N* . Com o resultado cada especie N*  y T*  poseen un estado de energ�a dist into y 

decaen radiat ivam ente al estado fundam ental inicial.  De aqu� que en fluorescencia de 

estado estacionar io se observa un em isi�n dual sim u lt �nea con buena separaci�n espect ral 

ent re bandas, donde la longitud de onda corta se relaciona a la em isi�n de N*  y la m �s 

larga a T*  (m ayor y m enor energ�a respect ivam ente) , y la relaci�n de intensidades de 

fluorescencia de las bandas (T* / N* )  t iene una relaci�n directa con la polar idad del m edio.  

Finalm ente, se destaca que las propiedades int r �nsecas del m edio (polar idad, com pactaci�n, 

etc)  j uegan un rol fundam ental en reacciones acopladas ESI CT-ESI PT, por lo que la 

Ò coordenada de solventeÓ  es esencial a la hora de d escr ibir  el proceso en cuest i�n. La 

reorganizaci�n del solvente m odula la energ�a de lo s estados excitados, sobretodo de 

aquellos que poseen una diferencia substancial en su dist r ibuci�n de cargas con respecto al 

estado fundam ental.  Cuando se observa ESI PT en un m edio diel�ct r ico c ondensado (p.e. 

solvente l�quido, m edio acuoso)  la polar izaci�n die l�ct r ica del m edio puede tener  una gran 

influencia en los eventos fotof�sicos estabilizando (preferencialm ente)  estados con 

separaci�n de cargas (N* ) . En los procesos que invo lucran ESI CT, donde se produce la 
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m ayor separaci�n de cargas (y var iaci�n en el sent i do y m agnitud del !d) , el 

reordenam iento de solvataci�n es determ inante.  

En l�neas generales, la configuraci�n de equilibr io  del solvente puede considerarse sim ilar  

para el estado elect r �nico basal (N)  y el producto de reacci�n de t ransferencia prot �nica 

(T* ) ;  pero dist into del estado fotoexcitado (CT* )  y del estado ESI CT relajado (CT* eq) . 
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Resultados Experim entales  

S�ntesis 

Se sintet izaron una ser ie de sondas fluorescentes tom ando com o est ructura cent ral la 

fam ilia de las 3HC (Figura 1.4, 2.1 y 2.6) , resultando en cinco cam inos sint �t icos donde se 

aislaron y caracter izaron los interm ediar ios y productos finales, potenciales sondas 3HC 

ESI PT. Uno de los objet ivos fue sintet izar nuevas sondas 3HC ESI PT m odulando sus 

propiedades espect rosc�picas (sensibilidad a cam bio s de polar idad y basicidad en su 

m icroentorno, posici�n e intensidad de m �xim os de excitaci�n y em isi�n)  m ediante 

var iaciones en la naturaleza y posici�n de sus sust ituyentes. Se realizaron var iaciones en 

las posiciones 2, 6 y 7 del n�cleo cent ral.  Cada una de las rutas se puede ident if icar de 

acuerdo al grupo sust ituyentes dador de elect rones m arcado en azul en la Figura 2.6 

ubicado en posici�n 2  o 7.  

 
Figura 2 .6  Sust ituyentes ut ilizados en la  s�ntesis de sondas 3 HC. Se diferencian aquellos 
m arcados en azul ubicados en posici�n 2  o 7  que dan  nom bren a  las subfam ilias de com puestos; 
y los m arcados en verde ubicados en posici�n 6  o 7  ut ilizados para  la  generaci�n de  grupos que 
perm itan la  m arcaci�n espec�fica . Los nom bres son d e fantas�a  � t iles para  la  agrupaci�n e  
ident ificaci�n de las subfam ilias y su correlaci�n con el texto. 

De esta m anera de acuerdo los grupos m arcados en azul se generaron cinco subfam ilias de 

com puestos ident if icadas com o:  2 - furano- 3 HC,  2 - t iofeno- 3 HC,  4 - brom ofenil- 3 HC,  4 -

diet ilam inobenceno- 3 HC y 7 - piperazino- 2 - t iofeno- 3 HC.  Asim ism o dent ro de las 

subfam ilias se realizaron var iaciones en los sust ituyentes en posici�n 6 o 7 y se sintet izaron 

algunos der ivados m aleim ido, ut ilizados en el siguiente cap�tulo para la m arcaci�n 

covalente con prote�nas m onociste�na y estudios de plegam iento y agregaci�n 

m onitoreados por fluorescencia. Cada una de las s�ntesis se descr ibe a cont inuaci�n.  

 

2 .3  Subfam ilia  2 - furano- 3 HC.  

Se com ienza por la s�ntesis de la subfam ilia con sust ituyente furano en posici�n 2. Se 

plantea la s�ntesis de 6-am ino-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 6 )  a part ir  de la 5Õ-

acetam ido-2Õ-hidroxiacetofenona (0 3 )  de acuerdo referencias,19-22 con el f in de generar 6-
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m aleim ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona o MFC (1 0 ) 16 no reportada con anter ior idad 

en la literatura. De acuerdo a esto se plantea el siguiente esquem a de ret ros�ntesis (Figura 

2.7) . 

 
Figura 2 .7  Esquem a de ret ros�ntesis para  MFC.  

A part ir  de este se dise�a un esquem a general de s�ntesis (Figura 2.8) . 

 
Figura 2 .8  Ruta  de s�ntesis del MFC y sus precursores.  

Las s�ntesis com ienza a part ir  de la 4-acetam idofenol (0 1 ) ,  disponible com ercialm ente, 

donde el pr im er paso consiste en proteger su grupo hidroxilo por m et ilaci�n con sulfato de 

m et ilo (95% ) . Esto resulta necesar io debido a que el siguiente paso de reacci�n involucra 

una acilaci�n de Fr iedel -Craft  sobre el anillo arom �t ico y de no estar enm as carado el grupo 

hidroxilo, � ste puede acilarse conduciendo a un producto no deseado, la 4-

acetam idofenilacetato (Figura 2.9) .  
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Figura 2 .9  Acilaci�n de Fr iedel - Craft  sobre 4 - acetam idofenol ( 0 1 ) , donde se m uest ran los 
posibles productos de reacci�n obtenidos protegiend o o no el grupo hidroxilo. 

La acilaci�n de Fr iedel -Craft  se refiere a la sust ituci�n de un �tom o de hidr �geno  por un 

grupo acilo resultando en una sust ituci�n elect rof� lica arom �t ica (SEA)  que perm ite la 

m ono-acilaci�n de com puestos ent re arenos y cloruros de acido o anh�dr idos.23 El producto 

de reacci�n resulta en la desact ivaci�n del anillo por lo que una vez acilado no vuelve a 

reaccionar y por tanto no se observan productos secundar ios poliacilados. Los �cidos de 

Lewis son catalizadores �cidos necesar ios que a�n d ebido a su naturaleza de catalizador se 

los ut iliza en cant idades estequiom �t r icas, debido a la form aci�n de com plejos estable tanto 

con subst ratos com o con productos. La posici�n de s ust ituci�n se encuent ra determ inada 

por los grupos sust ituyentes en el anillo tal com o para cualquier ot ra SEA. 

A part ir  del com puesto protegido (0 2 )  se procede con la acilaci�n de Fr iedel y Craft  de  

acuerdo a lo encont rado en literatura,24 obteniendo la 5Õ-acetam ido-2Õ-hidroxiacetofenona 

(0 3 )  con sim ilares rendim ientos (82-86% ) . La acetofenona (0 3 )  presenta una ser ie de 

se�ales caracter �st icas por RMN, algunas de las cua les pasar�n a form ar parte del n�cleo de 

las 3HC, destac�ndose el pat r �n de se�ales a rom �t icas (Figura 2.10) .  

 
Figura 2 .1 0  Espect ro de 1 H- RMN ( 3 0 0  MHz, DMSO- d6 )  de 5 Õ- acetam ido- 2 Õ- hidroxiacetofenona ( 0 3 ) . 

Dent ro de las se�ales de los hidr �genos  arom �t icos encont ram os 3 hidr �genos  del anillo 

arom �t ico  de 6 m iem bros. El H-6 se observa com o un doblete con un desdoblam iento de 2 

Hz debido a un acoplam iento en posici�n m eta.  El H-3 m uest ra una se�al de doblete con un 

desdoblam iento de casi 9 Hz debido a un acoplam iento en orto.  En (casi)  ninguno de los 
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casos, se observa un acoplam iento del t ipo para (< 1 Hz)  ent re H-3 y H-6. Finalm ente, el H-

2 corresponde con un doble-doblete donde se observan am bos acoplam ientos m eta y  orto 

con los H-6 y H-3, respect ivam ente. 

A part ir  de la 5Õ-acetam ido-2Õ-hidroxiacetofenona (0 3 )  se cont in�a  con la reacci�n de 

form aci�n del n�cleo est ructural de l a 3HC. Se realiza m ediante una s�ntesis Ôone-pot Õ (o 

sea sin un paso de pur if icaci�n interm edio)  de dos pasos, que involucra una condensaci�n 

ald�lica seguida de una heterociclaci�n oxidat iva, la reacci�n clave tam bi�n es conocida 

com o la reacci�n de Algar -Flynn-Oyam ada25-30 o AFO (Figura 2.11) .  

 

Figura  2 .1 1  S�ntesis del n �cleo de 3 HC en dos pasos de reacci� n Ôone pot Õ. Paso ( i)  
condensaci�n a ld�lica , y ( ii)  reacci�n Algar - Flynn- Oyam ada ( AFO) . 

El pr im ero paso ( i)  consta de una condensaci�n ald� lica cruzada ent re la orto-

hidroxiacetofenona (0 3 )  y fur furaldeh�do (0 4 )  en m edio b�sico con un exceso de m et �x ido 

de sodio. Este paso resulta clave en la generaci�n del com pu esto interm ediar io una 2Õ-

hidroxichalcona a part ir  de la cual se lleva a cabo la reacci�n de AFO. El m ecanism o del 

paso ( i)  se encuent ra bastante aceptado en la literatura31 e involucra la generaci�n del 

enolato de la acetofenona en m edio b�sico , el cual se adiciona nucleof�licam ente al 

carbonilo del aldeh�do para dar un interm ediar io alc�x ido que t ras de protonarse d a el aldol 

correspondiente, capaz de deshidratar en una chalcona conjugada aislable (Figura 2.12)  .   

 
Figura 2 .1 2  Mecanism o propuesto para  e l pr im er paso de reacci� n ( i)  en la  form aci�n del 
n�cleo de 3 HC en una s�ntesis Ôone pot Õ. I nvolucra  la  form aci�n de una chalcona 
( interm ediar ia )  a  part ir  de una condensaci�n a ld�li ca  ent re  una o- hidroxiacetofenona y un 
a ldeh�do.  

A part ir  de la chalcona se lleva a cabo la reacci�n  propuesta por Algar y Flynn25 e 

independientem ente Oyam ada29,30 para la form aci�n de 3 -hidroxiflavonas.32 Es en este 

paso en el que existen algunas cont roversias con respecto al m ecanism o de reacci�n. La 

propuesta m �s cl�sica y hoy en d�a v�lida involucra  la form aci�n de un ep�x ido a part ir  de 

la chalcona el cual en m edio b�sico puede sufr ir  un  ataque por parte del ani�n fenolato 

sobre cualquiera de sus carbonos los que conduce hacia la form aci�n de una flavona o una 
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aurona.32,26-28 Discrepancias en cuanto a la existencia del ep�x id o interm ediar io surgen 

para chalconas con un sust ituyente en posici�n m eta al hidroxilo y a su vez § al carbonilo 

de la acetofenona. En esos casos un sust ituyente, p.e. m etoxi,  en dicha posici�n pueden 

conducir  a la form aci�n de una aurona er it ro incongruente con un m ecanism o que involucra 

la form aci�n de un interm ediar io ep�x ido. Sin em bar go, poster iores publicaciones26-28 dan 

evidencias exper im entales y m uest ran que no es posible descartar el ep�x ido interm ediar io. 

En cualquier caso, en esta tesis la s�ntesis del n�cleo de las 3 -HC prosigue un m ecanism o 

que se encuent ra en concordancia con la form aci�n d e una chalcona interm ediar ia. 

En el segundo paso de reacci�n ( ii) ,  a part ir  de la chalcona interm ediar ia, en presencia de 

un exceso de per�x ido de hidr �geno en m edio b�sico  (MeONa) , ocurre una adici�n 1,4 que 

t ras un reordenam iento genera un ep�x ido no aislabl e el cual sufre r �pidam ente un ataque 

int ram olecular donde se produce la ciclaci�n y poster ior  oxidaci�n para dar la  

correspondiente 3-hidroxicrom ona (0 5 ) 26,27,  Figura 2.13. 

 
Figura 2 .1 3  Mecanism o propuesto para  e l paso ( ii)  en la  form aci�n del n�cleo de 3 HC en una 
s�ntesis Ôone pot Õ .  I nvolucra  la  adici�n y form aci�n de un ep�x ido ( n o a islable)  que t ras un 
ataque sobre su carbono § cicla  y e l im ina para  dar  e l producto deseado, la  3 - hidroxicrom ona 
( adaptado de Li, J. J. Algar Ñ  FlynnÑ  Oyam ada React ion ,  ( 2 0 0 9 ) , doi:1 0 .1 0 0 7 / 9 7 8 - 3 - 6 4 2 -
0 1 0 5 3 - 8 _ 3 ) . 

La propuesta de la existencia de un ep�x ido se encu ent ra sustentada por evidencia 

exper im ental donde estudios sistem �t icos avocados a determ inar el m ecani sm o ut ilizan 

com puestos dise�ados con tales fines .33,32,34,35 Una de las pruebas m as contundentes es la 

existencia de una aurona, un producto secundar io, donde su or igen se explica m ediante un 

ataque en " al ep�x ido en lugar de uno en § 32,26,27 (Figura 2.14) .28,30,32 

 
Figura 2 .1 4  Aurona, producto secundario posible  en e l m ecanism o propuesto para  la  form aci�n del 
n�cleo de 3 HC ( adaptado de Li, J. J. Algar Ñ  FlynnÑ  Oyam ada React ion ,  ( 2 0 0 9 ) , doi:1 0 .1 0 0 7 / 9 7 8 - 3 -
6 4 2 - 0 1 0 5 3 - 8 _ 3 ) . 
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La 6-acetam ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 5 )  se obt iene en el paso ( ii)  luego de 2 

m inutos a reflujo t ras el agregado de per�x ido de h idr �geno en un exceso de m et �x ido de 

sodio. El com puesto se obt iene im puro de acuerdo a crom atograf�a de capa delgada (CCD)  

por precipitaci�n t ras la neut ralizaci�n con HCl de sde m edio b�sico hasta pH 6. Por CCD se 

puede reconocer el com puesto debido a su fluorescencia am arillo/ verdosa revelando con luz 

UV de 360 nm . El com puesto se pur if ica por crom atograf�a en colum na de fase norm al 

eluyendo con una m ezcla de ciclohexano/ acetato de et ilo, obteniendo el s�lido de inter �s de 

color am arillo pardo ( fluorescente)  con un 55%  de rendim iento16 confirm ado por 1H y 13C-

RMN (ver secci�n de Detalles Exper im entales) . No se  observ� la form aci�n de la aurona 

bajo las condiciones ensayadas. 

La t �cnica gene ral previam ente descr ipta y ut ilizada en esta tesis para la s�ntesis de 3HC, 

se basa en reportes20,21 que int roducen m odificaciones a la m etodolog�a cl� sica de AFO 

donde se realizaban pasos de reacci�n sim ilares per o en etapas, aislando la chalcona 

interm ediar ia con rendim ientos que no superaban el 30%  y un t iem po total de s�ntesis de 

hasta 2 sem anas. La m etodolog�a opt im izada se realiza en una s�ntesis de dos pasos Ôone 

pot Õ donde los rendim iento oscilan ent re el 45-65%  en un t iem po m enor a 20 horas. Los 

rendim ientos obtenidos est �n en concordancia con lo s hallados en la literatura.21 

A cont inuaci�n se m uest ran los espect ros de 1H y HSQC-RMN obtenidos para la 6-

acetam ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 5 ) .  Los espect ros se realizan en DMSO-d6 

debido a la baja solubilidad de las 3HC en ot ros solventes m �s com unes com o cloroform o y 

m etanol que perm iten recuperar los com puestos. 

 
Figura 2 .1 5  Espect ro de 1 H- RMN ( 3 0 0  MHz, DMSO- d6 )  para  6 - acetam ido- 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 -
hidroxicrom ona ( 0 5 ) . 

Se observan var ios grupos de se�ales caracter �st ica s de las 3HC:  un singulete de m et ilo de 

cetona en 2.09 ppm , un grupo de seis se�ales que co rresponden con la zona arom �t ica  
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(donde cada una integra para un hidr �geno) , y dos singuletes que se observan a 

desplazam ientos altos (> 9.5 ppm , cam pos bajos) . Dent ro de las se�ales de los hidr �genos 

arom �t icos encont ram os 3 hidr �genos del anillo arom �t ico de 6 m iem bros y 3 hidr �genos 

arom �t icos del furano. Los hidr �genos arom �t icos del a nillo de 6 m iem bros poseen un 

pat r �n caracter �st ico descr ipto previam ente (Figura  2.10) . Las dos se�ales que se observan 

a cam pos bajos se corresponden con los hidr �genos  del hidroxilo (—OH, 12)  y am ida (—

NHCO—, 14) . Se observa que uno de ellos es agudo m ient ras que el ot ro es ancho, 

caracter �st ico de un hidr �geno intercam biable. Resu lta dif�cil poder asignar un�vocam ente 

estos dos hidr �genos �nicam ente por 1H-RMN, por lo que se recurr i� a espect ros 

bidim ensionales 1H- 1H y 1H- 13C (COSY, HSQC, HMBC) . Al realizar dichos exper im entos se 

observ� una clara correlaci�n ( y consecuente asigna ci�n)  que indica que el hidr �geno de la 

acetam ida (—NHCO—, 14)  sale a 10.19 ppm  en el espect ro de 1H (Figura 2.16) . 

 
Figura 2 .1 6  Zoom  de espect ro de RMN bidim ensional HSQC ( DMSO- d6 )  para  6 - acetam ido- 2 -
( furan- 2 Õ- ilo) - 3 - hidroxicrom ona ( 0 5 ) , donde se observan las correlaciones a  m �s de un 
enlace ent re  H- 1 4  y C- 6 ,2  y 1 5 . 

Com parando la asignaci�n con la r eportada en la literatura21 se observan algunas 

discrepancias, en part icular en la asignaci�n de lo s hidr �genos del hidroxilo ( —OH, 12)  y 

acetam ida (—NHCO—, 14) . All� se encuent ran asignados de m anera inversa de la siguiente 

m anera21:  " 10.25 (s, 1H, OH) , 9.95 (br.s, 1H, NH) . Llam a la atenci�n la asignaci�n del 

singulete ancho y disperso a la am ida en presencia de un grupo hidroxilo en la m ism a 

m ol�cula. Debido a la alta conjugaci�n del —OH �ste t iene un alto car �cter  �cido, raz�n por 

la cual ot ros autores le hayan asignado un desplazam iento m ayor. Sin em bargo, no se 

m uest ran espect ros de 13C, ni exper im entos bidim ensionales (COSY, HMBC, HSQC)  para 
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apoyar tal asignaci�n, y los datos obtenidos en est a tesis de �ste y ot ros com puestos 

sim ilares apoyan todos la asignaci�n aq u� propuesta de m anera un�voca.  

Antes de proceder con la s�ntesis, al paso de desprotecci�n, es im portante pur if icar el 

com puesto acetam ido ya que su pur if icaci�n por crom atograf�a resulta m �s sencilla en 

com paraci�n con la de su der ivado am ino, el cual t i ende a quedar m �s retenido en la 

colum na. Adem �s, tal com o ot ras am inas arom �t icas, resulta m uy sensible a oxidaciones 

que alteran ir rem ediablem ente el com puesto de inter �s. La reacci�n de desprotecci�n, 

resulta cuant itat iva con lo cual al ut ilizar un com puesto de part ida suficientem ente puro es 

posible ut ilizar el producto resultante am ino sin poster ior  pur if icaci�n. La pur if icaci�n del 

com puesto acetam ido se realiza por crom atograf�a en colum na de fase norm al eluyendo 

con m ezclas de ciclohexano/ acetato de et ilo (9: 1 a 7: 3) .  

A part ir  de la 6-acetam ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 5 )  se procede a desproteger 

la am ina arom �t ica de m anera de obtener la 6-am ino-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona 

(0 6 ) .  Esto se realiza m ediante una desprotecci�n cl�sica en m edio �cido (HCl 10% )  donde  

se agrega una m �nim a cant idad de etanol para aum entar la solubilidad del com puesto en 

m edio acuoso (Figura 2.17) . 

 
Figura 2 .1 7  Desprotecci�n de acetam ida ( 0 5 )  en m edio �cido ( HC l 1 0 % ) . 

La m ezcla se coloca a reflujo durante 1-3 hs obteniendo un precipitado am arillo br illante de 

alta pureza con un 85-98%  de rendim iento, lo cual se encuent ra en concordancia con la 

literatura21.  

Se realiza un an�lisis por RMN para confirm ar su es t ructura. En el espect ro 1H RMN (Figura 

2.18)  se observa que desaparece la se�al de m et ilo de cetona ( -COCH3,  17)  previam ente 

observada a 2.09 ppm  para la acetam ida precursora, un grupo de se�ales arom �t icas ent re 

6.5-8.0 ppm  que integran para 6 hidr �genos, y un singul ete ancho que integra para 1 

hidr �geno a 9.58 ppm .  
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Figura 2 .1 8  Espect ro de 1 H- RMN ( 3 0 0  MHz, DMSO- d6 )  para  6 - am ino- 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 - hidroxicrom ona 
( 0 6 ) . 

La p�rdida de la se�al del m et ilo de cetona y del h idr �geno del grupo acetam ido es 

coherente con la desprotecci�n y ot ro indicio que l a reacci�n tuvo lugar exitosam ente. Sin 

em bargo, no se observan los hidr �g enos de la am ina arom �t ica (Ar -NH2,  14) , con 

desplazam ientos te�r icos de 5 -6 ppm . Esto resulta cur ioso ya tanto para �ste com o  para 

ot ros com puestos con el grupo am ino arom �t ico no se  observaron los respect ivos 

hidr �genos en DMSO -d6, sin poder hallar  una just if icaci�n sat isfactor ia. La t ransform aci�n 

de un grupo acetam ida a un grupo am ina lleva que (casi)  todas las se�ales se desplacen 

levem ente con respecto a las de su precursor (Tabla 2.1) , ot ro indicio una desprotecci�n 

exitosa.  

Tabla  2 .1  Desplazam ientos qu�m icos ( ppm )  de los espect ros de  1 H RMN para los 
com puestos 0 5  y 0 6  donde se indica la  ident idad y num eraci�n de cada uno de los 
hidr �genos. Se observan las m odificaciones en sus s e�a les debido a  cam bios est ructur a les 
en la  m ol�cula  ( acetam ido !am ina) . Ar- H se refiere  a  los hidr �genos del anillo arom �t ico 
de 6  m iem bros. Fur- H se refiere  a  los hidr �genos del sust ituyente fura no. 

  Acetam ido (0 5 )  Am ina (0 6 )  

!COCH 3  H17 2.09 -  NA 
!CONH! H14 10.19 -  NA 

!OH H12 9.84 H12 9.58 
Ar- H H6 8.40 H6 7.22 
Ar- H H2 7.88 H2 7.11 
Ar- H H3 7.63 H3 7.43 

Fur- H H18 7.27 H15 7.23 
Fur- H H19 6.77 H16 6.75 
Fur- H H20 7.99 H17 7.98 

Las se�ales m �s afectadas son por supuesto las del anillo arom �t ico de 6 m iem bros. En 

efecto se observa que aunque se conserva el pat r �n de se�ales (Figura  2.10)  ,  la se�al del 

H-6 pasa de 8.40 a 7.22 ppm , H-2 pasa de 7.88 a 7.11 ppm  y H-3 pasa de 7.63 a 7.43 

ppm  (Tabla 2.1) .  

Debido al cam bio est ructural,  los hidr �genos del fu rano han cam biado en su num eraci�n de 

H-18,20 a H-15,17 respect ivam ente (Figura 2.15 y 18) . En la tabla 2.1 podem os observar 
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que no existen diferencias significat ivas (< 0.2 ppm )  para �stos hidr �genos, com o es 

esperado debido a su distancia, y que las se�ales de H -6 y H-15 se observan superpuestas. 

El espect ro de la 6-am ino-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 6 )  resulta una evidencia m �s 

para la asignaci�n de los los hidr �genos del hidrox ilo (—OH, 12)  y acetam ido (—NHCO—, 14)  

en su precursor 0 5 .   

Se prosigue con el quinto paso la s�ntesis de 6- [ �cido - (Z) -4Õ-am ino-4Õ-oxo-2Õ-buteno�co] -2-

( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 8 )  por m edio de la adici�n de la am ina arom �t ica ( 0 6 )  a 

anh�dr ido m al�ico ( 0 7 )  en DMF (Figura 2.19) . 

 
Figura 2 .1 9  S�ntesis de 6 - [ �cido - ( Z) - 4 Õ- am ino- 4 Õ- oxo- 2 Õ- buteno�co] - 2 - ( 2 - furan- 2 - ilo) - 3 -
hidroxicrom ona ( 0 8 ) . Adici�n de am ina arom �t ica  sob re anh�dr ido m al� ico en DMF.  

Esta reacci�n se ensaya part iendo ent re 100 -400 m g de la 6-am ino-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-

hidroxicrom ona (0 6 )  a�adiendo t r iet ilam ina (TEA)  de m anera de asegura rm e que el grupo 

am ino se encuent re en su form a neut ra (—NH2)  y no protonado com o su sal ( -NH3
+ ) ,  con lo 

cual no ser �a react ivo.  Se a�ade anh�dr ido m aleico en exceso (3 equivalent es)  dejando 

reaccionar toda la noche ( ÔOvernight Õ,  ON)  a tem peratura am biente (TA) . Al d�a siguiente la 

m ezcla de reacci�n se t rata con una soluci�n de carbonato de sodio (pH 10)  de m anera 

dest ruir  el anh�dr ido que no haya reaccionado. El �cido 0 8  se obt iene por precipitaci�n en  

m edio �cido y pur if icaci�n por crom atograf�a en colum na, con un rendim iento del 78-85% . 

En la literatura no se encuent ran reportes del m ism o com puesto, pero si de un an�log o 

donde ut ilizan anh�dr ido succ�nico 22 en lugar de m aleico. En ese caso la t �cnica es sim ilar  

salvo porque ut ilizan cant idades casi equim olares (1.1 equiv. succ�nico)  obteniendo un 84%  

de rendim iento. 

Del espect ro de 1H RMN se destacan las siguientes se�ales caracter �s t icas para el 

com puesto �cido ( 0 8 ) :  

¥ Singulete a 12.53 ppm  que integra para 1H perteneciente al grupo am ida. Se cree 

que no se observa el singulete perteneciente al �ci do (—COOH)  ya que la ventana 

espect ral necesita ser m as am plia (hasta 14-15 ppm ) . 

¥ Dos singuletes (que salen superpuestos)  a 6.32 ppm  que integran juntos para 2H 

pertenecientes a la olefina disust itu�da con dos grupos carbonilos. 

¥ Las se�ales arom �t icas del anillo de 6 m iem bros t r i sust itu�do se observan 

pr �ct icam ente al m ism o desplazam iento qu�m ico y con  el m ism o pat r �n que para la 

am ida 0 5 .  

¥ Y lo m ism o ocurre para los hidr �genos del furano.  
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¥ El hidr �geno del grupo —OH sale a 9.88 com o un singulete ancho. 

 
Figura  2 .2 0  Espect ro de 1 H- RMN ( 3 0 0  MHz, DMSO- d6 )  para  6 - [ �cido - ( Z) - 4 Õ- am ino- 4 Õ- oxo- 2 Õ-
buteno�co] - 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 - hidroxicrom ona ( 0 8 ) . 

 

El � lt im o paso de reacci�n (Figura 2.20)  consta de la form aci�n d el grupo m aleim ido 

m ediante una condensaci�n int ram olecular ent re el g rupo �cido term inal y la am ida 

arom �t ica ut ilizando N,NÕ- diisopropilcarbodiim ida (DI C, 0 9 ) .  

 
Figura 2 .2 1  S�ntesis de MFC ( 1 0 )  m ediante la  form aci�n del gru po m aleim ido por  ciclaci�n 
int ram olecular . 

Se ut iliza DI C com o agente de deshidrataci�n ut ilizado para act iva r �cidos carbox�licos para 

la form aci�n de am idas en presencia de am inas, en e ste caso part icular  la form aci�n de un 

grupo m aleim ido m ediante la reacci�n int ram olecular del �cido term inal con la am ida 

arom �t ica. La reacci�n se encuent ra favorecida debid o a ser int ram olecular y por la 

form aci�n de un grupo de 5 m iem bros que est � conjug ado con el sistem a arom �t ica de la 

3HC. La reacci�n se sigue por CCD y lleva ent re 2 -4 hs. Se observa la precipitaci�n de un 

s�lido, el cual se filt ra. En general el precipitad o se obt iene con no m uy alto rendim iento 

pero con suficiente pureza com o para ut ilizar lo sin un paso poster ior  de pur if icaci�n. En 

caso de exist ir  la presencia del �cido de part ida ( evidenciado por CCD)  se puede pur if icar 

ut ilizando una TLC preparat iva, pero esto dism inuye significat ivam ente el rendim iento 

(< 15% )  ya que am bos com puestos se adhieren m ucho a la fase s�lido. El s�lido am arillo 



Cap�tulo 2  

5 3  

corresponde a 6-m aleim ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (1 0 ,  MFC)  y se obt iene con 

un 42%  de rendim iento. 

En el espect ro de 1H-RMN de MFC (1 0 )  se pueden observar la se�ales de los hidr �genos 

arom �t ico de los an illos de 6 y 5 m iem bros con alta resoluci�n, as� co m o la se�al de la 

olefina de la m aleim ido en 7.24 ppm . 

 
Figura 2 .2 2  Espect ro de 1 H- RMN ( 5 0 0  MHz, DMSO- d6 )  de 6 - m aleim ido- 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 -
hidroxicrom ona ( 1 0 , MFC) .  

Un m ecanism o propuesto por el cual DI C act iva al grupo �cido se encuent ra en la Figura 

2.23, donde se puede apreciar  la form aci�n del inte rm ediar io clave, la O-acilisourea. Este 

interm ediar io reacciona con el N de am inas o am idas para form ar am idas o diam idas seg�n 

el caso. 

 
Figura 2 .2 3  Mecanism o de act ivaci�n del �cido carbox�lico por  DI C. 

Existen var ias cardodiim idas disponibles, tales com o la N,NÕ- dicilohexilcarbodiim ida (DCC)  y 

1-et il- 3- (3-dim et ilam inopropil) carbodiim ida)  (EDC) . La DCC resulta una de las 

carbodiim idas m as com �nm ente ut ilizadas, es vers�t i l,  barata y da buenos rendim ientos;  

sin em bargo, el subproducto de la DCC es la N,NÕ- diciclohexilurea que es generalm ente 

elim inado por filt raci�n. En este caso, la DCC no r esulta tan �t il,  ya que aunque si se 

observa reacci�n, com o el producto deseado se obt ie ne por precipitaci�n, ut ilizar DCC 

im pur ifica al MFC con N,NÕ- diciclohexilurea a�adiendo un paso ext ra de pur if ic aci�n, lo cual 
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dism inuye significat ivam ente el rendim iento. La DI C al ser un l�quido presenta adem �s una 

m ayor facilidad en el m anipuleo (ya que la DCC es un s�lido pastoso)  y a�n m as 

im portante, su subproducto de reacci�n, la N,NÕ-diisopropilurea es soluble en el solvente 

org�nico ut ilizado.  

Esto concluye la s�ntesis del com puesto MFC (1 0 )  t ras 6 pasos de reacci�n con un 13%  de 

rendim iento global.  Se destaca que resulta im prescindible la pur if icaci�n de la acetofenona 

(0 3 ) ,  la am ida (0 5 )  y el �cido ( 0 8 ) ,  siendo posible obtener la am ina (0 6 )  y m aleim ida (1 0 )  

con suficiente pureza a part ir  de sus precursores. Es notable que en las reacciones iniciales 

se ut ilizan m asas de 5-15 g obteniendo ent re 10-40 m g del producto final,  de donde 1 m g 

de MFC (3 !m ol)  da lugar a 1 m l de una soluci�n 3 m M (en DMSO)  �t il para 

aproxim adam ente 5-10 reacciones de m arcaci�n (Cap�tulo 3) .  

 

2 .4  Esquem a general de s�ntesis de 3 HC ESI PT 

A part ir  de la ruta de s�ntesis descr ipta para MFC (1 0 )  y sus precursores, se propusieron 

ot ras rutas sim ilares ( con algunas m odificaciones)  de m anera de sintet izar sondas 

alternat ivas ESI PT.  

A cont inuaci�n se presenta un esquem a general que r esum e las rutas generales propuestas 

para la s�ntesis de sondas 3HC ESI PT (Figura 2.24) .  El objet ivo consiste en m odificar los 

grupos sust ituyentes (at ractores o dadores de elect rones)  con aquellos disponibles en el 

laborator io, de m anera de influenciar la densidad de carga sobre la m ol�cula, as� com o su 

m om ento dipolar, con el f in m odificar o influenciar en sus propiedades espect rosc�picas. 

Esto tam bi�n se logr � altern ando la posici�n de dichos sust ituyentes sobre el n �cleo 

cent ral.  

En el esquem a es posible observar que se ut ilizaron cuat ro acetofenonas dist intas de 

part ida (0 3 ,  1 9 ,  2 7 ,  3 3 )  sintet izadas en esta tesis, conjugadas con cuat ro aldeh�dos 

com erciales (0 4 ,  1 3 ,  1 6 ,  2 0 ) .  Se ha ut ilizado un c�digo de colores para facili tar  la 

v isualizaci�n de la relaci�n ent re la acetofenona u t ilizada y su presencia en n�cleo de la 

3HC. 
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Figura 2 .2 4  Esquem a general de s�ntesis de los der ivados 3 HC ESI PT. 

A cont inuaci�n se descr iben el resto de las reaccio nes ensayadas para todos los 

com puestos sintet izados de acuerdo a la Figura 2.24. 

 

2 .5  S�ntesis MFC- 2  ( 1 2 ) .  

Se sintet iza ot ro der ivado m aleim ido sim ilar  al MFC (1 0 )  pero con una extensi�n de 3 

�tom os de carbono ent re la am ida arom �t ica en posic i�n 6 en el n�cleo de la 3HC y el 

grupo m aleim ido (Figura 2.25) . Esto t iene el prop�s ito de otorgar m ayor libertad de 

m ovim iento a la sonda al estar unida covalentem ente por el m aleim ido y reportar los 

cam bios de polar idad en su m icroentorno. 

Se parte de la 6-am ino-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 6 )  que se hace reaccionar con 

el �cido -3-m aleim idopropano�co ( 1 1 ,  BMPA)  en presencia de DCC en cloroform o, an�l oga a 

la reacci�n descr ipta previam ente (Figura 2.21 y 2. 23) . En este caso la reacci�n con DI C no 
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dio resultado presuntam ente por la baja react iv idad de la am ina arom �t ica, por lo que se 

opt � por ut ilizar DCC.  

 
Figura 2 .2 5  Esquem a de s�ntesis de MFC- 2 . 

La reacci�n se deja ON a TA. El producto se pur if ica por crom atograf�a en capa delgada 

(CCD) , obteniendo ca. 4 m g con un porcentaje del 36% . 

El �cido -3-m aleim idopropano�co ( 1 1 ,  BMPA)  se sintet iza a part ir  de anh�dr ido m aleico (0 7 )  

y §-alanina (3 7 )  en �cido ac�t ico (HAcO)  de acuerdo a lo encont rad o en literatura36 con 

rendim ientos com parables. 

El com puesto MFC-2 (1 2 )  fue ut ilizado exitosam ente en reacciones de m arcaci�n de 

prote�nas m utantes m onociste�nas para estudios de p legam iento y agregaci�n 

m onitoreados por fluorescencia descr iptos en el cap�tulo 3.  

 

2 .6  Subfam ilia  2 - t iofeno- 3 HC.  

De m anera an�loga que para la s�ntesis del MFC ( 1 0 ) ,  se ut iliz� el t iofen -2-carbaldeh�do 

(1 3 )  para la s�ntesis de n�cleo de 3HC de la nueva sub fam ilia, ut ilizando la 5Õ-acetam ido-

2Õ-hidroxiacetofenona (0 3 )  en la reacci�n de AFO (Figura 2.26) .  

Se parte de 0.5-1 g de 5Õ-acetam ido-2Õ-hidroxiacetofenona (0 3 )  obteniendo la 6-

acetam ido-2- ( t iofen-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (1 4 )  com o un s�lido am arillo -naranja 

fluorescente con un 65%  de rendim iento. El crudo de reacci�n se pur if ic� por crom atograf�a 

en colum na con ciclohexano/ acetato de et ilo. Reacciones sim ilares en la literatura reportan 

un rendim iento del 28%  para una 3HC con un sust ituyentes Br- t iofeno donde se lleva a 

cabo la s�ntesis en 2 pasos consecut ivos de acuerdo al m �todo cl�sico 37.  Esto const ituye 

ot ro ejem plo de la eficacia de la s�ntesis m odificada de AFO Ôone-pot Õ vs el m �todo cl�sico. 

Ot ra publicaci�n 38 reporta la s�ntesis de is�m eros de 6-acetam ido-2- ( t iofen-2Õ- ilo) -3-

hidroxicrom ona (1 4 )  m ediante el m �todo Ôone-pot Õ con un 52-55% . 
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Figura 2 .2 6  S�ntesis de 6 - acetam ido- 2 - ( t iofen- 2 Õ- ilo) - 3 - hidroxicrom ona ( 1 4 ) . 

El espect ro de 1H-RMN de la am ida (1 4 )  m uest ra peque�as pero apreciables diferencias con  

su an�logo furano ( 0 5 ) .  Los hidr �genos del hidroxilo ( -OH, 12)  y acetam ida (—NHCO—, 14)  

salen a 9.92 y 10.30 ppm , respect ivam ente, observ�n dose en este caso un solapam iento 

ent re las se�ales. En part icular, el pico correspon diente al —OH es considerablem ente m as 

ancho. En la zona de hidr �genos arom �t icos se obser va una m ayor superposici�n  ( y 

consecuente m enor resoluci�n)  de se�ales (Figura 2. 27) . 

 
Figura 2 .2 7  Espect ro de 1 H- RMN ( 3 0 0  MHz, DMSO- d6 )  para  6 - acetam ido- 2 - ( t iofen- 2 Õ- ilo) - 3 -
hidroxicrom ona ( 1 4 ) . 

En la ser ie t iofeno — pirrol — furano, el furano es el que posee m ayor car �cter  arom �t ico y 

el S es m enos elect ronegat ivo que el O. Am bos sust ituyentes furano y t iofeno funcionan 

com o grupos dadores de elect rones en 3HC. En el estado fundam ental sus desplazam ientos 

qu�m icos por 1H-RMN se dist inguen, tanto para el grupo hidroxilo, com o para los 

hidr �genos arom �t icos del anillo de 5 m iem bros. En efecto, el cam bio de hetero�tom o 

m odifica espec�ficam ente la posici�n de la se�ales del anillo de 5 m iem bros (Figura 2.28) . 

Verem os en la siguiente secci�n a cont inuaci�n de  la de s�ntesis qu� influencia puede tener 

esto en las propiedades fluorescentes. 
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Figura 2 .2 8  Zoom  espect ros de 1 H- RMN para  acetam idas 0 5  ( arr iba)  y 1 4  ( abajo) . Se ident ifican 
los hidr �genos arom �t icos del anillo de 6  m iem bros  ( 6 , 3  y 2 )  y del anillo de 5  m iem bros ( 2 0 , 1 8  
y 1 9 ) . Los hidr �genos 6 , 3  y 2  se m arcan con una l� nea gr is en la  base m ostrando que no sufren 
corr im ientos ent re  am bos espect ros. Los hidr �genos 2 0  ( verde) , 1 8  ( azul)   y 1 9  ( naranja)  se 
m odifica  su desplazam iento qu�m ico visible  por  flechas que lo indican.  

 
2 .7  Subfam ilia  4 - brom ofenil- 3 HC.  

Se prosigui� con la siguiente subfam ilia, ut ilizando en este caso, el 4-brom obenzaldeh�do 

(1 6 )  para la s�ntesis de nuevas 3HC ESI PT (Figura 2.29) . La ut ilidad de dicho sust ituyentes 

radica en evaluar el efecto del Brom o sobre la dist r ibuci�n de densidad elect r �nica ( y sus 

consecuencias en fluorescencia)  y a�adir  dicho grup o ( -Br)  a part ir  del cual perm ite 

extender la conjugaci�n o cont inuar las m odificacio nes est ructurales m ediante p.e. 

reacciones de Suzuki,  ent re ot ras. 

Esta subfam ilia de com puestos fueron ut ilizados para intentar m ejorar el rendim iento total,  

enfoc�ndose en la pur if icaci�n de der ivados acetam i do por recr istalizaci�n y su poster ior  

desprotecci�n asist ida  por m icroondas (MW) . 

 
Figura 2 .2 9  Ruta  de s�ntesis de 6 - acetam ido y 6 - am ino- 2 - ( 4 - brom ofenil) - 3 - hidroxicrom ona ( 1 7 , 1 8 ) . 
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Se parte de 500-750 m g de la acetofenona (0 3 )  disolv i�ndola en DMF seco (MS 4�)  

a�adiendo  el doble de equivalentes del p-brom oenzaldeh�do (1 6 )  y un exceso de m et �x ido 

de sodio, tal com o fue descr ipto previam ente, obteniendo 650 m g de un s�lido am arillo-

anaranjado (65% ) . Com puestos sim ilares sintet izados por el m ism o m �t odo fueron 

reportados obteniendo un rendim iento sim ilar  a levem ente m ayor (65-76% ) .38 

El increm ento en el rendim iento (de 55 a 65% , ver Figura 2.8 y 11)  se logra reem plazando 

la pur if icaci�n  por crom atograf�a con una recr istalizaci�n para los der ivados am ido. Esto se 

ensaya con el com puesto (1 7 )  que se pur if ica por recr istalizaci�n ut ilizando E tOH 99%  

junto con una peque�a porci�n de agua. Las im pureza s se filt ran en caliente y el s�lido 

precipita al dejar enfr iar  la soluci�n, obteniendo m ejoras tanto en el rendim i ento de la 

reacci�n ( com parado con la pur if icaci�n por crom ato graf�a)  com o en la pureza (debido al 

aspecto y color del s�lido filt rado)  confirm ado por  CCD y RMN (Figura 2.30) . De esta 

m anera de logra sim plif icar la m etodolog�a de pur if icaci�n para este paso, dism inuyendo el 

t iem po y esfuerzo necesar ios, as� com o el consum o de react ivos (silica gel y solvente de 

eluci�n)  y aum entando los rendim ientos.  

 
Figura 2 .3 0  Espect ro de 1 H- RMN de 6 - acetam ido- 2 - ( 4 - brom ofenil) - 3 - hidroxicrom ona ( 1 7 )  
obtenido por  recr ista lizaci�n de EtOH+ H 2 O filt rando en caliente. 

A part ir  de la 6-acetam ido-2- (4-brom ofenil) -3-hidroxicrom ona (1 7 )  se ensaya una 

desprotecci�n en m edio �cido asist ida por MW para obtener la am ina (1 8 ) .  El uso de MW es 

cada vez m �s frecuente en s�ntesis org�nica debido a las m uchas ventajas que ofrece39-42:  

¥ Calentam ientos hom og�neos.  

¥ Reducci�n en los t iem pos de reacci�n.  

¥ Calentam ientos por encim a de los puntos de ebullici�n de los solventes.  

No carece sin em bargo de algunas lim itaciones, ya que el MW consta de un sistem a 

cerrado, por lo que reacciones que liberan gases pueden no reaccionar adecuadam ente 

debido a la im posibilidad de desplazar los productos o bien aum entar dem asiado la presi�n 

haciendo el uso de MW peligroso. Tam bi�n hay que te ner en cuenta que el agregado de 
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react ivos com o el t rabajo con atm �sfer as cont roladas no es im posible pero si com plejo. En 

el caso de una desprotecci�n de am ida en m edio �cido la reacci�n puede ensayarse sin 

inconvenientes, donde el objet ivo es aum entar los rendim ientos evitando la degradaci�n de 

los com puestos y un aum ento del rendim iento debido a calentam ientos locales 

hom og�neos.  

Se realiza la desprotecci�n en un equipo de MW (Anton Paar Monowave 300)  para la am ida 

(1 7 )  en HCl 10%  calentando a 140ß C durante 15 m in. La reacci�n se sigue por CCD. El 

com puesto se filt ra y lava con agua, obteniendo 20 m g (98% )  de la 6-am ino-2- (4-

brom ofenil) -3-hidroxicrom ona (1 8 )  con excelente pureza. 

Estas dos m odificaciones (pur if icaci�n de am ido por  recr istalizaci�n y desprotecci�n asist ida 

por MW)  int roducen peque�as m ejoras que perm iten au m entar los rendim ientos obtenidos 

de 49 a 64%  ( tom ando en cuenta �stos dos �nicos pas os com parando ent re la s�n tesis de 

0 6  y  1 8  a part ir  de la m ism a acetofenona 0 3 ) .   

En general sim plif ica la s�ntesis y dism inuye los react ivos y t iem pos necesar ios para la 

obtenci�n de los com puestos puros. Lam entablem ente e sto fue ensayado al f inal y 

�nicam ente para estos der ivados  (1 7  y  1 8 ) ,  por lo que ot ros com puestos fueron 

sintet izados y pur if icados m ediante las t �cnicas an tes descr iptas. 

 
2 .8  Subfam ilia  4 - diet ilam inobenceno- 3 HC. 

Se sintet izaron una ser ie de 3HC ut ilizando 4-diet ilam inobenzaldeh�do ( 2 0 )  en la reacci�n 

de form aci�n del n�cleo de 3HC , de esta m anera se int roduce un nuevo grupo dador de 

elect rones ut ilizado con �x ito anter iorm ente en la literatura8,43,44.  La int roducci�n de un 

sust ituyente dialquilam ino cam bia dram �t icam ente la s propiedades de 3HC. Este grupo es 

un fuerte donor de elect rones y cuando se conjuga con los sistem as arom �t icos posee un 

car �cter de t ransferencia de carga int ram olecular. La presencia de un donante de 

elect rones resulta en una gran diferencia del m om ento dipolar inducido ent re N*  y T* , 

otorgando a este t ipo de com puestos propiedades singulares. 

En esta subfam ilia se ut ilizaron t res acetofenonas de part ida dist intas;  la ya antes 

m encionada 5Õ-acetam ido-2Õ-hidroxiacetofenona (0 3 ) ,  su is�m ero 4 #-Acetam ido-2#-

hidroxiacetofenona (2 7 )  y la 2#-hidroxiacetofenona (1 9 ) .  Con ello se pretende m antener 

constante el sust ituyente en posici�n 2 (4 -diet ilam inofenil)  pero var iando la posici�n del 

grupo acetam ido (y am ino)  sobre el anillo arom �t ico  de 6 m iem bros cent ral (posiciones 6 o 

7) .  La acetofenona 1 9  se ut iliz� para sintet izar el com puesto conocido e n la literatura 

com o FE45 (2 1 ) .  Los com puestos 0 3  y  2 7  dieron lugar a ot ras dos ser ies de sondas con el 

grupo am ino ubicado en posici�n 6 y 7 , respect ivam ente en el anillo arom �t ico de 6 

m iem bros cent ral.  
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A cont inuaci�n se m uest ra un cuadro que resum e los com puestos de esta subfam ilia 

sintet izados (Figura 2.31)  haciendo hincapi� en la var iaci�n de sust ituci�n sobre el anillo de 

6 m iem bros cent ral.  Las t ransform aciones se encuent ran indicadas m ediante flechas y sus 

reacciones asociadas se encuent ran nom bradas sobre los costados m ost rando m ediante el 

uso de recuadros los com puestos que com parten una m ism a t �cnica.  

 
Figura 2 .3 1  Resum en de com puestos sintet izados y reacciones ut ilizadas para  la  fam ilia  de 3 HC 
con grupo dador de e lect rones 4 Õ- diet ilam inofenil.  

La reacci�n de form aci�n del n�cleo de 3HC via AFO para 2 1 ,  2 2  y  2 8  dieron rendim ientos 

(37% , 32%  y 40%  respect ivam ente)  del orden que aquellos reportados en la 

literatura46,47,38 (21-55% ) .38,46,47 

Com parando las se�ales de RMN obtenidas para p.e. l os com puestos 2 1 ,  2 2  y  2 8 ,  se 

observa que las se�ales de los hidr �genos arom �t ico s del grupo 4-brom ofenilo se observan 

com o dobletes que integran para 2H a 6.80 y 8.09 ppm  en todos los casos. Mient ras que se 

observan corr im ientos significat ivos para el pat r �n  de se�ales arom �t icas del anillo cent ral,  

com o para la acetam ida e hidroxilo (Figura 2.32) . 
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Figura 2 .3 2  Com paraci�n de desplazam ientos qu�m icos para  com pu estos 2 1 , 2 2 , y 2 8  ( de 
abajo hacia  arr iba) . Se observan m odificaciones en la  se �a l del grupo hidroxilo.  

El com puesto 2 1  (FE) , sirve de referencia en los desplazam ientos qu�m icos com o en 

estudios de espect roscop�a. A part ir  del com puesto 2 8  se pudo sintet izar el der ivado 3 0  (7-

MFE)  an�logo al com puesto 1 2  debido a la extensi�n de cadena que una al grupo 

m aleim ido, obtenido con un 35%  de rendim iento. En la literatura existe reportado un 

is�m ero del 7 -MFE, con el grupo m aleim ido (con la extensi�n de ca dena)  se encuent ra en 

posici�n 6 en lugar de 7, y el rendim iento es sim il ar .44 Hay evidencias reportadas8 que 

proponen que ut ilizar la posici�n 7 podr�a afectar el !d total con beneficios 

espect rosc�picos, por eso se explora esta posibilid ad. El com puesto 3 0  (7-MFE)  fue 

ut ilizado junto con los com puestos 1 0  (MFC)  y 1 2  (MFC-2)  para la m arcaci�n covalente de 

alfa-sinucle�na y estudios de plegam iento, auto-ensam blado y agregaci�n por fluorescencia.  

 
 
2 .9  Subfam ilia  7 - piperazino- 2 - t iofeno- 3 HC. 

Tom ando en cuenta el efecto de sust ituyentes en posici�n 7 y de acuerdo a lo reportado 8 se 

sintet izaron una ser ie de com puestos a part ir  de la 2Õ-hidroxi-4Õ-brom oacetofenona (3 3 ) ,  

de los que se destacan la 7-brom o-2( t iofen-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (3 4 )  y la 7- (4Õ- (4Õ-

BOC-piperazino)benceno) -2( t iofen-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (3 6 ) ,  Figura 2.33. 
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Figura 2 .3 3  Esquem a de s�ntesis de der ivados brom ados 3 HC. 7 - brom o- 2 - ( t iofen- 2 Õ- ilo) - 3 -
hidroxicrom ona ( 3 4 )  y 7 - piperazino- 2 - ( t iofen- 2 Õ- ilo) - 3 - hidroxicrom ona ( 3 6 ) . 

La s�ntesis de la 2Õ-hidroxi-4Õ-brom oacetofenona (3 3 )  no se realiz� en dos pasos 

(protecci�n de —OH por m ut ilaci�n y poster ior  acilaci�n de Fr iedel -Craft )  tal com o se m ost r � 

previam ente, sino que se explor � la posibilidad de reducir  un paso de reacci�n  y 

pur if icaci�n m ediante una reacci�n de reordenam ient o de Fr ies.48,49,8 Para ello se parte del 

3-brom ofenol (3 1 )  com ercial y en presencia de cloruro de acilo t r icloruro de alum inio sin 

previa protecci�n del grupo hidroxilo ( -OH)  se refluja ON (Figura 2.35) .  

 
Figura 2 .3 4  Form aci�n de 2 Õ - hidroxi- 4 Õ- brom oacetofenona ( 3 3 )  por  
reordenam iento de Fr ies a  part ir  de 3 - brom ofenol ( 3 1 ) . 

La reacci�n se sigue por CCD y se observa la form ac i�n de dos com puestos, uno 

m ayor itar io que se separan lo suficiente para pur if icar los por crom atograf�a. La m ancha 

pr incipal se corresponde con el com puesto deseado, y se obt iene com o un s�lido blanco 

(70% ) , donde su est ructura fue confirm ada por RMN (Figura 2.36) . 
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Figura 2 .3 5  Espect ro de 1 H- RMN de 2 Õ- hidroxi- 4 Õ- brom oacetofenona ( 3 3 )  obtenida por  reordenam iento 
de Fr ies. ( 2 0 0  MHz, Cl3 CD)  " 1 2 .3 5  ( s, 1 H, - OH) , 7 .5 8  ( d, J =  8 .5  Hz, 1 H, H - 6 ) , 7 .1 7  ( d, J =  1 .9  Hz, 1 H, 
H- 3 ) , 7 .0 4  ( dd, 1 H, H- 1 ) , 2 .6 1  ( s, 3 H, - COCH 3 ) .  

El reordenam iento de Fr ies t ranscurre en dos etapas consecut ivas, donde pr im ero ocurre la 

acilaci�n del grupo hidroxilo, que luego reordena ( y de all� su nom bre)  para dar el producto 

final.  Este reordenam iento puede tener lugar tanto en posici�n orto com o en posici�n para 

respecto del hidroxilo, correspondientes al producto cin�t ico y term odin�m ico 

respect ivam ente (Figura 2.37) . Aunque siem pre se obt iene una proporci�n de am bos los 

dos is�m eros resultan separables por crom atograf�a debido al puente de hidr � geno 

int ram olecular que se form a para el is�m ero orto y  es posible aum entar espec�ficam ente la 

proporci�n de uno de ellos por sobre el ot ro m edian te la m odulaci�n de las condiciones de 

reacci�n:  tem peratura y t iem pos de reflujo. Para ob tener un reordenam iento orto es 

conveniente elevar la tem peratura de calentam iento, as� se favorece el producto cin�t ico. 

Esto se logr � cam biando el solvente de reacci�n pas ando de diclorom etano (Teb 39.6 ß C)  a 

1,2-dicloroetano (Teb 84ß C)  y poniendo a reflujo ON. 

 
Figura 2 .3 6  Mecanism o sim plificado del reordenam iento de Fr ies para  3 - brom ofenol.4 7 ,4 8  

Debido al buen rendim iento obtenido y la sim plif icaci�n de un paso de reacci�n y un paso 

de pur if icaci�n, se intent �,  m ediante esta t �cnica, la s�ntesis de las 4Õ y 5Õ -acetam ido-2Õ-

hidroxiacetofenonas (0 3  y  2 7 ) .  En ninguno de �stos casos se tuvo �x ito ( reorden am iento 

de Fr ies ( reflujo) , foto-Fr ies (UV)  y asist ido por MW) . La raz�n se debe a que e l grupo 

acetam ido funciona com o un desact ivante del anillo y para que este t ipo de 
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reordenam ientos tenga lugar se debe contar con un anillo act ivado. Esto const ituye una 

m ejora en la ruta de s�ntesis que lam entablem ente no es �t il para cualquier acetofenon a 

deseada, pero en casos adecuados, const ituye una m ejora al f in.  

A part ir  de la 2Õ-hidroxi-4Õ-brom oacetofenona (3 3 )  se obtuvo la 7-Brom o-2- (2Õ- t iofen) -3-

hidroxicrom ona (3 4 )  por la s�ntesis Ôone pot Õ de dos pasos que involucra la reacci�n de AFO 

(50% ) .  

A part ir  de 3 4  se llevo a cabo una reacci�n de Suzuki ut ilizando t r ifenilfosfina de paladio 

(Pd(PPh3) 4)  y �cido 4- (4Õ-BOC-Piperazino) fenillboronico (3 5 )  obteniendo  una nueva 3HC, la 

7- (4Õ-(4Õ-BOC-piperazino) fenil) -2- ( t iofen-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (3 6 )  con un 45%  de 

rendim iento. Este com puesto t iene la finalidad de m odificar el m om ento dipolar de la 

m ol�cula por m edio de los dos grupos dadores de ele ct rones t iofeno y piperazino en 

posiciones 2 y 7 respect ivam ente. Adem �s posee un grupo am ino proteg ido por BOC que 

perm ite poster iores m odificaciones com o p.e. la form aci�n del grupo m aleim ido.  

Su espect ro de 1H-RMN se m uest ra a cont inuaci�n (Figura 2.3 7) . 

 
Figura 2 .3 7  Espect ro de 1 H- RMN ( 2 0 0  MHz, CDCl3 )  de 7 - ( 4 Õ- ( 4 Õ- BOC- Piperazino) benceno) - 2 - ( 2 Õ-
t iofen) - 3 - hidroxicrom ona ( 3 6 ) .  
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Propiedades Espectrosc�picas  

En la secci�n anter ior  se descr ibe la s�ntesis de u na ser ie de com puestos pertenecientes a 

la fam ilia de las 3HC. Com o se descr ibe en la int roducci�n de este cap�tulo, �s tos 

com puestos resultan �t iles com o sondas o reporteros  fluorescentes. Sus espect ros de 

em isi�n de fluorescencia presentan (en casi todos l os casos)  dos bandas lo suficientem ente 

resueltas, cuya posici�n e  intensidad de los m �xim os de em isi�n resultan sens ibles a 

cam bios en la polar idad y basicidad del m icroentorno de la sonda. Esta propiedad singular 

se explica gracias al fen�m eno de ESI PT previam ente  descr ipto en detalle. Debido a �stas 

caracter �st icas sondas com o las 3HC se clasifican com o sondas radiom � t r icas de polar idad.  

 
2 .1 0  Propiedades Espectrosc�picas de Sondas 3 HC ESI PT.  

De m anera de determ inar las propiedades fluorescentes, se seleccionaron un grupo de 

ent re los com puestos sintet izados (Figura 2.39) . 

 
Figura 2 .3 8  Com puestos 3 HC seleccionados para  e l estudio por  espect roscop�a .  

Estos com puestos se disolv ieron en 6 solventes de polar idad diferenciada:  tolueno, 1,4-

dioxano, THF, cloroform o, DMSO y m etanol (enum erados en orden creciente de acuerdo a 

sus valores de ET(30) :  33.9, 36, 37.4, 39.1, 45.1 y 55.4 respect ivam ente) , donde se 

pueden agrupar los pr im eros t res com o los solventes no polares y los siguientes com o 

polares, donde en part icular el m etanol provee un m edio polar pr �t ico.  

Los par�m et ros espect rosc�picos a tener en cuenta s on:  la posici�n del m �xim o de 

absorbancia, la posici�n de los m �xim os de em isi�n,  la intensidad absoluta de las bandas 

de em isi�n, la intensidad relat iva de las bandas y el  rendim iento cu�nt ico de fluorescencia 

(QY) . 

Este � lt im o par�m et ro se calcula de acuerdo a la ec uaci�n 2.1  
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QY = QYref "
In " Aref

Ex

I ref " An
Ex  Ecuaci�n  2 .1  

Donde QYref  es el rendim iento cu�nt ico de la referencia, In  e I ref  son la integral del 

espect ro de fluorescencia del com puesto n y de la referencia respect ivam ente, An
Ex y  Aref

Ex  

es la absorbancia a la longitud de onda de excitaci�n para el com puesto n y de la referencia 

respect ivam ente.  

Para poder realizar una com paraci�n sistem �t ica las  sondas se agrupan en 4 grupos 

dist intos (A-D)  de acuerdo a su est ructura qu�m ica, naturaleza y  posici�n de sust ituyentes 

(Figura 2.39) . 

 
Figura 2 .3 9  Com puestos ESI PT agrupados ( Grupos A- D)  de acuerdo a  sus sust ituyentes y 
posici�n para  la  evaluaci�n por  espect roscop�a .  N �tese que e l Grupo C y D com parten una 
m ism a caracter �st ica , pero se opt � por  diferenciar l os ya que en e l Grupo C se t iene un 
determ inado sust ituyente en posici�n 2  y en e l Grup o D se t iene ot ra  dist into. 

 

2 .1 1  Grupo A. 

El grupo A posee 4 com puestos con el m ism o grupo (acetam ido)  en posici�n 6 m ient ras 

que cam bia el sust ituyente ubicado en la posici�n 2  (Figura 2.40) . 

 
Figura 2 .4 0  Com puestos del Grupo A. 

 

A cont inuaci�n se presentan los espect ros de absorci�n (Figura 2.4 1)  en cloroform o. 
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Figura 2 .4 1  Espect ros de absorci�n para  com puestos del Grupo A en cloroform o.  

Los espect ros en este y ot ros solventes t ienen sim ilar  form a, y es posible detectar leves 

corr im ientos en la posici�n del m �xim o de absorbanc ia dependiendo del com puesto en 

cuest i�n (Figura 2.42) . En la Figura 2.42 se grafica la posici�n de los m �xim os de absorci�n  

para los com puestos 0 5 ,  1 4 ,  1 7  y  2 2  expresada en n�m ero de onda (cm -1)  vs. la 

polar idad del solventes de acuerdo a sus valores de ET(30) . En esta figura se observa que 

en cualquiera de los casos las var iaciones en la posici�n de sus m �xim os de absorbancia no 

resultan dr �st icas. Sin em bargo es posible detectar  var iaciones en la tendencia general,  

donde los com puestos 0 5  y  2 2  se corren hacia m ayores longitudes de onda con el aum ento 

de la polar idad (hasta 20 nm  hacia el rojo) , m ient ras que 1 4  se corre hacia valores 

m enores y el com puesto 1 7  perm anece invar iable de acuerdo a la polar idad del solvente. 

 
Figura 2 .4 2  Posici�n de m �x im os de em isi�n en n�m ero de onda vs . ET( 3 0 )  para  la  ser ie  de solventes. 

Los com puestos 0 5 ,  1 4  y  1 7  poseen espect ros sim ilares en form a y posici�n, do nde el 

m �xim o de absorci�n se encuent ra ent re 340 -360 nm . El com puesto 2 2  se diferencia del 

resto con un espect ro corr ido al rojo con un m �xim o  alrededor de los 412-422 nm . Este 

corr im iento batocr �m ico se puede explicar debido a que el grupo donante de elect rones (4-

diet ilam inobenceno)  estabiliza el estado excitado, ext iende la conjugaci�n  y por lo tanto se 

corre a m enores energ�as la absorci�n.  

Los espect ros de fluorescencia de los com puestos 0 5 ,  1 4  y  1 7  fueron obtenidos excitando 

con luz de 360 nm , m ient ras que el com puesto 2 2  se excit � a 420 nm . Es preciso recordar 

la notaci�n que se int rodujo previam ente, donde al t ratar con espect ros de em isi�n duales, 

nos refer irem os a la banda N com o aquella de m enores longitudes de onda (m ayor energ�a)  
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y a la banda T com o aquella de m ayores longitudes de onda (m enor energ�a) . Para 

sim plif icar, denotarem os N*  y T*  a los m �xim os de e m isi�n correspondientes a cada banda.  

Se com ienza por tolueno que es el solvente de m enor polar idad (Figura 2.43) . Los 

espect ros de em isi�n de 0 5 ,  1 4  y  1 7  poseen un banda N de m uy baja intensidad, los 

valores m �s bajos regist rados en esta ser ie ( ver Ta bla 2.2) . La posici�n de N*  sigue el 

siguiente orden 0 5  (409 nm )  <  1 7  (440 nm )  <  1 4  (450 nm )  <  2 2  (485 nm ) . 

 
Figura 2 .4 3  Espect ros de fluorescencia  para  com puestos del Grupo A en tolueno. 

A diferencia del resto, el espect ro del com puesto 2 2  se encuent ra desplazado hacia el rojo 

com o era de esperar de acuerdo a su espect ro de absorbancia y longitud de onda de 

excitaci�n  con una banda N de m ayor intensidad, cuya posici�n depende de la p olar idad del 

m edio ya que se puede observar un corr im iento a m ayores longitudes de onda a m edida 

que aum enta la polar idad del solvente. 

En este solvente todos los com puestos presentan dos bandas de em isi�n dist inguibles. 

Aunque los espect ros parecen sum am ente sim ilares cada com puesto presenta una relaci�n 

de T* / N*  diferente:  38.6, 24.7, 12.5 y 5.5 para 0 5 ,  1 4 ,  1 7  y  2 2  respect ivam ente. En 

todos los casos (salvo para 0 5  en cloroform o)  se corresponde con la m ayor relaci�n  T* / N*  

en la ser ie de solventes ensayados. 

Se prosigue con el 1,4-dioxano (Figura 2.44)  donde se observan algunos cam bios. 

 
Figura 2 .4 4  Espect ros de fluorescencia  para  com puestos del Grupo A en 1 ,4 - dioxano. I nset : espect ros 
de em isi�n sin norm alizar  para  com puestos 0 5 , 1 4  y 1 7 . 

Lo pr im ero que se observa es el cam bio en la relaci�n de intensidades de las bandas para 

los com puestos 0 5 ,  1 4  y 1 7 ,  y  sus valores de T* / N*  asociados (16, 7.9 y 2.5 

respect ivam ente) . Aunque esto parece corresponderse a un aum ento en la intensidad de la 

banda N, el cam bio se produce m ayorm ente en la intensidad de la banda T, lo cual queda 
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regist rado en el inset  de la Figura 2.45 donde se grafican los espect ros de em isi�n de est os 

t res com puestos sin norm alizar pudiendo apreciarse la m agnitud de la banda T para 0 5  

( rojo) , 1 4  (azul)  y 1 7  ( verde) . Los valores de intensidad absoluta correspondientes a los 

m �xim os de em isi�n se encue nt ran en la tabla 2.2.  

Con respecto a la posici�n de los m �xim os de em isi� n, es posible observar un corr im iento 

para la banda N:  414, 424 y 453 nm  para 0 5 ,  1 4  y 1 7  respect ivam ente. El com puesto 2 2  

m ant iene aproxim adam ente la m ism a posici�n e intens idad de bandas (y T* / N* )  ent re 

tolueno y 1,4-dioxano, lo que nos m uest ra que �ste com puesto no p arece reportar 

diferencias de polar idad ent re estos solventes. 

Cont inuando con THF, se observa un cam bio notable para el com puesto 1 7  donde se 

produce una inversi�n de la relaci�n de bandas, obt eniendo un T* / N*  de 0.6 (Figura 2.45) . 

 
Figura 2 .4 5  Espect ros de fluorescencia  para  com puestos del Grupo A en THF. 

El com puesto 1 4  parece m ost rar una peque�o cam bio en su valor de T * / N* , y un 

corr im iento de 8 nm  hacia el rojo de su banda N. El com puesto 0 5  m ant iene la posici�n de 

sus m �xim os de em isi�n casi invar iables y apenas au m enta su T* / N* . El com puesto 2 2  

tam poco cam bia de T* / N*  pero m uest ra un desplazam iento sim ilar  al de 1 4  en su banda N 

de 9 nm . Resulta interesante que el com puesto 1 7  m uest ra un corr im iento de su banda N 

de 22 nm  pero en direcci�n opuesta . Se observa una m odulaci�n del espect ro de em isi�n  

en la banda N*  para los com puestos 1 4  y  1 7  en THF. Esta m odulaci�n no pertenece a la 

se�al de Ram an, sino que parece un f ingerpr int  debido a la interacci�n espec�fica ent re el 

solvente y los com puestos. No se encont raron referencias en la literatura al respecto pero 

parece que hay una solvataci�n part icular que perm i te separar la banda cont �nua de 

em isi�n en por lo m enos 3 bandas m �s discretas. En general ninguno de los com puestos 

(salvo el 1 7 )  var �a significat ivam ente su espect ro ent re dioxano y THF. 

El siguiente solvente es cloroform o pasando a la ser ie de solventes polares (Figura 2.46) . 

 
Figura 2 .4 6  Espect ros de fluorescencia  para  com puestos del Grupo A en cloroform o. 
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Al pasar a cloroform o se observa:   

i)  que los espect ros de los com puestos 0 5  y  1 4  resultan m uy sim ilares a los obtenidos 

en tolueno tanto en su form a, intensidad de m �xim os  y QY;   

ii)  que el espect ro del com puesto 1 7  es sim ilar  al obtenido en 1,4-dioxano;   

iii)  que el �nico com puesto que m uest ra un com portam ient o dist into es 2 2 ,  donde hay 

un claro aum ento de QY evidenciado por un increm ento en el �rea total del espect ro 

de em isi�n, y una nueva relaci�n de banda T* / N*  =  1 .2. 

En DMSO (Figura 2.47)  se observa una dism inuci�n en la intensidad de fl uorescencia total 

(m enor QY)  para todos los com puestos (Tabla 2.2) . 

 
Figura 2 .4 7  Espect ros de fluorescencia  para  com puestos del Grupo A en DMSO. 

El espect ro com pleto de 0 5  se corre 10 nm  hacia el rojo, con un T* / N*  de 3.6. El 

com puesto 1 4  m uest ra un corr im iento diferente, donde las bandas se m ueven en 

direcciones opuestas;  la banda N 15 nm  hacia el azul y la banda T 8 nm  hacia el rojo, 

obteniendo una relaci�n de bandas sim ilar  que 0 5 .  A�n m �s, 1 4  m uest ra la apar ici�n de 

una tercera banda cerca de 500 nm , que al realizar los espect ros de excitaci�n a 430 ( N* ) , 

550 (T* )  y 500 nm  se confirm a que pertenece a ot ra especie. Una posibilidad es que se 

t rate de una especie form ada ent re la 3HC y el solvente unidos por un puente de hidr �geno 

interm olecular ent re el grupo dador de protones ( -OH)  y el grupo aceptor de protones del 

solvente. Esto es posible debido a la capacidad aceptora de protones del solvente, lo que se 

evidencia com o un corr im iento hacia el rojo y un espect ro de excitaci�n diferente. Se 

advierte que esta especie inhibe el ESI PT por lo que se observa un �nica banda de em isi�n  

(Figura 2.48) . 

 
Figura 2 .4 8  ( A)  Espect ros de em isi�n y excitaci�n de 1 4  en DMSO.  ( B)  Representaci�n de la  especie  
que surge a  part ir  de la  form aci�n de un puente de hidr �geno interm olecular  ent re  e l grupo dador de 
protones ( - OH)  y e l grupo aceptor  de protones del solvente. 
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La banda del com puesto 1 7  se m ant iene fij a, m ient ras que su banda T se corre 12 nm  

hacia el rojo con un T* / N*  de 0.9. El espect ro com puesto 1 7  en DMSO resulta m uy sim ilar  

al obtenido en THF. 

El com puesto 2 2  en cam bio, m uest ra un corr im iento en la posici�n d e sus m �x im os de 

em isi�n N*  (492 !516nm )  y T*  (566!586nm )  as� com o un cam bio de sus intensidades e 

inversi�n en la relaci�n ent re am bas (T* / N* : 1.2 !0.8) . Evidenciando un alta sensibilidad de 

hacia la presencia de un solvente altam ente polar.  

Finalm ente pasam os a m etanol el � lt im o solvente polar y pr �t ico (Figura 2.49 ) . 

 
Figura 2 .4 9  Espect ros de fluorescencia  para  com puestos del Grupo A en Metanol. 

En este caso, los com puestos 0 5  y  1 4  presentan un considerable aum ento en la banda N y 

una peque�a dism inuci�n en la T, obteniendo sus m en ores relaciones de T* / N*  en la ser ie 

de disolventes y sim ilares ent re am bos. 

En cuanto a 1 7 ,  se observa que sus dos bandas t ienden a aproxim arse ent re si (no 

observado para ot ros disolventes)  perdiendo resoluci�n y ubic�ndose en 468 y 533 nm , la 

posici�n m �s alta para N y de las m as bajas para T respect ivam ente. 

Finalm ente, el com puesto 2 2  pierde su espect ro dual observ�ndose una �nica ban da de 

em isi�n. Tom ando en cuenta el com portam iento del com puesto 1 7 ,  es posible infer ir  que 

en 2 2  el efecto del solvente polar pr �t ico lleva al cola pso de las bandas en una posici�n 

interm edia ent re 490 y 580 a 536 nm . Con lo cual no lo convierte part icularm ente �t il para 

solvente pr �t icos.  

Todos los resultados se resum en en la tabla 2.2. 
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Tabla  2 .2  Datos espect rosc�picos de los com puestos perteneci entes a l Grupo A. 

! ! " ! #$!

%&'! () ! *+ ! ,+ ! %&'! () ! *+ ! ,+ !
-.'/012342' ! ! , 5678"
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,+:*+ ! ;<= !
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Posici�n de m �xim os de absorci�n (Abs) , exc itaci�n (Ex)  y em isi�n para am bas bandas (N*  y T* ) ,  indicados en 
nan�m et ros junto con sus respect ivos valores de int ensidad ( int )  en unidades arbit rar ia (U.A.) . Se presenta 
adem �s la relaci�n de bandas T* / N*  as� com o el QY, donde se ut iliza sulfato de quinina en 1M de H2SO4 para los 
com puestos 0 5 ,  1 4  y 1 7  y FE (2 1 )  en cloroform o para el com puesto 2 2  (QYsulfato de quin ina =  0.546;  QYFE =  0.26) . *  
�nica banda para 2 2  en m etanol, la denom inaci�n de N o T pierde sent id o.!

Estos com portam ientos perm iten proponer dist intos usos:  

¥ la sonda 2 2  podr�a ser � t il com o reportero en am bientes no pol ares (com o l�pidos o 

m em branas)  donde posee dos bandas de em isi�n sensib le a la int roducci�n de 

solventes polares (y en part icular solventes pr �t ic os com o agua o alchoholes)  debido 

a disrupciones por agentes f�sicos (ext rusi�n)  o qu �m icos ( iones, surfactantes, etc) .  

¥ la sonda 1 7  presenta un com portam iento sim ilar  a 2 2  pero con una sensibilidad 

part icular a dist intos am bientes hidrof�bicos con l o que podr�a ser � t il com o 

reportero espec�fico de am bientes no polares. Su m ayor desventaja son sus bajos 

valores de QY com parado con 2 2 .  

¥ las sondas 0 5  y  1 4 ,  son am bas m uy sim ilares, y no parece haber diferencias 

significat ivas ent re el grupo furano y t iofeno en la posici�n 2. Am bas sondas parecen 

m ost rar m ayor sensibilidad a am bientes polares sin m ost rar indicios de perder su 

em isi�n dual en solventes pr �t icos lo cual resulta m uy conveniente en estudios en 

agua. 

 

2 .1 2  Grupo B. 

El grupo B posee 2 com puestos (2 2  y  2 8 )  con el m ism o sust ituyente posici�n 2 y un grupo 

acetam ido en posici�n 6 o 7 respect ivam ente. Con lo cual,  el objet ivo es ver las diferencias 

que se producen por la diferencia de ubicaci�n de e ste grupo en la m ol�cula. Resulta 
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interesante incluir  el com puesto 2 1  que no cont iene sust ituci�n alguna en posicione s 6 o 7  

(Figura 2.50) . 

 
Figura 2 .5 0  Com puestos del Grupo B. 

Los espect ros de absorbancia de los com puestos 2 2 ,  2 8  y  2 1  se m uest ran a cont inuaci�n 

(Figura 2.51) . 

 
Figura 2 .5 1  Espect ros de absorbancia  para  com puestos del Grupo B en cloroform o. 

Los espect ros de absorci�n  los com puestos 2 2 ,  2 8  y  2 1  resultan sensibles a los cam bios de 

polar idad observ�ndose una m ism a tendencia para los  t res com puestos id�nt ica a la 

regist rada para 2 2  (Figura 2.42) . La int roducci�n del grupo acetam ido en posiciones 6 o 7 

produce un corr im iento sim ilar  de 5-8 nm  hacia el rojo en la posici�n del m �xim o de 

absorci�n con respecto a FE.  

Los espect ros de fluorescencia se regist raron excitando a 420 nm  para los t res com puestos. 

Se com ienza con la ser ie de solventes de m enor polar idad:  tolueno, dioxano y THF (Figura 

2.52) . 

 
Figura 2 .5 2  Espect ros de fluorescencia  para  los com puestos 2 2  ( rojo) , 2 8  ( azul)  y 2 1  ( verde)  del 
Grupo B en Tolueno, 1 ,4 - dioxano y THF. 
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En cuanto a la posici�n de las bandas de em isi�n se  observan 3 com portam ientos bien 

diferentes. La posici�n de la banda N del com puesto  2 2  or iginalm ente a 485 nm  en tolueno 

se m ueve a m enores longitudes de onda al pasar a dioxano (480 nm )  y luego hacia el rojo 

en THF (489 nm ) . Para 2 8  ocurre lo cont rar io, donde la banda N en tolueno a 466 nm  se 

corre hacia el rojo en dioxano (472 nm )  y luego hacia el azul en THF (468 nm ) . Diferente a 

los anter iores 2 1  exhibe una progresi�n lineal hacia el rojo a m edid a que aum enta la 

polar idad (Tabla 2.3) . 

De la ser ie se observa que el com puesto 2 2  no parece alterar la intensidad de sus m �xim os 

de em isi�n, obt eniendo una relaci�n T* / N*  sim ilar  en todos los cas os (Tabla 2.3) , 

m ost rando una baja sensibilidad a los cam bios de polar idad ent re estos solventes. A 

diferencia de �ste, el com puesto 2 1  regist ra diferencias al pasar de tolueno a dioxano 

evidenciado (T* / N* :  24!3.8)  pero no as� ent re dioxano y THF donde su relaci�n 

perm anece pr �ct icam ente constante. El �nico que m ue st ra un com portam iento dist into ( y 

m ayor sensibilidad)  en los t res solventes es 2 8 ,  donde se regist ra un T* / N* :  59!19!23, 

un cam bio en la posici�n de N* :  466 !472!468 nm  y hasta la apar ici�n de una tercera 

banda a 527 nm  en THF. 

Al realizar los espect ros de excitaci�n a 527 (3ra banda)  y 583 nm  (banda T)  se observa 

que no coinciden por lo que necesar iam ente debe pertenecer a ot ra especie. Tal com o se 

descr ibi� previam ente, es posible que se t rate de  una especie form ada ent re la 3HC y el 

solvente unidos por un puente de hidr �geno interm ol ecular. Esto es posible debido a la 

capacidad aceptora de protones del THF. Nuevam ente se observa un corr im iento hacia el 

rojo, un espect ro de excitaci�n diferente y una �ni ca banda de em isi�n (Figura 2.54) .  

 
Figura 2 .5 3  ( A)  Espect ros de excitaci�n de 2 8  en THF regist rados a  5 2 7  y 5 8 3  nm . ( B)  Representaci�n  
de la  especie que surge a  part ir  de la  form aci�n de  un puente de hidr �geno interm olecular  ent re  e l 
grupo dador de protones ( - OH)  y e l grupo aceptor  de protones del solvente. 

Siguiendo con la ser ie de solventes, se regist ran los espect ros en cloroform o, DMSO y 

m etanol (Figura 2.55) . 

De los espect ros de fluorescencia se puede observar que la relaci�n T* / N*  de 2 8  no cam bia 

significat ivam ente ent re cloroform o y DMSO. Sin em bargo 2 2  y  2 1  m uest ran una 

sensibilidad diferente con a una inversi�n de banda s ent re dichos solventes por lo que �s tos 

com puestos m uest ran una m ayor sensibilidad a solventes polares, m ient ras que 2 8  con un 

grupo acetam ido en posici�n 7 es m �s sensible a un am biente no polar evidenciado por la 

var iaci�n en sus valores de T* / N* .  
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Figura 2 .5 4  Espect ros de fluorescencia  para  los com puestos 2 2  ( rojo) , 2 8  ( azul)  y 2 1  ( verde)  del 
Grupo B en Cloroform o, DMSO y Metanol. 

En cuanto al com portam iento en m etanol,  se observa un m ism o com portam iento para los 

t res com puestos donde las bandas colapsan en el solvente pr �t ico obteniendo una �nica 

banda de fluorescencia cent ral.  

Todos los resultados se resum en en la tabla 2.3. 

Tabla  2 .3  Datos espect rosc�picos de los com puestos perteneci entes a l Grupo B. 

! ! JJ! JK!

%&'! () ! *+ ! ,+ ! %&'! () ! *+ ! ,+ !
-.'/012342' ! ! , 5678"

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

,/0>23/ ! ""#$! (+" ! ()' ! (*%! (+#%! %,,! ))$#) ! %#%! *#&! (++! ()' ! (&&! )#&$! %,$! +%*#"! %*#*! (#+!

?./)@3/! "&! ('& ! ()' ! (*' ! &(#*! %,)! "+(#&! (#$! ++#)! ('( ! ()' ! (,) ! )#*, ! %*)! %%#&! +$#(! )#+!

,AB! ",#( ! ('& ! ()' ! (*$ ! %$#%! %,&! )(*#( ! (#)! $#(! ('& ! ()' ! (&* ! )#&$! %*(! &'#*! ))#&! )#$!

C0/D/E/D9/! "$#+! ()+ ! ()' ! ($) ! &$(#'! %&&! *)"#( ! +#)! &)#%! (+$! ()' ! (*, ! ))'#" ! %,&! $)(#$! (#)! (*#%!

-FGH ! (%#+! (+" ! ()' ! %+&! "&$#,! %*&! )$&#)! '#* ! )'#+! (+( ! ()' ! %++! +*#&! %$$! "*#&! )#+! )#%!

F24@3/0! %%#(! (+%! ()' ! -! -! %"&! $$%#*! -! (*#, ! ()' ! ()' ! -! -! %"%! +"+#+! -! *#,!

! ! J#! ! ! ! ! ! ! ! !

%&'! () ! *+ ! ,+ ! ! ! ! ! ! ! ! !
-.'/012342' ! ! , 5678"

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

! ! ! ! ! ! ! !

,/0>23/ ! ""#$! (+' ! ()' ! (&&! +$#%! %&,! (&(#' ! )"#* ! +&#"! ! ! ! ! ! ! ! !

?./)@3/! "&! (') ! ()' ! (,( ! )&#"! %,+! $$#(! "#*! (#$! ! ! ! ! ! ! ! !

,AB! ",#( ! ('( ! ()' ! (*) ! )(#%! %,&! *$#&! "#,! (#(! ! ! ! ! ! ! ! !

C0/D/E/D9/! "$#+! (+( ! ()' ! (*) ! )+'#* ! %&"! ('(#* ! +#$! )%#*! ! ! ! ! ! ! ! !

-FGH ! (%#+! (++! ()' ! %+%! )+&#&! %*'! +',#' ! '#%! +%#,! ! ! ! ! ! ! ! !

F24@3/0! %%#(! (+) ! ()' ! -! -! %)$! ,*%#)! -! (&#%! ! ! ! ! ! ! ! !

 Posici�n de m �xim os de absorci�n (Abs) , excitaci�n (Ex)  y em isi� n para am bas bandas (N*  y T* ) , indicados en 

nan�m et ros junto con sus respect ivos valores de int ensidad ( int )  en unidades arbit rar ia (U.A.) . Se presenta 

adem �s la relaci�n de bandas T* / N*  as� com o el QY, donde se ut iliza FE (2 1 )  en clorform o para los com puestos 

2 2  y  2 8  (QYFE =  0.3) . *  �nica banda para 2 2  en m etanol, la denom inaci�n de N o T pierde sent id o. 

Estos resultados perm iten proponer que:  

¥ En am bientes no polares la sonda 2 8  m uest ra una m ayor sensibilidad que 2 2  y  2 1  

evidenciado por los cam bios en su espect ro de em isi�n en funci�n del solvente 

ut ilizado. 
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¥ Las sondas 2 2 ,  2 8  y  2 1  con sust ituyente 4-diet ilam inofenil en posici�n 2, m uest ran 

cam bios de fluorescencia m �s dr �st icos (p.e. con in versi�n de bandas)  ante la 

presencia de am bientes polares. 

¥ Hay indicios que un sust ituyente en posici�n 6 o 7 t iene una influencia directa en la 

sensibilidad resultante a am bientes polares o no polares. En part icular 2 2  con el 

sust ituyente en posici�n 6 resulta m �s sensible a a m biente polares y 2 8  con el 

sust ituyente en posici�n 7 a no polares.  

¥ Solventes pr �t icos dest ruyen la em isi�n dual obteni endo una �nica banda cent ra l de 

fluorescencia. 

 

2 .1 3  Grupo C. 

El grupo C posee 2 pares de com puestos:  0 5 -0 6  y  2 8 -2 9 ,  que poseen un sust ituyente en 

posici�n 6 y 7 respect ivam ente. Los com puestos 0 5  y  2 8  posee un sust ituyente acetam ido, 

m ient ras que los com puestos 0 6  y  2 9  uno am ino. Se eval�a la influencia del par de 

elect rones libre del nit r �geno de acuerdo a si �stos se encuent ran disponibles en su  form a 

am ino ( -NH2)  o con su par de elect rones com prom et idos debido al carbonilo adyacente en 

su form a acetam ido ( -NHCOCH3)  (Figura 2.56) . 

 
Figura 2 .5 5  Com puestos del Grupo C. 

A cont inuaci�n se presentan los espect ros de absorb ancia para los cuat ro com puestos del 

grupo C en cloroform o (Figura 2.57) . 

 
Figura 2 .5 6  Espect ros de absorbancia  para  com puestos del Grupo C en Cloroform o. 

Se observa que los espect ros de absorbancia en la ser ie de solventes para 0 5 -0 6  y  2 8 -2 9  

se parecen en form a pero no en posici�n. Ent re 0 5  y  0 6  la posici�n del m �xim o de 

absorbancia de 0 6  (am ino)  es m ayor o igual a 0 5  (acetam ido)  en todos los solventes salvo 

en tolueno, m ient ras que en el caso de 2 8  y  2 9 ,  siem pre el espect ro de 2 8  (acetam ido)  se 
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encuent ra m �s desplazado al rojo que su an�logo am i no (2 9 ) ,  Tabla 2.4. En general el 

m �x im o de absorbanci a de 0 5   <  0 6   y  2 9   <  2 8  (Tabla 2.4) . 

Cuando se regist ran los espect ros de fluorescencia para 0 5  y  0 6  se observan 

com portam ientos m uy diferentes ent re el par de com puestos. (Tabla 2.4 y Figura 2.58) . 

 

Figura 2 .5 7  Espect ros de Absorci�n ( - - - )  y Fluorescencia  ( #)  para  com puestos 0 5  ( rojo)  y 0 6  ( azul)  en 
los solventes indicados. 

El com puesto 0 5  no m uest ra var iaci�n en la posici�n de su banda T,  m ient ras que su banda 

N se t raslada suave pero progresivam ente hacia el rojo a m edida que aum enta la polar idad 

del m edio, con un delta total de 16 nm . La m ayor sensibilidad se dem uest ra en su relaci�n 

de bandas con una respuesta �nica para cada solvent e con T* / N*  :  39 ( tolueno) , 16 

(dioxano) , 15 (THF) , 51 (cloroform o) , 6.4 (DMSO)  y 1.3 (m etanol) ,  con valores de T* / N*  

altos para solventes no polares y m enores para los solventes polares (a excepci�n del 

cloroform o)  m anteniendo su espect ro dual en todos los solventes ensayados (Tabla 2.4 y 

Figura 2.58) . 

El com puesto 0 6  m uest ra una respuesta m uy diferente a la de 0 5  y  m uy dist inta ent re la 

t r iada de solventes no polares y la t r iada de polares. Com enzando por tolueno, se observan 

dos bandas de intensidad com parable con una relaci� n de T* / N*  igual a 1.4. Siguiendo con 

dioxano y THF se pierde resoluci�n ent re las bandas ya que �stas t ienden a acercar se y 

solaparse obteniendo una banda cent ral de em isi�n d onde se dist inguen hom bros que se 

corresponden con los m �xim os de las bandas N y T. E n la ser ie de solventes no polares no 

se observan grandes var iaciones en el valor  de T* / N*  con valores siem pre cercanos a la 

unidad. Al pasar a solventes de m ayor polar idad la banda cent ral t iende a desdoblarse 

nuevam ente en dos bandas de em isi�n donde la banda N se desplaza hasta un m �xim o de 

100 nm  hacia m enores longitudes de onda desde dioxano/ THF hasta DMSO/ m etanol.  A la 

vez su banda T se desplaza progresivam ente en la direcci�n cont rar ia al pasar de 

cloroform o a DMSO a m etanol con un delta de desplazam iento de 55 nm  hacia el rojo. Por 

lo que se dist inguen m uy bien am bas bandas de em isi�n. En presencia de solventes polares 

0 6  exhibe valores de T* / N*  altos de 17.5 (DMSO)  y 18.6 (m etanol) .  Un com portam iento 

opuesto al observado para 0 5 .  



Cap�tulo 2  

7 9  

En el caso de 2 8  y  2 9 ,  se observa que am bos com puestos exhiben un desplazam iento de 

bandas sim ilar  en cuanto a m agnitud y direcci�n. No  se observan diferencias ent re los 

espect ros realizados en tolueno, dioxano y THF, salvo que en THF 2 8  exhibe una tercera 

banda m encionada anter iorm ente (Figura 2.53-54) . Al pasar a cloroform o y DMSO 2 9  

parece m ost rar una m ayor var iaci�n ( y sensibilidad)  en sus valores de T* / N*  (Tabla 2.4) . 

Un factor que los dist ingue es su com portam iento en m etanol,  donde 2 8  pierde la 

separaci�n de bandas pero 2 9  exhibe un espect ro dual (Figura 2.59) , m ost rando que la 

com binaci�n de un grupo dador de elect rones en posi ci�n 2 y ot ro en 7 puede ayudar a 

estabilizar las bandas sin que colapsen com o se m ost r � previam ente para com puestos ( 2 1 ,  

2 2  y  2 8 ,  Figura 2.55) . Se destaca que el rendim iento cu�nt ico de 2 9  fue el m �s alto 

obtenido para toda la ser ie de solventes. 

 
Figura 2 .5 8  Espect ro de fluorescencia  para  com puestos 2 8  y 2 9  en m etanol. 

Todos los resultados se resum en en la tabla 2.4. 

Tabla  2 .4  Datos espect rosc�picos de los com puestos perteneci entes a l Grupo C. 

! ! " ! L!

%&'! () ! *+ ! ,+ ! %&'! () ! *+ ! ,+ !
-.'/012342' ! ! , 5678"

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

,/0>23/ ! ""#$! "%"! "&' ! ('$ ! )"#)%! %"$! *$*#' ! "*#&! )(#' ! "%+! "&' ! (&%! ))$#%! %"+! "+&#)! +#(! +(#(!

?./)@3/! "&! "(' ! "&' ! (+( ! ")#$! %"*! %),#+! +&#'! +"#$! "%)! "&' ! %'"! +('#( ! %""! +&(#%! +#)! ++#)!

,AB! ",#( ! "(' ! "&' ! (++! ("#** ! %"$! &("#%! +(#,! +%#)! "%+! "&' ! %'"! +,+! %"(! +*( ! +#+! ++#'!

C0/D/E/D9/! "$#+! "%&! "&' ! (+&! +'#$+! %")! %%&#%! %+#'! +*#(! "%&! "&' ! (*' ! ")&#)! %+'! )$$! '#$! ++#"!

-FGH ! (%#+! "(%! "&' ! (), ! "'#(( ! %(+! +$%#$! &#(! &#,! "%$! "&' ! (') ! %#+'! %""! *$#+,! +,#%! %#*!

F24@3/0! %%#(! "%+! "&' ! ()%! *$#&%! %"(! +)'#) ! +#"! &#,! "%%! "&' ! ('' ! +#"&! %&%! )%#",! +*#&! %#$!

! ! JK! JM!

%&'! () ! *+ ! ,+ ! %&'! () ! *+ ! ,+ !
-.'/012342' ! ! , 5678"

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

,/0>23/ ! ""#$! (++! ()' ! (&&! )#&$! %,$! +%*#"! %*#*! (#+! (') ! ()' ! (%"! (#),%! %,(! $)'#" ! )+%#"! ()#+!

?./)@3/! "&! ('( ! ()' ! (,) ! )#*, ! %*)! %%#&! +$#(! )#+! "$( ! ()' ! (,+ ! "&#(! %,$! $&$#*! )&#,! "+#)!

,AB! ",#( ! ('& ! ()' ! (&* ! )#&$! %*(! &'#*! ))#&! )#$! "$* ! ()' ! ((+ ! ))#* ! %*'! %,+#+! )%#'! )"#* !

C0/D/E/D9/! "$#+! (+$! ()' ! (*, ! ))'#" ! %,&! $)(#$! (#)! (*#%! ('" ! ()' ! (&* ! (,#) ! %,)! *%(#*! +*#+! "$#*!

-FGH ! (%#+! (+( ! ()' ! %++! +*#&! %$$! "*#&! )#+! )#%! ('& ! ()' ! (*' ! ("#, ! %$&! %,'#(! +"#' ! +$#*!

F24@3/0! %%#(! ()' ! ()' ! -! -! %"%! +"+#+! -! *#,! (++! ()' ! %+'! &,,#%! %&+! &,)#) ! +#'! ()#&!

 Posici�n de m �xim os de absorci�n (Abs) , excitaci�n (Ex)  y em isi� n para am bas bandas (N*  y T* ) , indicados en 

nan�m et ros junto con sus respect ivos valores de int ensidad ( int )  en unidades arbit rar ia (U.A.) . Se presenta 

adem �s la relaci�n de bandas T* / N*  as� com o el QY, donde se ut iliza sulfato de quinina en 1M de H2SO4 para los 

com puestos 0 5  y 0 6  y FE (2 1 )  en cloroform o para 2 8  y  2 9  (QYsulfato de quin ina =  0.546;  QYFE =  0.3) . *  �nica banda 

para 2 8  en m etanol, la denom inaci�n de N o T pierde sent id o. 
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Estos resultados perm iten proponer que:  

¥ El par de elect rones libre del nit r �geno arom �t ico puede jugar un papel clave en la 

sensibilidad de la sonda que reporta los cam bios de polar idad en su m icroentorno.  

¥ Cuando el nit r �geno se encuent ra en posici�n 6 ( con  un sust it yente furano en 

posici�n 2)  si el par de elect rones se encuent ra co m prom et ido (0 5 )  se observa que 

la relaci�n de bandas T* / N*  es m �xim a para solvente  no polares y dism inuye acorde 

aum enta la polar idad. Pero si el par de elect rones se encuent ra libre el 

com portam iento es inverso (0 6 ) .  

¥ Cuando el nit r �geno se encuent ra en posici�n 7 ( con  un sust it yente 4-

diet ilam inobenceno en posici�n 2)  no se observan di ferencias cruciales ent re la 

respuesta fluorescente si los elect rones se encuent ran com prom et idos (2 8 )  o si 

est �n disponibles ( 2 9 )  salvo para el caso de solventes polares pr �t icos (m etanol)  

donde el par de elect rones libres evita el colapso de bandas preservando el espect ro 

de em isi�n dual.  

 

2 .1 4  Grupo D. 

El grupo D posee 2 com puestos (3 2  y  3 6 )  con el m ism o sust ituyente posici�n 2 y dist intos 

grupos en la posici�n 7 (Figura 2.60) .  

 
Figura 2 .5 9  Com puestos del Grupo D. 

A cont inuaci�n se m uest ran los espect ros de 3 4  y  3 6  en cloroform o (Figura 2.61) . Com o se 

puede apreciar en la tabla 2.5 la posici�n de los m �xim os de absorbancia perm anecen 

relat ivam ente constantes para am bos com puestos. ònicam ente se observa un corr im i ento 

de apenas 7 nm  al pasar del grupo de solventes no polares a los polares. 

 
Figura 2 .6 0  Espect ros de absorbancia  de los com puestos del Grupo D en cloroform o. 
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En am bos casos los espect ros de absorci�n  m uest ran dos bandas. Una de ellas parece 

constante su m �xim o a 360 nm  para los t res com puestos, m ient ras que la segunda se corre 

de acuerdo al com puesto ubicada a 380 y 387 para 3 4  y  3 6  respect ivam ente. Las bandas 

pueden ser asociadas a las sim ilitudes y diferencias ent re los com puestos. La banda a 

m enores longitudes de onda se puede asociar con el sust ituyente 2- t iofeno com �n a los 

t res com puestos, m ient ras que las diferencias en la banda a m ayores longitudes se asocian 

a los dist intos sust ituyentes en posici�n 7, su efecto el ect r �nico y conjugaci�n con el n�cleo 

de la 3HC. 

Al realizar los espect ros de fluorescencia (Figura 2.62)  se observa un com portam iento 

batocr �m ico para la banda N*  de los t res com puestos . Se observa un corr im iento 

progresivo hacia el rojo de la banda N*  para am bos com puestos al aum entar la polar idad 

del m edio. El com puesto 34 se diferencia por m ost rar un espect ro de em isi�n dual para 

todos los solventes, que no es el caso para 36 cuyo espect ro colapsa en una banda y con 

una dism inuci�n  significat iva de su QY en m etanol (Tabla 2.5) .  

 
Figura 2 .6 1  Espect ros de fluorescencia  norm alizados para  3 4  ( rojo)  y 3 6  ( azul) . 

Los cam bios en la posici�n de la banda T*  es m enor y pr �ct icam ente se m ant iene fij a, sin 

em bargo su intensidad var �a significat ivam ente, tal com o en los anter iores casos. Se 

obt ienen los valores m �s altos de T* / N*  para tolueno . Es dif�cil encont rar una tendencia 

unificada. Por ejem plo, el com puesto 3 4  no sigue una tendencia �nica y definida en funci�n  
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de la polar idad del m edio. Parece haber una tendencia para la ser ie de solventes no 

polares, y luego ot ra para la ser ie de solventes polares, pero sin poder unificar las para todo 

el rango de polar idades en conjunto. La posici�n de su banda N aum enta paulat inam ente 

con el aum ento de polar idad (de 420 a 431 nm ) , m ient ras que su banda T se m ant iene 

relat ivam ente constante. 

El com puesto 3 6  m uest ra una tendencia donde el T* / N*  dism inuye progresivam ente a 

m edida que aum enta la polar idad del m edio. La diferencia es que los cam bios son sut iles y 

peque�os en valor absoluto ( los cam bios observados para 3 4  son m ayores y m �s notor ios) . 

Sin em bargo, el desplazam iento de las bandas N y T de 3 6  resulta de hasta 60 nm , donde 

la banda N se desplaza hacia m ayores longitudes de onda y la banda T en la direcci�n 

opuesta, hasta que form an una �nica banda en m etano l,  dem ost rando el solvatocrom ism o 

para esta sonda. 

Los resultados se resum en en la Tabla 2.5. 

 
Tabla  2 .5  Datos espect rosc�picos de los com puestos perteneci entes a l Grupo D. 

! ! 6$! 6L!

%&'! () ! *+ ! ,+ ! %&'! () ! *+ ! ,+ !
-.'/012342' ! ! , 5678"

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !

39 ! 39 ! 39 ! .34! 39 ! .34!
,+:*+ ! ;<= !
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?./) @3/! "&! "&' ! "&' ! ()) ! ($#)! %%(! &)*#%! +)#*! +%#,! "%$! "$' ! %+)! +'*#%! %,%! %",#%! %#'! %(#%!

,AB! ",#( ! "%$! "&' ! ()" ! +)(#&! %%&! &"'#* ! %#+! +&#&! "&' ! "$' ! %+%! $$#,! %*'! ($&#(! %#'! %'#,!

C0/D/E/D9/! "$#+! "&" ! "&' ! ()( ! *#$)! %((! &,&#%! ,%#*! +,#(! "&%! "$' ! %+)! "'(#" ! %,(! *&%#*! )#*! &'#&!

-FGH ! (%#+! "&&! "&' ! (), ! +'#) ! %%&! +&*#+! +&#(! &#*! "&&! "$' ! %")! "%#,! %("! ",#$! +#+! (#$!
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M�xim os de absorci�n (Abs) , excitaci�n (Ex)  y em isi�n para am bas bandas (N*  y T* ) , indicados en n an�m et ros 

junto con sus respect ivos valores de intensidad (U.A.) . Se presenta la relaci�n de bandas T* / N*  as� co m o el QY, 

donde se ut iliza QS com o referencia dependiendo el caso. *  �nica banda en m etanol, la denom inaci�n de N o T 

pierde sent ido. 

Estos resultados perm iten proponer que:  

¥ El com puesto 3 4  puede ser �t il com o sonda que reporta cam bios de p olar idad, 

siem pre que se ut ilice ya sea en una ser ie acotada de solventes no polares o en una 

ser ie de solventes polares, pero sin intercam biar los. 

¥ El QY de 3 4  dism inuye progresivam ente con los cam bios de polar idad desde tolueno 

hasta m etanol,  con lo cual su uso podr�a ser de preferencia para am bientes 

hidrof�bicos.  

¥ Las sondas 3 4  y  3 6  poseen bandas N*  batocr �m ica s y relaciones de T* / N*  que 

dism inuyen con la polar idad del solvente. 
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Discusi�n  

En este cap�tulo se present � la s�ntesis y caracter iz aci�n de una ser ie de com puestos 

fluorescentes pertenecientes a la fam ilia de las 3HC.  

En la pr im era secci�n  se sintet izaron m �s de 30 com puestos realizando m o dificaciones en 

las posiciones 2, 6 y 7 del n�cleo cent ral lo que d io lugar a 5 subfam ilias de sondas 

fluorescentes. Ent re ellas se obtuvieron 3 der ivados m aleim ido (MFC (1 0 ) ,  MFC-2 (1 2 )  y 7-

MFE (3 0 ) )  claves para la m arcaci�n covalente y espec�fica de biom ol�culas, ut ilizados en el 

Cap�tulo 3. El esquem a general de s�ntesis involucr a pr im ero la form aci�n de una 2 -

hidroxiacetofenona conveniente ya funcionalizada en la (o las)  posici�n deseada. Luego a 

part ir  de la acetofenona y un aldeh�do (en general)  arom � t ico se realiza la s�ntesis del 

n�cleo cent ral por m edio de la reacci�n clave de AF O. Esta reacci�n da m ejores 

rendim ientos y consum e m enos t iem po al realizar los dos pasos de reacci�n en una s�ntesis 

Ôone pot Õ t rabajando en un exceso de m edio b�sico y oxidante  (provisto por H2O2)  que en 

etapas aislando los interm ediar ios de reacci�n seg� n el m �todo cl�sico. Las s�ntesis totales 

constan de hasta 6-7 pasos (para der ivados m aleim ido)  de reacci�n lo c ual resulta 

at ract ivo;  y aunque los rendim ientos totales no son m uy altos (del orden de 10-15% ) , las 

cant idades que se ut ilizan son adecuadas para la caracter izaci�n y poster iores ensayos 

biol�gicos. Se int rodujeron algunas m ejoras en dife rentes pasos de la ruta sint �t ica com o la 

pur if icaci�n de der ivados acetam ido por recr istaliz aci�n, su poster ior  desprotecci�n asist ida 

por MW, y la s�ntesis de acetofenonas (adecuadas)  por reordenam iento de Fr ies. La 

int roducci�n de estas m ejoras dan rendim ientos te�r icos totales de hasta 20% . 

Se seleccionaron una ser ie solventes de dist inta naturaleza y polar idad en donde se 

analizaron una selecci�n de com puestos sintet izados . Los com puestos se agruparon de 

acuerdo a su est ructura en cuat ro grupos lo que perm it i� hacer un an�lisis  sistem �t ico de 

las propiedades espect rosc�picas donde se evalu�:  l a posici�n del m �xim o de absorbancia y 

los de em isi�n, la intensidad absoluta y relat iva d e las bandas de em isi�n y su rendim iento 

cu�nt ico de fluorescencia.  

En l�neas generales se observa que los com puestos 2 2 ,  2 8 ,  2 1  y  2 9  con un sust ituyente 4-

diet ilam inobenceno en posici�n 2 m uest ran corr im ien tos en la posici�n de sus bandas N y T 

hacia el rojo a m edida que aum enta la polar idad del m edio. Sus valores de T* / N*  

dism inuyen con el aum ento de polar idad, aunque en el caso de 2 2  y  2 1  sus var iaciones son 

peque�os en valor absoluto, m ient ras que para 2 8  y  2 9  las var iaciones son de m ayor 

m agnitud. Estos com puestos (excepto el 2 9 )  pierden su espect ro de em isi�n dual de 

fluorescencia al pasar a un solvente pr �t ico.  

Los com puestos 0 5 ,  1 4 ,  1 7  y  3 4  con un sust ituyente furano o t iofeno en posici�n 2  

presentan grandes var iaciones (de igual o m ayor m agnitud que para los com puestos 
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anter iores)  y valores �nicos de T* / N*  para los dife rentes solventes ut ilizados. Aunque no se 

observa una tendencia unificada para todos los solventes, es posible dist inguir  una 

tendencia dent ro los solventes no polares y ot ra para los polares. En am bos casos dent ro 

del rango acotado de solventes los valores de T* / N*  dism inuyen con el aum ento de 

polar idad. En ninguno de los solventes ensayados (en part icular en disolvente pr �t ico)  se 

pierde el espect ro dual de fluorescencia.  

Se destaca el com portam iento del com puesto 0 6  donde se observa un corr im iento de la 

banda N en direcci�n cont r ar ia hacia m enores longitudes de onda de unos 100 nm  y a la 

vez un desplazam iento de la banda T hacia el rojo de hasta 60 nm , donde la separaci�n 

ent re los m �xim os de em isi�n aum enta con la polar id ad del m edio. El com portam iento de 

sus valores de T* / N*  tam bi�n es part icular ya que �stos perm anecen constant es para 

solventes no polares pero al pasar a solvente polares m uest ran un aum ento (en lugar de 

una dism inuci�n)  de T* / N*  con el aum ento de polar id ad. 

De los resultados obtenidos se observa que la presencia de un grupo dador de elect rones 

am ino m ejora la sensibilidad a los cam bios de polar idad, com o se observa para 2 9  en 

com paraci�n con 2 8 .  En el caso de 0 6 ,  el grupo am ino altera por com pleto las sensibilidad 

de la sonda observando una inversi�n en el com porta m iento de las bandas y valores de 

T* / N* .  

El com puesto 3 4  con un brom o en posici�n 7 y un t iofeno en 2 posee  un com portam iento 

sim ilar  de T* / N*  que 0 5  pero con var iaciones de m ayor m agnitud ent re los dist intos 

solventes. 

En general los com puestos se pueden ut ilizar para cualquier rango de polar idad, pero se 

observa que com puestos com o 2 8  y  2 9  resultan m �s sensibles a am bientes no polares 

m ient ras que 0 5 ,  0 6  y  3 4  a disolventes polares, donde todos resultan �t iles  en solventes 

pr �t icos (a excepci�n de 2 8 ) .  
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Detalles Experim entales 

Secci�n  S�ntesis. Los com puestos 0 1 ,  0 4 ,  0 7 ,  0 9 ,  1 3 ,  1 5 ,  1 6 ,  2 0 ,  2 5 ,  3 1  y  3 5  se 

encuent ran disponibles com ercialm ente, y fueron adquir idos de Sigm a Aldr ich¤ ,  Building 

Blocks¤  y  Merck¤ .  

Procesam iento espect ros de RMN .  Todos los espect ros de RMN fueron procesados de 

m anera sim ilar  ut ilizando el software MestReNova¤  perteneciente a MestReLab Research 

S.L. Se aplican una ser ie de pasos en el siguiente orden:  puesta en fase, correcci�n de 

l�nea de base (Whit taker Sm oother, detecci�n autom � t ica) , apodizado (Exponencial 0.3-0.5 

Hz para 1H y 1-3 Hz para 13C) , sm oothing (Whit taker Sm oother) ;  este � lt im o paso es 

opcional dependiendo si se pierde la resoluci�n pic os y/ o acoplam ientos. Luego se prosigue 

con la ident if icaci�n de picos, integraci�n y m ult i plicidad. Para el 95%  de los com puestos 

presentados se realizaron exper im entos 1H, 13C, COSY, HSQC y HMBC que perm it ieron en 

com binaci�n la asignaci�n de cada una de las se�ale s corroborando las est ructuras 

sintet izadas y aisladas. 

Secci�n  Espect roscop�a . Los espect ros de absorbancia se regist raron en un 

espect rofot �m et ro Cary 5 0 de Var ian¤  de doble haz con correcci�n de l�nea de base 

ut ilizando una cubeta Hellm a¤  de absorbancia y fluorescencia con un paso �pt ico de 3 m m . 

Se realizaron soluciones diluidas de los com puestos en los solventes indicados donde la 

absorbancia del m �xim o se encuent ra ent re 0.1-0.15 unidades de intensidad (U.A.) .  

Los espect ros de fluorescencia se regist raron en un fluor �m et ro Var ian Eclipse¤  con slit s de 

5 nm  para la excitaci�n y e m isi�n y una sensibilidad del PMT igual a 600, ut ilizando la 

m ism a cubeta y soluciones que para las m edidas de absorbancia. 

Las determ inaciones de los m �xim os de absorbancia y  em isi�n y QY, as� com o los gr �f icos 

se realizaron ut ilizando el software MATLAB¤ .  

Listado de reacciones.  

!  N- ( 4 - m etox ifenil) acetam ida ( 0 2 ) . 

  

En un bal�n seco de 250 m l se a�aden 54.77 g de K 2CO3 seco (396.9 m m ol)  y un agitador 

m agn�t ico . Se coloca en un ba�o de arena y se conecta a un r efr igerante. Luego se purga 

todo el sistem a con arg�n. Una vez purgado el siste m a se a�aden 20 -30 m l de acetona a 

TA y se agita hasta form a una suspensi�n. Se a�aden luego 1 0.00 g de N- (4-

hidroxifenil)acetam ida (0 1 ,  66.2 m m ol)  y 18.82 m l (despacio, casi gota a gota)  de sulfato 
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de m et ilo (19.84 m m ol, d= 1.33 g/ m l) .  A m edida que se agrega el sulfato de m et ilo se 

observa reacci�n  debido a desprendim iento de gas, elevaci�n (m odera da)  de tem peratura, 

y form aci�n de un color anaranjado en la soluci�n. La suspensi�n se vuelve m � s densa, por 

lo que es necesar io a�adir  ot ros 2 -10 m l de acetona hasta que el agitador m agn�t ico  sea 

capaz de agitar  la espesa suspensi�n. Luego se pone a reflu jo ON. 

Al d�a siguiente se deja enfr iar  a TA y se prosigue con el work-up. Se filt ra la suspensi�n, y 

se lava el carbonato sucesivam ente con acetona hasta que el l�quido filt rado no revele al 

UV. Se guarda la soluci�n y se evapora el exceso de acetona. Pr ecipita un s�lido blanco. Se 

deja un poco de acetona de m anera de solubilizar todo el s�lido, y se le agrega una 

soluci�n diluida de NH 3 5%  en agua (esto es clave para dest ruir  el sulfato de m et ilo y cortar  

as� la reacci�n;  es im portante no a�adir  am oniaco d e m ayor concent raci�n y hacer lo 

siem pre de a poco) . Luego se ext rae con diclorom etano o cloroform o. La fase org�nica se 

seca con sulfato de sodio anhidro, se filt ra y evapora.  

El crudo de reacci�n se pu r if ic� por crom atograf�a en em budo con ciclohexano/ acetato de 

et ilo (de 99: 1 a 95: 5) , obteni�ndose 10.4 g (63 m m ol, 95% )  de N- (4-

m etoxifenil)acetam ida (0 2 ) .  

 

RMN 1H (200 MHz, CDCl3)  " (ppm )  8.6 ( s, 1H, -NH) , 7.42 (d, J =  7.4, 2H, H-3,6) , 6.84 (d, 

J =  7.4, 2H, H-1,4) , 3.77 (s, 3H, H-12) , 2.04 (s, 3H, H-10) . 

 
 
!  5 Õ- acetam ido- 2 Õ- hidrox iacetofenona ( 0 3 ) . 

  

Se agita v igorosam ente una suspensi�n de N- (4-m etoxifenil)acetam ida (0 2 ,  9.0 g, 54.5 

m m ol)  en diclorom etano (100 m L)  a la cual se a�ade cloruro  de acilo (12.0 m L, 169 m m ol)  

a TA. Luego se incorpora t r icloruro de alum inio (24 g, 179 m m ol)  de a porciones a lo largo 

de 1 hora, procurando que la tem peratura del sistem a no supere los 35ß C m ediante el uso 

interm itente de un ba�o de agua/ hielo. Al f inalizar  el agregado la m ezcla se calienta a 

reflujo durante 4-5 hs. Luego se deja enfr iar  hasta TA y se vuelca sobre agua/ hielo. Es 

im portante tener cuidado con la liberaci�n de cloru ro de hidr �geno al verter  la m ezcla de 

reacci�n sobre agua. Se m ezcla durante 15 -20 m in en agua. El producto de reacci�n se 

filt ra y se seca y se pur if ica por crom atograf�a en colum na de fase norm al ut ilizando 

ciclohexano/ acetato de et ilo (de 99: 1 a 80: 20) , obteniendo 8.5 g (44.2 m m ol, 81% )  de la 

5Õ-acetam ido-2Õ-hidroxiacetofenona (0 3 ) .  
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3)  " 11.63 (s, 1H, -OH) , 9.84 (s, 1H, -NH) , 8.07 (d, J =  2.5 Hz, 

1H, H-6) , 7.65 (dd, J =  8.9, 2.5 Hz, 1H, H-2) , 6.87 (d, J =  8.9 Hz, 1H, H-3) , 2.56 (s, 3H, 

H-14) , 2.03 (s, 3H, H-13) . 

RMN 1 3C (126 MHz, dm so)  " 203.8 (C8) , 168.1 (C11) , 156.7 (C4) , 131.1 (C1) , 128.1 (C2) , 

121.0 (C6) , 119.6 (C5) , 117.6 (C3) , 27.3 (C14) , 23.7 (C13) . 

EMAR (ESI )  calculado para C10H11NO3 

 (M+ H) + :  194.0817, encont rado:  194.0812 (m odo + ) . 

 (M+ Na) + :  216.0637, encont rado:  216.0632 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  192.0661, encont rado:  192.0665 (m odo - ) .  

 

!  6 - acetam ido- 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 - hidrox icrom ona ( 0 5 ) . 

 

En un bal�n seco de 1 l se a�aden 1 g de 5 #-Acetam ido-2#-hidroxiacetofenona (0 3 ,  

5.18 m m ol)  y 1 g de fur furaldeh�do ( 0 4 ,  10.33 m m ol)  que se solubilizan en 10 m l de DMF 

seca. Luego se a�ade 1 g de m et �x ido de sodio (185 m m ol)  y se deja ON a TA. Al d�a 

siguiente la m ezcla de reacci�n se diluye con var io s vol�m enes de etanol y se agrega de a 

porciones un exceso de 12 equivalentes de m et �x ido d e sodio. Finalm ente se agregan 10 

m l de agua oxigenada (H2O2)  30 vol%  y se caliente el sistem a a reflujo por un per�odo de 

2-3 m inutos. Una vez agregado el per �x ido de hidr �gen o es necesar io conectar de 

inm ediato un refr igerante al bal�n (puede haber proye cciones) . La reacci�n es exot �rm ica y 

una vez que com ienza no requiere calor  externo, pero puede pasar que le cueste com enzar, 

por lo que se recom ienda tener una m anta calentadora (previam ente encendida)  de 

m anera de ayudar al com ienzo de la reacci�n. Pasado s los 2-3 m inutos se enfr �a el bal�n en 

un ba�o de hielo y luego se vuelca la m ezcla de rea cci�n sobre agua/ hielo. Se neut raliza 

hasta pH 5-6 y se filt ra el crudo de reacci�n que cont iene pr i ncipalm ente la 6-acetam ido-2-

( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 5 ) .  El crudo de reacci�n se pur if ic� por crom atograf �a en 

colum na de fase norm al con ciclohexano/ Acetato de et ilo (90: 10 a 70: 30) , obteni�ndose 

800 m g (2.85 m m ol, 55% )  de 6-acetam ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 5 )  com o 

un s�lido naranja pardo fluorescente. 
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RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  " 10.19 (s, 1H, -NH) , 9.84 (sa, 1H, -OH) , 8.40 (d, J =  2.0 

Hz, 1H, H-6) , 7.99 (s, 1H, H-20) , 7.88 (dd, J =  9.0, 3.0 Hz, 2H, H-2) , 7.63 (d, J =  9.0 Hz, 

1H, H-3) , 7.27 (d, J =  3.4 Hz, 1H, H-18) , 6.77 (m , 1H, H-19) , 2.09 (s, 3H, H-17) . 

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.6 (C-10) , 168.4 (C-15) , 149.9 (C-4) , 145.0 (C-20) , 

144.1 (C-13) , 139.2 (C-1) , 136.8 (C-9) , 135.9 (C-8) , 125.3 (C-2) , 121.9 (C-5) , 118.6 (C-

3) , 115.1 (C-8) , 112.8 (C-6) , 112.7 (C-19) , 24.1 (C-17) . 

EM m / z 286.4 (M+ + H) . 

EMAR (ESI )  calculado para C15H11NO5 

 (M+ H) + :  286.0715, encont rado:  286.0710 (m odo + ) . 

 (M+ Na) + :  308.0535, encont rado:  308.0529 (m odo + ) . 

 

!  6 - am ino- 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 - hidrox icrom ona ( 0 6 ) .  

 

Para sintet izar la 6-am ino-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 6 ) ,  se hidrolizan 300 m g 

(1.05 m m ol)  de 6-acetam ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 5 )  en una soluci�n 

acuosa de HCl 10%  con un 15%  de EtOH para aum entar la solubilidad del com puesto en 

agua. Se coloca a reflujo durante 3-5 h (100ß C) . Luego se a�ade un poco de agua y se 

neut raliza hasta pH neut ro. La am ina 0 6  se filt ra y se seca procediendo sin necesidad de 

poster ior  pur if icaci�n ( confirm ado por CCD y RMN)  obteni�ndose un s�lido de color 

am arillo-naranja fluorescente con un 90%  de rendim iento (230 m g, 0.95 m m ol) .   

 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  " 9.58 (s, 1H, -OH) , 7.98 (s, 1H, H-17) , 7.43 (d, J =  8.9 Hz, 

1H, H-3) , 7.23 (m , 1H, H-6) , 7.22 (d, J =  2.6 Hz, 1H, H-15) , 7.11 (dd, J =  8.9, 2.7 Hz, 1H, 

H-2) , 6.75 (m , J =  3.3, 1.6 Hz, 1H, H-16) . 



Cap�tulo 2  

8 9  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  "  171.5 (C-10) , 147.0 (C-4) , 144.8 (C-17) , 144.4 (C-13) , 

138.7 (C-1,9) , 136.4 (C-8) , 122.6 (C-5) , 122.3 (C-2) , 118.6 (C-3) , 114.5 (C-15) , 112.6 

(C-16) , 105.2 (C-6) . 

EM m / z 244.2 (M+ + H) . 

EMAR (ESI )  calculado para C13H9NO4 

 (M+ H) + :  244.0610, encont rado:  244.0604 (m odo + ) . 

 (M+ Na) + :  266.0429, encont rado:  266.0424 (m odo + ) . 

 

!  6 - [ �cido - ( Z) - 4 Õ- am ino- 4 Õ- oxo- 2 Õ- buteno�co] - 2 - ( 2 - furan- 2 - ilo) - 3 - hidrox icrom ona 

( 0 8 ) .  

 

En un bal�n seco de 25 m l se disolv ieron 200 m g (0.83 m m ol)  de la 6-am ino-2- ( furan-2Õ-

ilo) -3-hidroxicrom ona (0 6 )  en 7 m l de DMF seca con 0.7 m l de t r iet ilam ina. A dicha 

soluci�n se a�adieron 250 m g (2.6 m m ol)  de anh�dr ido m aleico ( 0 7 )  dejando ON a TA. 

Luego se evapor� la DMF y el s�lido resultante se t rat � con una soluci�n de carbonato de 

sodio con un pH 10-11 dejando reposar durante 30 m inutos. Finalm ente se neut raliz� la 

soluci�n obteniendo un precipitado de color m arr �n claro perteneciente al com puesto �cido 

0 8  deseado que fue filt rado y pur if icado por crom atograf�a en colum na de fase norm al 

( ciclohexano/ acetato de et ilo, 8: 2 a 1: 1 con 0.5%  de HAcO) , con un rendim iento del 90%  

(250 m g, 0.73 m m ol) .  

  

RMN 1H (301 MHz, DMSO-d6)  " 12.53 (s, 1H, -NH) , 9.88 (s, 1H, -OH) , 8.49 (d, J =  2.5 Hz, 

1H, H-6) , 8.01 (d, J =  1.8 Hz, 1H, H-17) , 7.93 (dd, J =  9.0, 2.7 Hz, 1H, H-2) , 7.68 (d, J =  

9.0 Hz, 1H, H-3) , 7.28 (d, J =  3.5 Hz, 1H, H-15) , 6.77 (m , 1H, H-16) , 6.32 (s, 2H, H-

20,21) , 6.05 (d, J =  0.9 Hz, 1H) . El H de —COOH no sali� debido a la ventana espect ral 

ut ilizada. 

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.6 (C-10) , 167.6 (C-23) , 163.6 (C-19) , 150.3 (C-4) , 

145.1 (C-17) , 144.1 (C-14) , 139.2 (C-1) , 136.8 (C-8) , 136.0 (C-21) , 133.9 (C-9) , 130.7 

(C-20) , 125.6 (C-2) , 121.9 (C-5) , 118.7 (C-3) , 115.2 (C-15) , 113.2 (C-6) , 112.7 (C-16) . 

EMAR (ESI )  calculado para C17H11NO7 

 (M+ H) + :  342.0614, encont rado:  342.0765 (m odo + ) . 
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 (M+ Na) + :  362.0433, encont rado:  364.0584 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  192.0661, encont rado:  192.0665 (m odo - ) .  

 

!  6 - m ale im ido- 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 - hidrox icrom ona ( MFC, 1 0 ) .  

 

Para sintet izar la sonda 6-m aleim ido-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (MFC, 1 0 ) ,  se 

disuelven 100 m g del �cido ( 0 8 )  (0.293 m m ol)  en 2 m l de DMF seca. Se enfr �a el sistem a 

con un ba�o de hielo/ agua  y se agregan 55 !l ( 44.3 m g, d= 0.806 g/ m l, 0.352 m m ol)  de 

N,N’- diisopropilcarbodiim ida (0 9 ) .  Tras 30 m inutos se deja que el sistem a llegue a 

tem peratura am biente. Luego de 2-3 h de reacci�n se observa la precipitaci�n de un s�lido 

(am arillo)  que se filt ra y se lava con diclorom etano, procediendo sin necesidad de poster ior  

pur if icaci�n ( confirm ado por CCD y RMN)  obteniendo el MFC (1 0 )  con un 42%  de 

rendim iento (38 m g, 0.12 m m ol) .   

 

RMN 1H  (500 MHz, DMSO-d6)  " 10.18 (s, 1H, -OH) , 8.11 (dd, J =  2.5, <  1 Hz, 1H, H-6) , 

8.07 (dd, J =  1.7, 0.8 Hz, 1H, H-17) , 7.86 (dd, J =  9.0, <  1 Hz, 1H, H-3) , 7.77 (dd, J =  

9.0, 2.5 Hz, 1H, H-2) , 7.33 (dd, J =  3.5, 0.8 Hz, 1H, H-15) , 7.24 (s, 2H, H-20,21) , 6.82 

(dd, J =  3.5, 1.8 Hz, 1H, H-16) . 

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.9 (C-10) , 170.3 (C-19,22) , 153.2 (C-4) , 145.9 (C-

17) , 144.4 (C-13) , 140.1 (C-8) , 137.6 (C-9) , 135.3 (C-20,21) , 132.3 (C-2) , 128.6 (C-1) , 

122.9 (C-6) , 122.5 (C-5) , 119.6 (C-3) , 116.1 (C-15) , 113.4 (C-16) . 

EMAR (ESI )  calculado para C17H9NO6 

 (M+ H) + :  324.0508, encont rado:  324.05011 (m odo + ) . 

 
Coeficiente  de ext inci�n  m olar  a 357 nm  (en DMF) :  ! 357 =  16860 M-1cm -1 
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!  6 - ( 3 - m ale im ido- N - propanam ida) - 2 - ( furan- 2 Õ- ilo) - 3 - hidrox icrom ona ( MFC- 2 , 

1 2 ) .  

 

En un bal�n seco se coloca �cido -3- (2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1- ilo)propanoico (1 1 ,  5 

m g, 0.030 m m ol)  j unto con 6-am ino-2- ( furan-2Õ- ilo) -3-hidroxicrom ona (0 6 ,  6.5 m g, 0.027 

m m ol)  en 10 m l de diclorom etano seco (MS 4�)  bajo u na atm �sfera de Arg�n. Luego de 

enfr iar  el sistem a en un ba�o de hielo hasta 0ß C se agrega una soluci�n de 

diciclohexilcarbodiim ada (DCC, 6.6 m g, 0.032 m m ol)  en diclorom etano (5 m l) .  Luego se 

deja que la reacci�n llegue a TA y se deja agitando  ON. La m ezcla de reacci�n se filt ra y se 

pur if ica por crom atograf�a en crom atograf�a en capa delgada ut ilizando ciclohexano/ acetato 

de et ilo (6: 4) , recuperando 3.8 m g (0.0096 m m ol, 36% )  de un s�lido am arillo ( 1 2 )  

f luorescente. 

RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6)  " 12.12 (s, -OH) , 10.23 (s, 1H) , 9.86 (s, 1H) , 8.44 (d, J =  

2.6 Hz, 1H) , 7.99 (s, 1H) , 7.86 (dd, J =  9.1, 2.7 Hz, 1H) , 7.64 (d, J =  9.1 Hz, 1H) , 7.27 (d, 

J =  3.6 Hz, 1H) , 6.76 ( t ,  J =  2.7, 2.7 Hz, 1H) , 2.59 (dd, J =  9.3, 4.7 Hz, 4H) . 

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 173.7 (C-23) , 171.6 (C-10) , 170.3 (C-19) , 149.9 (C- ) ,  

145.1 (C-4) , 144.1 (C-14) , 139.2 (C-17) , 136.8 (C-1) , 135.9 (C-8) , 125.2 (C-9) , 121.9 (C-

3) , 118.6 (C-5) , 115.1 (C-2) , 112.8 (15) , 112.7 (C-16) , 31.0 (C-6) , 28.7 (C-20,21) .  

 

!  6 - acetam ido- 2 - ( t iofen- 2 - il) - 3 - hidrox icrom ona ( 1 4 )  

 

En un bal�n seco de 1 l se a�aden 1 g de 5#-Acetam ido-2#-hidroxiacetofenona (0 3 ,  5.18 

m m ol)  y 1.2 g de t iofen-2-carbaldeh�do ( 1 3 ,  10.7 m m ol)  que se solubilizan en 12 m l de 

DMF seca. Luego se a�ade 1 g de m et �x ido de sodio ( 18.5 m m ol)  y se deja ON a TA. Al d�a 

siguiente la m ezcla de reacci�n se diluye con 10-12 m l etanol y se agrega un exceso de 

12 m ol de m et �x ido de sodio de a poco y en porciones d e m anera deque no se produzca un 

aum ento de tem peratura descont rolado. Finalm ente se agregan 10 m l de agua oxigenada 

30 vol%  y se caliente el sistem a a reflujo por un per�odo de 2-3 m inutos. Luego se enfr �a el 

bal�n en un ba�o de hielo y se vuelca sobre una m ez cla de agua/ hielo. Se neut raliza hasta 

pH 6 y se filt ra el s�lido que precipita. El crudo de reacci�n se pur if ic� por crom atograf�a en 

colum na de fase norm al con ciclohexano/ Acetato de et ilo (de 90: 10 a 70: 30) , obteni�ndose 
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la 6-acetam ido-2- ( t iofen-2- il) -3-hidroxicrom ona (1 4 )  com o un s�lido am aril lo-naranja 

fluorescente con un 55%  de rendim iento (0.84 g, 2.8 m m ol) .  

 

 RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  " 10.30 (s, 1H, -NH) , 9.92 (sa, 1H, -OH) , 8.41 (d, J =  1.7 

Hz, 1H, H-6) , 8.02 — 7.80 (m , 3H, H-2,18,20) , 7.65 (d, J =  8.9 Hz, 1H, H-3) , 7.28 ( t ,  J =  

4.0 Hz, 1H, H-19) , 2.09 (s, 3H, H-17) .  

RMN 1 3C (100 MHz, DMSO-d6)  " 171.6 (C-10) , 168.2 (C-15) , 149.9 (C-4) , 142.8 (C-8) , 

136.3 (C-9) , 135.8 (C-1) , 132.3 (C-13) , 130.5 (C-20) , 128.0 (C-3) , 127.5 (C-19) , 125.1 

(C-5) , 121.6 (C-18) , 118.3 (C-2) , 112.7 (C-6) , 23.9 (C-17) . 

EMAR (ESI )  calculado para C15H11NO4S 

 (M+ H) + :  302.0487, encont rado:  302.0482 (m odo + ) . 

 

 

!  6 - acetam ido- 2 - ( 4 Õ- brom ofenil) - 3 - hidrox icrom ona ( 1 7 ) . 

 

En un bal�n se disuelve la 5 #-Acetam ido-2#-hidroxiacetofenona (0 3 ,  0.75 g, 3.89 m m ol)  en 

10 m l de DMF seco (MS 4�) .  A la soluci�n se a�ade e l 4-brom obenzaldeh�do ( 1 6 ,  1.29 g, 

6.98 m m ol)  a TA. A esa tem peratura se a�ade un exce so de m et �x ido de sodio (0.68 g, 

12.56 m m ol)  y se deja la suspensi�n ON a TA. Al d�a  siguiente se a�ade m as m et �x ido de 

sodio (5.65 g, 104.65 m m ol)  y un poco de etanol et �lico (25 m l) .  Luego se a�ade un exceso 

de peroxido de hidrogeno 30%  (15 m l) .  En este paso la reacci�n eleva su tem peratura y a 

part ir  del m om ento en que com ienza a reflujar  se cuentan 2 a 3 m inutos. Pasados los dos 

m inutos se pone el bal�n en un ba�o de hielo y lueg o de haberse enfr iado la m ezcla de 

reacci�n se corta la reacci�n vert iendo sobre con a gua/ hielo. Finalm ente se neut raliza la 

m ezcla de reacci�n con HCl hasta pH= 6 y el producto  se filt ra, se pur if ica por crom atograf�a 

en colum na de fase norm al ut ilizando ciclohexano/ acetato de et ilo (90: 10 a 70: 30)  y se 

obt iene la 6-acetam ido-2- (4Õ-brom ofenil) -3-hidroxicrom ona (1 7 )  com o un s�lido am arillo 

(0.94 g, 2.5 m m ol, 65% ) . 
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RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  " 10.42 (s, 1H, -NH) , 9.66 (s, 1H, -OH) , 8.43 (d, J =  2.3 Hz, 

1H, H-6) , 8.12 (d, J =  8.7 Hz, 2H, H-18,22) , 7.93 (dd, J =  9.0, 2.3 Hz, 1H, H-3) , 7.73 (d, J 

=  8.6 Hz, 2H, H-19,21) , 7.66 (d, J =  9.0 Hz, 1H, H-2) , 2.10 (s, 3H, -CH3) .  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 172.5 (C-10) , 168.3 (C-15) , 150.3 (C-4) , 143.6 (C-8) , 

138.8 (C-9) , 135.9 (C-1) , 131.3 (C-19,21) , 130.4 (C-13) , 129.2 (C-18,22) , 125.5 (C-2) , 

122.9 (C-20) , 121.1 (C-5) , 118.6 (C-3) , 112.4 (C-6) , 23.9 (C-17) .  

EMAR (ESI )  calculado para C17H12BrNO4 

 (M+ H) + :  374.0028, encont rado:  374.0022 (m odo + ) . 

 
 
!  6 - am ino- 2 - ( 4 - brom ofenil) - 3 - hidroxcrom ona ( 1 8 ) . 

 

En un tubo de v idr io de 10 m l para Microondas (MW)  se colocan 23 m g de la 6-acetam ido-

2- (4-brom ofenil) -3-hidroxicrom ona (1 7 ,  61.5 !m ol)  y se agregan 1 m l de Etanol 99%  y 3 

m l de HCl 10% . La suspensi�n se s�nica para ayudar a la disoluci�n del com puesto. Luego 

se cierra el tubo con un septum  de silicona- teflon y se pone a calentar en el equipo 

Microondas (Anton Paar Monowave 300)  durante 15 m in con una tem peratura final de 

140ß C y una agitaci�n de 500 rpm . Al f inalizar el com puesto se filt ra y lava con agua, 

procediendo sin necesidad de poster ior  pur if icaci�n  ( confirm ado por CCD y RMN)  

obteniendo 20 m g (60 !m ol, 98% )  de la 6-am ino-2- (4-brom ofenil) -3-hidroxicrom ona (1 8 ) .  

 

RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6)  " 9.61 (s, 1H, -OH) , 8.12 (d, J =  8.7 Hz, 2H, H-12,13) , 7.73 

(d, J =  8.6 Hz, 2H, H-14,15) , 7.42 (dd, J =  8.9, 2.3 Hz, 1H, H-4) , 7.27 (d, J =  2.2 Hz, 1H, 

H-3) ,  6.98 (d, J =  9.0 Hz, 1H, H-6) . 
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RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 172.5 (C-9) , 150.2 (C-2) , 143.9 (C-8) , 138.6 (C-5,7) , 

131.3 (C-14,15) , 130.5 (C-11) , 129.2 (C-12,13) , 122.9 (C-16) , 122.5 (C-6) , 121.1 (C-1) , 

118.6 (C-4) , 105.7 (C-3) .  

 

!  4 Õ- diet ilam inoflavona ( FE, 2 1 ) . 

 

En un bal�n seco de 1 l se a�aden 2.0 g 2 #-hidroxiacetofenona (1 9 ,  14.70 m m ol)  y 2.5 g de 

4-diet ilam onibenzaldeh�do ( 2 0 ,  14.10 m m ol)  que se solubilizan en 20 m l de DMF seca. 

Luego se a�ade 2 g de m et �x ido de sodio (37.04 m m ol )  y se deja ON a TA. Al d�a siguiente 

la m ezcla de reacci�n se diluye con var ios vol�m enes de etanol (2 porciones de 20 m l)  y se 

agrega de a porciones un exceso de 10-12 equivalentes de m et �x ido de sodio. Finalm ente 

se agregan 12 m l de agua oxigenada (H2O2)  30 vol%  y se caliente el sistem a a reflujo por 

un per�odo de 2-3 m inutos. Una vez agregado el per �x ido de hidr �gen o es necesar io 

conectar de inm ediato un refr igerante al bal�n (por  posibles proyecciones) . Pasados los 2-3 

m inutos se enfr �a el bal�n en un ba�o de hielo y lu ego se vuelca la m ezcla de reacci�n  

sobre agua/ hielo. Se neut raliza hasta pH 5-6 y se filt ra el crudo de reacci�n que se pur if ica 

por crom atograf�a en colum na de fase norm al con ciclohexano/ Acetato (9: 1 a 8: 2)  de et ilo 

obteniendo la 4Õ-diet ilam inoflavona (FE, 2 1 ) ,  con un 39%  de rendim iento (1.7 g, 5.5 m m ol)  

com o un s�lido am arillo intenso. 

 

RMN 1H (301 MHz, DMSO-d6)  " 9.03 (s, 1H, -OH) , 8.12 -  8.07 (m , 3H, H-3,14,18) , 7.72 

(m , 2H, H-1,2) , 7.43 ( t ,  J =  7.2 Hz, 1H, H-6) , 6.81 (d, J =  9.1 Hz, 2H, H-15,17) , 3.43 (q, J 

=  7.0 Hz, 4H, H-20,21) , 1.14 ( t ,  J =  7.0 Hz, 6H, H-22,23) .  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.7 (C-10) , 154.2 (C-4) , 148.4 (C-16) , 146.9 (C-8) , 

136.9 (C-9) , 132.9 (C-2) , 129.2 (C-14,18) , 124.5 (C-3) , 124.1 (C-6) , 121.4 (C-5) , 117.9 

(C-1) , 116.9 (C-13) , 110.7 (C-15,17) , 43.6 (C-20,21) , 12.4 (C-22,23) . 

EMAR (ESI )  calculado para C19H19NO3 

 (M+ H) + :  310.1443, encont rado:  310.1437 (m odo + ) . 
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 (M-H) -:  310.1443, encont rado:  310.1290 (m odo - ) .  

 

!  6 - acetam ido- 2 - ( 4 Õ- diet ilam inofenil) - 3 - hidrox icrom ona ( 2 2 ) . 

 

En un bal�n se disuelve la 5 #-acetam ido-2#-hidroxiacetofenona (0 3 ,  0.83 g, 4.30 m m ol)  en 

10 m l de DMF seco (MS 4�)  y se a�aden 0.98 g de 4 -diet ilam onibenzaldeh�do ( 2 0 ,  5.59 

m m ol)  a TA. A esa tem peratura se a�ade un exceso de m et �x ido de sodio (1.0 g, 18.5 

m m ol)  y se deja la suspensi�n ON a TA. Al d�a siguiente se a�ade m as m et �x ido de sodio 

(3.5 g, 64.8 m m ol)  y un poco de etanol et �lico (12 m l) .  Luego se a�ade un exceso de 

peroxido de hidrogeno 30%  (10 m l) .  En este paso la reacci�n eleva su tem peratura y a 

part ir  del m om ento en que com ienza a reflujar  se cuentan 2 a 3 m inutos. Pasados los dos 

m inutos se pone el bal�n en un ba�o de hielo y lueg o de haberse enfr iado la m ezcla de 

reacci�n se corta la reacci�n vert iendo sobre con a gua/ hielo. Finalm ente se neut raliza la 

m ezcla de reacci�n con  HCl hasta pH= 6 y el producto se filt ra, se pur if ica por crom atograf�a 

en colum na de fase norm al ut ilizando ciclohexano/ acetato de et ilo (9: 1 a 7: 3)  de donde se 

obt iene la 6-acetam ido-2- (4-diet ilam onifenil) -3-hidroxicrom ona (2 2 )  com o un s�lido 

am arillo br illante (510 m g, 1.4 m m ol, 32% ) .  

 

RMN 1H (301 MHz, DMSO-d6)  " 10.18 (s, 1H, -OH) , 8.98 (s, 1H, H-14) , 8.36 (d, J =  2.4 

Hz, 1H, H-6) , 8.08 (d, J =  9.1 Hz, 2H, H-18,22) , 7.87 (dd, J =  9.1, 2.5 Hz, 1H, H-2) , 7.65 

(d, J =  9.1 Hz, 1H, H-3) , 6.80 (d, J =  9.2 Hz, 2H, H-19,21) , 3.43 (q, J =  6.9 Hz, 4H, H-

24,25) , 2.09 (s, 3H, H-17) , 1.14 ( t ,  J =  6.9 Hz, 6H, H-26,27) .  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.5 (C-10) , 168.3 (C-15) , 150.2 (C-4) , 148.4 (C-20) , 

146.8 (C-8) , 136.7 (C-1) , 135.6 (C-9) , 129.1 (C-19,21) , 124.7 (C-2) , 121.4 (C-5) , 118.4 

(C-3) , 116.9 (C-13) , 112.7 (C- ) ,  110.7 (C-18,22) , 43.6 (C-24,25) , 23.9 (C-17) , 12.4 (C-

26,27) . 

EMAR (ESI )  calculado para C21H22N2O4 

 (M+ H) + :  367.1658, encont rado:  367.1655 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  365.1501, encont rado:  365.1509 (m odo - ) .  
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!  6 - am ino- 2 - ( 4 - diet ilam onifenil) - 3 - hidrox icrom ona ( 2 3 ) . 

 

Se colocan a reflujo 250 m g (0.682 m m ol)  de 6-acetam ido-2- (4-diet ilam onifenil) -3-

hidroxicrom ona (2 2 )  en una soluci�n acuosa de HCl 10%  con un 15%  de E tOH para 

aum entar la solubilidad del com puesto en agua. Se coloca a reflujo durante 3-5 h (100ß C) . 

Tras com pletar el t iem po de reflujo se a�ade un poc o de agua y se neut raliza hasta pH 

neut ro (6-7) . Precipita un s�lido que se filt ra y se seca procediendo sin necesidad de 

poster ior  pur if icaci�n ( confirm ado por CCD y RMN)  obteni�ndose la 6 -am ino-2- (4-

diet ilam onifenil) -3-hidroxicrom ona (2 3 )  con un s�lido de color roj izo con un 87%  de 

rendim iento (192 m g, 0.591 m m ol)  

 

RMN 1H (301 MHz, DMSO-d6)  " 8.71 (s, 1H, -OH) , 8.04 (d, J =  8.8 Hz, 2H, H-12,13) , 7.43 

(d, J =  8.9 Hz, 1H, H-4) , 7.19 (d, J =  2.4 Hz, 1H, H-3) , 7.07 (dd, J =  8.9, 2.4 Hz, 1H, H-6) , 

6.78 (d, J =  8.9 Hz, 2H, H-14,15) , 3.41 (q, J =  6.7 Hz, 4H, H-21,22) , 1.12 ( t ,  J =  6.8 Hz, 

6H, H-23,24) .  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.5 (C-9) , 148.1 (C-8) , 147.1 (C-5) , 146.2 (C-16) , 

144.7 (C-2) , 136.3 (C-7) , 128.9 (C-12,13) , 122.0 (C-1) , 121.7 (C-6) , 118.4 (C-4) , 117.5 

(C-11) , 110.7 (C-14,15) , 104.9 (C-3) , 43.6 (C-21,22) , 12.3 (C-23,24) .  

EMAR (ESI )  calculado para C19H20N2O3 

 (M+ H) + :  325.1552, encont rado:  325.1547 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  323.1396, encont rado:  323.1401 (m odo - ) .  

 

!  6 - [ �cido - ( Z) - 4 Õ- am ino- 4 Õ- oxo- 2 Õ- buteno�co] - 2 - ( 4 - diet ilam inofenil) - 3 -

hidrox icrom ona ( 2 4 ) .  
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En un bal�n seco de 25 m l se disolv ieron 115 m g (0.35 m m ol)  de 6-am ino-2- (4-

diet ilam onifenil) -3-hidroxicrom ona (2 3 )  en 8 m l de DMF seca con 800 !l de t r iet ilam ina 

(TEA) . A dicha soluci�n se a�adieron 300 m g de anh� dr ido m aleico (0 7 )  dejando ON a TA. 

Luego se evapor� la DMF y el s�lido resultante se t rat � c on una soluci�n de carbonato de 

sodio con un pH 10-11 dejando reposar durante 30 m inutos. Finalm ente se neut raliz� la 

soluci�n obteniendo un precipitado de color m arr �n que fue filt rado y pur if icado por 

crom atograf�a en colum na de fase norm al de fase norm al ut ilizando ciclohexano/ acetato de 

et ilo (8: 2 a 1: 1 con 0.5%  de HAcO)  obteni�ndo un s� lido m arr �n - rojo perteneciente al 

com puesto 6- [ �cido - (Z) -4Õ-am ino-4Õ-oxo-2Õ-buteno�co] -2- (4-diet ilam inofenil) -3-hidroxicro_ 

m ona (2 4 ) ,  con un rendim iento del 78%  (116 m g, 0.274 m m ol) .  

 

RMN 1H (301 MHz, DMSO-d6)  " 11.15 (s, 1H, -NH) , 8.50 (d, 1H, H-3) , 8.07 (d, J =  11.5 

Hz, 2H, H-14,15) , 7.95 (dd, 1H, H-6) , 7.69 (d, 1H, H-4) , 6.62 (d, 2H, ,  H-12,13) , 6.35 (d, 

2H, H-27,28) , 3.40 (s, 4H, H-20,21) , 1.11 (s, 6H, H-22,23) . El H de —COOH no sali� debido 

a la ventana espect ral ut ilizada.  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.5 (C-9) , 166.8 (C-29) , 163.3 (C-25) , 150.6 (C-5) , 

146.8 (C-16) , 136.9 (C-7) , 134.9 (C-2) , 130.9 (C-27,28) , 130.9 (C-12,13) , 129.2 (C-

14,15) , 125.2 (C-6) , 121.4 (C-1) , 118.5 (C-4) , 113.5 (C-3) , 110.8 (C-11) , 45.2 (C-20,21) , 

12.3 (C-22.23) .  

EMAR (ESI )  calculado para C23H22N2O6 

 (M+ H) + :  423.1556, encont rado:  423.1551 (m odo + ) . 

 (M+ Na) + :  445.1376, encont rado:  445.1370 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  421.1400, encont rado:  421.1405 (m odo - ) .  

 

!  N- ( 3 - m etox ifenil) acetam ida ( 2 6 ) . 

  

En un bal�n seco de 250 m l se a�aden 53 g de K 2CO3 seco (384.0 m m ol)  y un agitador 

m agn�t ico . Se coloca en un ba�o de arena y se conecta a un r efr igerante y se purga todo el 

sistem a con arg�n. Se a�aden 50 m l de acetona a TA y se agita v igorosam ente form ando 

una suspensi�n. Se a�aden l uego 10,0 g (66.2 m m ol)  de N- (3-hidroxifenil)acetam ida (2 5 )  

y 19 m l sulfato de m et ilo (200 m m ol, d= 1.33 g/ m l)  y se pone a reflujo ON. 
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Al d�a siguiente se deja enfr iar  a TA y se filt ra la suspensi�n. Se lava con acetona hasta que 

el liquido filt rado no revele al UV. Se guarda la soluci�n y se evapora el exc eso de acetona. 

Precipita un s�lido blanco. Se deja un poco de acet ona de m anera de solubilizar todo el 

s�lido, y se le agrega una soluci�n diluida de NH 3 5%  en agua (esto es clave para dest ruir  

el sulfato de m et ilo y cortar  as� la reacci�n;  es im portante no a�adir  am oniaco de m ayor 

concent raci�n y hacer lo siem pre de a poco) . Luego s e ext rae con diclorom etano o 

cloroform o. La fase org�nica se seca con sulfato de  sodio (anh.) ,  se filt ra y evapora. El 

producto se pur if ic� por crom atograf�a en em budo con ciclo hexano/ Acetato de et ilo (99: 1 a 

95: 5) , obteni�ndose 9.3 g ( 56.3 m m ol, 85% )  de N- (3-m etoxifenil)acetam ida (2 6 ) .  

 

RMN 1H (200 MHz, CDCl3)  " (ppm )  8.1 ( s, 1H, -NH) , 7.73 ( t ,  J =  1.29 Hz, 1H, H-4) , 7.42-

7.28 (m , 1H, H-3,5) , 6.67 (dt ,  J =  7.3, 1.3 Hz, 1H, H-1) , 3.7 ( s, 3H, H-12) , 2.06 (s, 3H, H-

11) . 

 

!  4 Õ- acetam ido- 2 Õ- hidrox iacetofenona ( 2 7 ) . 

  

Se coloca un bal�n en un ba�o de agua/ hielo y se a� aden 30 m l de disulfuro de carbono 

seco (CS2) .  Se agrega N- (3-m etoxifenil)acetam ida (2 6 ,  4.0 g, 24.3 m m ol)  form ando una 

suspensi�n que se agita v igorosam ente y se deja enf r iar .  Se a�ade cloruro de acilo (5.0 

m L, 70 m m ol) .  Luego se incorpora (de a porciones)  el t r icloruro de alum inio (12 g, 90 

m m ol)  a lo largo de 30 m inutos, procurando que la tem peratura del sistem a no supere los 

35-40ß C. Al f inalizar se agita durante una hora dejando que llegue a TA y luego se calienta 

la m ezcla a reflujo durante 3 hs. Luego se deja enfr iar  hasta TA y se vuelca sobre 

agua/ hielo. Luego de 10-15 m in de m ezclado, el producto de reacci�n se filt ra y se pur if ica 

por crom atograf�a en em budo con ciclohexano (99: 1 a 80: 20) , obteniendo 2.49 g (12.9 

m m ol, 53% )  de 4Õ-acetam ido-2Õ-hidroxiacetofenona (2 7 ) .  

  

RMN 1H (301 MHz, DMSO-d6)  " 12.31 (s, 1H, -OH) , 10.21 (s, 1H, -NH) , 7.80 (d, J =  8.8 

Hz, 1H, H-6) , 7.33 (d, J =  1.8 Hz, 1H, H-3) , 7.05 (dd, J =  8.8, 1.9 Hz, 1H, H-1) , 2.55 (s, 

3H, H-12) , 2.07 (s, 3H, H-10) . 
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RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 202.9 (C-8) , 169.1 (C-11) , 162.5 (C-4) , 146.2 (C-2) , 

132.3 (C-6) , 115.3 (C-5) , 109.9 (C-1) , 105.7 (C-3) , 26.6 (C-12) , 24.2 (C-10) .  

EMAR (ESI )  calculado para C10H11NO3 

 (M+ H) + :  194.0817, encont rado:  194.0813 (m odo + ) . 

 (M+ Na) + :  216.0637, encont rado:  216.0632 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  192.0661, encont rado:  192.0665 (m odo - ) .  

 

!  7 - acetam ido- 2 - ( 4 Õ- diet ilam inofenil) - 3 - hidrox icrom ona ( 2 8 ) .  

 

En un bal�n seco de 1 l se a�aden 752 m g de N- (3-m etoxifenil)acetam ida (2 6  3.89 m m ol)  y 

750 m g de 4- (diet illam ino)benzaldeh�do (4.24 m m ol)  que se solubilizan en 10 m l de DMF 

seca. Luego se a�aden 750 m g de m et �x ido de sodio ( 13.89 m m ol)  y se deja m ezclando 

ON a TA. Al d�a siguiente la m ezcla de reacci�n se diluye con 20 m l de etanol et �lico y se 

agregan 5 g de m et �x ido de sodio ( 92.6 m m ol) .  Luego se agregan 7 m l de agua oxigenada 

30 vol%  y se caliente el sistem a a reflujo por un per �odo de 2-3 m inutos. Luego se enfr �a el 

bal�n en un ba�o de hielo y se vuelca sobre una m ez cla de agua/ hielo. Se neut raliza hasta 

pH 5-6 y se filt ra. El crudo de reacci�n se pur if ic� por crom atograf�a en colum na de fase 

norm al con ciclohexano/ Acetato de et ilo (9: 1 a 7: 3) , obteniendo 568 m g (1.55 m m ol, 40% )  

de la 7-acetam ido-2- (4Õ-diet ilam inofenil) -3-hidroxicrom ona (2 8 )  com o un s�lido naranja 

intenso fluorescente. 

 

RMN 1H (301 MHz, DMSO-d6)  " 10.41 (s, 1H, -NH) , 8.89 (s, 1H, -OH) , 8.14 (s, 1H, H-3) , 

8.05 (d, J =  8.9 Hz, 2H, H-17,19) , 7.99 (d, J =  8.7 Hz, 1H, H-6) , 7.40 (d, J =  8.6 Hz, 1H, 

H-1) , 6.79 (d, J =  9.0 Hz, 2H, H-16,20) , 3.41 (q, J =  6.8, 6.8, 6.8 Hz, 4H, H-22,23) , 2.13 

(s, 3H, H-14) , 1.13 ( t ,  J =  6.9, 6.9 Hz, 6H, H-24,25) .  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.2 (C-10) , 169.1 (C-15) , 154.9 (C-4) , 148.2 (C-18) , 

146.5 (C-8) , 143.2 (C-2) , 136.7 (C-9) , 128.9 (C-16,20) , 125.2 (C-6) , 117.1 (C-13) , 116.7 

(C-5) , 115.8 (C-1) , 110.8 (C-17,19) , 105.7 (C-3) , 43.6 (C-22,23) , 24.1 (C-14) , 12.4 (C-

24,25) . 
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EMAR (ESI )  calculado para C21H22N2O4 

 (M+ H) + :  367.1658, encont rado:  367.1652 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  365.1501, encont rado:  365.1507 (m odo - ) .  

 

!  7 - am ino- 2 - ( 4 - diet ilam inofenil) - 3 - hidrox icrom ona ( 2 9 ) . 

 

Se colocan a reflujo 200 m g (0.546 m m ol)  de 7-acetam ido-2- (4-diet ilam onifenil) -3-

hidroxicrom ona (2 8 )  en una soluci�n acuosa de HCl 10%  con un 15%  de E tOH durante 3-5 

h. Tras com pletar el t iem po de reflujo se a�ade un poco de agua y se neut raliza hasta pH 

neut ro (6-7) . Precipita un s�lido que se filt ra y se seca procediendo sin necesidad de 

poster ior  pur if icaci�n ( confirm ado por CCD y RMN)  obteni�ndose 150 m g (0.462 m m ol)  de 

la 7-am ino-2- (4-diet ilam onifenil) -3-hidroxicrom ona (2 9 )  con un s�lido de color naranja-

roj izo con un 85%  de rendim iento. 

 

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6)  " 8.58 (s, 1H, -OH) , 7.98 (d, J =  9.2 Hz, 2H, H-12,13) , 7.72 

(d, J =  8.6 Hz, 1H, H-3) , 6.78 (d, J =  9.4 Hz, 2H, H-12,13) , 6.65 (dd, J =  8.6, 2.0 Hz, 1H, 

H-5) , 6.55 (d, J =  2.0 Hz, 1H, H-4) , 6.21 (s, 2H, H-24) , 3.41 (d, J =  7.0 Hz, 4H, H-20,21) , 

1.13 ( t ,  J =  6.9 Hz, 6H, H-22,23) .  

RMN 1 3C (101 MHz, DMSO-d6)  " 171.54 (C-9) , 157.21 (C-2) , 154.20 (C-6) , 148.33 (C-

16) , 144.93 (C-8) , 136.36 (C-7) , 129.05 (C-12,13) , 126.23 (C-3) , 118.09 (C-11) , 113.45 

(C-5) , 111.57 (C-1) , 111.22 (C-14,15) , 97.84 (C-4) , 44.12 (C-20,21) , 12.91 (C-22,23) . 

EMAR (ESI )  calculado para C19H20N2O3 

 (M+ H) + :  325.1552, encont rado:  325.1545 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  323.1396, encont rado:  323.1406 (m odo - ) .  
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!  7 - ( 3 - m ale im ido- N - propanam ida) - 2 - ( 4 - diet ilam inofenil) - 3 - hidrox icrom ona ( 7 -

MFE, 3 0 ) .  

 

Se disuelven 15 m g (0.046 m m ol)  de 7-am ino-2- (4-diet ilam onifenil) -3-hidroxicrom ona 

(2 9 )  en 5 m l de THF anhidro. Se a�ade el �cido -3-m aleim idopropano�co ( 1 1 ,  7.8 m g, 

0.047 m m ol) .  A TA se agregan 500 !l de N,N’- diisopropilcarbodiim ida (0 9 ) .  Luego de 3 h 

de reacci�n se filt ra un precipitad o el que se lava con diclorom etano, y se pur if ica por 

crom atograf�a en crom atograf�a en capa delgada ut ilizando ciclohexano/ acetato de et ilo 

(6: 4)  obteniendo la sonda 7- (3-m aleim ido-N-propanam ida) -2- (4-diet ilam inofenil) -3-

hidroxicrom ona (7-MFE, 3 0 )  con un 35%  de rendim iento (7.6 m g, 0.016 m m ol) .  

 

RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6)  " 10.54 (s, 1H, -NH) , 9.02 (s, 1H, -OH) , 8.12 (d, J =  1.9 Hz, 

1H, H-4) , 8.06 (d, J =  9.1 Hz, 2H, H-14,15) , 7.99 (d, J =  8.7 Hz, 1H, H-3) , 7.37 (dd, J =  

8.8, 1.9 Hz, 1H, H-5) , 7.05 (s, 2H, H-32,33) , 6.81 (d, J =  9.3 Hz, 2H, H-12,13) , 3.76 ( t ,  J 

=  7.0 Hz, 2H, H-28) , 3.46 (s, 4H, H-20,21) , 2.69 ( t ,  J =  7.0 Hz, 2H, H-26) , 1.15 ( t ,  J =  7.0 

Hz, 6H, H-22,23) .  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 171.7 (C-9) , 171.3 (C-30,31) , 170.0 (C-25) , 155.4 (C-2) , 

148.8 (C-16) , 147.1 (C-8) , 143.5 (C-6) , 137.3 (C-7) , 135.1 (C-32,33) , 129.6 (C-14,15) , 

125.8 (C-3) , 117.5 (C-11) , 117.4 (C-1) , 116.5 (C-5) , 111.3 (C-12,13) , 106.5 (C-4) , 44.2 

(C-20,21) , 35.7 (C-26) , 34.2 (C-28) , 12.9 (C-22,23) . 

 

!  2 Õ- hidrox i- 4 Õ- brom oacetofenona ( 3 3 ) . 

 

En un bal�n de 50 m l se disuelve 3 -brom ofenol (3 1 ,  2.0 g, 11.6 m m ol)  en 20 m l de 1,2-

dicloroetano y se a�ade cloruro de acilo (800 !l,  12.3 m m ol, d= 1.1g/ m l) .  Luego se agrega 
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el t r icloruro de alum inio (2.3 g, 17.5 m m ol) .  El sistem a se pone a reflujo ON. Al d�a 

siguiente se corta la reacci�n co n HCl 10% , y se ext rae con cloroform o. El crudo de 

reacci�n se pur if ica por crom atograf�a eluyendo con  ciclohexano/ acetato de et ilo (99: 1 a 

97: 3)  separando los productos cin�t icos y term odin�m icos  obteniendo 1.74 g (8.1 m m ol, 

70% )de 2Õ-hidroxi-4Õ-brom oacetofenona (3 3 ) .   

 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3)  " 12.36 (s, 1H, -OH) , 7.59 (d, J =  8.5 Hz, 1H, H-6) , 7.18 (d, J =  

1.9 Hz, 1H, H-3) , 7.05 (dd, J =  8.5, 1.9 Hz, 1H, H-1) , 2.63 (s, 3H, H-10) .  

RMN 1 3C (126 MHz, CDCl3)  "204.0 (C-8) , 162.6 (C-4) , 131.4 (C-6) , 130.6 (C-2) , 122.3 

(C-1) , 121.5 (C-3) , 118.4 (C-5) , 26.6 (C-9) . 

EMAR (ESI )  calculado para C8H7BrO2 

 (M+ H) + :  213.9628, encont rado:  213.9629 (m odo + ) . 

 (M+ Na) + :  216.0637, encont rado:  216.0632 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  192.0661, encont rado:  192.0665 (m odo - ) .  

 

!  7 - brom o- 2 - ( t iofen- 2 Õ- ilo) - 3 - hidrox icrom ona ( 3 4 ) . 

  

En un bal�n seco, se disuelve la 2Õ -hidroxi-4Õ-brom oacetofenona (3 3 ,  270 m g, 1,26 m m ol)  

en DMF seco (MS 4�) .  A esta soluci�n se a�ade el t iofen-2-carbaldeh�do ( 1 3 ,  0.23 m l, 

1.223 g/ m l, 2.51 m m ol)  seguido de m et �x ido de sodio (0 .244 g, 4.52 m m ol)  a TA. Se deja 

la suspensi�n m ezclando ON a TA. Al d�a siguiente s e a�ade nuevam ente m et �x ido de sodio 

(2.034 g, 37.67 m m ol) ,  un poco de etanol et �lico (15 m l)  y finalm ente peroxido de 

hidrogeno 30%  (10 m l) .  Con el agregado del � lt im o react ivo se produ ce un aum ento en la 

tem peratura de la reacci�n, por lo que com ienza a r eflujar . A part ir  de ese m om ento se 

cuentan 2 a 3 m inutos y luego se coloca el bal�n en  un ba�o de hielo. Tras haberse 

enfr iado el bal�n, la m ezcla de reacci�n se vuelca sobre con agua/ hielo. Finalm ente se 

neut raliza la m ezcla de reacci�n con HCl hasta pH= 6 . Luego se filt ra ( si precipita el 

com puesto debido a su insolubilidad en agua)  o se ext rae (con cloroform o o acetato de 

et ilo) .  Se seca, filt ra y evapora. El producto se recr istaliza de EtOH 95% , obteniendo 203 

m g (0.63 m m ol, 50% ) . 
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RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6)  " 10.42 (s, 1H, -OH) , 8.10 (d, J =  1.8 Hz, 1H, H-4) , 8.02 (d, 

J =  8.6 Hz, 1H, H-3) , 7.98 (dd, J =  3.7, 1.2 Hz, 1H, H-17) , 7.93 (dd, J =  5.0, 1.4 Hz, 1H, 

H-16) , 7.64 (dd, J =  8.6, 1.8 Hz, 1H, H-5) , 7.32 (dd, J =  5.1, 3.7 Hz, 1H, H-18) .  

RMN 1 3C (126 MHz, DMSO-d6)  " 172.00 (C-9) , 154.74 (C-8) , 143.92 (C-7) , 137.30 (C-2) , 

132.44 (C-14) , 131.86 (C-16) , 128.99 (C-17) , 128.33 (C-5) , 128.26 (C-18) , 127.16 (C-6) , 

127.07 (C-1) , 121.47 (C-4) . 

EMAR (ESI )  calculado para C13H7BrO3S 

 (M+ H) + :  323,1619, encont rado:  322,9206 (m odo + ) . 

 (M+ Na) + :  216.0637, encont rado:  216.0632 (m odo + ) . 

 (M-H) -:  192.0661, encont rado:  192.0665 (m odo - ) .  

 

!  7 - ( 4 Õ- ( 4 Õ- BOC- piperazino) fenil) - 2 ( t iofen- 2 Õ- ilo) - 3 - hidrox icrom ona ( 3 6 ) . 

 

Se seca un bal�n provisto de agitador m agn�t ico  durante 40 m in en la estufa a 115ß C. Se 

deja enfr iar  a TA se purga con Arg�n. Luego se a�ad e la 7-brom o-2- ( t iofen-2Õ- ilo) -3-

hidroxicrom ona (3 4 ,  30 m g, 0.093 m m ol) ,  el �cido 4 - (4-BOC-piperazino) fenilbor �nico ( 3 5 ,  

42.6 m g, 0.139 m m ol) ,  K2CO3 (55 m g, 0.4 m m ol)  y 3.5 m l de una m ezcla de DMF/ H2O (4/ 1 

v/ v)  previam ente purgado con Arg�n. Tras el agregad o de los react ivos el sistem a se 

vuelve a purgar con Arg�n durante 10 -15 m in con una aguja larga a t rav�s de un septum . 

Luego (con un flujo posit ivo de arg�n)  se a �ade Pd(PPh 3) 4 (6 m ol% , 8.6m g, 9.9 m m ol) .  Se 

purga una vez m as durante 5-10 m in. La m ezcla entonces se calienta a reflujo a 80… C 

durante 90 m in. No hace falta que el solvente est � seco ya que se le agrega agua, pero si 

es fundam ental elim inar el oxigeno para no desact ivar el catalizador de Pd. 

Transcurr ido el t iem po, la m ezcla de reacci�n luego  se lleva a sequedad y luego se a�ade 

HCl (1N)  para neut ralizar. El producto deseado precipita y es de color verdoso, por lo que 
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se filt ra sin poster ior  pur if icaci�n , obteniendo 21 m g (0.042 m m ol, 45% ) . Fluoresce 

naranja.  

 

RMN 1H (200 MHz, CDCl3)  "  8.24 (d, J =  8.7 Hz, 1H, H-35) , 8.04 (dd, J =  3.8, 1.1 Hz, 1H, 

H-20) , 7.73 (d, J =  1.3 Hz, 1H, H-22) , 7.62 — 7.73 (m , 4H, H-3,5,33,34) , 7.25 (d, J =  3.8 

Hz, 1H, H-25) , 7.04 (d, J =  8.9 Hz, 2H, H-2,6) , 3.63 ( t ,  4H, H-9,11) , 3.26 ( t ,  J =  5.1 Hz, 

4H, H-8,12) , 1.51 (s, 9H, H-17,18,19) .  

EMAR (ESI )  calculado para C28H28N2O5S 

 (M+ H) + :  504.1719, encont rado:  504,1679 (m odo + ) . 
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AGREGACI îN  AMI LOI DEA  

El desarrollo de un cier to grupo de enferm edades (pr incipalm ente neurodegenerat ivas)  

tales com o el m al de Alzheim er, la enferm edad de Parkinson, Hunt ington, dem encia de 

cuerpos de Lewy, encefalopat �as espongiform es, diabetes de t ipo I I  y  algunas form as de 

cancer,1 se v inculan con un proceso de m al plegam iento prot �ico de una cadena 

polipept �dica (dist inta y espec�fica en cada caso)  que pierde la capacidad para adoptar o 

perm anecer en su estado conform acional funcional nat ivo. Estas prote�nas (p.e. p�pt ido A ! , 

alfa-sinucle�na, Tau, prote�na pr ion, Apo E)  no com parten un cier to tam a�o, secuencia 

espec�fica, com posici�n de am ino�cidos o est ructura del estad o soluble nat ivo;  a�n as�,  

todas sufren un proceso de autoensam blado patol�gic o cuyos estados finales fibr ilares 

resultan notablem ente uniform es en t �rm inos de  m orfolog�a externa y arquitectura interna.  

Las fibras am iloides m aduras (m afs)  poseen un t ronco cent ral no ram ificado de var ios 

m icrones de longitud y un di�m et ro de 8-25 nm  en algunos casos form adas por 

ent relazam iento de fibr illas m �s finas . La est ructura interna cent ral resulta abundante en 

l�m ina s- !  ( Ô! - sheet Õ) ,  una propiedad que destaca el estado o proceso am iloide. 

Este cap�tulo se enfoca en los m �todos ut ilizados para seguir  el proceso de ple gam iento y 

auto-ensam blado, tam bi�n denom inado com o agregaci�n, de alfa-sinucle�na (AS) . Tal com o 

se descr ibi� anter iorm ente (Cap�tulo 1) , la AS es una prote�na presin�pt ica peque�a 

(14,460 Da)  que se encuent ra pr incipalm ente en la substancia nigra del cerebro, v ital para 

un funcionam iento celular  norm al. AS pertenece al grupo de prote�nas denom inadas com o 

Ò int r �nsicam ente desordenadasÓ  careciendo de una est ructura secundar ia definida en su 

estado m onom �r ico pudiendo adoptar m �lt iples confor m aciones en condiciones 

fisiol�gicas 2.  Esto da cuenta de su alta Ò plast icidad est ructuralÓ  lo que dificulta  determ inar 

una funci�n celular  �nica y espec�fica. 3 

Existen num erosas evidencias que vinculan a AS con la enferm edad de Parkinson (EP) ,4 

donde se asocia la m uerte de neuronas dopam in�rgicas  con AS, que resulta ser el pr incipal 

com ponente de inclusiones filam entosas y placas am iloideas5 ( tam bi�n conocidos com o 

cuerpos de Lewis, LB)  halladas en estudios histol�gicos neuronales de pacientes fallecidos 

que padec�an EP. 

Uno de los aspectos m �s llam at ivos es la t ransform aci� n est ructural que le ocurre a AS 

bajo cier tas condiciones en las que pasa de un estado m onom �r ico soluble parcialm ente 

plegado pero no est ructurado y term ina con la form aci�n de m af de hasta 10-15 " m  de 

largo y 10-30 nm  de ancho con un alto nivel est ructural,  inexistentes en el estado inicial 

m onom �r ico. Resulta de gran inter �s poder caracter izar este pro ceso, establecer las 

condiciones bajo las cuales ocurre espont �neam ente (y bajo las cuales no) , regist rar  los 

cam bios y la din�m ica de las t ransform aciones que o curren, as� com o la cin�t ica del m ism o 
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(bajo condiciones de contorno establecidas)  y los estados term odin�m icos de equilibr io o 

pseudo-equilibr io. 

 
3 .2  M � todos para  e l m onitoreo de la  agregaci�n  de A S.  

Casi todas las reacciones de form aci�n de am iloides  se encuent ra cl�sicam ente descr ipta 

com o un proceso de polim er izaci�n de t ipo nucleaci�n /  p ropagaci�n  que term ina en la 

form aci�n de fibras am iloideas  (Figura 3.1) .6 El m ecanism o de crecim iento consta de una 

fase inicial denom inada fase de retardo ( Ôlag-phaseÕ)  que se caracter iza por ser una etapa 

de nucleci�n, seguida de una fase exponencial,  la e tapa de crecim iento y propagaci�n de 

interm ediar ios, culm inando con una fase estacionar ia donde se alcanza el equilibr io.7  

 
Figura 3 .1  Representaci�n de la  cin� t ica  de agregaci�n de AS.  La curva azul representa  la  form aci�n de 
fibras am iloideas. Se dist inguen 3  etapas: ( a )  una fase de retardo aparente donde predom ina la  
form aci�n de n�cleos ( curva roja)  sin detectar  est ructuras fibr ilares, ( b)  una fase de crecim iento los 
cent ros de nucleaci�n sirven de sem illas para  e l crecim iento de est ructuras supram oleculares, y ( c)  
una fase estacionaria  de equilibr io ent re  fibras m aduras y e l m on�m ero rem anente ( reproducido de 
ref. 6 )  

Durante la fase inicial,  los polip�pt idos sufren una ser ie de reordenam ientos 

conform acionales y asociaci�n que dan lugar a dife rentes est ructuras oligom �r icas, a las 

cuales hoy en d�a se les asigna m ayor patogenicidad que las poster iores m afs.8-10 

La descr ipci�n d el m ecanism o de fibr ilizaci�n y la  dist inci�n de es pecies interm edias en 

t �rm inos de tam a�os, form as y m edios de dist r ibuci� n in v it ro se ha logrado en cier ta 

m edida m ediante el uso com plem entar io de t �cnicas com o  son la turbidez, sedim entaci�n, 

crom atograf�a de exclusi�n por tam a�o, dispersi�n d in�m ica de  la luz y la dispersi�n de 

�ngulo peque�o de rayos X. 11-13 Por ot ro lado, las t �cnicas com o la m icroscop�a el ect r �nica 

(EM) ,14 Microscop�a de Fuerza At �m ica (AFM) ,15 el dicro�sm o circular ,15 la  espect roscopia 

infrarroja con t ransform ada de Four ier ,16 la resonancia param agn�t ica elect r �nica ,17 la 

difracci�n de rayos X,18 y  la resonancia m agn�t ica nuclear en soluci�n y estado s�lido 19,20 

han perm it ido abordar la caracter izaci�n de la organizaci�n est ructural y cam bios 

m orfol�gicos  de productos interm edios y finales del proceso de fibr ilaci�n.  

La espect roscopia de fluorescencia es, sin em bargo, una de las t �cnicas m �s ut ilizadas para 

el estudio del proceso de auto-ensam blaje de am iloides21 debido a su inherente 

sensibilidad, gran versat ilidad y am plia var iedad de sondas disponibles,22 donde es posible 

ut ilizar fluor �foros int r �nsecos , ext r �nsecos, as� com o unidos covalentem ente.  En el cam po 
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del estudio de am iloides ejem plos de sondas ext r �nsecas son el Rojo Congo y la Tioflavina T 

(Thio-T)  ent re ot ros.23 Constan de m ol�culas peque�as con gran afinidad por las especies 

am iloides siendo ut ilizadas hist �r icam ente para la detecci�n de dep�sitos am iloide s en 

biopsias y estudios postm ortem ,24,25 as� com o para los estudios cin�t icos de la form aci �n de 

am iloide in v it ro24,26 (Figura 3.2) . 

 
Figura 3 .2  Est ructura  qu�m ica de sondas fluorescentes com �nm e nte usadas: 1 ,8 -
anilinonafta lenesulfonato ( ANS) , 4 ,4 !- bis- 1 ,8 - anilinonafta lenesulfonato ( Bis- ANS) , Rojo N ilo ( NR) , 4 -
( dicianovinil) julolidina ( DCVJ) , t ioflavina- T ( Thio- T)  y Rojo Congo ( CR) .2 3  

La form aci�n de fibras se m onitorea cl�sicam ente po r ensayos fluorescentes inespec�ficos 

donde se satura con sondas ext r �nsecas que se intercalan en la est ructura de las fibras por 

com plem entar iedad tales com o Thio-T. Las curvas obtenidas por este t ipo de ensayos se 

descr iben de acuerdo a la ecuaci�n 3.1 (Figura 3.1 curva azul) .  

 Ecuaci�n 3 . 1  

donde  representa la fracci�n norm alizada de m on�m ero convert ido en f ibra en funci�n 

del t iem po,  es la constante aparente de elongaci�n ( ) ,   es la 

constante de velocidad de adici�n de m on�m ero ,  es la concent raci�n inicial de 

m on�m ero y   es el t iem po requer ido para alcanzar la m itad de valor m �xim o de 

intensidad.27-29 

Un t rabajo de revisi�n de los � lt im os a�os de Berto ncini y Celej 30 ofrece un interesante 

resum en de sondas fluorescentes espec�ficam ente ut il izadas para el estudio de prote�nas 

am iloideas tales com o:  rojo congo y sus der ivados (m etoxi-X04, BBS y K114) , t ioflavinas 

(Thio-T, Thio-S)  y sus der ivados (BTA-1) , N-ar iloam inonaftaleno sulfonatos (1,8-ANS, bis-

ANS) , oligot iofenos lum iniscentes (p-FTAM, p-HTAA, p-FTAA) , JC-1, DCVJ , der ivados de 

curcum inas (CRANAD-2) , NI AD-4, AOI 987, ent re ot ros (Tabla 3.1) . La siguiente tabla 

resum e una ser ie de sondas de � lt im a generaci�n ut i lizadas com o sondas ext r �nsecas y de 

uni�n a sit ios espec�ficos m ediante m utaciones punt uales y uniones covalentes.  
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Tabla  3 .1  Sondas de � lt im a generaci�n ut ilizadas en e l estud io de am iloidosis.3 0  

 

Hoy en d�a, los esfuerzos pr incipales en la elaboraci�n de nuev as sondas fluorescentes 

m oleculares y m �todos apuntan a ( i)  lograr determ inaciones r �pidas y cont �nuas de 

form aci�n de am iloide s, ( ii)  discr im inar interm edios con caracter �st icas est ructurales 

dist int ivas (diferentes al m on�m ero y m afs) ,  ( iii)  lograr resoluci�n a nivel de m ol�culas 

�nicas para especies oligom �r icas, ( iv)  obtener inform aci�n fun dam ental sobre la 

est ructura y la din�m ica de fibras am iloides, ( v)  reportes de la agregaci�n en el com plejo 

entorno del tej ido v ivo, y ( v i)  elaborar m �todos para ide nt if icar inhibidores o aceleradores 

de los m ecanism os am iloide con im plicancias para la biom edicina. 

El m ecanism o de reconocim iento m olecular para m afs involucra generalm ente la 

intercalaci�n de sondas fluorescentes en las especi es am iloideas debido a una 

com plem entar iedad est ructural,  lo cual funciona m uy bien para est ructuras term inales r icas 

en l�m inas - ! .  Uno de los desaf�os en este cam po es el reconocim iento de especies 
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tem pranas oligom �r icas con est ructuras t ransientes,  que carecen de una est ructura 

secundar ia de ! - sheet  o hasta de ot ra est ructura secundar ia definida. Esto hace que sea 

necesar io un m ecanism o de reconocim iento est ructural que tenga sus bases en ot ras 

cualidades o caracter �st icas, y es all� donde las sondas de polar idad, com o las 3HC ESI PT 

est �n ganando cada vez m ayor preponderancia.  

 
3 .3  Sondas ESI PT com o sondas de polar idad.  

Las sondas que exhiben el fen�m eno de ESI PT son fluor �foros ca paces de t ransform aciones 

e interacciones en su estado excitado y basal de donde se or iginan m �lt iples bandas de 

em isi�n que responden y son m oduladas por el m edioa m biente que las rodea. Estos 

com puestos resultan adem �s reporteros f�cilm ente m odificables ( qu�m ica y 

est ructuralm ente)  siendo ext rem adam ente sensibles a cam bios del m icroam biente 

espec�fico que los rodea. Los estados excitados que se generan son qu�m icam ente dist intos 

y cada uno interaccionan de m anera singular con el m edio de solvataci�n de tal  form a que 

la respuesta radiom �t r ica fluorescente es una m edid a directa y sensible de la polar idad y 

tam bi�n basicidad ya que es posible la form aci�n de  puentes de hidr �geno interm oleculares 

con m ol�culas de solvente de ese m edio. Por lo que es posible obtener valiosa inform aci�n 

de la polar idad local y la form aci�n de puentes de hidr �geno de un m ism o y �nico 

reportero. 

Com puestos ESI PT com o FE, MFC y MFE ent re ot ros han sido ut ilizados en num erosos 

sistem as con gran �x ito. 31-35 En el �rea de sondas fluorescentes m ult iparam �t r ica s 

aplicadas al estudio de la agregaci�n de am iloides,  en part icular de AS, una ser ie de 

t rabajos pioneros fueron publicados por Elizabeth Jares-Er ijm an y Thom as Jovin. En el 2007 

reportan la ut ilizaci�n de una m utante de AS que po see un p�pt idos a cont inuaci�n del 

am ino�cido 140 con 4 ciste�nas el cual sirve para l a m arcaci�n espec�fica son la sonda 

FlAsH.36 Esto perm it i� uno los p r im eros reportes de la detecci�n de interm ediar ios 

am iloideos en c�lulas en cult ivo. En el 2008 report an la ut ilizaci�n de sondas de la fam ilia 

de N-ar iloam inonaftaleno sulfonatos para m onitorear la agregaci�n de AS y sus m utantes 

fam iliares.37 Mediante fluorescencia de estado estacionar io se observ� que las sondas 2,6 -

ANS y 2,6-TNS daban se�ales paralelas a las de Thio -T, m ient ras que bis-ANS y bis-TNS 

reportaban cam bios m �s tem pr anos. Mediciones de anisot rop�a dem uest ran una se�a l que 

diferencia las etapas iniciales y finales del proceso de fibr ilizaci�n. En el m ism o a�o, los 

autores ut ilizaron el com puesto pireno m aleim ido (Tabla 3.1)  en la agregaci�n cont inua de 

wtAS y las m utantes fam iliares A30P y A53T, m arcando covalentem ente una ser ie de 

m utantes m onociste�na. 38 Aprovechando y explotando sus caracter �st icas com o reportero 

m ult iparam �t r ico,  a t rav�s de fluorescencia de estado estacionar io y resuelta en el t iem po, 

se obtuvo inform aci�n �nica de los eventos m olecula res en el proceso de agregaci�n de AS. 

En el 2009 publicaron el pr im er reporte de la ut ilizaci�n de una sonda ESI PT en el proceso 

de plegam iento y auto-ensam blado de am iloides para AS.39 All� se ut iliz� el com puesto FE 
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com o sonda ext r �nseca en la agregaci�n de wtAS y su s m utantes fam iliares A30P, A53T y 

E46K. Se form aron m afs a alta tem peratura (70ß C)  que se m arcaron ext r �nsecam ente con 

FE, de donde se observan espect ros de fluorescencia con relaciones de bandas �nicas en 

cada caso, dist inguiendo la organizaci�n supram olec ular ent re las especie de AS. En el 

m ism o a�o, se reporta la ut ili zaci�n de Quantum  Dots (QDs)  com o sondas 

m ult iparam �t r icas para seguir  la agregaci�n en c�lu las en cult ivo.40 En el 2010, se public� 

un art �culo donde se report � la s�ntesi s de un ESI PT der ivado m aleim ido (MFC)  y su 

ut ilizaci�n com o sonda covalente en la agregaci�n c ont inua de AS.41 Esta sonda m ost r � una 

sensibilidad sin precedentes, super ior  a Thio-T y dio lugar a ot ro t rabajo (2012)  donde se 

caracter iz� la  agregaci�n de AS por AFM gracias a la se�al f luore scente del MFC dando a 

conocer una ser ie de est ructuras supram oleculares tem pranas y su interconversi�n desde 

AS m onom �r ica hasta m afs,  pudiendo postular  un nuevo m ecanism o de ( inter)conversi�n 

de AS in v it ro.42 En el 2011, una publicaci�n dem ost r � el crecim ient o fibr ilar  en c�lulas 

ut ilizando FRAP ( ÔFluorescence Rocovery After  PhotobleachingÕ o Recuperaci�n de la 

Fluorescencia despu�s del fotoblanqueado)  y Anisot r op�a, t �cnica s de m icroscopia m uy 

em pleadas para el estudio de la din�m ica de  prote�nas.43 Ese m ism o a�o se publicaron 

ot ras dos t rabajos44,45 en los que una sonda ESI PT MFE (an�loga a 7 -MFE,  3 0 )  se ut iliz� 

para dem ost rar el m odo de uni�n de AS a m em branas l ip�dicas y su interacci�n 

dependiendo de la com posici�n lip�dica. Finalm ente en el 2012 t res t rabajos m �s, uno 

previam ente m encionado42,  ot ro que m uest ra la form aci�n de d�m eros de AS fo rm ados por 

fotocrosslinking ent re am ino�cidos t irosina (Tyr)  n at ivos y el efecto de los d�m eros de AS 

sobre la cin�t ica de agregaci�n y su citotoxicidad en cult ivos de c�lulas neuronales 46 y  el 

tercero que m ediante m icroscop�a �pt ica de superres oluci�n 47 dem uest ra la presencia de 

cent ros de nucleaci�n que concuerdan con los presentados por AFM ese m ism o a�o. 42 

La publicaci�n correspondiente al 2010 se incluye e n el presente cap�tulo, 41 y  las dos 

publicaciones del 2012 en los cap�tulos 4 y 5 de la presente tesis.46,42 
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Resultados 

3 .4  Expresi�n  de AS w ild - type y m utantes m onociste �na .  

Se com ienza por la expresi�n y pur if icaci�n de AS wild- type (wtAS)  y sus m utantes 

m onociste�na (A18C, A90C y  A140C)  recom binantes. Se t ransform aron bacter ias BL-21 con 

ADN recom binante, las cuales m ediante la inducci�n por isopropil- ! -D- t iogalact �sido  ( I PTG)  

expresaron las prote�nas de inter �s. La pur if icaci�n  de AS de las bacter ias se logra 

m ediante un protocolo de cent r ifugaciones, sonicaci�n, ba�os de fr io -calor y salt ing-out  

( (NH4) 2SO4) .  Se obt iene un pellet  que se pur if ica por crom atograf�a i�nica de alta presi�n 

(FPLC)  y finalm ente di�lisis. Los pl�sm idos ut iliza dos fueron previam ente chequeados por 

secuenciaci�n. Los detalles del protocolo se encuen t ran en la secci�n de m ater iales y 

m �todos al f inal del cap�tulo. La pr ote�na se dializa en buffer  fosfato de sodio 25 m M pH 6.2 

con 0.02%  de NaN3 y  se guarda a una concent raci�n ent re 350 y 450 " M a -80ß C. 

A cont inuaci�n se presenta el espect ro de absorbanc ia, el corte de un gel de SDS-NuPAGE 

12%  y el espect ro de m asa por ESI  para una m uest ra de wtAS obtenida por el protocolo 

previam ente com entado (Figura 3.3) . 

 
Figura 3 .3  ( A)  Espect ro de absorbancia  de w tAS ( ! 2 7 5 nm =  5 6 0 0  M - 1 cm - 1 ) ; ( B)  Espect ro de m asa de w tAS 
por ESI . ( M+ : Calculado= 1 4 4 6 0 .2  Da, Experim enta l= 1 4 4 6 0 .6  Da) ; ( C)  Gel de poliacr ilam ida 
desnatura lizante ( SDS Nu- Page 1 2 % )  con Mark1 2  ( ca lle# 1 )  y w tAS ( calle# 2 )  y m utante m onociste �na 
AS A1 4 0 C ( calle  # 3 )  revelado con Coom asie Blue. 

La AS posee 4 am ino�cidos arom �t icos de Tyr en su e st ructura lo cuales son responsables 

de su espect ro de absorci�n en el UV. El coefici ente de ext inci�n m olar para AS en m edio 

acuoso es de 5600 M-1cm -1 a 275 nm . Se observa que a part ir  de 300 nm  en adelante AS 

no absorbe luz del v isible. 
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En geles desnaturalizantes de poliacr ilam ida se ut iliza com o m arcador de pesos m oleculares 

el Mark 12 que cont iene una banda m uy pr �x im a al peso de AS ta l com o se m uest ra en la 

figura 3.3. La m uest ra de AS A140C corre levem ente m enos que wtAS. 

La espect rom et r �a de m asa por ESI  a part ir  de una soluci�n de AS dilu�da perm ite 

determ inar el peso m olecular exper im ental 14460.6 Da el cual resulta sim ilar  al calculado 

14460.2 Da, dent ro del error exper im ental. 

 

3 .5  Marcaci�n  de AS.  

Las m utantes m onociste�na de AS (A18C, A90C y A140C)  se m arcaron covalentem ente con 

una ser ie de der ivados m aleim ido fluorescentes previam ente descr iptos (MFC, MFC-2 y 7-

MFE, com puestos 1 0 ,  1 2  y 3 0  respect ivam ente, ver Cap�tulo 2)  y pireno m aleim ido. Los 

detalles del protocolo se encuent ran en la secci�n de m ater iales y m �todos al f inal del 

cap�tulo. De esta m anera se form aron aductos fluorescentes �t iles para m onitorear la 

agregaci�n de AS (Figura 3.4) . 

 
Figura 3 .4  Representaci�n de la  est ructura  del aducto AS A1 4 0 C- MFC desplegado ( arr iba)  y en soluci�n 
com o m on�m ero ( abajo) . 

A cont inuaci�n se m uest ra el espe ct ro de absorbancia para el aducto A140C-MFC (Figura 

3.5) . 
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Figura 3 .5  Espect ro de absorbancia  de aducto AS A1 4 0 C- MFC ( ! 3 6 0 nm =  1 6 8 6 0  M - 1 cm - 1 )  

El aducto A140C-MFC t iene un espect ro de absorbancia con dos bandas de absorci�n, un 

m �xim o en 275 nm  correspondiente a AS (Figura 3.3)  y ot ro a 360 nm  correspondiente al 

MFC. 

En la Figura 3.6 se presentan los resultados de espect rom et r �a de m asa con ionizaci�n ESI  

para AS A140C y el aducto AS A140C-MFC, observando excelente correspondencia ent re los 

valores esperados y los exper im entales. 

 
Figura 3 .6  Espect ros de m asa ( ESI )  de ( A)  AS A1 4 0 C ( M+ : Calculado= 1 4 4 9 2 .3  Da, 
Experim enta l= 1 4 4 9 1 .5  Da)  y ( B)  AS A1 4 0 C- MFC ( M+ : Calculado= 1 4 8 1 5 .6  Da, Exper im ental= 1 4 8 1 4 .6  
Da) . 

 
3 .5  Reproducibilidad en la  agregaci�n  de AS.  

Debido a que el proceso de agregaci�n es int r �nseca m ente var iable ya que involucra la 

organizaci�n espont �nea de m �lt iples especies heter og�neas que coexisten en un equilibr io 

din�m ico de interconversiones, re sulta fundam ental definir  las condiciones de contorno 
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exper im entales para t ratar de m inim izar la var iabilidad ent re las m uest ras. Las condiciones 

que afectan el proceso de agregaci�n son la concent raci�n total de prote�na inicial,  el pH 

del buffer  de agregaci�n, la concent raci�n del buffer , su fuerza i�nic a, la tem peratura y la 

velocidad y form a de agitaci�n. Todas estas var iabl es son f�cilm ente determ inadas y 

cont roladas. Sin em bargo, se encuent ra que existe un paso clave m uchas veces no 

descr ipto en la literatura que resulta crucial.  En esta tesis la reproducibilidad ent re los 

ensayos de agregaci�n se logra pr incipalm ente m edia nte la ult racent r ifugaci�n de la 

soluci�n stock de wtAS, bajo condiciones est �ndar d e 1 h a 105g.  A fines de evaluar el 

efecto de la ult racent r ifugaci�n, una m uest ra de wt AS fue escaneada por AFM antes y 

despu�s de ser ult racent r ifugada (Figura 3.7) .  

 
Figura 3 .7  Ult racent r ifugaci�n de w tAS inicia l . ( a )  im agen de AFM previa  a  la  ult racent r ifugaci�n, ( b)  
una a l�cuota  de la  m ism a m uest ra  luego de la  ult racent r ifugaci�n ( 1  h 1 0 5 g) . Escala , 3 0 0  nm . 

De las im �genes de AFM resulta evidente que el paso  de ult racent r ifugaci�n resulta clave 

para elim inar agregados proteicos de tam a�o sub -m icrom �t r ico de la soluci�n stock de 

prote�na obteniendo un im agen hom og�nea de wtAS sob re la m ica. Por lo cual este paso se 

adopt � para todos los ensayos de agregaci�n realiza dos a cont inuaci�n.  

 

3 .6  Agregaci�n  de AS a  3 7 ß C con aducto A1 4 0 C- MFC. 

El ensayo de agregaci�n se realiz� co n una m ezcla de 97.5%  de wtAS y 2.5%  de AS 

A140C-MFC con una concent raci�n total de prote�na de 150 " M, en 25m M de Na-H2PO4
-

/ HPO4
= ,  pH 6.2 incubando a 37ß C con agitaci�n v igorosa  (500 rpm ) . El novedoso dise�o  

exper im ental (set -up)  perm it i� incubar, agitar  y  regist rar los espect ros de fluorescencia 

cada 1 hora en un espect rofluor �m et ro Cary Eclipse de m anera cont �nua y autom �t ica .  

En la Figura 3.8 se m uest ran los espect ros de absorbancia y em isi�n para dos replicados de 

wtAS ( rojo y azul)  sin sonda fluorescente y dos de wtAS con 2.5%  del aducto fluorescente 

A140C-MFC (negro y verde)  reci�n preparadas . En los espect ros de absorbancia se observa 

que la concent raci�n total de prote�na es igual par a todas m uest ras de acuerdo a la 

intensidad del m �xim o de absorban cia a 275 nm . Las m uest ras con MFC presentan una 

absorci�n en la zona de los 365 nm  de m enor intensi dad ya que s�lo t ienen un 2.5%  de 

prote�na m arcada.  
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Figura 3 .8  ( I zquierda)  Espect ros de absorbancia  para  m uest ras de w tAS ( rojo y azul)  y 9 7 ,5 %  w tAS +  
2 ,5 %  AS A1 4 0 C- MFC ( negro y verde) . ( Derecha)  Espect ros de em isi� n de fluorescencia  previos a  
com enzar  un ensayo de agregaci�n ( t= 0  h) , Ex: 3 4 5  nm . 

La excitaci�n a 345 nm  de la  m ezcla de wtAS y el aducto A140C-MFC resulta en un 

espect ro de em isi�n con dos bandas bien definidas a 430 y 525 nm , con una relaci�n de 

bandas T* / N* < 1 y un QY apreciable en buffer . Si la sonda no estuviese unida a la prote�na, 

en m edio acuoso se deber�a observar un espect ro de em isi�n con un QY m uy bajo, sin  ser 

posible la dist inci�n de dos bandas de em isi�n. La presencia de dos bandas de em isi�n con 

una intensidad apreciable resulta un pr im er indicio que AS en su estado m onom �r ico en 

soluci�n no se encuent ra abierta y desplegada sino que posee cier to grado de plegam iento. 

La sonda que se encuent ra en la posici�n 140 (ext re m o C- term inal)  debe encont rarse 

parcialm ente protegida del m edio acuoso, ya que de ot ra m anera no se observar�a el 

espect ro de em isi�n obtenido. Para los ensayos de a gregaci�n realizados se tom a com o 

referencia un estado inicial con T* / N* < 1 (para MFC y MFC-2) . 

En el exper im ento de agregaci�n , durante los intervalos de agitaci�n en los que no  se 

regist ran los espect ros de em isi�n del MFC,  se tom an al�cuotas de 15 µl que se guardan a -

20ß C. Las al�cuotas fueron tom adas cada 1 o 2 hs al pr incipio y luego cada 5-10 hs. Las 

m ism as. Estas al�cuotas se ut ilizaron para el ensayo de Thio-T y para un an�lisis por AFM. 

Se destaca que los espect ros de fluorescencia fueron adquir idos en cont inuo con intervalos 

de 1 hora, m onitoreando el proceso de m anera cont inua, m ient ras que el ensayo de ThT 

requiere la tom a de m uest ras que son guardadas a -20ß C hasta com pletar el t iem po 

requer ido para una agregaci�n para luego ser te� ida s y analizadas indiv idualm ente.  

Al t �rm ino de  la agregaci�n  (en este caso 70 h)  se realiz� la t inci�n de las al�cuotas con 

Thio-T de m anera de reconst ruir  la curva que descr ibe la cin�t ica de form aci�n de fibras 

am iloideas (Ecuaci�n 3.1) .  Se regist raron los espect ros de em isi�n excitados a 465 nm , 

graficando la intensidad de em isi�n a 482 nm  en funci�n del t iem po (Figura 3.9) .  
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Figura 3 .9  Curva de agregaci�n de AS m edida por fluorescencia  de Thio- T ( Ex. 4 6 5  nm , Em . 4 8 2  nm ) .  
Los puntos corresponden a  los datos experim enta les obtenidos para  w tAS ( ! )  y w tAS+ 2 .5 %  AS 
A1 4 0 C- MFC ( " ) ; las curvas se corresponden con la  ecuaci�n de a juste  te �r ica  ( Ecuaci�n 3 .1 ) . 

Las curvas fueron ajustadas por la ecuaci�n 3.1 que descr ibe la cin�t ica de agre gaci�n 

am iloide. Se observa una perfecta superposici�n ent re las cu rvas de am bas m uest ras, lo 

que indicar �a que la velocidad de agregaci�n ent re la m uest ra cont rol y aquella con MFC son 

indist inguibles. 

En la Figura 3.10 se pueden observar los espect ros de fluorescencia que se corresponden 

con los obtenidos por Thio-T (Figura 3.9)  de las al�cuotas de 15 " l recolectadas durante el 

exper im ento.  

 
Figura 3 .1 0  Espect ros de em isi�n regist rados de m anera cont inua  cada 1  hora  para  9 7 ,5 %  w tAS +  
2 ,5 %  AS A1 4 0 C- MFC ( izquierda )  y para  1 0 0 %  w tAS ( derecha )  incubando a  3 7 ß C. 

Los espect ros corresponden a una m uest ra de wtAS con 2.5%  de sonda ( izq.)  y una 

m uest ra cont rol de wtAS sin prote�na m arcada (der.)  luego de 70 hs de incubaci�n a 37ß C. 

De los espect ros de em isi�n con MFC se puede observ ar una progresi�n  tem poral donde se 

regist ra un significat ivo aum ento en la intensidad de la banda T*  (525nm )  y ot ro m �s 

peque�o para la banda N*  (430nm ) . Esto cont in�a has ta que cada banda alcanza un 

m �xim o de intensidad de em isi�n dist into en el cual  perm anecen constantes (Figura 3.11-

12) . 
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En el caso de la m uest ra cont rol sin sonda fluorescente se evidencia un progresivo cam bio 

en la l�nea de base de los espect ros de em isi�n. Es tos cam bios ocurren tam bi�n para la 

m uest ra con A140C-MFC aunque resultan m enos evidentes y poco significat ivos en 

m agnitud com parados con los cam bios de intensidad de las bandas N*  y T* . Los cam bios 

en la l�nea de base se asocian a un aum ento progresivo de la turbidez de la soluci�n 

proveniente de la form aci�n de especies insolubles (agregados prote�cos)  que dispersan la 

luz de excitaci�n en todas direcciones. Debido a qu e las m edidas se realizan en un 

espect rofluor �m et ro la se�al se recoge a 90ß  con respecto a la direcci�n de la luz de 

excitaci�n, por lo que nos refer irem os a esta se�al  de turbidez com o scat ter ing a 90ß  o 

sim plem ente scat ter ing.  En s�,  la m edici�n de scat ter ing a 90ß  resulta m �s conveniente que 

m edidas de turbidez48 ya que �sta se obt iene en general por m edidas de absorbancia y la 

de scat ter ing com o una parte integral de los espect ros de em isi�n . Debido a que la se�al de 

scat ter ing ( y su progresi�n tem poral)  no es hom og�nea para todas las longitu des de onda 

(evidente para los espect ros de la m uest ra cont rol de wtAS)  los espect ros de em isi�n de la 

m uest ra con MFC se corr igen restando el correspondiente espect ros de em isi�n de la 

m uest ra cont rol para cada t iem po. Esto es posible debido a un alto grado de 

reproducibilidad ent re las m uest ras pertenecientes a un m ism o exper im ento de agregaci�n. 

De esta m anera es posible recuperar los espect ros de em isi�n del MFC Ò corregidosÓ  

obteniendo los verdaderos valores de intensidad de cada una de las bandas y su poster ior  

relaci�n de T* / N*  (Figura 3.11) .  

 
Figura 3 .1 1  Espect ros de em isi�n corregidos por  scat ter ing  y suavizados w tAS +  2 ,5 %  AS1 4 0 - MFC. 

De los espect ros de fluorescencia de MFC corregidos (Figura 3.11)  es posible ext raer la 

se�al radiom �t r ica T* / N* , y superponer la con las curvas de Thio-T (Figura 3.9) , j unto con 

la se�al de scat ter ing regist rada a 355 nm  de los espect ros de fluorescencia para am bas 

m uest ras (Figura 3.10) . Superponiendo el conjunto de se�ales se obt iene la Fig ura 3.12. 
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Figura 3 .1 2  Relaci�n T* / N*  ( m agenta) , curva de Thio - T ( negro)  y scat ter ing  ( a  3 5 5  nm )  regist rado a  
9 0 ß  ( verde)  para  la  agregaci�n de AS a  3 7 ß C. 

En la Figura 3.12 se evidencia que el f luor �foro MFC presenta una respuesta tem poral m � s 

tem prana que Thio-T, m ost rando m ayor sensibilidad a las etapas tem pranas de la 

agregaci�n de AS. Se com ienza ( t  =  0 hs)  con una relaci�n de T* / N* < 1, pero a part ir  de 

las ~ 4-5 hs se observa un cam bio en la relaci�n de las bandas con T* / N* ~ 1 y un poster ior  

increm ento hasta T* / N* ~ 9. En el caso de Thio-T  se observa un cam bio reci�n a part ir  de 

las 10-12 hs con un crecim iento lento (pendiente m �s suave)  com parado a la respuesta 

que se observa para las bandas T* / N* .  

La se�al proveniente del scat ter ing a 355 nm  evoluciona de form a sim ilar  a la obtenida por 

Thio-T pero con una sensibilidad apenas m ayor por lo que puede ser ut ilizado com o una 

referencia interna del progreso de agregaci�n sin n ecesidad de recurr ir  al ensayo de Thio-T. 

Son notables los cam bios en las se�ales espect rosc� picas observados (Figuras 3.10 y 3.12)  

con un increm ento dram �t ico en la intensidad de em i si�n de la banda T*  en un factor de 15 

y un increm ento en un factor de 2 para la a banda N* , siendo el efecto neto de un factor de 

9.5 para T* / N*  alcanzando una relaci�n de bandas de 8. 8 a las 20 h y estabiliz�ndose a  un 

valor de 7.6 para el f in de la reacci�n (Figura 3.12) . Todos los cam bios espect rales 

preceden a la curva definida por el ensayo de Thio-T. 

La secuencia de cam bios espect rales se ordenan de la siguiente m anera:  posici�n del 

m �xim o de la banda T*  (5 .3 h) , intensidad de la banda T*  (12.5 h) , intensidad de la banda 

N*  (12.7 h) , intensidad de scat ter ing a 355 nm  (23.5 h)  y la se�al de Th io-T (34 h) , donde 

se indica ent re par�ntesis el t 1/ 2 en cada caso (Figura 3.13) . 
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Figura 3 .1 3  Se�a les espect ra les de la  agregaci�n de w tAS +  2 .5 %  AS A1 4 0 C- MFC. Posici�n de m �x im o 
de banda T*  ( l�nea negra) , inte nsidad absoluta  de banta  T*  ( rojo) , intensidad absoluta  de banta  N*  
( azul) . La  posici�n de la  banda N*  perm anece re lat ivam en te constante a  4 3 3  nm . Se m uest ran dos 
fotos del m ism o eppendorf conteniendo la  m ezcla  de reacci�n a  t iem po inicia l y fina l donde se  aprecia  
e l cam bio en e l rendim iento cu�nt ico de fluorescenc ia .  

Tanto el gran aum ento en la relaci�n T* / N* , com o el  aum ento del rendim iento cu�nt ico de 

fluorescencia y el corr im iento hacia el rojo del m � xim o de em isi�n de la banda T* , resultan 

indicadores de un cam bio del m icroam biente de la sonda durante el proceso de agregaci�n 

de AS (Tabla 3.2) , reflejando la t ransferencia de la sonda a un m edio de m enor polar idad y 

m enor capacidad de form aci�n de puentes de H con la  sonda. Esta conclusi�n se basa en la  

com paraci�n de las propiedades  de las crom onas dent ro de prote�nas Ò agregadasÓ  con 

respecto a su estado en solventes apr�t icos  polares tales com o DMF y acetonit r ilo.49 De la 

m ism a m anera, al com parar el aducto ent re MFC y acet ilciste�na se observ� un factor de 

! 17 ent re los valores de T* / N*  en DMF com parado con soluci�n acuosa (Tabla 3.2) .  

 

 

Tabla  3 .2  Propiedades espect rosc�picas de MFC, AcCys - MFC y AS1 4 0 MFC +  w tAS. 

Tiem po de 
agregaci�n  

( h)  
Solvente ! abs ! N*  ! T*  T* / N*  QY %  

-  Buffer 363 433 519 0.9 1.4 

6 Buffer 362 435 525 1.6 2.1 

13 Buffer 361 429 531 6.1 7.6 

20 Buffer 360 431 531 8.8 12.0 

35 Buffer 360 431 535 7.6 12.2 

69 Buffer 360 431 535 7.6 12.2 
 QY determ inado ut ilizando sulfato de quinina com o referencia (1M en H2SO4) .  

Estas caracter �st icas cuali y  cuant itat ivas de la evoluci�n espect ral tem poral 

(desplazam iento batocr �m ico tem prano de la banda T* , m �xim o t ransiente de la banda T* )  

const ituyen evidencia de la form aci�n de es pecies interm ediar ias, detectadas por la sonda 

ESI PT, que se diferencian significat ivam ente de las especies iniciales y term inales 
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(m onom �r icas y fibr ilares)  en el proceso de agregac i�n de AS.  La curva de agregaci�n de 

AS fue m onitoreada por AFM de acuerdo a los cam bios espect rales del MFC. Los resultados 

por AFM se discuten en el Cap�tulo 4.  

 

3 .7  Dicro�sm o circular  y anisot rop�a  de fluorescencia .  

Los cam bios espect rales observados para la agregaci�n de wtAS con 2.5%  de A 140C-MFC 

indican que bajo inducci�n t �rm ica el ext rem o C - term inal de AS dism inuye gradual y 

progresivam ente su exposici�n al m edio acuoso. A su vez, la baja se�al de Th io-T durante 

las etapas tem pranas estar �a indicando que las especies interm edias carecen de la 

est ructura de l�m ina s- !  que const ituyen el sit io de adici�n del Th io-T.50 Mediciones de 

m uest ras a dist intos t iem pos por dicro�sm o circular (CD)  confirm an a t iem pos cortos, las 

especies interm edias no presentan se�ales cl�sicas de l�m ina -  !  (Figura 3.14) . 

 
Figura 3 .1 4  Espect ros de CD sobre una m uest ra  de w tAS +  2 .5 %  A1 4 0 - MFC de ( A)  6  hs y ( B)  3 7 .5  hs 
de incubaci�n a  3 7 ß C y 5 0 0  rpm  de agitaci�n.  

La persistencia en la em isi�n del MFC en las est ruc turas fibr ilares am iloides es notable en 

v ista de ot ros estudios publicados (p.e. basados en RMN de estado s�lido 51)  donde publican 

que el ext rem o term inal se encuent ra expuesto y libre de m ovim iento.  

Anisot rop�a de fluorescencia de estado estacionar io de la banda T*  m edida sobre el 

m on�m ero inicial (0,20 –  0,03)  y sobre las fibral a m iloides finales (0,31 –  0,04)  evidencia 

que hay un aum ento en la r igidez del sistem a (en part icular  sobre el C- term inal) ,  

consistentes con publicaciones anter iores sobre la p�rdida de m ovilidad de casi todos los 

segm entos de la prote�na38 (Figura 3.15) . 
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Figura 3 .1 5  Anisot rop�a  de fluorescencia  de estado estacionar io para   w tAS +  2 .5 %  AS1 4 0 - MFC. 

 

3 .8  I nfluencia  del porcenta je  de la  sonda en la  agregaci�n  de AS  

Se realizaron ensayos de agregaci�n con m ayores proporciones de prote�na  m arcada 

ut ilizando 0, 5, 25 y 100%  de A140C-MFC (Figura 3.16) . Se observa que para porcentajes 

m ayores al 5% , existen diferencias significat ivas ent re las curvas de Thio-T, donde el 

aducto A140C-MFC parece ejerce un efecto retardador sobre el proceso de agregaci�n. Por 

eso, en los estudios realizados, la concent raci�n d e aducto ut ilizado nunca supera el 3% . 

 
Figura 3 .1 6  ( A)  Curvas de Thio- T para  w tAS con dist intas proporciones de A1 4 0 C- MFC: 0 % ( # ) , 
5 % ( ! ) , 2 5 % ( " ) , 1 0 0 % ( ! ) . ( B)  dependencia  de la  se �a l m �x im a de Thio - T ( rojo)  y e l t 1 / 2  de 
agregaci�n  con la  fracci�n de A1 4 0 C - MFC. 

 

3 .9  Agregaci�n  a  a lta  tem peratura  ( 7 0 ß C) .  

La ut ilizaci�n de la sonda de p olar idad ESI PT MFC br inda excelentes resultados com o 

reportero de la agregaci�n de AS a 37ß C. Tom ando en cuenta publicaciones previas del 

grupo37-39 donde se realizaron exper im entos de agregaci�n a m ayores tem peraturas (70ß C)  

se decidi� invest igar el com portam iento del sistem a  AS-ESI PT bajo dichas condiciones. 
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Ut ilizando el m ism o dise�o exper im ental y las  m ism as concent raciones de wtAS y aducto 

fluorescente, se regist raron los espect ros de em isi�n cada 30 m inutos, incubando a 70ß C. A 

cont inuaci�n se m uest ran los espect ros obtenidos pa ra wtAS +  2.5%  de A140C-MFC y 

wtAS cont rol (Figura 3.17) . 

 
Figura 3 .1 7  Espect ros de em isi�n regist rados de m anera cont inua  cada 3 0  m inutos para  9 7 ,5 %  w tAS +  
2 ,5 %  AS A1 4 0 C- MFC ( izquierda )  y para  1 0 0 %  w tAS ( derecha )  incubando a  7 0 ß C. 

De los espect ros de em isi�n se puede observar que l a relaci�n de ban das inicial 

corresponde con un T* / N* < 1 y que tal com o a 37ß C. La banda N perm anece vir tualm ente 

invar iable (en intensidad y posici�n)  m ient ras que la banda T sufre de significat ivos 

cam bios. Se observa el aum ento de turbidez de la soluci�n detectado com o scat ter ing tanto 

para la m uest ra cont rol com o para la m uest ra con MFC evidente debido a las 

m odificaciones en la l�nea de base en los ext rem os de la ventana espect ral.  En este caso 

tam bi�n se guardaron al�cuotas sobre las cuales se realiz� el ensayo de Thio -T. Las se�ales 

de inter �s T* / N* , scat ter ing a 355 nm  y Thio-T a 482 nm  se grafican a cont inuaci�n (Figura 

3.18) . 

 
Figura 3 .1 8  Relaci�n T* / N*  ( negro) , curva de Thio- T ( rojo)  y scat ter ing  a  3 5 5  nm  ( azul)  para  la  
agregaci�n de AS  a  7 0 ß C. 
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Al realizar la agregaci�n a 70ß C se observa que el t iem po total para un exper im ento 

com pleto es m enor o igual a 40 hs (evidenciado por el plateau  tanto para la se�al de 

scat ter ing com o de Thio-T)  lo que reduce significat ivam ente el t iem po total respecto a los 

ensayos a 37ß C (75-180 hs) . La se�al de T* / N*  sigue siendo la m �s sensi ble, 

observ�ndose m odificaciones a t iem pos cortos. Nueva m ente la se�al de scat ter ing posee 

una form a sim ilar  a la obtenida por Thio-T y con una respuesta levem ente m �s r �pida. A 

70ß C se obt iene un t 1/ 2 igual a 1.5, 3.7 y 7.5 hs para T* / N* , scat ter ing y Thio-T 

respect ivam ente.  

Tal com o a 37ß C, se tom aron al�cuotas que fueron analizadas por AFM revelando la m ism a 

ser ie orquestada de est ructuras supram oleculares (ver Cap�tulo 4) . Resulta interesante que 

tanto a 37 com o a 70ß C cuando la se�al de T* / N*  alcanza su valor m �xim o la se�al de 

Thio-T se corresponde con un ~ 15%  de su valor m �xim o al f inal de la agregaci�n. A part ir  

de esto y la ser ie de im �genes de AFM, no parece ob servarse diferencias en el m ecanism o 

propio de agregaci�n de AS, s�lo se observan difere ncias en la cin�t ica de agregaci�n.  

Sin em bargo a 70ß C se observa un decaim iento progresivo de la se�al de T* / N*  poster ior  a 

que este alcance su valor m �xim o, lo que llevo  a invest igar el or igen de ello. Se realiz� un 

exper im ento de estabilidad para el aducto A140C-MFC. Se prepararon dos m uest ras 

id�nt icas del aducto en buffer  a la concent raci�n f inal (3-4 " M)  ut ilizada en los 

exper im entos de agregaci�n pero sin agregar wtA S de m anera de no inducir  el proceso de 

agregaci�n. Se incubaron  las dos m uest ras bajo condiciones dist intas:  ( i)  la m uest ra T (de 

tem peratura)  se incuba al resguardo de la luz a 70ßC con agitaci�n durante 3 di�s (72 hs) , 

y ( ii)  la m uest ra I  (de ir radiaci�n)  se incuba a 37 ß C regist rando 216 espect ros 

consecut ivos, lo cual equivale a la ir radiaci�n de una agregaci�n de 216 hs a la m ism a 

tem peratura.  

En la figura 3.19 se pueden observar los espect ros de em isi�n correspondientes a:  el 

espect ro inicial a 25ß C (azul) ,  la m uest ra T t ras 36 hs de incubaci�n a 70ß C (m agenta) ,  la 

m uest ra T t ras 72 hs de incubaci�n a 70ß C (negro) , la m uest ra I  t ras 108 espect ros 

incubando a 37ß C (verde)  y la m uest ra I  t ras 216 espect ros incubando a 37ß C ( rojo) . 
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Figura  3 .1 9  Espect ros de em isi�n correspondientes a l exp er im entos de estabilidad de A1 4 0 C- MFC. 
Espect ro inicia l a  2 5 ß C (azul) , m uest ra  T t ras 3 6  hs de incubaci�n a  7 0 ß C ( m agenta) , m uest ra  T t ras 
7 2  hs de incubaci�n a  7 0 ß C ( negro) , m uest ra  I  t ras 1 0 8  espect ros incubando a  3 7 ß C (verde) , m uest ra  
I  t ras 2 1 6  espect ros incubando a  3 7 ß C (rojo) . 

De acuerdo a los espect ros de em isi�n se puede disc r im inar que la tem peratura posee un 

efecto determ inante en la estabilidad f�sico-qu�m ica de la sonda, ya que la incubaci�n a alta 

tem peratura lleva a una p�rdida la banda de em i si�n T. De acuerdo con esto se interpreta 

que en los ensayos de agregaci�n a alta tem peratura  la ca�da de la relaci�n T* / N*  de MFC 

se relaciona con una degradaci�n progresiva de la m ism a y no con poster iores 

reordenam ientos est ructurales de fibras de AS. 

 

3 .1 0  Agregaci�n  con ot ras sondas de polar idad. 

En paralelo a los exper im entos con MFC se realizaron agregaciones sim ilares a 70ß C con la 

sonda pireno m aleim ido m arcando la posici�n A140C. Se prepararon soluciones de wtAS 

con 3%  del aducto A140C-Pireno. La sonda pireno se excita a 340 nm  y exhibe un espect ro 

de em isi�n m uy di ferente al del MFC, con bandas m uy angostas y poca separaci�n ent re 

ellas (Figura 3.20) . La banda a 375 nm  se denom ina la banda I  y a 385 nm  la banda I I I ,  el 

cociente ent re las intensidades de bandaI / bandaI I I  m �s conocido en la literatura com o I / I I I  

es un �ndice de la polar idad del m edio. 52 Adem �s de las bandas I  y I I I ,  el pireno es capaz 

de exhibir  una tercera banda de em isi�n a 465 nm  pr oveniente de la interacci�n ent re dos 

m ol�culas de pireno en el estado excitado, tam bi�n conocido com o exc�m ero. 52 La evidencia 

por fluorescencia de la presencia del exc�m ero se ha ut ilizado en la literatura para probar 

interacciones interm oleculares,53,38 ya que �ste s�lo s e observa cuando dos m ol�culas de 

pireno se encuent ran lo suficientem ente juntas que al ser excitadas juntas se produce una 

conjugaci�n del par en el estado excitado (Figura 3 .20) .  

 
Figura 3 .2 0  ( A)  Excitaci�n de Pireno y form a ci�n de Exc�m ero. ( B)  Espect ro de em isi�n de Pireno Ex: 
3 4 0 nm . Se indican las bandas I  ( 3 7 5  nm ) , I I I  ( 3 8 5  nm )  y del Exc�m ero ( 4 6 5  nm ) . 5 4 ,5 2  
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La agregaci�n de AS con pireno se realiza en parale lo a la agregaci�n con MFC. Los 

espect ros de em isi�n del pireno cam bian r �pidam ente  y luego perm anecen pr �ct icam ente 

invar iables durante todo el exper im ento (Figura 3.21) .  

 

Figura 3 .2 1  ( A)  Espect ros de em isi�n de pireno para  la  agregac i�n de w tAS a  7 0 ß C regist rados a  
dist intos t iem pos: 0  ( azul) , 1 .5  ( rojo)  9  ( verde)  y 1 8  hs ( negro) ; ( B)  curvas de Thio- T para  A1 4 0 C- MFC 
( negro)  y A1 4 0 C- Pireno ( rojo) . 

Los espect ros de em isi�n se tom aron cada 30 m inutos , sin em bargo en la Figura 3.21 s�lo 

se m uest ran algunos representat ivos (0, 1.5, 9 y 18 hs)  para poder apreciar los cam bios en 

el t iem po. Se observa que la intensidad de la banda I  perm anece casi constante, sin 

em bargo la banda I I I  cam bia dr �st icam ente. A t iem po  largos es posible ver la apar ici�n de 

la banda del exc�m ero. Este se expresa com o el cociente de intensidades a 465 nm  sobre la 

intensidad de la banda I ,  ya que de esta m anera se relat iv iza la intensidad de la banda del 

exc�m ero para cada t iem po. Se tom aron al�cuotas que se guardaron a -20ß C y luego se 

t i�eron por Thio -T. Se observa una excelente correlaci�n ent re los e xper im entos con 

A140C-MFC y A140C-Pireno (Figura 3.21 B) . 

A part ir  de los espect ros de em isi�n se calcula la relaci�n I / I I I  y  465nm / I  (Figura 3.22) .  

 
Figura 3 .2 2  Cocientes I / I I I  ( naranja)  y 4 6 5 nm / I  ( verde)  para  la  agregaci�n de AS a  7 0 ß C.  
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Com o se observa en los espect ros de em isi�n y el cocient e I / I I I ,  la respuesta del pireno es 

m uy r �pida, donde el cociente I / I I I  dism inuye progr esivam ente con el curso del t iem po a 

70ß C. La respuesta del exc�m ero es m �s lenta que I / I I I ,  lo cual es de esperar ya que 

requiere que el par de pirenos se encuent ren lo suficientem ente cerca. Sin em bargo 

proporciona inform aci�n de la est ructuraci�n de int erm ediar ios en la agregaci�n de AS.  

Una m anera de evaluar el t iem po en que am bas curvas se cruzan es graficando la 

diferencia ent re las curvas norm alizadas a part ir  de la unidad (Figura 3.23) . 

 
Figura 3 .2 3  Cocientes I / I I I  ( naranja)  y 4 6 5 nm / I  ( verde)  y diferencia  norm alizada ( azul)  para  la  

agregaci�n de AS a  7 0 ß C.  

La diferencia ent re las curvas norm alizadas ut iliza de m anera com plem entar ia datos 

exper im entales de una m ism a sonda para obtener una curva que podr�a corresponderse 

(en form a y t iem po)  con el perfil de la poblaci�n d e interm ediar ios t ransientes obteniendo 

inform aci�n del proceso de agregaci�n que de ot ra m anera queda enm ascarado. Este perfil 

es obtenido a sim ulado a part ir  de ecuaciones (Figura 3.1)  pero en este caso es obtenido a 

part ir  de un correcto t ratam iento de datos  exper im entales. El uso com plem entar io de las 

se�ales de una m ism a sonda perm ite obtener m ayor in form aci�n del proceso de 

agregaci�n.  

Finalm ente si com param os las se�ales de MFC y Piren o am bos m arcando el ext rem os 

A140C y am bos en una m ism a concent raci�n  final a 70ß C vem os dos curvas de respuesta 

m uy r �pida que evolucionan en sent idos opuestos (Fi gura 3.24) .  
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Figura 3 .2 4  Cocientes T* / N*  de A1 4 0 C- MFC ( negro)  y I / I I I  de A1 4 0 C- Pireno ( naranja)  para  la  
agregaci�n de AS a  7 0 ß C.  

Resulta m uy interesante que la pendiente de am bas curvas, aunque de signo cont rar io, 

parecen m uy sim ilares en m agnitud, siendo la del MFC levem ente m ayor en valor absoluto. 

Por lo que, el MFC y el Pireno resultan m uy sensibles a las etapas tem pranas de 

agregaci�n. Ya que am bas sondas regist ran independientem e nte cam bios con igual 

sensibilidad, es posible que hayan llegado al l�m it e de sensibilidad y que los cam bios 

regist rados representan los pr im eros en el proceso de m al plegam iento y autoensam blado. 

Am bas curvas parecen intersectarse a la m itad de su valor m �xim o (T* / N*  ~  2.3 para MFC 

y I / I I I  ~  0.9)  que se corresponde con 1.3 hs aproxim adam ente. Esto abre la posibilidad de 

la ut ilizaci�n sim ult �nea de m �s de una sonda fluor escente para el siguiente del proceso de 

auto-ensam blado am iloide. 

En este caso si graficam os la diferencia ent re las curvas (Figura 3.24)  observam os un perfil 

cuyo m �xim o se corresponde con la intersecci�n de l as curvas. 

 
Figura 3 .2 5  Cocientes T* / N*  de A1 4 0 C- MFC ( negro)  y I / I I I  de A1 4 0 C- Pireno ( naranja)  y su diferencia  
norm alizada ( azul)  para  la  agregaci�n de AS a  7 0 ß C.  
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El perfil de la Figura 3.25 alcanza un m �xim o a los  30 m in m ucho antes que el observado 

para la Figura 3.23 a las 2.5 hs. Esto podr�a indicar una subpoblaci�n de interm ediar ios 

tem pranos que se dist inguen por el uso com plem entar io de MFC y Pireno. A part ir  de las 5 

hs el perfil obtenido en la Figura 3.25 crece aunque esto no indica la presencia de ot ra 

especie ya que es el resultado de la p�rdida de la se�al del MFC debido a la dest rucci�n de 

la sonda. 

 

 
3 .1 1  Agregaci�n  con ot ros aductos ESI PT. 

Se realizan exper im entos de agregaci�n con ot ros ad uctos fluorescentes com o A18C-MFC, 

A140C-MFC, A18C-MFC-2 y A18C-7MFE. Este proceso se facilita debido a la incorporaci�n 

de un lector de placas PHERAstar¤  BMG. Debido a la ut ilizaci�n de placas de 96 o 384  wells 

este equipo perm ite procesar un m ayor n�m ero de m ue st ras de m anera sim ult �nea 

pudiendo adem �s realizar replicados lo cual ofrece una gran ventaja con respecto al 

espect rofluor �m et ro que s�lo acepta hasta 4 m uest ra s sim ult �neam ente. Por supuesto que 

el espect rofluor �m et ro t iene la capacidad de regist rar toda la ventana espect ral de em isi�n. 

Sin em bargo, el PHERAstar es capaz de regist rar  cam bios en la intensidad de fluorescencia 

a dos longitudes de onda sim ult �neam ente por m �dulo  pudiendo ut ilizar hasta 6 m �dulos 

en el m ism o equipo. Posee un juego de filt ros ubicados en cubos especialm ente dise�ados 

es posible seleccionar tanto la longitud de onda de excitaci�n com o dos longitudes de onda 

de em isi�n ( ver secci�n de Mater iales y M�todos) . E l PHERAstar tam bi�n posee un 

term ostato a t rav�s del cua l es posible fij ar  la tem peratura de incubaci�n ent re 

tem peratura am biente y 37ß C. Finalm ente, es capaz de m ezclar y agitar  la placa con 

m ovim ientos orbitales o doble orbitales ent re 100 y 800 rpm . Debido a todas estas 

ventajas se opta por realizar los siguientes exper im entos de agregaci�n en este equipo 

incubando a 37ß C. Se incuban soluciones de wtAS con una concent raci�n final de 125 " M y 

2%  de aducto fluorescente en buffer  fosfato de sodio 25 m M pH 6.2. Se prepararon 4 

m uest ras con dist intos aductos AS-ESI PT:  A18C-MFC, A140C-MFC, A18C-MFC-2 y A18C-

7MFE. Adem �s se prepara una quinta m uest ra con A140 C-MFC pero en buffer  cit rato de 

sodio 10 m M a igual pH a fin de evaluar la influencia de la naturaleza del buffer . Los 

resultados se m uest ran a cont inuaci�n (Fi gura 3.26) . 
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Figura 3 .2 6  Trazas de re laci�n T* / N*  para  w tAS con A1 4 0 C - MFC ( A) , A1 8 C- MFC ( B) , A1 8 C- MFC- 2  ( C)  
en buffer  fosfato y A1 4 0 C- MFC en buffer  cit rato a  pH 6 .2 . Los colores representan los 7  replicados para  
cada m uest ra  con t 1 / 2  de 1 6 .5  ( A) , 1 7  ( B) , 2 2  ( C)  y 2 1 .5  ( D)  –  2  hs.  

Se observa que la m uest ra con A140C-MFC en fosfato (Figura 3.24 A)  da curvas de T* / N*  

vs Tiem po sim ilares a las observadas a las realizadas en el espect rofluor �m et ro Cary Eclipse 

(Figura 3.12) . Es posible ver que hay m uy poca dispersi�n de datos ent re los replicados 

para cada m uest ra. En todos los casos se observa a part ir  de las 50 hs un paulat ino y 

progresivo aum ento en los valores de T* / N* . Esto puede deberse a una falla en el sellado 

de la placa observ�ndose un proceso lento de evaporaci�n leve.  

En todos los casos se observan curvas de agregaci�n  de form a parecida con valores de t 1/ 2 

sim ilares 16.5, 17, 22 y 21.5 –  2 hs para A140C-MFC (A) ,  A18C-MFC (B) ,  A18C-MFC-2 (C)  

en buffer  fosfato y A140C-MFC (D )  en buffer  cit rato a pH 6.2, respect ivam ente. De aqu� se 

observa que los ext rem os C y N term inal poseen t 1/ 2 sim ilares, aunque sus curvas 

presentan var ias diferencias:  ( i)  las curvas parten de valores iniciales de T* / N*  sim ilares 

(T* / N*  =  0.5) , aunque se diferencian notablem ente en los valores m �xim os fin ales 

alcanzados A >  B >  C,  ( ii)  la sonda cuando esta ubicada en el ext rem o C term inal (A y  D )  

m uest ra una m odulaci�n de la se�al de T* / N*  ( con for m a de hom bro)  que aparece al 

concluir  la etapa de crecim iento exponencial y previo al plateau  y  ( iii)  la sonda ubicada en 

el ext rem o N term inal (B y  C)  no presenta m odulaci�n alguna sino una curva Ò sua veÓ  y 

cont �nua.  

El punto ( i)  podr�a interpretarse com o que AS en su estado m onom �r ico inicial se encuent ra 

parcialm ente plegada, posiblem ente con am bos ext rem os interaccionando con la regi�n 

cent ral hidrof�bica NAC (Figura 3.4) . Sin em bargo, las peque�as diferencias ent re los 

valores de T* / N*  indicar �an que la regi�n C term ina l se encuent ra m �s protegida del m edio 

acuoso que la regi�n N term inal.  Las diferencies ent re  B y  C se deben a las diferencias 
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ent re las sondas ut ilizadas, ya que en el caso de C la sonda MFC-2 posee una extensi�n 

ent re el grupo m aleim ido y el n�cleo cent ral de la crom ona, lo cual br inda un m ayor grado 

de libertad de m ovim iento que en este caso parece encont rarse m �s expuesto al agua y por 

eso d� un m enor valor de T* / N* . La relaci�n de los v alores m �xim os alcanzados de T* / N*  

es un indicio directo del m edio en el que se encuent ran las sondas a t iem pos largos en la 

agregaci�n de AS. De acuerdo a los valores observad os el ext rem o C term inal (A)  term ina 

en un am biente m �s hidrof�bico que el N term inal ( B) ,  con lo que se esperar �a que esta 

regi�n se encuent re m enos disponible en m afs.  Si com param os B y  C vem os que en el caso 

de MFC-2 los valores finales son cercanos a la unidad, con lo cual este aducto se encuent ra 

en un am biente pr ior itar iam ente hidrof�lico. De aqu� se desprende que una extensi�n ent re 

el grupo m aleim ido y el n�cleo de la crom ona con m a yor libertad de m ovim iento no br inda 

m ayor inform aci�n en la agregaci�n de AS.  

En cuanto al punto ( ii)  y  ( iii)  la presencia y ausencia de la m odulaci�n puede ser un indicio 

de un reordenam iento est ructural donde interv iene directam ente el ext rem o C term inal y 

no as� el N term inal.  

A pesar de los valores sim ilares de t 1/ 2 observados, un an�lisis m as detallado perm ite 

evaluar diferencias en la sensibilidad ent re las posiciones 18 y 140 (ext rem os N y C 

term inal respect ivam ente) . Para ello se prom edian las curvas los replicados de A y B 

(Figura 3.27) . 

 

Figura 3 .2 7  Curvas de re laci�n T* / N*  para  w tAS obtenidas de prom ediar  los replicados para  A1 4 0 C-
MFC ( I zq.)  y A1 8 C- MFC ( Der .) , ver  Figura 3 .2 4 . 

A part ir  de estas curvas es posible graficar la respuesta de una m ism a sonda ubicada en 

cada ext rem os de AS obteniendo una evaluaci�n v isua l de la sensibilidad y velocidad de 

sensado de la sonda en cada caso (Figura 3.28) . 
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Figura 3 .2 8  Curva ( negro)  de T* / N*   de A1 8 C ( B)  vs A1 4 0 C ( A) . En rojo se representa  la  curva de 
A1 8 C vs si m ism a. 

De acuerdo a esto hay indicios de que ocurre un reordenam iento m �s veloz del ext rem o N 

term inal (para 0 <  T* / N* norm z <  0.2)  com parado con la respuesta obtenida para el C 

term inal.  Esto se corresponde con el t iem po de la agregaci�n ent re 0 y 43 hs t ras haber 

alcanzado el m �xim o de se�al luego de la etapa de c recim iento exponencial.  A part ir  de ese 

punto (43 <  t  <  200 hs)  el ext rem o C term inal m uest ra una respuesta m �s pronunciada en 

la zona que se corresponde con el plateau .  que reporte cam bios en la agregaci�n de AS 

m �s tem pranos que los obtenidos hasta el m om ento.  

Con lo cual de los datos de fluorescencia parece que am bos ext rem os de AS se encuent ran 

en un com ienzo en un am biente hidrof�l ico. El ext rem o N term inal reporta ordenam ientos 

con un poco m ayor de sensibilidad que el ext rem o C term inal al com parar la respuesta de 

am bas regiones. Am bos ext rem os quedan progresivam ente m enos expuestos al agua, 

donde esto es m �s pronunciado para el ex t rem o C term inal que para el N term inal debido a 

los valores m �xim os de T* / N*  alcanzados. Esto sin e m bargo puede deberse a una 

proporci�n de los aductos m arcados donde algunos de  ellos quedan protegidos del m edio 

acuoso y ot ros no. 

Las curvas de A140C-MFC en fosfato (A)  y cit rato (D )  resultan sim ilares en form a, aunque 

se observan diferencias en los valores m �xim os de T * / N*  alcanzados. Estas diferencias 

pueden deberse a las diferencias en la fuerza i�nic a y naturales de los buffers ut ilizados, 

afectando la solvataci�n o hidrataci�n de las sondas por lo que en dist intos m edios 

regist ran diferentes valores de T* / N* . 

Por � lt im o se realizaron exper im entos con la sonda 7-MFE en el PHERAstar a 37ß C. Los 

resultados para A18C-7MFE aportaron nueva inform aci�n que los realizados  con las sondas 

fur ilo (MFC y MFC-2)  descr iptos previam ente. Al realizar la agregaci� n en el PHERAstar se 

ut ilizaron los siguientes filt ros:  420 (Ex.) ,  470 (Em .)  y 570 (Em .) . La t raza de las se�ales 

se m uest ra a cont inuaci�n (Figura 3.29) .  
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Figura 3 .2 9  Em isi�n de fluorescencia  de w tAS +  2 %  AS A1 8 C - 7 MFE a: 4 7 0  nm  ( A) , 5 7 0  nm  ( B) , 
5 7 0 / 4 7 0  nm  ( C) , y espect ros de em isi�n a  t iem po 0  hs ( azul)  y a  1 8 0  hs ( rojo) . 

Se observa un inesperado com portam iento para las se�ales a 470 y 570 nm , donde se 

evidencia una ca�da de la se�al seguida por un incr em ento de la m ism a. Ocurre lo m ism o a 

am bas longitudes de onda pero con diferente m agnitud (Figura 3.29, A-C) .  Los inesperados 

com portam ientos de las se�ales a 470 y 570 nm  cobra n sent ido al m irar los espect ros de 

em isi�n a t iem po inicial y final (Figura 3.29, D ) .  Se observa que A18C-7MFE com ienza la 

agregaci�n con un espect ro de una �nica banda cent rada en ~ 545nm . Resulta interesante 

que para el f inal de la agregaci�n el espect ro pare ce desdoblarse en una con dos bandas de 

em isi�n con m �xim os en ~  510 y 575 nm .  

Una de las lim itaciones del PHERAstar es no poder observar el espect ro com pleto de 

fluorescencia, lim itado por la selecci�n de los filt ro s de em isi�n. Esto no resulta un 

inconveniente para agregaciones con MFC ya que sus bandas resultan anchas y exhiben 

peque�os corr im ientos;  su com portam iento se encuent ra bien estudiado. En el caso de 

7MFE es conveniente repet ir  el exper im ento en el espect rofluor �m et ro para intentar 

com prender el com portam iento de sus espect ros de em isi�n en la agregaci�n de AS.  

Se realiza un nuevo exper im ento para wtAS con 2%  de A18C-MFC y 2%  de A18C-7MFE a 

37ß C en el espect rofluor �m et ro Cary Eclipse. Los espect ros de em isi�n com pletos se 

m uest ran a cont inuaci�n (Figura 3.30) .  



Cap�tulo 3  

1 3 9  

 
Figura 3 .3 0  Espect ros de em isi�n para  w tAS +  2 %  A1 8 C - MFC a 3 7 ß C ( Ex. 3 4 5  nm ) . 

En la Figura 3.30 se observan los espect ros de em isi�n para A18C -MFC con los m �xim os de 

em isi�n en ~ 420 y 540 nm  para las bandas N*  y T*  re spect ivam ente. Los cam bios en 

intensidad y posici�n son sim ilares a los observado s para A140C-MFC a la m ism a 

tem peratura, la intensidad de la banda T*  increm enta hasta alcanzar un m �xim o de 

intensidad al cual se m ant iene constante (Figura 3.31) .  

 
Figura 3 .3 1  Se�a l de T* / N*  ( rojo)  y de Scat ter ing  ( negro)  para  A1 8 C- MFC a 3 7 ß C. 

 

Sin em bargo, el com portam iento de A18C-7-MFE es m uy diferente (Figura 3.32) . 
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Figura 3 .3 2  Espect ros de em isi�n para  w tAS +  2 %  A1 8 C - 7 - MFE a  3 7 ß C ( Ex. 4 2 0  nm ) . 

Se observa que el espect ro inicial ( t iem po 0 hs.)  com ienza con una �nica banda de em isi�n  

(~ 545 nm ) , y que con el t ranscurso del t iem po este dism inuye su intensidad total 

progresivam ente hasta que a las 5 hs com ienza a desdoblarse en un espect ro con dos 

bandas de em isi�n. El desdoblam iento es lento y gradual.  A part ir  de las 10 hs la posici�n 

de las bandas perm anece constante (510 y 575 nm )  hasta el f inal de la agregaci�n, aunque 

no ocurre as� con su intensidad.  

 
Figura 3 .3 3  Traza de se�a les de fluorescencia  para  A 1 8 C- 7 - MFE. ( I zq.)  Scat ter ing a  4 4 0  nm  ( negro)  y 
re laci�n de bandas ent re  5 7 5  y 5 1 0  nm  ( azul) ; ( Der . )  I ntensidad de fluorescencia  a  6 1 0  nm . 

En la Figura 3.33 se puede observar la superposici� n de la se�al de T* / N*  para el A18C -7-

MFE ut ilizando la relaci�n d e intensidad de fluorescencia ent re 575 y 510 nm . Resulta 

interesante que a diferencia del MFC, el 7-MFE m uest ra una ca�da de la se�al,  y  que esta 

se�al sigue siendo m �s sensible a las etapas tem pra nas de la agregaci�n que el scat ter ing 

(a 440 nm  para 7-MFE) . Durante el proceso de agregaci�n el espect ro de  em isi�n se 

convierte desde uno con una �nica banda hacia uno d ual,  donde la intensidad total de 

em isi�n pr im ero dism inuye y luego vuelve a aum entar  hasta alcanzar un m �xim o a las 55 
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hs. Esto resulta m �s v isible al seguir  los cam bios de intensidad lejos de los m �xim os de 

em isi�n, por ejem plo a 610 nm  (Figura 3.33, Der.) .  

De acuerdo a esto se observa una respuesta fluorescente diferencial ent re los aductos 

A18C-MFC y A18C-7-MFE en el proceso de agregaci�n de  AS. El MFC exhibe una em isi�n 

dual de fluorescencia durante todo el proceso, com enzando con un T* / N*  <  1. La respuesta 

fluorescente del MFC es m �s sensible a etapas tem pr anas que el Thio-T o la se�al obtenida 

de scat ter ing.  7-MFE com ienza con un espect ro de em isi�n con una banda, seguido de una 

dism inuci�n en el QY (probablem ente debido a una m a yor exposici�n a un am biente 

acuoso)  y una t ransici�n hacia un espect ro dual don de se observa un aum ento del QY. 

Durante todo el proceso se observa un decaim iento progresivo y cont �nuo de su relaci�n de 

T* / N*  (575/ 510 nm ) . La se�al en este caso resulta i nversa de la obtenida por el MFC 

(Figura 3.34) . No parece haber un sensado m �s tem pr ano, sin em bargo el proceso de 

t ransform aci�n de un espect ro de em isi�n de una ban da a uno de dual resulta m uy 

significat ivo y notor io lo cual resulta una huella indiscut ible y com plem entar ia a la se�al 

obtenida por MFC. Se requiere por supuesto del regist ro com pleto de los espect ros de 

em isi�n.  

 
Figura 3 .3 4  Relaciones de banda en funci�n de t iem po para A1 8 C - MFC ( rojo)  y A1 8 C- 7 - MFE ( azul) . 

El uso de m �s de una sonda fluorescente (p.e. MFC, Pireno, 7-MFE)  en sim ult �neo perm ite 

profundizar nuest ro entendim iento y conocim iento del proceso de agregaci�n, pudiend o 

caracter izar sus dist intas etapas y t ransiciones m ediante se�ales com puestas de una 

com binaci�n de m �lt iples reporteros. Una posibilida d es establecer pat rones tem porales de 

se�ales fluorescentes que perm itan ident if icar cada  etapa com o una Ò huella digit al 

f luorescenteÓ  �nica y diferente a cada t iem po. Adem �s de ut ilizar estas sondas en 

fluorescencia de estado estacionar io es posible realizar exper im entos de fluorescencia 

resuelta en el t iem po, as� com o de t ransferencia de energ�a (FRET)  o a�n de m icrosoc op�a 

�pt ica.
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Discusi�n  

En este cap�tulo se presentaron nuevas m etodolog�as y reporteros fluorescentes para seguir  

de m anera cont inua el proceso de agregaci�n de AS in v it ro.  Los exper im entos se llevaron 

a cabo a 37 y 70ß C. Las sondas MFC, MFC-2 y 7-MFE sintet izadas en el cap�tulo anter ior ,  

resultan sensibles a las etapas tem pranas de la agregaci�n.  

A 37ß C el aducto A140C-MFC m uest ra un espect ro de em isi�n dual en todo m om ento a lo 

largo de la agregaci�n. Al com ienzo del proceso se observa un valor de T* / N* < 1 lo que da 

indicios de un plegam iento parcial para el m on�m ero  en soluci�n. Con agitaci�n y 

calentam iento el sistem a evoluciona espont �neam ente  junto con el cual se observa un 

aum ento de la relaci�n de T* / N*  que indica un am biente cada vez m enos polar en el 

m icroentorno de la sonda. En el proceso de autoensam blado y asociaci�n existe un 

m ecanism o de expulsi�n de agua en el que el ext rem o  C- term inal queda Ò enterradoÓ  en un 

n�cleo prot �ico hid rof�bico. La se�al de scat ter ing acom pa�a el desarrollo del proceso y 

tam bi�n aum enta progresivam ente resultando �t il com o m edida de la turbidez de la 

soluci�n e �ndice del grado de fibr ilizaci�n. La cu rva obtenida t iene la m ism a form a que la 

correspondiente a Thio-T con una respuesta un poco m �s tem prana. La se�al de T* / N*  

resulta m uy sensible ( seg�n nuest ro conocim iento la  m �s sensible que ha sido reportada en 

la literatura hasta el m om ento)  observ�ndose cam bio s casi inm ediatos t ras el com ienzo del 

exper im ento. Estos resultados avalan reeem plazar al ensayo cl�sico de Thio -T m ediante el 

uso del MFC ut ilizando los datos de T* / N*  y de scat ter ing para m onitorear el proceso de 

ensam blado y agregaci�n.  

Debido a que las banda de em isi�n N*  y T*  son ancha s pero con buena resoluci�n ent re 

ellas, y que los m �xim os no se corren m �s de 20 nm  durante la agregaci�n es posible 

ut ilizar sistem as de lectores de placas con filt ros de em isi�n que ayudan a evaluar un 

m ayor n�m ero de m uest ras y replicados por exper im en to. Los aductos A18C-MFC y A140C-

MFC no m ost raron diferencias significat ivas en la velocidad de respuesta al proceso de 

agregaci�n. La m arcaci�n covalente de AS por sus ext rem os (A18C y A140C)  br inda 

inform aci�n est ructural donde se diferencia el com p ortam iento ent re am bas regiones desde 

el estado inicial m onom �r ico, las etapas interm edia  y el estado final.  Los datos de 

fluorescencia avalan que am bos ext rem os se encuent ren inicialm ente en un am biente 

acuoso. Al agregarse, el ext rem o N de AS parece m ost rar un reordenam iento levem ente 

m �s r �pido que su cont raparte ac�dica. A lo largo d el proceso de agregaci�n am bos 

ext rem os quedan progresivam ente m enos expuestos al agua (valores crecientes de T* / N* ) , 

donde el efecto es m �s pronunciado para el ext rem o C term inal que para el N term inal.  

Esto sin em bargo puede deberse a una proporci�n de los aductos m arcados donde algunos 

de ellos quedan protegidos del m edio acuoso y ot ros no. 
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Los valores iniciales de T* / N* , indican que am bos ext rem os se encuent ran parcialm ente 

plegados y expuestos al am biente acuoso. Al f inalizar el proceso de agregaci�n los valores 

correspondientes de T* / N*  dan indicios que el ext rem o C term inal (A140C)  se encuent ra 

m enos expuesto que el ext rem o N term inal (A18C) . Una diferencia m uy llam at iva resulta 

de m arcar fluorescentem ente el ext rem o C term inal,  ya que este m uest ra una m odulaci�n 

en la respuesta de T* / N*  al f inalizar la etapa de subida exponencial que no se observa 

cuando se m arca el ext rem o N term inal.  Esto puede ser una evidencia de un 

reordenam iento de un estado interm edio en el que interv iene exclusivam ente el ext rem o 

ac�dico no reportado ni regist rado previam ente para la agregaci�n de AS.  

Por fluorescencia, CD y anisot rop�a de estado estacionar io se dist inguen ent re las especies 

iniciales (m onom �r icas)  y finales ( fibr ilares)  obse rv�ndose la apar ici�n progresiva de 

se�ales caracter �st icas de l�m inas -§ y r igidizaci�n de los reporteros fluorescentes 

respect ivam ente. El uso de aductos fluorescentes en un porcentaje # 5%  no m uest ra 

evidencias de una alteraci�n del proceso y m ecanism o de agregaci�n tanto por las sondas 

ESI PT, Thio-T y AFM (ver cap�tulo 4) .  

La sonda MFC-2 con m ayor m ovilidad y grados de libertad no br inda una m ejora en el 

sensado del proceso dado que queda dem asiado expuesta al m edio acuoso evidenciado por 

las bajas se�ales de fluorescencia obtenida para ca da una de sus bandas.  

Los ensayos a altas tem peraturas (70ß C)  aceleran el proceso de agregaci�n siendo capaz 

de obtener una curva entera en m enos de dos d�as. Sin em bargo, la sonda MFC no resulta 

estable m �s de 10 hs, por lo que su uso es lim itado . Sin em bargo su sensibilidad a las 

etapas tem pranas es notor ia.  

Ensayos en paralelo con la sonda Pireno m aleim ido m uest ra que su sensibilidad a t iem pos 

# 5 hs es com parable y com plem entar ia a la observada para MFC para agregaciones a 

70ß C. De la sonda Pireno es posible ext raer la relaci�n de bandas I / I I I  y  la form aci�n del 

exc�m ero ( I nt 465nm / I ) .  La relaci�n de bandas I / I I I  es un �ndice de la  polar idad del m edio y 

t iene la part icular idad de dism inuir  (exponencialm ente)  con el progreso de la agregaci�n. 

La form aci�n del exc�m ero se sigue por una curva qu e crece con m enor velocidad. Estos 

pueden adem �s ut ilizarse com plem entar iam ente calcul ando la curva que proviene de las 

diferencias norm alizadas con respecto a la unidad br indando un perfil exper im ental que 

perm ite v isualizar especies interm edia t ransientes. 

La sonda 7-MFE m ost r � un com portam iento dist int ivo. En estado m onom �r ico confirm a la 

exposici�n del ext rem o N - term inal al m edio acuoso debido a la p�rdida de su espect ro dual 

de fluorescencia. Con el t ranscurso de la agregaci� n el espect ro se desdobla en uno dual 

obteniendo una se�al caracter �st ica. Su relaci�n de  bandas T* / N*  (575/ 510 nm )  resulta 

igual de sensible a la del MFC y com plem entar ia a 37ßC. 
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El procesam iento de las diferencias ent re las curvas norm alizadas es un ejem plo de la 

ut ilizaci�n com plem entar ia de datos exper im entales de sondas que perm ite rescatar el 

perfil de la poblaci�n de interm ediar ios , obtenido a part ir  de datos exper im entales. El uso 

de m �lt iples sondas fluorescentes y el correcto pro cesam iento de sus se�ales 

com plem entar ias abre la posibilidad de generar huellas fluorescentes para cada una de las 

etapas de agregaci�n perm it iendo el reconocim iento y disecci�n ent re ellas obtener 

inform aci�n clave del proceso de agregaci� n. 
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Mater ia les y M�todos  

.  Cepas bacter ianas 

Para la t ransform aci�n y expresi�n de prote�nas in v it ro se ut ilizaron las siguientes cepas 

bacter ianas:   

¥ Escher ichia coli DH5$. F- , endA1, hsdR17 ( rk-m k- ) , supE44, thi1, recA1, gyrA(Nalr) ,  

relA1, %( lacZYA-argF)U169, ! 80-d lacZ%M15:  para t ransform aci�n y obtenci�n de 

pl�sm idos.  

¥ Escher ichia coli BL21(DE 3) . F- , om pT, hsdS( r-m - ) , dcm , gal,  (DE3)  tonA:  para 

t ransform aci�n y expr esi�n de prote�nas in v it ro.  

 

.  Pl�m idos  

A cont inuaci�n (Figura 3.31)  se presenta el m apa de l pl�sm ido PT7 -7 en el cual se insert � 

la secuencia codificante para AS. PT7-7 es un vector de clonaci�n de 2488 pares de bases 

que cont iene el prom otor T7, y es ut ilizado para la expresi�n de genes que usan la T7 R NA 

polim erasa. El vector cont iene un prom otor T7 RNA polim erasa, gen que codifica resistencia 

a am picilina. PT7-7 fue const ruido por S. Tabor (1985) . 

 
Figura 3 .3 5   Mapa del pl� sm ido PT7 - 7  donde se insert � la  secuencia  codificante de AS. Debajo se 
representa  e l c�digo gen� t ico del m ism o.  

La secuencia codificante insertada corresponde a la secuencia de AS y las m utantes A18C, 

A90C y A140C. La secuencia am inoac�dica se representa en la Figura 3.32, donde se 

indican las m utaciones de cada prote�na.  
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Figura 3 .3 6  Secuencia  de am ino�cidos  correspondiente a  AS. En verde se destacan los am ino�cidos 
que han sido intercam biados por  una ciste �na  m arcando su correspondiente posici�n , rea lizado para  
AS- A1 8 C, AS-  A1 2 4 C y AS- A1 4 0 C. 

 

.  Transform aci�n  de bacter ias com petentes.  

Mediante un proceso denom inada t ransform aci�n, se i ncorporan pl�sm idos (ADN circular)  

que cont ienen la secuencia codificante para AS (y sus m utantes ciste�na)  y una resistencia 

a am picilina. A part ir  de bacter ias t ransform adas, se las diferencia de aquellos que no 

hayan incorporado el pl�sm ido debido a su resistenc ia no natural al ant ibi�t ico am picilina. 

Dichas bacter ias se las hace crecer por incubaci�n a 37ß C induciendo la sobreexpresi�n de 

la prote�na de inter �s con I PTG, la cual es recuper ada m ediante la lisis de las bacter ias y un 

proceso de pur if icaci�n ( vide infra) .  

El m �todo de t ransform aci�n de bacter ias com ienza c on un stock de bacter ias com petentes 

conservadas -80ß C (conservadas en 2/ 3 de m edio LB +  1/ 3 Glicerol) . Estas bacter ias se las 

denom ina com petentes debido a que fueron previam ente t ratadas (con EDTA y detergente 

dilu�do)  de m anera de volver las m �s perm eables y as � facilitar  la ent rada del ADN. 

Se incuban 100 µ l de bacter ias com petentes con 5 µ l  de pl�sm ido 30 m inutos a 0ß C. Luego 

se incuba 1 m inuto m �s a 42ß C, por � lt im o se las de ja 5 m inutos m �s en hielo. El shock 

t �rm ico favorece la ent rada del ADN plasm �dico. Se agrega 1 m l de m edio LB y se las deja 

crecer una hora a 37ß C con agitaci�n (120 rpm ) . Se cosechan las bacter ias por 

cent r ifugaci�n (5 m inutos a 5000 rpm ) . Se descarta el sobrenadante y se guarda el pellet  el 

cual se resuspende en unas gotas de m edio.  

Las bacter ias que han incorporado el pl�sm ido, se las siem bra en una pla ca de agar con 

am picilina 100 µg/ m l, incub�ndolas toda la noche (O N)  en estufa a 37ß C. Durante la noche 

crecen las colonias bacter ianas que poseen resistencia a am picilina, es decir ,  aquellas que 

han incorporado el pl�sm ido. Luego se pica una colonia que s e encuent re aislada de las 

dem �s y se las hace crecer nuevam ente ON en 5 m l de  LB con am picilina (con agitaci�n a 

37ß C) . Finalm ente, se tom an 0.5 m l por cult ivo y se le agregan 500 µ l de una m ezcla 1: 1 

glicerol: LB y se lo conserva hasta su uso a -80ß C. 
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.  Lisis Alca lina . 

A fin de corroborar la secuencia de AS, se realiza una ext racci�n de ADN plasm �dico 

rom piendo las c�lulas m ediante un lisis alcalina. E l ADN obtenido es secuenciado por el 

serv icio de secuenciaci�n ubicado en la Facultad de  Ciencias Exactas y Naturales, U.B.A..  

Se tom an 100 µ l de bacter ias conservadas en glicero l y se las cent r ifuga a 10000 x g. Se 

descarta el sobrenadante y se guarda el pellet  el cual se resuspende en buffer (50 m M de 

Tr is-HCl pH 8.1 m M EDTA pH 8.0 con RNAsa)  y se agita en vortex durante 5 m inutos. 

Luego se agrega 300 µ l de buffer  de lisis (0.2 N Na OH, 1%  SDS)  y se m ezcla suavem ente 

por inversi�n. Finalm ente se agrega la soluci�n de precipitaci�n (60 m l 5 M de acetato de  

potasio, 11.5 m l de ac�t ico glaciar y 25.8 m l de H 2O) . Al m ezclar por inversi�n se observa 

la precipitaci�n del DNA gen�m ico. Luego se cent r if uga a 13000 g durante 10 m inutos. Se 

recupera el sobrenadante que cont iene el ADN plasm �dico en suspensi�n. A est e 

sobrenadante se le agregan 500 µ l de isopropanol, m ezclando constantem ente de m anera 

de prom over la precipitaci�n del ADN plasm �dico. Lu ego se cent r ifuga a 10000 g durante 10 

m inutos a 4ßC. Se descarta el sobrenadante y se agregan 500 µ l de etanol 70%  sobre el 

pellet .  Se agita en vortex 2 m inutos y se vuelve a cent r ifugar 10 m inutos a 4ßC a 10000 g. 

Una vez m �s se descarta el sobrenadante y se resusp ende el pellet  de ADN en 50 µL de 

H2O m Q.  

Esta soluci�n se env�a al serv icio de secuenciaci�n , donde es analizada, a fin de proveer de 

los datos de la secuencia. En la Figura 3.33 se presenta la secuencia de AS-A18C. Se ha 

resaltado en am arillo las secuencias TAT y TAC que codifican para las 4 Tirosinas presentes 

en la prote�na.  

En la literatura se ha reportado que aproxim adam ente un 20%  de AS expresada en E.Coli 

es t raducida err �neam ente, incorporando una ciste�n a en la posici�n de la t irosina 136 

(correspondiente a la secuencia TAC) .55 Por esta raz�n se ha recom endado ut ilizar 

secuencias donde la t irosina est � codificada por TA T. Por lo tanto, los pl�sm idos ut ilizados 

han sido previam ente corregidos.  
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Figura 3 .3 7  Secuencia  del pl�sm ido de AS- A1 8 C. Las flechas indican e l sector  que codifica  la  prote �na 
AS. En am arillo se resalta  las secuencias TAT y TAC que codifican e l am ino�cido t irosina. Esta  � lt im a es 
reem plazada por TAT a  fin de evitar  una t raducci�n defectuosa por  parte  de la  bacter ia .  
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.  Expresi�n  y pur if icaci�n  de AS.  

AS wild- type (wtAS)  y sus var iantes con ciste�na ( A18C, A90C, y A140C)  fueron expresadas 

y pur if icadas de acuerdo a un protocolo publicado en la literatura con m �nim as 

m odificaciones en el caso de las var iantes de ciste�na ya que se requir i� la adici�n de un 

agente reductor (5 m M  de dit iot reitol,  DTT o 2 m M de t r is(2-carboxiet il) fosfina, TCEP)  en el 

m edio. La expresi�n de prote�nas se llev� a cabo po r t ransform aci�n de c�lu las BL21 en 

placas de agar con am picilina 100 µg/ m l. Se selecci onaron colonias indiv iduales y se 

incubaron por 16 hs a 37 ¡C en 100 m l de m edio LB/ am picilina 100 µg/ m l . Cada uno de 

estos cult ivos fue diluido en 1 L de LB con am picilina 100 µg/ m l y se incub � a 37 ¡C con 

agitaci�n (120 rpm ) , hasta alcanzar una absorbancia  ~ 0.6-0.8 a 600 nm . A cont inuaci�n se 

indujo la expresi�n de la prote�na deseada con I PTG  1 m M (Roth, Kar lsruhe, Alem ania) . 

Cada cult ivo se creci� por 4 -6 h y luego se cosech� por cent r ifugac i�n durante 15 m in a 

4¡C y 4 K g.  

El precipitado fue resuspendido en 15 m l de soluci� n de lisis (Tr is-HCl 10 m M, pH 8.0 /  

EDTA 1 m M /  PMSF 1 m M  o Novagen Bugbuster¤  Protein Ext ract ion Reagent  a los cuales 

se a�aden I nhibidores de proteasas y agentes reduct ores  para el caso de m utantes 

ciste�na)  y despu�s de estar hom og�neo se lisaron l as c�lulas con t res ciclos de 

congelam iento y descongelam iento en N2 y  un ba�o de agua a 70 ¡C, seguido por 3 ciclos 

de 10 segundos de sonicaci�n ( con 10 segundos de in tervalo ent re cada uno)  ut ilizando un 

sonicador Fisher Scient if ic Digital Sonic Dism em brator Model 500 con una m icropunta de 

6.5 m m  de di�m et ro  Branson 38 m icrot ip al 50%  de la potencia m �xim a d el equipo. El 

lisado fue colocado en ba�o de agua a ebullici�n po r 20 m in y luego cent r ifugado por 30 

m in a 4¡C y 20 K g,  con el f in de precipitar  las prote�nas sensibles a tem peratura (AS se 

m ant iene en soluci�n)  y m ater ial const ituyente de b acter ias (p.e.:  restos de m em brana 

celular) .  Descartado el precipitado y guardando el sobrenadante (SN)  se agreg� sulfato de 

est reptom icina (concent raci�n final 10 m g/ m l)  con e l objeto de precipitar  el ADN, 

incubando con agitaci�n suave a 4¡C durante 15 m in.  El ADN fue separado por 

cent r ifugaci�n (30 m in a 4 ¡C y 20 K g) ,  y  el SN fue t ratado con sulfato de am onio 

( (NH4) 2SO4,  concent raci�n final 361 m g/ m l)  a fin de precipita r  la prote�na de inter �s 

( ÔSalt ing-Out Õ) .  Luego de incubar la suspensi�n durante 15 m i n a 4¡C, se cent r ifug � 

nuevam ente en las condiciones antes descr iptas, y se reserv� el precipitado conteniendo 

AS para una poster ior  pur if icaci�n a -20ß C. En el caso de t rabajar con una m utante 

ciste�na, la soluci�n de lisis fue suplem entada con  DTT 5 m M o TCEP 2 m M a fin de evitar  la 

oxidaci�n de los t ioles presentes.  

A cont inuaci�n, e l precipitado de (NH4) 2SO4 y  AS fue resuspendido en 20 m l de soluci�n 

reguladora Tr is-HCl 25 m M, pH 7,7 (DTT 5 m M o TCEP 2m M para var iantes con ciste�nas) . 

La soluci�n se filt r � a t rav�s de un filt ro de acet ato de celulosa 0.22 µm  con el f in de 

elim inar part �culas en suspensi�n, y a cont inuaci�n se pur if ic o la prote�na por crom atograf�a 
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de intercam bio i�nico. Las corr idas se realizaron c on una colum na POROS HQ/ M de 

intercam bio ani�nico previam ente act ivada con NaCl 1 M en un equipo �KTA pur if ier  de 

General Elect r ic (Figura 3.34) . 

 
Figura 3 .3 8  Crom atogram a de w tAS correspondiente a  la  pur ificaci�n por  intercam bio ani�nico en e l 
�KTA purifier .  Se presentan las dist intas se�a les resgist radas: A bs 2 5 4  nm  ( azul) , Abs 2 7 5  nm  ( rojo) , 
Conduct ividad ( verde oscuro) , Concent raci�n %  de buf fer  B ( verde claro) . Buffer  A: 2 5  m M Tr is- HCl pH 
7 .7 ; Buffer  B: 2 5  m M Tr is- HCl, 1 .5 M NaCl, pH 7 .7 . 

El sistem a se equilibr �  con soluci�n reguladora Tr is -HCl 25 m M pH 7.7 (DTT 5 m M o TCEP 

2m M para var iantes con ciste�nas) , y se aplic�  un gradiente salino de NaCl;  la prote�na fue 

elu�da aproxim adam ente a una concent raci�n de NaCl 300 m M. Se colectaron las fracciones 

conteniendo prote�na (detectada por su absorbancia,  & =  275 nm )  y se concent raron juntas 

ut ilizando concent radores cent r �fugos Am icon Ult racel con un corte de peso m olecular de 10 

kDa (Millipore, USA) , llevando a un volum en final de 3-5 m l. La prote�na concent rada se 

dializ� cont ra soluci�n reguladora Na -H2PO4
-/ HPO4

=  25 m M pH 7,2 (DTT 5 m M o TCEP 2m M 

en caso de ser necesar io) ,  durante 48 h y con un cam bio de soluci�n buffer  a  las 24 h. 

Luego de dializada, se agrego NaN3 ( concent raci�n final 0.02 % )  com o conservante 

ant ibacter iano y se m idi� la concent raci�n del stoc k de AS por absorbancia, y se corr i� un 

gel SDS-NuPAGE 12%  para corroborar pureza del m ater ial recolectado. 

 

.  Geles Nu- Page 1 2 %  desnatura lizantes.  

Los exper im entos de SDS-PAGE se realizaron con el sistem a NuPAGE Novex, en geles Bis-

Tr is 10 %  y soluci�n de corr ida MES -SDS ( I nvit rogen) . Las m uest ras se incubaron con 

buffer de siem bra 4X NuPAGE LDS ( I nvit rogen) , por 5 m in a 95 ¡C, y luego se sem braron 

en el gel.  Se em plearon m arcadores de peso m olecular Mark12. Las condiciones de corr ida 

fueron 80-100 V, ~ 1.5-2 h. 
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Las bandas de prote�na se revelaron por fluorescencia en un t ransilum inador UV standard 

(&exc =  354 nm )  en el caso de corr idas con prote�na m arcada con alguna de las sondas 

fluorescentes, y luego por te� ido del gel con Coom a ssie Blue (Sigm a) . 

Para preparar 1 L de la soluci�n de t inci�n se pesan  50 g de Alum inio y se agregan 100 m l 

de etanol form ando una suspensi�n. Luego se a�ade e l Coom asie, y se lleva hasta 

aproxim adam ente  850 m l con agua. Se m ezcla v igorosam ente hasta obtener un coloide. 

Se agregan 20 m l de �cido fosf�r ico y se com pleta e l volum en con agua.  

Para la t inci�n del gel es recom endable lavar la 2 v eces con agua previo a te� ir lo para 

elim inar el exceso de SDS. Luego se lo cubre con la soluci�n t inci�n por 30 m inutos. Se lo 

lava nuevam ente con agua y se lo de deja ON a TA en una soluci�n 10%  EtOH, 2 %  �cido 

orto fosf�r ico, 88%  H2O. Al d�a siguiente se lo lava con agua, y se seca sobre papel 

secante, durante una hora a 80ß C.  

 

.  Marcaci�n  de AS .  

El protocolo de m arcaci�n de m utantes cist �na de AS  con fluor �foros m aleim ido se descr ibe 

a cont inuaci�n. Se prepara una soluci�n de ~ 300 µM AS -AXC (donde X representa la 

posici�n del am ino�cido m utado, p.e. 18, 90, o 140)  en 25 m M Na-PO4 pH 7.3, 1-2 m M 

t r is(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) . Es im portante que la soluci�n contenga un agente 

reductor de m anera de garant izar que los grupos t iol de las ciste�na est � n en su form a 

reducida y sin form ar puentes disulfuro. Es necesar io ut ilizar TCEP y no dithiothreitol (DTT)  

ya que este agente reductor interfiere en la reacci�n debido a que posee var ios grupos t iol.  

El TCEP posee la ventaja de ser inodoro y de acci�n m �s  potente siendo posible ut ilizar 

concent raciones de 1 m M en lugar de 5-7 m M com o lo requiere el DTT. Ajustar el pH de la 

soluci�n t ras el agregado del TCEP es fundam ental y a que �ste se agrega en una 

concent raci�n considerable y posee t res grupos carboxilo  (Figura 3.35) .  

 
Figura 3 .3 9  Reacciones de reducci�n de puentes disulfuro m ediante e l uso de TCEP y DTT. 

El fluor �foro o sonda es disuelto en DMSO de m anera  tal que la relaci�n  final ent re las 

soluciones de DMSO: buffer  sea ent re 1: 2 a 1: 3, y la concent raci�n m olar del f luor �foro sea 

5-7 veces la de la prote�na en buffer .  Es im portante a�adir  gota a gota la soluci�n de DMSO 

a la soluci�n de prote�na con buena agitaci�n pero evitando la form aci�n de espum a o 
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burbujas. Luego se deja la m ezcla de reacci�n 1 hor a a TA y ON a 4ß C con agitaci�n orbital 

suave. 

Al d�a siguiente la soluci�n se diluye 10 veces con  buffer  25 m M Na-PO4 pH 7.2, 1 m M TCEP 

y se concent ra por cent r ifugaci�n en un  tubo Millipore Am icon 10 kDa hasta un volum en #  

1 m l de m anera de rem over el DMSO presente. Se pasa luego por una colum na de tam iz 

m olecular PD-10, donde se separa el f luor �foro en exceso y sin r eaccionar. Una poster ior  

pur if icaci�n se logra por crom atogr af�a de alta resoluci�n ut ilizando una colum na Superdex 

200 (10/ 300)  y 25 m M Tr is-HCl, pH 7.2, 150 m M NaCl com o buffer  de eluci�n para separar 

la prote�na m arcada de la peque�a fracci�n que qued a sin reaccionar m onitoreando las 

longitudes de onda 275 nm  y el m �xim o de absorci�n en el v isible perteneciente al 

f luor �foro. La eficacia de m arcaci�n se encuent ra e nt re el 50-75% . Al�cuotas de prote�na 

100%  m arcada fueron congeladas con N2( l)  y  guardadas a concent raci�n adecuada a -

80ß C. 

 
 
.  Ensayos de agregaci�n .  

Espect rofluor �m et ro Cary Eclipse . Los ensayo de agregaci�n de AS se llevaron a cabo 

incubando wtAS con prote�na m arcada (p.e. AS140C-MFC)  a 37 y 70 ß C en cubeta 5x5 

Hellm a 111.057-QS selladas con tapas de tefl�n evitando la  evaporaci�n de solvente. El 

m ezclado se logr � ut ilizando discos m agn�t icos recu biertos de tefl�n (V&P Scient if ic,  San 

Diego CA) . Los ensayos se llevaron a cabo en un espect rofluor �m et ro Cary Eclipse (Var ian, 

Aust ralia)  provisto de un bloque para ajustar la tem peratura de incubaci�n.  

En el caso de la sonda MFC, la longitud de onda de excitaci�n que se ut iliz� fue 345 nm  

a�adiendo un filt ro pasabanda de 342– 10 nm  de m aner a de supr im ir  luz dispersa fuera de 

la banda de excitaci�n. L as ranuras (o Ôslit sÕ)  de excitaci�n y em isi�n fueron ajustados a 5 

m m . Los espect ros de em isi�n de fluorescencia fuero n adquir idos ent re 365-700 nm  cada 

30 m inutos durantes las pr im eras 48 hs, y luego cada 1 hora hasta finalizar la reacci�n. La 

agitaci�n se fij � en 600 rpm  y fue c ont rolada por disposit ivo casero cont rolado por un scr ipt  

de Nat ional I nst rum ents LabVI EW VI  generado en el Laboratory of Cellular  Dynam ics del 

Dr. Jovin. El buffer  de agregaci�n consta de 25 m M Na-H2PO4
-/ HPO4

=  pH 6.2-7.2, con 

0.02%  NaN3.  Detalles del arreglo exper im ental se descr iben en la Figura 3.36.  
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Figura 3 .4 0  Arreglo exper im enta l para  los ensayos de agregaci� n de AS con m onitoreo cont inuo 
usando sondas ESI PT. ( A y B)  ( i)  Cary Eclipse, ( ii)  cont roladores de velocidad de agitaci�n, ( iii)  zona 
de excitaci�n e  incubaci�n de m uest ra; ( C)  ( iv)  vista  de a rr iba de cubeta  tapadas con tapas de Teflon 
blancas, ( v)  interfaces de conexi�n para  e l cont rol  de la  velocidad de agitaci�n, ( vi)  bloque de cont r ol 
de tem peratura , ( vii)  f ilt ro pasabanda de 3 2 0 – 1 0  nm , zona de excitaci�n, ( viii)  zona de recolecci�n 
de em isi�n de luz a  9 0 ß .  

 

Ensayo de Thio- T. Los ensayo de ThT se realizan preparando una soluci�n 10  m M de 

Thio-T en agua, a part ir  de la cual se prepara una diluci�n 100 " M en buffer 50 m M Na-

glicina, pH 8.2. Las al�cuotas de la agregaci�n se diluyen en buffer glicina y la soluci�n de 

glicina con ThT, m ezclando:  1.9 m l de buffer  glicina, 100 " l de ThT 100 " M en glicina y 5 " l 

de m uest ra. Este preparado de 2 m l se deja m ezclando por inversi�n durante 15 -20 m in, y 

luego es m edido en el espect rofluor �m et ro. Se ut iliza una excitaci�n a 446 nm  con una 

em isi�n a 482 nm . El espect ro de em isi�n de cada so luci�n fue adquir ido por cuadruplicado, 

y en algunos casos se analizaron duplicados de las m uest ras. De esta m anera se analizaron 

tanto las m uest ras cont rol (100%  de wtAS)  com o las que pose�an un porcentaje de 

prote�na m arcada. La concent raci�n total de prote�n a fue de 150 " M en los casos de las 

agregaciones a 37 y 70ß C por m onitoreo cont in�o en el espect rofluor �m et ro Cary Eclipse.   

 

Lector  de Placas PHERAstar . Los ensayos de agregaci�n se realizan en placas de 96 

wells a 37ß C con agitaci�n orbital a 500 rpm . Las m uest ras de AS se preparan con 

concent raciones ent re 100 y 150 " M en buffer  fosfato de sodio 25m M pH 6.2 o cit rato de 

sodio 10 m M pH 6.2 am bos con 0.02%  de NaN3.  En caso de ut ilizar aductos fluorescente de 

AS con sondas ESI PT su concent raci�n es de 1.5 a 3%  de la concent raci�n total de AS. El 

volum en de m uest ra por well es de 150 " l.  El n� m ero de flashes por well es de 20 con una 

ganancia de 1500 para los PMT1 y 2. A cont inuaci�n se m uest ra el dise�o de los cubos 

ut ilizados para seleccionar las longitudes de onda de excitaci�n y em isi�n (Figura 3.37) . Los 

filt ros ut ilizados para MFC y MFC-2 son:  340– 20 nm  (Ex.) ,  420– 15 nm  (Em .)  y 520– 20 nm  

(Em .) . En el caso de 7-MFE se ut iliza:  420– 20 nm  (Ex.) ,  520– 15 nm  (Em .)  y 610– 20 nm  

(Em .) . 
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Figura 3 .4 1  I m agen de PHERAstar  y dise�o de cubos recolecci�n dual de fluorescencia . Las flechas 
indican la  direcci�n de la  luz de excitaci�n ( ciano )  y em isi�n ( rojo y naranja) .  

 

.  D icro�sm o Circular  ( CD) .   

Los espect ros de dicro�sm o circular en el UV lejano se realizaron en un espect ropolar �m et ro 

Jasco J720 ut ilizando una concent raci�n d e prote�na de 150 " M en buffer  fosfato de sodio a 

pH 6.2. Los espect ros se regist raron a tem peratura am biente desde 180 hasta 250 nm  en 

una cubeta con un paso �pt ico de 0.2 cm . 
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Modelos de agregaci�n de AS  

El proceso de agregaci�n de prote�nas lleva por lo m enos unos 50 a�os de estudio. La 

pr im era publicaci�n en estudiar y probar el m ecanism o de agregaci�n data de 1959 por 

Oosawa.1 En este t rabajo se invest ig� la agregaci�n de la p rote�na G-act ina desde su 

estado nat ivo hasta la form a denom inada F-act ina. De or igen natural,  la agregaci�n de 

act ina es un ejem plo del proceso de fibr ilizaci�n p rot �ica que ocurre espont �neam ente en la 

naturaleza. En la reacci�n de t ransform aci�n de n (G-act ina)  !  (F-act ina) n,  donde G-act ina 

es la form a soluble y globular, y F-act ina la form a fibr ilar  insoluble. Oosawa hizo la 

observaci�n de que el proceso de agregaci�n se pare c�a a una reacci�n de condensaci�n, 

donde la agregaci�n se produce solam ente por encim a  de una concent raci�n cr �t ica. 1 La 

t ransform aci�n de la G -act ina a F-act ina se sigui� por bir refr ingencia de flujo, m ost rando 

una "pr im era fase que se caracter iza por una pendiente plana .. .  seguido de la segunda 

fase de una pendiente em pinada .. .  espera en fen�m e nos de cooperaci�n o autocatal�t ica" .2 

La cooperat iv idad (posit iva)  fue ver if icada por la observaci�n de que:  (a)  la velocidad inicial 

de t ransform aci�n aum ent � con la concent raci�n de G -act ina, y que (b)  la adici�n de F -

act ina produjo una t ransform aci�n inm ediata de la act ina G a F -act ina. 

El proceso de agregaci�n de prote�nas puede categor izarse en t res grupos:  ( i)  de ocurrencia 

natural,  ( ii)  de ocurrencia indeseada en sistem as biol�gicos, y ( iii)  de ocurrencia indeseada 

en procesos indust r iales.3 El ejem plo de act ina (vide supra)  representa al pr im er grupo, ya 

que esta reacci�n se produce en todo el cuerpo hum a no, as� com o en ot ros organism os, y 

es necesar ia en el cont rol de la m ovilidad y la m orfolog�a celular . 4 El grupo que guarda 

m ayor inter �s en esta tesis es el segundo grupo, qu e incluye la agregaci�n de AS y ot ras 

prote�nas am iloideas. Se cree que la agregaci�n am i loidea com ienza por la desestabilizaci�n  

de la prote�na desde su estado nat ivo m onom �r ico soluble prom oviendo la interacc i�n con 

ot ras unidades m onom �r icas que desem boca ir reversib lem ente en est ructuras fibr ilares 

denom inadas fibras am iloideas m aduras, o m afs.  Una clave para cont rolar  la agregaci�n de 

prote�nas es la com prensi�n del m ecanism o(s)  del proceso de  agregaci�n. Los estudios 

cin�t icos, el ajuste y an�lisis de curvas basadas en ecuaciones que provienen de la 

racionalizaci�n de los pasos de agregaci�n  son las claves de r igurosos estudios 

m ecan�st icos. Una ser ie de publicaciones resum en las cont r ibuciones en este aspecto.3,5-9 

 
4 .2  Esquem a de la  agregaci�n  de AS.  

La base de elaboraci�n de los m ecanism os de agregac i�n es la ident if icaci�n de las especies 

presentes ( iniciales, interm ediar ias y finales)  y la racionalizaci�n de sus interrelaciones a lo 

largo del proceso junto con el an�lisis cin�t ico m ediante m �todos f�sicos ( directos o 

indirectos)  que perm itan un consenso de la m �lt iple  inform aci�n regist rada. Ent re los 

m ayores desaf�os es el de poder detectar estos productos durante el curso tem poral.  Una 
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representaci�n esque m �t ica altam ente difundida de la v�a general propue sta para la 

agregaci�n ( fibr ilaci�n)  de las prote�nas am iloidea s se presenta a cont inuaci�n (Figura 4.1) .  

 
Figura 4 .1  Esquem a sim plificado del m ecanism o de agregaci�n a m iloidea. Adaptado de Ref. 3 . 

El m ater ial de part ida en la agregaci�n es la form a m onom �r ica de la prote�na. Sin  

em bargo, se plantea la duda en cuanto a si el m on�m ero inicia desde su form a nat iva u 

ot ra, p.e. desde una desnaturalizada. Debido a que no se ha podido establecer los factores 

desestabilizantes (cam bios conform acional,  interacci�n con ligandos o m em brana s, 

alteraciones qu�m icas -  oxidaci�n, fosfor ilaci�n, ubiquit inaci�n  - ) ,  se establece el m on�m ero 

interv iniente com o "act ivo" . Esta form a act iva luego se asocia con ot ros m on�m eros 

form ando las pr im eras unidades que se denom inan olig�m eros. De acuerdo al es quem a, el 

olig�m ero crece por asociaci�n de m ater ial m onom �r i co hasta que alcanza un cier to 

tam a�o con lo cual se lo ident if ica com o n�cleo. El  proceso de asociaci�n cont in�a donde el 

n�cleo da lugar a la form aci�n de ot ros estados agregados de m ayor tam a� o, 

protofilam entos y finalm ente fibr illas. 

Fink y colaboradores10,11 han m ost rado evidencia de la form aci�n de interm ed iar ios 

parcialm ente plegados en la agregaci�n de AS, estab leciendo m ediante CD que el 

m on�m ero de la AS sufre un cam bio conform acional qu e conduce a una est ructura que 

denom inan protofilam ento la cual cont iene un n�m ero im portante de l�m inas - ! .  Sugieren 

que durante el proceso ocurre la exposici�n de parc hes hidr �fobos "pegajosos" , 11 que dan 

al m on�m ero una m ayor propensi�n a agregarse, haci� ndolo llegar a ser "act ivo" .8  

 
Figura  4 .2  I m �genes de AFM ( 3  ! m 2 )  de AS olig�m eros ( izquierda)  y fibr illas ( derecha) , donde los 
olig�m eros pertenecen a  la  fase de retardo con una a ltura  de 5 - 7  nm  y las fibr illas m uest ran una 
torsi�n a  lo largo del e je  con una a ltura  de 1 0  nm .  ( Adaptado de Ref. 1 0 ) . 
La agregaci�n am iloidea eventualm ente conduce a la form aci�n de fibras insolubles las 

cuales se encuent ran caracter izadas con un alto nivel de detalle. Es interesante que las 
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m orfolog�as de las m afs obtenidas a part ir  de diferentes prote�nas resultan m uy sim ilares.12 

Por lo general se com ponen de var ios protofilam entos conc�nt r icos, 13,14 que a su vez est �n 

form ados por l�m inas - !  (Figura 4.3) .  

 
Figura 4 .3  ( I zq.)  Modelos de fibras am iloideas con dist into grado de ent recruzam iento ( A- E) ; ( Der .)  

Modelo de la  est ructura  jer � rquica de una fibr illa  de AS. ( Adaptado de Ref. 1 4 )  

El esquem a de la Figura 4.1, establece las bases de la m ec�nica general establecida para la 

agregaci�n am iloidea. Sin em bargo, el esquem a se en cuent ra m �s que sim plif ic ado en 

num erosos aspectos. De los 6 pasos de reacci�n (exc luyendo la form aci�n de agregados 

am orfos)  cuat ro de ellos est �n involucrados en la f orm aci�n de las especies tem pranas, uno 

en la form aci�n del protofilam ento y el � lt im o en l a form aci�n del produc to final.  Aunque 

son num erosos los pasos dest inados a la descr ipci�n  de especies tem pranas, es en realidad 

escaso el conocim iento acerca de estas especies. No se establecen procesos reversibles y el 

sistem a no alcanza un estado equilibr io. Adem �s, la  nom enclatura ut ilizada no resulta del 

todo adecuada, ya que el t �rm ino olig�m ero parece s er ut ilizado indist intam ente para poder 

denom inar toda est ructura que no sea un m on�m ero ni  una fibra. La form aci�n de 

agregados am orfos establece la posibilidad de un cam ino por el cual no se llega a los 

productos fibr ilares. Se realizan num erosos esfuerzos en la actualidad para am pliar  los 

conocim ientos y consiguientem ente aum entar el detalle m ecan�st ico.  

 
4 .3  Microscop�a  de Fuerza  At �m ica  ( AFM)  I I .  

Tal com o se ejem plif ica en la Figura 4.2, uno de los m �todos m �s ut ilizado s para 

determ inar la m orfolog�a de las especies presentes en la agregaci�n de AS (y ot ras 

prote�nas am iloideas)  es la m icroscop�a de fuerza at �m ica (AFM) .  

En el Cap�tulo 1 se realiza una int roducci�n a la AFM, el funcionam iento del equipo, las 

partes que lo com ponen y las puntas ut ilizadas ( t ips =  puntas) . Las im �genes de AFM 

regist radas en este cap�tulo se obtuvieron en m odo tapping en aire. La t �cnica de m odo de 

contacto interm itente es un avance clave en la tecnolog�a AFM. 15 Esta t �cnica perm ite la 

obtenci�n de im �genes de alta resoluci�n de m uest ra s blandas que son dif�ciles de 

exam inar ut ilizando la t �cnica de contacto AFM. Se superan los problem as tales com o la 

fr icci�n y la adherencia que se asocian generalm ent e con sistem as de im �genes de AFM 
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convencionales.16 En el m odo tapping,  el cant ilever tam bi�n se encuen t ra oscilando, pero a 

diferencia del m odo no-contacto, �ste se encuent ra a una distancia m enor y  se considera 

que per i�dicam ente toca o hace contacto con la m ues t ra. La pr incipal ventaja del m �todo 

es la reducci�n de fuerzas laterales que pueden m ov er o da�ar la m uest ra debido al 

contacto interm itente. Este m odo perm ite el an�lisi s de m uest ras biol�gicas secas (en aire)  

o bajo l�quido que se encuent ran adsorbidas sobre una superficie o sust rato por lo que el 

AFM en m odo tapping resulta m uy apropiado para la obtenci�n de im �gene s topogr�ficas 

de m uest ras biol�gicas. 16,15 

La form a de la punta es un par�m et ro que determ ina la resoluci�n del inst rum e nto. Cuanto 

m �s fina es la punta , m ejor es la resoluci�n. 17,18 En general las puntas t ienen radios de 

curvatura (Rc)  de 7-15 nm . Debido a que la punta es generalm ente m ucho m ayor que la 

m uest ra, la im agen obtenida es una convoluci�n de l a geom et r �a de la punta y la 

m uest ra.19,17 Com o consecuencia, s�lo las partes super iores de l a m uest ra son im �genes 

con precisi�n , tal com o se ilust ra en la Figura 4.4. 

 
Figura 4 .4  Representaci�n de l a  convoluci�n ent re  la  m uest ra  ( Rb =  radio de 1 0  nm  para los 
m icrot �bulos)  y la  punta  ( e l radio Rc =  1 5  nm )  durante e l an� lisis conduce a  un aum ento de la  
dim ensi�n aparente la tera l de las biom ol�culas ( com parar  L a  L ( i) ) ,  m ient ras que el resoluci�n 
vert ica l no se ve afectada ( H y H ( i)  son re lat ivam ente est recha) . ( Adaptado de Ref. 1 9 ) .  

 

4 .4  Deposici�n  de la  m uest ra .  

Un aspecto im portante es el t ratam iento de la m uest ra. Para obtener im �genes de AFM la 

m uest ra debe colocarse sobre un sust rato adecuado. El sust rato debe ser at �m icam ente 

plano y capaz de adsorber la m uest ra sobre su superficie. Es necesar io que se establezca 

una interacci�n suficientem ente fuerte, ya que de o t ra m anera al pasar con la punta sobre 

el sust rato se puede desplazarse la m uest ra durante el barr ido. Existen dist intos sust ratos 

com o oro, carbono, v idr io y m ica. La m ica resulta el m �s popular y com �nm ente ut ilizado. 

Posee una est ructura de capas apiladas de alum inosilicatos que se encuent ra unidas por 
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iones potasio. Posee la ventaja de exfoliarse f�cilm ente proveyendo  de una superficie 

lim pia para la aplicaci�n de la m uest ra. La capa qu e queda expuesta posee una carga 

negat iva, perm it iendo la adherencia de num erosas m uest ras biol�gicas. Es posible tam bi�n 

ut ilizar buffers con cat iones com o Ca2+  y  Mg2+  si es m �s conveniente que la superficie 

posea una carga posit iva. Esto hace que la m ica sea el sust rato de elecci�n.  

Fuerzas at �m ica (elect rost �t icas, va der Waals)  y e l m edio (aire, l�quido)  determ inan la 

naturaleza de las interacciones (at ract iva, repuslsiva)  ent re la m uest ra y la punta. Para 

realizar AFM en m odo tapping en aire es necesar io secar la m uest ra. Esto puede llevar a 

grandes var iaciones si no se estandar iza el m �todo a ut ilizar, por lo que se opt � por ut ilizar 

la t �cnica de spin-coat ing.  Este procedim iento es idealm ente adecuado para la deposici� n 

de m ater ial part iculado y fibr ilar ,  que se dispersa en una pel�cula fina y hom og�nea antes 

de secar.20 Adem �s, en este caso, s e ut iliza el spin-coat ing para detener el proceso de 

agregaci�n acelerando el proceso de  secado y adhesi�n sobre el sust rato. El proceso se  

puede descr ibir  en 3 etapas:  i)  deposici�n, ii)  cen t r ifugaci�n y iii)  secado (Figura 4.5 ) .  

 
Figura 4 .5  Proceso de secado por  spin- coat ing .  El proceso se puede descr ibir  en t res etapas: i)  
deposici�n de m uest ra  sobre sust rato, ii)  cent r ifug aci�n m ediante rotaci�n, y ii)  secado del solvente 
rem anente. Todo el proceso lleva 3  m inutos por  m uest ra . 

En la pr im era etapa la m uest ra en soluci�n se aplic a sobre la m ica dejando que interact �e y 

se adhiera al sust rato. En la segunda etapa se acelera el sust rato con un giro rotator io 

cent rado en el eje con una aceleraci�n y velocidad final determ inadas , y se produce una 

expulsi�n agresiva de fluido junto con el m ater ial libre. La etapa final consiste en la 

evaporaci�n del disolvente rem anente. Tras el proce so, las especies presentes se 

encuent ran hom og�neam ente dispersas  (aunque al azar)  y listas para ser escaneadas por 

AFM. Todo el proceso no lleva m �s de 3 m inutos por m ues t ra. Existen diversos reportes del 

uso de esta t �cnica para la preparaci�n de m uest ras  de AFM, que junto con la existente 

exper iencia del grupo result � el m �todo de elecci�n .20-24 
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Resultados 

Con el f in de estudiar la din�m ica de t ransform aci� n m orfol�gica del proceso de auto -

ensam blado de AS se tom aron al�cuotas a dist intos t iem pos, tal com o fue descr ipto en el 

Cap�tulo 3, durante exper im entos de agregaci�n de A S con MFC a 37 y 70ß C. Se ut iliz�  la 

se�al T* / N*  en cada caso de m anera de seguir  la cin �t ica de agregaci�n. Las al�cuotas se 

diluyeron 10 veces en agua, se aplicaron sobre m ica y se esparcieron y secaron en 

sim ult �neo m ediante el m �todo de spin-coat ing (vide supra) .  

 
4 .5  Monitoreo de la  agregaci�n  a  3 7 ß C.  

A cont inuaci�n se m uest ra la curva para la agregaci �n de wtAS +  2.5%  A140C -MFC a 37ß C 

realizada en el espect rofluor �m et ro Cary Eclipse donde se indican los t iem pos en que se 

tom aron al�cuotas para el AFM (Figura 4.6 ) . 

 
Figura 4 .6  Agregaci�n de w tAS +  2 .5 %  de aducto A1 4 0 C - MFC a 3 7 ß C en espect rofluor �m etro. Se 
grafican las curvas de T* / N*  ( azul)  y Thio- T ( negro) . Las a l�cuotas y sus respect ivos t iem pos que se 
evaluaron por AFM se m arcan en rojo. 

Los puntos azules se corresponden con la curva obtenida de la se�al T* / N* . De acuerdo a 

curva azul de la figura 4.6 y a los t iem pos indicados (puntos rojos con c�rculos naranja)  se 

realiza un an�lisis por AFM de las al�cuotas. Se co m ienza con la m uest ra correspondiente al 

t iem po inicial que denom inarem os las 0 hs (Figura 4.7) . 

Es im portante aclarar que se adopt � una term inolog�a deliberadam ente descr ipt iva de las 

com plejas especies ( supram oleculares)  m ost radas a cont inuaci�n  para evitar  la confusi�n 

con los t � rm inos que han sido generalm ente aplicados a �stas y ot ras  form as fibr ilares. 
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Figura 4 .7  I m agen de AFM de la  agregaci�n de AS a  3 7 ß C ( 0 hs) .  Escala  =  3 0 0  nm . 

En la Figura 4.7 se puede observar AS a t iem po 0 hs. Recordem os que el m ater ial prot �ico 

se ult racent r �fuga previo a com enzar la agregaci�n de m anera de elim inar nano y m icro-

agregados de la soluci�n. Al depositar  AS m onom �r ic a sobre m ica, esta parece form ar una 

capa densa que cubre la m ica. Esta capa t iene una apar iencia desordenada pero a la vez 

m uest ra un alto grado de hom ogeneidad sin la presencia de agregados.  

Tras 2 horas de incubaci�n la presencia de nanoagregados resulta evidente (Figura 4.8) . 

 
Figura 4 .8  I m �genes de AFM de la  agregaci�n  de AS a  3 7 ß C ( 2 hs) . Escalas =  3 0 0  nm . 

Los nanoagregados t ienen form a de esferas con una altura prom edio de 4 nm . Estas 

est ructuras const ituyen la especie m �s tem prana que resulta del autoensam blado de AS. 

Su di� m et ro lateral aparente (30 –  4 nm , Tabla 4.1)  se encuent ra dilatado por la 

convoluci�n del t ip de AFM (vide supra) .  Estas est ructuras que denom inarem os fbs ( Ôfuzzy 
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ballsÕ)  reciben su nom bre debido a su m orfolog�a de peque�as esferas recubiertas de 

m ater ial proteico el cual aparece com o un halo a su alrededor (~ 1 nm  de alto) . Los fbs 

com ponen los pr im eros cent ros de nucleaci�n reclutando AS de su alrededor y exhibiendo 

un crecim iento radial tal com o verem os m �s adelante . Se observa adem �s zonas de 

acreci�n donde la acum ulaci�n de fbs llegan a form ar n�cleos de hasta 5 part �culas , 

proveyendo la plataform a para la form aci�n de la siguiente est ructura observada . 

Luego de 6 horas de incubaci�n a 37ß C aparecen una ser ie de est ructuras con un alto nivel 

de organizaci�n (Figura 4. 9) . 

 
Figura 4 .9  I m �genes de AFM de la  agregaci�n de AS a  3 7 ß C ( 6 hs ) . Escalas =  3 0 0  nm . 

Se observa la form aci�n  de cent ros circulares-obloides de 200-350 nm  de di�m et ro y 15 -40 

nm  de alto (Tabla 4.1) . Estas superest ructuras parecen provenir  de la coalescencia de fbs 

de m ayor tam a�o  (debido a su crecim iento radial) ,  form ando una especie de n�cleo o 

plataform a en las cuales se dist ingue la presencia de peque�as fibras que se encuent ran 

claram ente segm entadas. A lo largo de la im agen (y poster iores m ost radas m � s adelante)  

se observa que �stas fibras no poseen siem pre la m ism a longitud (dem ost rando dist intas 

etapas de crecim iento) , pero ocupan generalm ente una posici�n c�nt r ica en l as 

plataform as. No se observan fibras sueltas o libres a 37 ( tam poco a 70)  ß C, sino que en 

todos los casos se hallan una o m �s fibras en el ce nt ro de estas est ructuras. Estas 

est ructuras supram oleculares denom inarem os acunas que proviene de Ò am ilo ide +  cunaÓ  

ya que parecen proveer del am biente necesar io para el com ienzo de la form aci�n de 

est ructuras fibr ilares. No aparecen previam ente en la literatura cient �f ica. No presentan una 

se�al de CD correspondiente a est ructura de l�m ina - ! ,  ni se obt iene una se�al significat iva 

de Thio-T, por lo cual infer im os que estas est ructuras de m orfolog�a definida y las fibras en 

su inter ior  deben poseer ot ro t ipo de arreglo est ructural secundar io. 

Siguiendo adelante con la agregaci�n observam os una  nueva t ransform aci�n a las 12 hs 

(Figura 4.10) . 
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Figura 4 .1 0  I m agen de AFM de la  agregaci�n de AS a  3 7 ß C ( 1 2 hs) . Escala  =  1  ! m . 

En la Figura 4.10 desaparecen las supraest ructuras circulares con fibras en su inter ior ,  los 

acunas,  y  s�lo se obt ienen  delgadas fibras con un alto grado de segm entaci�n con una 

distancia ent re picos correspondiente a un per�odo de 150 nm . En estas fibras resulta 

llam at iva la decoraci�n lateral de m ater ial proteico a lo largo de su eje longitudinal sim ilar  

al observado para los fbs anter iorm ente (Figura 4.8) . Para dist inguir  estas fibras de las que 

prosiguen las denom inarem os ffs ( Ôfuzzy fibersÕ) .  Las ffs van desde los 0.5 a 3 " m  de 

longitud y 48 nm  de di�m et ro. Posee cier to grado de flexibilidad y sin ram ificaciones. 

Tras 18 hs de incubaci�n se prom ueve el crecim iento de las ffs (Figura 4.11) . 

 
Figura 4 .1 1  I m agen de AFM de la  agregaci�n de AS a  3 7 ß C ( 1 8 hs) . Escala  =  1  ! m . 
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Se observa un crecim iento longitudinal de las fibras as� com o una p�rdida del recubr im iento 

lateral,  por lo que para diferenciar las de sus predecesores las denom inarem os dfs 

( Ôdenuded fibersÕ) .  A�n es posible observar la segm entaci�n a lo lar go de su eje, pero es 

evidente una dism inuci�n prom edio en la distancia e nt re los segm entos evidenciando el 

proceso de com pactaci�n (per�odo de 60 nm ) .  Estos son indicat ivos de un proceso de 

m aduraci�n.  En este punto de la agregaci�n se alcanza la m �xim a se�al para el MFC y un 

20-25%  de la se�al de Thio -T. Estas fibras alcanzan una altura prom edio de 14– 4 nm , un 

di�m et ro de 48– 12 nm  y una longitud de hasta 5 " m . 

A las 70 hs de agregaci� n a 70ß C aparecen fibras con un m ayor grado de m aduraci�n 

(Figura 4.12) . 

 
Figura 4 .1 2  I m agen de AFM de la  agregaci�n de AS a  3 7 ß C ( 7 0 hs) . Escala  =  1  ! m . 

Estas fibras son de aspecto m �s r �gido a las anter iores. Las dim ensi ones de estas fibras son 

de 16 nm  de alto, 49 nm  de di�m et ro  y hasta 10 " m  de largo. Es posible ver una cier ta 

per iodicidad a lo largo del eje longitudinal de las fibras, con un per�odo de 220 nm , lo cual 

se corresponde con un cier to grado de torsi�n o enrollam i ento por una, dos o m �s  fibras. 

La apar ici�n de fibras cortas de igual aspecto que las m �s largas puede deberse a la 

fragm entaci�n  de �stas � lt im as debido a la agitac i�n y el m anipuleo exper im ental.  Estas 

fibras se corresponden en todos los aspectos con las denom inadas m afs.  

 

4 .6  Monitoreo de la  agregaci�n  a  7 0 ß C.  

Al realizar la agregaci�n de AS a alta tem peratura (70ß C)  aum enta la velocidad de la 

agregaci�n evidenciado por la se�al de T* / N*  del MF C, el scat ter ing y  el Thio-T. A 

cont inuaci�n  se grafica la se�al de MFC y Thio -T a 70ß C indicando los t iem pos de las 

al�cuotas ut ilizadas en un estudio por AFM an�logo al realizado a 37ß C (Figura 4.13) . 
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Figura 4 .1 3  Agregaci�n de w tAS +  2 .5 %  de aducto A1 4 0 C - MFC a 7 0 ß C en espect rofluor �metro. Se 
grafican las curvas de T* / N*  ( rojo)  y Thio- T ( negro) . Las a l�cuotas y sus respect ivos t iem pos que se 
evaluaron por AFM se m arcan en azul. 

A cont inuaci�n una im agen de AFM del m ater ial de pa rt ida a t iem po inicial,  0 hs (Figura 

4.14) . 

 
Figura 4 .1 4  I m agen de AFM de la  agregaci�n de AS a  7 0 ß C ( 0  hs) . Escala  =  5 0 0  nm . 

Tal com o se evidenci� a 37ß C (Figura 4.7)  a t im po inicial luego de la ult racent r ifugaci�n el 

m on�m ero de AS se encuent ra libre de agregados y form ando una capa hom og�nea sobre 

la m ica.  

Luego de 2 hs de la agregaci�n a 70ß C se detecta un cam bio en la se�al del MFC (T* / N*  =  

0.75)  m ient ras que la se�al de Thio -T a ese t iem po m ant iene su valor inicial.  En ese 

m om ento aparecen por AFM las especies acunas (Figura 4.15) . 
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Figura 4 .1 5  I m �genes de AFM de la  agregaci�n de AS a  7 0 ß C ( 2  h s) . Escala  =  5 0 0  nm . 

En esta im agen se puede observar un cam po de acunas.  Existe una var iedad de di�m et ros 

con baja dispersi�n en sus valores absolutos, lo qu e habla de una relat ivam ente grande 

hom ogeneidad de las est ructuras. La m ayor�a de las est ructuras aqu� presentes poseen en 

su cent ro una m ayor densidad de m ater ial,  lo que evidencia el proceso de nucleaci�n que 

se da en el cent ro de estas est ructuras. 

Con tan s�lo 1 hora m �s de incub aci�n a  70ß C com ienza el crecim iento de fibras ligadas a 

acunas (Figura 4.15) . 

 
Figura 4 .1 6  I m �genes de AFM de la  agregaci�n de AS a  7 0 ß C ( 3 .5  hs) . Escala  =  1  ! m . 

De las im �genes de AFM se puede apreciar  la var ieda d de est ructuras donde hay tanto 

acunas con fibras em ergiendo de la est ructura cent ral y acunas sin fibras. A fin de 

dist inguir  los dist intos estad�os, nos refer irem os a �stos dos t ipos de est ructuras 

supram oleculares com o:  acunas latentes cuando no se observan fibras en su inter ior  y 
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acunas product ivas cuando si se observan. La im agen de alta resoluci�n perm ite apreciar la 

est ructuras interna de estas especies (Figura 4.16) . 

 
Figura 4 .1 7  I m agen de AFM de la  agregaci�n d e AS a  7 0 ß C ( 3 .5  hs) . Escala  =  5 0 0  nm . 

En la im agen aparecen 3 acunas que representan 3 etapas en la form aci�n de las fi bras. 

Hay un acuna latente en la secci�n infer ior  con acum ulaci�n de m ater ial en su cent ro. 

Arr iba a la izquierda aparece un acuna con un fibra com pletam ente contenida en su inter ior  

( ver la im agen de la derecha en Figura 4.15) . Y finalm ente se observa un acuna product ivo 

con una fibra que se ext iende desde el cent ro hacia el exter ior . 

A las 6 hs desaparecen una vez m �s  las supraest ructuras circulares obteniendo fibras libres 

(Figura 4.18)  

 
Figura 4 . 1 8  I m agen de AFM de la  agregaci�n de AS a  7 0 ß C ( 6  hs) . Escala  =  5 0 0  nm . 
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Acunas desparecen dejando pr incipalm ente fibras segm entadas con una decoraci�n lateral 

( ffs)  tal com o se m uest ra para 37ß C (Figura 4.10) . Estas fibras m uest ran cier ta flexibilidad 

y poseen una altura m edia de 13– 4 nm , un di�m et ro de 48– 18 nm  con un per�o do de 80 

nm . 

Al llegar al f inal de la agregaci�n la r igidizaci�n  de las fibras prevalece obteniendo m afs 

(Figura 4.19) . 

 
Figura 4 .1 9  I m agen de AFM de la  agregaci�n de AS a  7 0 ß C ( 4 5  hs) . Escala  =  5  ! m . 

En la Figura 4.19 se m uest ra un cam po de 50 " m 2.  All� resulta evidente la preponderancia 

de la fibr illas y el crecim iento que lograron adquir iendo longitudes de hasta 15-22 " m . 

Esta ser ie de exper im entos a 37 a 70ß C da cuenta que el cam bio de tem peratura acelera la 

cin�t ica de agregaci�n de AS sin afectar el m ecanism o int r �nseco que se observa por AFM. 

 

4 .7  I ncubaci�n  de AS a  ba ja  tem peratura  ( 4 ß C).  

Debido a la evidente relaci�n ent re la cin�t ica de la agregaci�n y la tem peratura. S e 

realizaron poster iores estudios incubando soluciones de AS m onom �r ica a m ayor 

concent raci�n a m enor tem peratura (4ß C) .  

Soluciones de AS ult racent r ifugadas a una concent raci�n # 250 " M se incubaron sin 

agitaci�n en la heladera por un per�odo m �nim o de 7 d�as.  

Es posible apreciar su evoluci�n  tem poral y espect ros de fluorescencia en la Figura 4.20. 
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Figura 4 .2 0  Espect ros de fluorescencia  de w tAS +  2 .5 %  A1 4 0 C- MFC incubado a  4 ß C durante 7  d�as. 
Tiem po inicia l ( rojo)  y t iem po final ( negro) . 

Los m �xim os de em isi�n en los espect ros de fluorescencia se posicionan en 429 (N* )  y 515 

(T* )  nm . Es posible determ inar un peque�o aum ento en la relaci�n de bandas obtenida 

para el t iem po inicial (T* / N*  =  0.947)  y el f inal (T* / N*  =  0.963) , as� com o un increm ento 

en la intensidad total de fluorescencia. Estos cam bios son coherentes con la progresi�n 

observada para agregaciones a m ayor tem peratura durante las etapas tem pranas. La 

intensidad a 375 nm  correspondiente al scat ter ing resulta id�nt ica, in dicando que las 

especies presentes son solubles en el buffer  de agregaci�n . 

Al escanear la m uest ra de t iem po final por AFM aparece un cam po lleno de acunas latentes 

dist r ibu�dos de m anera m uy uniform e (Figura 4.21) . 

 
Figura 4 .2 1  I m �genes de AFM de AS incubado a  4 ß C durante 7  d�a s. Escala  =  5 0 0  nm . 

La form aci�n espont �nea de acunas (en part icular de aquellos libres de fibras, acunas 

latentes)  es favorecida al incubar a alta concent raci�n y baja tem peratura d urante un 
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t iem po prolongado. De las im �gene s de AFM es posible observar la disposici�n y 

organizaci�n de los fbs form ando tanto el n�cleo com o el per �m et ro de esta s est ructuras 

supram oleculares. Resulta m uy interesante que al conservar los a baja tem peratura el 

proceso de agregaci�n se frena en este estad�o  sin observar la form aci�n de especies 

fibr ilares, ni la de acunas product ivos. Por lo que es posible definir  esta condici�n com o un 

m �nim o local de energ�a y una etapa inicial exerg�nica . 

Un an�lisis en m ayor profundidad es dedicado a los acunas latentes en el Cap�tulo 5 , 

incluyendo AFM sobre ot ros sust ratos, AFM l�quido, cr io m icrocop�a elect r �nica, el efecto de 

la diluci�n con agua, la concent raci�n de sales y e l pH, la obtenci�n de acunas latentes para 

ot ras m utantes fam iliares de AS, j unto con un estudio prelim inar de su citotoxicidad en 

c�lulas  neuronales. 

 

4 .8  An� lisis m orfol�gico de im �genes de AFM.  

Uuna ser ie de im �genes que ilust ran las especies enc ont radas fueron obtenidas de estos y 

una ser ie de m �lt ipl es exper im entos llevados a cabo a 4, 37 y 70ß C (Figura 4.22) . 

Secciones de im �genes de AFM fueron seleccionadas y ordenadas de m anera de poder 

representar y v isualizar f�cilm ente la var iedad de interm ediar ios de reacci�n presentes en 

la agregaci�n de AS. Cada panel corres ponde a un cam po de una m ism a im agen de AFM. 

Se opt �  por un c�digo de colores para indicar la naturalez a de la m uest ra y las condiciones 

de incubaci�n:  wtAS ( ! ) ,  wtAS +  2,5% AS-MFC ( ! ) ,  4ß C (! ) ,  37ß C (! ) ,  70ß C (! ) .  Todas 

las m uest ras fueron secadas por spin-coat ing salvo el panel E que se sec�  por evaporaci�n 

espont �nea a tem peratura am biente.  

En los paneles A y B hay ejem plos de fbs que se corresponden con los m ost rados en la 

Figura 4.7. Los acunas latentes son representados en los paneles C a E donde los pr im eros 

dos paneles corresponden a acunas latentes incubados a 4ß C, m ient ras que el panel E con 

una incubaci�n a 37ß C. Los paneles F a N representan los acunas product ivos, obtenidos 

por la incubaci�n a una tem peratura > 4ß C, donde hay num erosos ejem plos de fibras 

Ò naciendoÓ  de las plataform as sup ram oleculares en sus dist intos estad�os. Los acunas 

desaparecen del m edio de reacci�n, presum iblem ente,  luego que las fibras alcanzan una 

cier ta longitud dejando en el m edio de reacci�n fib ras que exhiben una decoraci�n lateral y 

un cier to grado de flexibilidad ( ffs) .  La poster ior  incubaci�n lleva a la p�rdida del d ecoro 

lateral de las fibras y la com pactaci�n evidenciada  por una p�rdida parcial de su curvatura 

( flexibilidad)  y la dism inuci�n del per �odo ( dfs,  panel R) . Finalm ente en el � lt im o estad�o de 

t ransform aci�n, las llam adas fibras m aduras exhiben la m ayor longitud y r igidez (m afs,  

panel S) . 
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Figura 4 .2 2  I m �genes de AFM de interm ediar ios de la  agregaci�n  de AS. ( A and B)  Fuzzy balls.  ( C—E)  
acunas la tentes.  ( F—N)  acunas product ivas.  ( O—Q)  Fuzzy fibers, ffs.  ( R)  Denuded fibers, dfs.  ( S)  
Mature am yloid fibr ils, m afs.  Escalas xy/ z ( nm ) : 2 0 0 / 1 0  ( A) , 1 0 0 / 7  ( B) , 2 5 0 / 2 0  ( C) , 1 0 0 / 2 5  ( D) , 
2 0 0 / 3 5  ( E) , 1 0 0 / 3 0  ( F) , 1 0 0 0 / 4 0  ( G) , 4 0 0 / 4 0  ( H) , 2 0 0 / 4 0  ( I ) , 1 0 0 0 / 4 0  ( J) , 5 0 0 / 4 0  ( K) , 2 0 0 / 2 0  ( L) , 
3 0 0 / 3 0  ( M) , 1 0 0 / 2 0  ( N ) , 2 0 0 / 2 0  ( O) , 2 0 0 / 2 0  ( P) , 1 0 0 / 2 0  ( Q) , 1 0 0 / 5 0  ( R) , and 1 0 0 / 5 0  ( S) . C�digo 
de colores: w tAS ( ! ) , w tAS +  2 ,5 % AS- MFC ( ! ) , 4 ß C (! ) , 3 7 ß C (! ) , 7 0 ß C (! ) ; Todas las m uest ras 
( excepto la  E)  fueron som et idas a  spin- coat ing .  

En vista de las num erosas est ructuras novedosas observados durante la agregaci�n de AS 

por AFM, se llev�  a cabo un an�lisis m orfol�gico con el f in de defin ir  las caracter �st icas 

dist int ivas de las diversas est ructuras supram oleculares. Estas fueron subdiv ididas en t res 

grupos pr incipales:  a)  fbs,  b)  acunas latentes y product ivos, y c)  las fibras ( ffs,  dfs,  y  

m afs) .  El an�lisis incluye determ inaciones de alturas, di�m et ros, per iodicidad, circular idad y 

n�m ero de part �culas. Los resultados se expresan en la Tabla 4.1. 
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Tabla  4 .1  Dim ensiones de est ructuras supram oleculares de AS resueltas por AFM y Crio- ET. Todas las 
dim ensiones se encuentran en nm . N , se refiere a l n �m ero de est ructuras analizadas. Se junt � 
inform aci�n de > 1 0  exper im entos de agregaci� n rea lizados durante un per �odo de 1 .5  a �os.  

 
El Per�odo se term ina m ediante el ajuste de una funci�n sinusoidal sobre el perfil longitudinal de las  fibras. El 
par�m et ro P2A es un �ndice de circular idad que dete rm ina el cociente ent re el per�m et ro y el �r ea. N es el n�m ero 
de est ructuras analizadas. 

 
Las determ inaciones de la altura resultan inherentem ente m �s fiables que las dim ensiones 

laterales debido a la naturaleza del m odo de t rabajo del AFM en m odo tapping que t iene 

gran precisi�n en la coordenada Z  (vide supra) .  Las determ inaciones laterales son 

afectadas por la convoluci�n del t ip y  la m uest ra tal com o se explica antes (Figura 4.4) . En 

el caso de peque�as est ructuras ( fbs)  pr �x im as  al tam a�o del di�m et ro de la punta del 

AFM, existe un cier to nivel de enm ascaram iento en la determ inaci�n de la altura  com o 

consecuencia de que las est ructuras est �n incrustadas con un grado indeterm inado en la 

capa de prote�na subyacente, por lo que las alturas aparentes ser �a una subest im aci�n. 

Esto es v�lido para la de term inaci�n de alturas de todas las est ructuras, po r lo que es 

necesar io una correcci�n de l fondo para reestablecer la escala y obtener la altura 

representat iva. La dist r ibuci�n de las alturas m �xim as  es determ inada despu�s de la 

segm entaci�n de la poblaci �n (Figura 4.23) .  

 
Figura 4 .2 3  I m �genes de AFM de acunas la tentes donde se m uest ra  un e jem plo de an� lisis de  a lturas, 
donde se aplica  una m �scara a  la  im agen or iginal y se corr ige e l fondo. El inset  m uest ra  un corte  del 
perfil de un acuna. 
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Los di�m et ros son calculados a part ir  de las �reas ut ilizando un m odelo de c�rc ulo 

equivalente, y en el caso de acunas se determ ina la circular idad com o el cociente ent re el 

per �m et ro sobre el �reas (P2A) .  

En el caso de fibras y fibr illas fue posible ident if icar al m enos t res diferentes etapas de 

com pactaci�n y ent relazam iento ( ffs !  dfs !  m afs) .  La altura, el di�m et ro, y la 

per iodicidad se determ inaron ut ilizando un procedim iento sim ilar . En estos casos se 

determ ina una altura de corte ( ÔthresholdÕ)  para dist inguir  el an�lisis de la est ructura 

cent ral de las fibras y la decoraci�n lateral ( ffs) .  La per iodicidad es calculada ajustando una 

funci�n seno al perfil longitudinal a t rav�s del ej e cent ral de fibras (Figura 4.24) . El an�lisis 

estad�st ico se aplic� para determ inar valores m edios y sus co rrespondientes desviaciones 

est �ndar.  

 
Figura 4 .2 4  I m agen de AFM de dfs donde se m uest ra  un e jem plo de an� lisis de la  per i odicidad de las 
fibras a  lo largo de su e je  longitudinal y un a juste por  la  funci�n seno.  

 

4 .9  Preservaci�n  de acunas en e l t iem po.  

Las m uest ras analizadas por AFM en m odo tapping fueron preparadas por spin-coat ing 

( salvo que se indique lo cont rar io) .  Las m uest ras secas fueron guardadas en cajas de pet r i 

protegidas del polvo y al resguardo de la luz. A cont inuaci�n se ejem plif ica con una 

m uest ra obtenida para la agregaci�n de wtAS a 70ß C (Figura 4.25) . 
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Figura 4 .2 5  I m agen de AFM una reacci�n de w tAS a  7 0 ß C, luego d e 1 5  hs de agregaci�n. Escala  =  3 ! m . 

En esta im agen se puede apreciar un cam po que cont iene tanto acunas latentes com o 

product ivos. La im agen fue adquir ida en un Nanoscope 3 de Veeco con una resoluci�n de 

512 px2.  Un a�o y m edio despu�s se pudo re -escanear el m ism o preparado en un 

Nanoscope 5 con una resoluci�n de 2500px 2 (Figura 4.26-28) . 

  
Figura 4 .2 6  I m agen de AFM de a lta  resoluci�n de la  m ism a m uest ra  que la  expuesta  en la  Figura 4 .2 5 . 
Escala  =  5 0 0  nm  ( A) , 3 0 0  nm  ( B- D) . 

El cam po entero es apreciado con detalle en la Figura 4.27. 



Cap�tulo 4  

1 8 1  

 
Figura 4 .2 7  I m agen de AFM de a lta  resoluci�n de la  m ism a m uest ra  que la  expuesta  en la  Figura 4 .2 5 . 
Escala  =  3  ! m . 
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De las figuras 4.26 y 27 es posible apreciar  la est ructura interna de acunas con una alta 

resoluci�n. U na est ructura con form a de dona que no fue detectada previam ente resulta 

evidente. Esta se encuent ra depositada sobre el fondo de AS m onom �r ico (Figura 4.28) . 

 
Figura 4 .2 8  I m agen de AFM de a lta  resoluci�n de la  m ism a m uest ra  que la  expuesta  en la  figura  4 .2 5 . 
Se observa la  presencia  de peque�as est ructuras con  m orfolog�a  de anillos o donas. El inset  
corresponde a  un zoom  digita l sobre e l rect �ngulo m arcado con l�neas punteadas. Escala  =  5 0 0  nm .  

Esta especie con est ructura de anillo o dona parece de sim ilar  m orfolog�a que las 

reportadas en la literatura.25 En el Cap�tulo 5 hay una descr ipci�n de interm edia r ios en la 

agregaci�n de AS y am iloides de acuerdo a la litera tura. Estas peque�as est ructuras 

pudieron ser resueltas y diferenciadas de fbs debido a la alta resoluci�n del equipo 

ut ilizado. 
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Discusi�n  

Mediante los resultados exper im entales se establece la existencia de la fam ilia de 

interm ediar ios denom inados acunas as� com o los productos interm edios relacionados en la 

agregaci�n de AS. Sus interrelaciones definen un m e canism o concertado de reacci�n 

secuencial con dist int ivos nodos cin�t icos y term od in�m icos.  

En este estudio, una vers�t il sonda fluorescente ES I PT sensible a los cam bios de polar idad, 

basicidad y form aci�n de  puentes de hidr �geno en su m icroentorno, 26 j unto con una 

exploraci�n sistem �t ica por AFM de alta resoluci�n 27 perm it ieron la detecci�n, ident if icaci�n, 

clasificaci�n y caracter izaci�n de especies t ransit or ias que aparecen durante etapas 

tem pranas de la agregaci�n de AS. Las especies encont radas fueron ident if icaron y 

relacionaron ent re ellas, adopt �ndose una nom enclatura para poder refer irse a cada una de 

ellas. Es posible descr ibir  la din�m ica de las t ransform ac iones gracias a los datos obtenidos 

y su correlaci�n tem poral y est ructural.  

En part icular  se descr ibe una nueva fam ilia de interm ediar ios supram oleculares, las acunas,  

claves en la nucleaci�n de m ater ial proteico y form aci�n de est ructuras fibr ilares que 

conducen poster iorm ente a los productos term odin�m i cos term inales, las m afs.  

En v ista de los resultados obtenidos y de acuerdo con la teor �a coloidal de Xu,28,29 AS (y 

posiblem ente ot ras prote�nas am iloideas)  se autoensem bla de una m anera que refleja las 

propiedades generales de los sistem as coloidales (1 nm  a 1 m m  de tam a�o) , m oduladas 

por caracter �st icas confer idas por la secuencia de am ino�cidos y la naturaleza de su 

cadenas laterales. A part ir  de esta consideraci�n surge el esquem a de asociaci�n se cuencial 

de m �l t ip les estados (SAS, Ôsequent ial associat ion schem eÕ)  para la agregaci�n de AS in 

v it ro (Figura 4.29) .  

El esquem a se basa en una secuencia ordenada y orquestada de t ransform aciones 

est ructurales ( las cuales se encuent ran enum eradas)  que ocurren en t res etapas definidas y 

diferenciadas tanto por el tam a�o (y m orfolog�a)  com o por la naturaleza de las especies 

involucradas en cada etapa. La etapas se denom inan:  i)  m olecular, ii)  coloidal,  y iii)  f ibr ilar .  

El SAS es claram ente m �s com plej o, en t �rm inos de diversidad est ructural ,  que el cl�sico 

m ecanism o can�nico de t res estados (m on�m ero ! olig�m ero ! fibr illas)  generalm ente 

ut ilizado para el autoensam blado am iloide (Figura 4.1) .3,30 Una diferencia clave reside en 

que SAS dist ingue los pasos iniciales exerg�nicos, es decir ,  aquellos que se producen 

espont �neam ente,  incluso a baja tem peratura (4 ¡ C) , de los poster iores endot �rm icos  que 

requieren una tem peratura elevada (por ejem plo, 37 ¡ C) . La form aci�n espont �nea de 

acunas latentes a baja tem peratura (y sin agitaci�n m ec�nica )  representa un m �nim o local 

de energ�a en la coordenada de reacci�n.  
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Figura 4 .2 9  Esquem a de agregaci�n secuencia l ( SAS)  para  AS. El esquem a se divide en 3  etapas: i.  
m olecular , ii.  Coloidal y iii.  Fibr ilar . A lo largo del esquem a se dist inguen los dist intos pasos de 
reacci�n ( enum erados 1  a l 8 )  representando los diferentes grados de reversibilidad ( f lechas)  y la  
natura leza term odin�m ica seg�n corresponda ( exerg�nico s: reacciones espont �neas a  tem peratura  
baja  o a lta  ( " G< 0 ) ; endot � rm icos : reacciones que requieren una cierta  tem peratura  para  que se lleven 
a  cabo) . Paso 1 : oligom erizaci�n ( m odelos conjetura les de  com o m on�m ero, d�m ero y hex �m ero) . 
Paso 2 : Condensaci�n fbs.  Paso 3 : El colapso de acunas la tentes. Paso 4 : La  act ivaci�n de acunas 
product ivas. Paso 5 : Generaci�n y liberaci�n de ffs ( la  f lecha blanca indica una funci�n de m olde por  
parte  de los acunas product ivos) . Paso 6 : P� rdida de decoraci�n la tera l ( velcro m olecular)  y la  
t ransform aci�n en ot ras est ructuras prefibr illar , dfs.  Paso 7 : t ransici�n conform acional a  la  form a 
fibr ilar  am iloide ( m afs) . Paso 8 : crecim iento fibr ilar  por  fragm entaci�n m e c�nica y la  extensi�n 
term inal a  t rav�s de la  com pactaci�n  y adici�n sobre los ext rem os  de m on�m eros y olig�m eros  de AS. 
Las im �genes no est �n a  escala  uniform e, barras de escala: 5  nm  ( negro) , 1 0 0  nm  ( gr is y blanco) . 
V�ase la  Figura  4 .2 2  para  m �s deta lles.  

Otros procesos asociados que no se m uest ran en el esquem a incluyen:  a)  m odificaci�n 

covalente (oxidaci�n, fosfor ila ci�n, m odificaci�n por SUMO  y ubiquit inaci�n) ,  interacciones 

fisiol�gicas ( ligandos, prote�nas, m em branas/ ves�culas y organelas) , est ructuras patol�gicas  

de EP (cuerpos de Lewy y neur itas) ;  b)  deshidrataci�n y alteraci�n  i�nica (disolvente /  

soluto)  que conduce a m alla fibr ilar  y precipitados am orfos;  c)  fragm entaci�n in v it ro 

inducida por el fr �o, y d)  inhibici�n qu�m ica e inversi�n de pasos.  

La etapa m olecular (Figura 4.29, paso 1)  concierne los estados m onom � r icos y olig�m ericos 

de AS. Es im portante dist inguir  que a t rav�s de los resultados exper im entale s el SAS 

dist ingue los interm ediar ios de reacci�n, los cuale s son com �nm ente agrupados bajo la 

denom inaci�n de Ò olig�m erosÓ  sin hacer dist inci�n d e su m orfolog�a, tam a�o e 
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interrelaciones. Se considera com o olig�m ero a un interm ediar io ( inicial)  en la agre gaci�n 

de AS conform ado por un n�m ero peque�o y definido d e m on�m eros de AS (p.e. 2 

(d�m ero) , 3 ( t r �m ero) , 4 ( tet r �m ero) , 6 (hex�m ero) ,  etc.) .  Ahora bien, aunque en general 

se considera a AS com o una prote�na int r �nsecam ente desordenada, de acuerdo a datos de 

RMN31 y  EM32 esta prote�na es capaz de adoptar una est ructura t ipo esf�r ica o elipsoidal  

com pacta en soluci�n  (RH ~  5 nm ) . I ndependientem ente del part icular plegam iento del 

m on�m ero de AS , la dist r ibuci�n asim �t r ica de carga proveniente del alto n�m ero de  

am ino�cidos cargados a pH fisiol�gico, da lugar a un fuerte m om ento dipolar. De acuerdo 

con esto y ot ros datos exper im entales, AS exhibe una pronunciada tendencia a form ar 

d�m eros estables32,33 y  un orden super ior  de especies oligom �r icas. Un reciente estudio 

sugiere que AS puede exist ir  f isiol�gicam ente c om o una unidad tet ram �r ica que adopta 

naturalm ente una est ructura de alfa-h�lice m �s resistente al proceso de agregaci�n. 34 

Aunque este hallazgo t iene que ser confirm ado, es evidente que estados oligom �r icos 

const ituyen los bloques de const rucci�n de poster iores est ructuras  condensadas y 

filam entosas reveladas por AFM. Una caracter �st ica fundam ental de la fase m olecular (en 

concordancia con las consideraciones para sistem as coloidales)  es que las fuerza operat ivas 

dependen de la secuencia de am ino�cidos y la naturaleza de su cadenas laterales, 

determ inando las especies oligom �r icas form adas dur ante esta etapa. 

La fase coloidal (pasos 2-6)  com prende en pr im era instancia, la com pactaci�n  de 

olig�m eros discretos en form a de part �culas esf�r icas ( fbs) .  De acuerdo con el m odelo lineal 

de agregaci�n coloidal propuesto por Xu ,28,29 la agregaci�n de las m ol�culas en part �culas 

coloidales es im pulsado por la m inim izaci�n de la e nerg�a superficial resultante de la 

com pensaci�n ent re interacciones de Van der Waals de larga distancia e interacciones de 

carga-carga de corto alcance. Las part �culas coloidales de igual carga se repelen ent re s� 

debido a la fuerza Coulom bica y norm alm ente perm anecen estables en suspensi�n, lo que 

perm ite su detecci�n m ediante AFM y TEM. En condici ones apropiadas, sin em bargo, las 

part �culas coloidales form an est ructuras de m ayor tam a�o y diversa m orfolog�a. Durante la 

etapa inicial,  las part �culas esf�r icas ( fbs)  crecen radialm ente por la adici�n de m ater ial 

sobre su superficie. La energ�a necesar ia para superar la barrera de repulsi�n C oulom bica 

aum enta con el potencial de superficie del coloide, que a su vez aum enta con el cuadrado 

del radio de la esfera coloidal.29 A m edida que el coloide crece, esta barrera energ� t ica 

aum enta hasta que m on�m eros adicionales no pueden a cercarse lo suficiente para ser 

capturados por las fuerzas de at racci�n de van der Waals de corto alcance. Para q ue una 

esfera coloidal pueda perm anecer estable en soluci� n acuosa, una fuerza de repulsi�n com o 

esta es necesar ia. El crecim iento del coloide se det iene en un determ inado tam a�o 

dependiendo de las propiedades de la m ol�cula, as� com o las propiedades del m edio (pH, 

fuerza i�nica, etc.) .  La interacci�n y equilibr io e nt re las fuerzas de at racci�n y repulsi�n de 

largo y corto alcance, todas juntas influyen en el tam a�o final de las esferas coloidales. En 

el caso de la prote�na tau, se observa la form aci�n de e sferas coloidales con un di�m et ro de 
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aproxim adam ente 21 nm . Para las m ol�culas que no ll evan una carga neta, tales com o 

poliglutam ina, el potencial qu�m ico de superficie es pr incipalm ente el resultado de la 

adsorci�n de iones, caso que se aplica a las prote� nas en su punto isoel�ct r ico. Debido a la 

om ni-direccionalidad de las fuerzas operat ivas, las part �culas coloidales esf�r icas 

perm anecen en suspensi�n debido al equilibr io ent re la carga int r �nseca adsorbida y el 

potencial de superficie. Sin em bargo, inherentes interacciones at ract ivas deben exist ir ,  en 

v ista de la form aci�n de las zonas de acreci�n  (acum ulaci�n de hasta 5 fbs)  y la 

condensaci�n final en acunas supram oleculares. Esta interacci�n y asociac i�n no lineal 

ent re fbs se at r ibuye al halo observado por AFM. Este recubr im iento superficial 

(denom inado previam ente com o lateral al refer irse a ffs)  const ituye un t ipo de velcro 

m olecular capaz de m antener j untas a fbs en est ructuras supram oleculares sin la existencia 

de uniones covalente, dando lugar a la form aci�n de  acunas latentes. 

Agitaci�n y  elevaci�n de la tem peratura (p.e. 37 ¡ C)  son requer im ientos para la progresi�n 

hacia la siguiente ( y tal vez m �s cr �t ica )  etapa (paso 5) :  la generaci�n de acunas 

product ivos y la ext rusi�n de los agregados lineales, los ffs.  Luego de un eficiente proceso 

de nucleaci�n en  el inter ior  de los acunas,  el crecim iento lineal progresa por 

encadenam iento de fbs j unto con la adici�n de m on�m ero y tal vez la part icipaci�n de ot ras 

form as oligom �r icas libres. Los acunas funcionan com o plataform as facilitando 

reordenam ientos conform acionales en una m anera sim ilar  al de las chaperones.35 La 

intensa se�al ESI PT indica una reducci�n en la polar idad en el m icroam biente inm ediato de 

la sonda, de la que se deduce que la est ructura circundante es m �s condensada y m enos 

expuesta al m edio acuoso. La direccionalidad de crecim iento es racionalizada por una 

caracter �st ica clave del m odelo de agregaci�n linea l coloidal:  la apar ici�n de una 

dist r ibuci�n de carga asim �t r ica que da lugar a un m om ento dipolar en los esferoides 

coloidales. Las prote�nas son diam agn�t icos y no t ienen un dipo lo m agn�t ico int r �nseco.  Sin 

em bargo, un posible m ecanism o para la generaci�n de la necesar ia asim et r �a dipolo-

dipolo29 es la form aci�n de una est ructura secundar ia ( t ransiente)  de l�m ina -alfa ( Ô!-

sheet Õ) ,  la cual es propuesta por num erosos invest igadores36-38,3,39 com o una fase 

t ransitor ia en la am iloidosis proteica. El dipolo elect rost �t ico en cada una de las esfer as 

coloidales resulta lo suficientem ente fuerte com o para superar la repulsi�n Coulom bica. En 

la l�m ina alfa, a diferencia de ot ras conform aciones, los enlaces pept �dicos est � n or ientados 

en paralelo a fin de que los dipolos de los enlaces indiv iduales puedan sum arse para crear 

un fuerte dipolo elect rost �t ico global,  con todos l os grupos NH est �n hacia un  lado y todos 

los grupos carbonilo est �n en el ot ro lado de la ca dena de polip�pt ido , por lo que la !- sheet  

acum ula una separaci�n inherente de carga elect rost �t ica (Figura 4.3 0) . La 

com plem entar iedad de form a40 tam bi�n puede confer ir  especificidad a este proceso.  
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Figura 4 .3 0  Esquem a de est ructura  de l�m ina a lfa . Se observa la  generaci�n de pu entes de hidr �geno 
ent re  los grupos am ida y carbonilo ta l com o ocurre para  l�m ina beta , per o a  lo largo de la  cadena 
polipept �dica todos los grupos carbonilo se or ientan hacia  un lado m ient ras que los grupo NH se 
or ientan hacia  e l ot ro. 

La producci�n de ffs llega a su fin cuando estas surgen a part ir  y  a costo de los acunas 

product ivos, quienes desaparecen del m edio de reacci�n resaltando su naturaleza 

t ransiente. Los ejem plos donde se observan m �lt iples  uniones de acunas con una m ism a 

fibra (Figuras 4.22 paneles J y M;  Figura 4.25 y 27)  sugieren que concatenaciones de ffs 

pueden servir  com o cent ros de acreci�n generando acunas secundar ios. Una vez libres en 

soluci�n, l os ffs se encam inan ir reversiblem ente hacia la evolucionan que los llevar � hasta 

convert irse en m afs. Para ellos los ffs se convierten pr im ero en ot ra form a fibr ilar ,  las fibras 

Ò desnudasÓ  (dfs) .  Las dfs se dist inguen por su falta de decoro superficial y lateral del halo o 

velcro m olecular (Figura 4.22 panel R) . De acuerdo a lo postulado previam ente 

proponem os que el decoro lateral es una propiedad inherentem ente din�m ica que refleja el 

estado general coloidal del sistem a. Aunque este recubr im iento subsiste a m oderadas 

diluciones isot �nicas , se pierde t ras la cent r ifugaci�n o crom atograf�a de exclusi�n por 

tam a�o realizadas sobre fbs y  ffs.  Estos procedim ientos, a m enudo ut ilizados en el 

fraccionam iento de los olig�m eros am iloide s, dism inuyen la concent raci�n de prote�na libre. 

Teniendo en cuenta que la etapa siguiente de fibr ilizaci�n hace lo m ism o (ver m �s abajo) , 

concluim os que el recubr im iento superficial observado para ffs ( y  fbs)  refleja la asociaci�n 

no covalente de com o m on�m ero y/ o olig�m eros con un n�cleo com pacto. Un estudio de 

agregaci�n  reciente41 de interm ediar ios prefibr ilares de wtAS, en el cual se siem bra con una 

t r iple m utante de AS no com petente para la agregaci�n (A30P/ A56P/ A76P m utante TP aS) , 

presenta im �genes de m icroscop�a elect r �nica que guardan gran sim ilitud con las ffs aqu� 

presentadas (Figura 4.31) .  
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Figura 4 .3 1  I m agen de TEM de fibr illas obtenidas en la  agregaci�n de AS y TP - AS ( Figura 2 A de 4 1 )  
que guardan cierta  sim ilitud est ructura l con ffs y e l decoro la tera l. 

Habiendo alcanzado la form aci�n de dfs se abandona la etapa coloidal y se pasa a la etapa 

fibr ilar  del SAS (pasos 7 y 8) . Esta etapa resulta ser �nic a en m uchos aspectos, de los 

cuales el m �s notable es la t ransici�n concertada en la est r uctura secundar ia de ffs (a 

t rav�s de dfs)  hacia una est ructura de l�m ina beta cruzada ( Ô cross- ! - sheet Õ)  que const ituye 

la secci�n t ransversal elem ent al de m afs.  Xu29 proporciona una descr ipci�n detallada del 

m ecanism o para la t ransici�n ent re una !- sheet  y una cross- ! - sheet  bas�ndose en 

consideraciones te�r icas y exper im entales. La l�m ina alfa , una vez form ada, puede 

convert irse en la est ructura cross- ! - sheet  term odin�m icam ente m �s estable v ist a en fibras 

am iloides m aduras m ediante la rotaci�n de 180 ¡ de los planos de  los enlaces pept �dicos de 

los residuos de am ino�cidos alternat ivos, j unto con  sus grupos funcionales. Tal 

t ransform aci�n podr�a ocurr ir  desde el inter ior  o las puntas term inales de la fibra bajo la 

influencia de peque�as var iaciones en las concent ra ciones de las m ol�culas efectoras. Esta 

es una hip�tesis at ract iva con respecto a la evoluc i�n de la enferm edad, as� com o el dise�o 

de est rategias terap�ut icas. Transform aciones conform acionales bajo la influencia de un 

m olde tam bi�n desem pe�ar un papel crucial.42  

Una vez que las m afs em ergen, se suplanta el anter ior  m ecanism o de crecim iento acuna 

dependiente por un crecim iento fibr ilar  de m uy r �pida propagaci�n  a t rav�s de los sit ios 

m aduros am iloides react ivos. La adici�n r �pida de m on�m ero y/ u olig�m ero com o unidades  

est ructurales (por ejem plo, d�m eros estables32,33)  sobre los ext rem os de las fibras es m uy 

eficiente.3 En la Figura 4.28 se representa con l�neas negras punteadas el sent ido y 

direcci�n de las especies m oleculares interv in ientes en los equilibr ios f�sicos del proceso de 

agregaci�n. En  este aspecto, la etapa de crecim iento fibr ilar  hace corto-circuito en el 

sistem a de m anera ir reversible, secuest rando el m on�m ero y desplazando as� el equilibr io 

din�m ico colector de los cent ros de acreci�n acuna (pasos 1-6, pre-am iloides)  volv iendo a 

estas especies a los estad�os de m on�m eros y olig�m eros. El crecim iento a part ir  de m afs 
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es tal que los �nicos productos finales de reacci�n in v it ro y posiblem ente in v ivo son m afs 

y  m on�m ero junto a peque�os  olig�m ero s residuales. Por supuesto, este escenar io se 

aplica �nicam ente  a una reacci�n desencadenada com o un evento s�ncro no. El proceso 

cont �nuo en el estado estacionar io m �s probable en la c�lula ,  en el contexto de EP, todas 

las especies del SAS estar �an representadas en la dist r ibuci�n de la poblaci�n AS.  

De las num erosas caracter �st icas no can�nica s del m ecanism o propuesto para la agregaci�n 

de AS, la m �s significat iv a es que la neurotoxicidad puede provenir  pr incipalm ente de 

especies m oleculares solubles, que carecen de rasgos am iloides caracter �st icos de las 

cl�sicas m afs,43 con una est ructura secundar ia de cross- ! - sheet  y la tendencia a form ar 

una m alla de fibras. Las especies acunas y  ffs presentan un gran potencial de ser ( las)  

especies t �x icas de inter �s dada su com pleja est ructura superficial y su rol clave en el 

m ecanism o secuencial.  Las influencias en el contexto celular  abarcan desde m odificaciones 

en la concent raci�n de AS, interacciones con ot ras prote�nas, m em branas, com part im entos 

y organelas. 

Las ent idades acuna tam bi�n pueden servir  co m o elem entos clave de ot ros sistem as 

am iloides. Un estudio reciente del autoensam blaje del p�pt ido  A! 44 m uest ra im �genes de 

fluorescencia que recuerdan a los acunas de AS. I m �genes de AFM de Sup35 am iloidea de 

levadura m uest ra interm ediar ios am iloidog�nico s altam ente segm entados que se asem ejan 

a los ffs.45  

La fam ilia de acunas pudieron ser previam ente no detectadas debido a:  1)  su naturaleza 

t ransitor ia, 2)  su baja concent raci�n fraccional (est im ado por an�l isis de ult racent r ifugaci�n 

prelim inar com o < 20%  en la etapa acuna) ,  3)  el requisito de una alta concent raci�n inicial 

de prote�na m onom �r ica, y 4)  el uso de protocolos de lavado a la hora de realizar 

evaluaciones de AFM que desestabilizan las est ructuras (ver Cap�tulo 5) . A part ir  de este 

estudio surge la necesidad de dise�ar un m edio de fraccionam ient o de las especies 

m oleculares representadas en la Figura 4.21 a fin de determ inar sus interactom as, 

toxicidades y ant �genos. 46 En el caso de que estos � lt im os resulten espec�ficos y de fuerte 

uni�n , est rategias de vacunaci�n profil�ct ica y/ o terap�ut ica podr�an ser ut ilizadas para 

prevenir  o revert ir  el estado de la enferm edad. En paralelo, es posible buscar agentes 

select ivos47 capaces de reducir  la concent raci�n  de las especies neurot �x ic as espec�ficas, ya 

sea de m anera directa o m ediante la inhibici�n de la ent rada o facilita ndo la salida de sus 

respect ivos com part im entos. 
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Materia les y M�todos  

.  AFM. 

AFM se realiz� con un equipo Veeco Modelos Nanoscope I I I  y  V, ut ilizando puntas de nit ruro 

de silicio (SCD15, MikroMasch)  con un radio de 10 nm  y 325 KHz de frecuencia con una 

constante de fuerza de 40 N/ m  �t iles para AFM en m odo tapping en aire (Figura 4.32) . A 

m enos que se indique ot ra cosa, las m uest ras se aplicaron a la superficie de m ica reci�n 

exfoliada por spin-coat ing.  Se realiz� una diluci�n de 10 veces de la m uest ra or iginal con 

agua Milli-Q y se aplica sobre la m ica. Se dej �  durante 1 m inuto para prom over la 

interacci�n con el sust rato. Luego el sust rato es acelerado hasta la velocidad de rotaci�n 

final ( t �picam ente 2000 rpm ) . Finalm ente el sust rato que gira a una velocidad constante 

durante 2 m inutos, durante el cual la evaporaci�n del disolvente dom ina los procesos de 

adelgazam iento y de recubr im iento. Las m uest ras listas para ser escaneadas por AFM, 

pueden ser guardadas durante >  1 a�o a tem peratura am biente sin signos de degrad aci�n 

significat iva en los an�lisis poster i ores (Figura 4.25-27) . 

 
Figura 4 .3 2  I m �genes de cant ilever  SCD1 5  MikroMasch¤  ut ilizado  para  AFM ( I m �genes tom adas de los 
cat � logos online de MikroMasch, ht tp:/ / w w w .spm t ips.com / probes/ scd/ 1 5 ) . 

Los archivos fueron abiertos y aplanados con el DI Pim age (Quant itat ive I m aging Group, 

Universidad Tecnol�gica de Delft ,  Pa�ses Bajos)  MAT LAB (The MathWorks, Nat ick, MA)  caja 

de herram ientas con un scr ipt  de Bernd Rieger y Anthony De Vr ies basado en un algor itm o 

publicado.48  

 

.  Spin- coater . 

Se ut iliz� un e quipo Spin coater perteneciente a Laurell technologies Corporat ion¤ , m odelo 

ws-400B-6NPP/ LI TE acoplado a una bom ba de vaci�.  Las condicio nes ut ilizadas son de 

aceleraci�n y velocidad final son 770 rpm / s y 2000 rpm  respect ivam ente. 
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Especies interm ediar ias tem pranas 

Con el t ranscurso del t iem po, el estudio de la agregaci�n de am iloides asociado a 

enferm edades neurodegenerat ivas, ha ido tom ando dist intos enfoques. La pr im er evidencia 

de la agregaci�n fueron los dep�sitos proteicos en estudios histol�gicos realizados en 

c�lulas de pacientes enferm os. 1 En los t rastornos neurodegenerat ivos, es m uy probable que 

la alteraci�n de la funci�n celular  provenga de m anera directa de las interacciones de 

agregados proteicos con com ponentes celulares.2,3 Estos dep�sitos se encuent ran form ados 

por placas y fibras am iloideas, que de acuerdo a la enferm edad neurodegenerat iva se 

encuent ran form ados pr incipalm ente por dist intas prote�nas. En el caso de Parkinson es 

alfa-sinucle�na. 4 

De esta m anera, los pr im eros estudios se encont raban avocados a la caracter izaci�n de 

placas y fibras am iloideas5,1,6 a las cuales se les adjudicaba la citotoxicidad que produc�a la 

m uerte celular . Las fibr illas am iloideas m aduras o placas parecen ser sustancialm ente 

m enos t �x ic as que los agregados prefibr ilares. Hoy en d�a, todav�a no se ha ident if icado la 

especie (o causa)  de la m uerte celular ;  sin em bargo, un gran n�m ero de estudios indican 

que no son las fibras las especies m �s citot �x icas,  sino sus precursores.7-12 La hip�tesis de 

que la toxicidad se m anifiesta pr incipalm ente por agregados iniciales se basa en una ser ie 

de observaciones:  ( i)  no existe una correlaci�n ent re la cant idad de dep� sitos fibr ilares en 

la autopsia y la gravedad cl�nica de la enferm edad de Alzheim er o la enferm edad de 

Parkinson,13 ( ii)  m odelos de ratones t ransg�nicos de estas condicione s m uest ran s�ntom as 

con fenot ipos de la enferm edad previo a la observaci�n de dep �sitos fibr ilares ,14,15 ( iii)  

olig�m eros no  fibr ilares resultan t �x ico s en cult ivos celulares16,17 y  ( iv)  t ienen act iv idad in 

v ivo.18 

La toxicidad de estos agregados tem pranos parece resultar  de una capacidad int r �nseca 

para alterar los procesos celulares fundam entales m ediante la interacci�n con las 

m em branas celulares, causando est r �s oxidat ivo y el  aum ento de Ca2+  libre que 

eventualm ente conducen a la m uerte celular  por apoptosis o necrosis. Esta v isi�n sugiere 

que las condiciones degenerat ivas podr�a tener or �genes subyacentes sim ilares. Los 

m ecanism os celulares de protecci�n, com o chaperones  m oleculares y la m aquinar ia de 

degradaci�n de la prote�na, parece ser crucial en l a prevenci�n de la enferm edad en que 

funcionan norm alm ente los organism os vivos. 

 
5 .2  Morfolog�a  y citotox icidad.  

Debido a la baja sim ilitud ent re num erosas caracter �st icas de las prote�nas am iloideas 

(com o p.e. secuencia am inoac�dica, punto isoel�ct r ico, tam a�o, carga neta y n�m ero de 

am ino�cidos hidrof�bicos)  y la alta correspondencia  est ructural ent re sus productos finales 
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am iloideas (m afs) ,  se cree que puede exist ir  un m ecanism o Òunificad oÓ  en el que esta 

var iedad de p�pt idos com partan una ser ie de t ransfo rm aciones est ructurales com unes 

(esto se encuent ra expresado en la propuesta del m ecanism o bajo las consideraciones de la 

qu�m ica coloidal en el Cap�tulo 4 y el m odelo de ag regaci�n SAS, Figura 4.29) . Dent ro de 

este m arco, la b�sq ueda de la especie o interm ediar io citot �x ico, y la  determ inaci�n de su 

part icular est ructura (y la relaci�n Ò est ructura - funci�nÓ )  es cent ral.  Se cree que la 

determ inaci�n de la est ructura, entender c�m o se ll ega a ella y c�m o se t ransform a 

poster iorm ente en las fibras am iloideas m aduras, puede ser la clave para com prender las 

bases m oleculares-din�m ica -est ructurales que desenlazan estos procesos y (a�n m �s 

im portantes)  com o se los puede evitar ,  detener o revert ir .  

Existen una var iedad de est ructuras que surgen de num erosos estudios las cuales son 

dadas nom bres espec�ficos, part �culas peque�as, pro tofibras y donas ( ÔdoughnutsÕ) .19 La 

m ayor�a de ellos son v isualizados por AFM y/ o m icroscop�a elect r �nica de t ransm isi�n. 

Ot ros son a m enudo llam ados "agregados am orfos"  o hasta "m icelasÓ .  

 
Figura 5 .1  Esquem a de form aci�n de fibras am iloideas in vit ro a part ir  de m on�m ero  involucrando una 
ser ie  de agregados ordenados t ransientes interm edios, las protofibras. Dent ro de estas especies se 
dist inguen aquellos con m orfolog�a  esf� r ica , lineal  o de cadena y anular  ( adaptado de ref. 1 9 ) . 

Las part �culas esf�r icas peque�as son observadas y regist radas en un gran n�m ero de 

estudios.7,20,19,21 En part icular, una publicaci�n del 2006 reporta la  observaci�n de estas 

especies refer idas com o Òolig�m eros solubles ( É)  in term ediar ios de la form aci�n de fibras 

( É)  olig�m eros globulares tem pranos de la agregaci� n in v it roÓ . 22 All� reportan la form aci�n 

de lo que definim os com o part �culas esf�r icas aprec iables por AFM (Figura 5.2A)  con una 

var iedad de alturas (1.4-7.5 nm ) , y de acuerdo a determ inaciones por espect roscop�a de 

Ram an poseen una est ructura secundar ia con un 47%  de alfa-h�lice, la cual decae a 37%  

al convert irse en protofilam entos. Llam a la atenci�n  que aunque se refieren a estas 

est ructuras com o tem pranas en la agregaci�n de AS, y a que son obtenidas despu�s de 21 
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d�as de incubaci�n de AS a una concent raci�n de 300 ! M a 37ß C, y que perduran hasta por 

lo m enos los 32 d�as de incubaci�n. En el 2008, una  publicaci�n reporta la estabiliz aci�n de 

Ò olig�m eros solublesÓ  ut ilizando una alta concent ra ci�n (100 ! M)  de Baicaleina (5,6,7-

t r ihidroxiflavona)  en la incubaci�n de 70 ! M de AS a pH 7.5.23 Estos olig�m eros 

estabilizados no prosiguieron hacia la form aci�n de fibras am iloideas y re sultaron 

resistentes a su disoluci�n con concent raciones m ol ares de cloruro de guanidinio (Figura 

5.2B) . Ot ra publicaci�n del 2009 reporta la form aci �n de esferas (a las cuales se refieren 

com o Ôdiscernable hom ogeneous granulesÕ o gr �nulos hom og�neos discernibles)  obtenidas 

despu�s de 6 hs de incubaci�n de AS a una concent ra ci�n final de 69 ! M (1 m g/ m l, PM:  

14460 Da)  en 20 m M de buffer  Mes a pH 6.5 bajo agitaci�n cont inua (sin especificar m odo 

ni velocidad final)  a 37ß C.20 Se regist ran im �genes de AFM y TEM de donde determ inan un 

di�m et ro prom edio de 18.9 –  2.6 nm , con un peso m ol ecular de 159 KDa, lo que se 

corresponder�a con est ructuras conform adas por 11 m on�m eros de AS. se regist ran com o 

esferas cuya altura puede var iar  desde 5 a 25 nm  (Figura 5.2C-D) .  

 
Figura 5 .2  I m �genes de AFM ( A- C)  y TEM ( D)  de gr �nulos o esferas de AS obtenidos bajo dist intas 
condiciones de incubaci�n ( ver  texto) . ( A)  im agen t om ada de ref. 2 2 , ( B)  im agen tom ada de ref. 2 3 , ( C 
y D)  im �genes tom adas de ref. 2 0 . 

Estos ejem plos dan cuenta de la falta de consenso en la nom enclatura existente en la 

literatura. En esta tesis, nos refer im os a part �culas con sim ilares caracter �st icas com o fbs.  

Ot ros estudios reportan est ructuras de tam a�o y m or folog�a sim ilares durante la fase lag de 

Thio-T para ot ras prote�nas am iloideas A" 24,  Tau25,  Sup3526 y  Ht t 27 reforzando la idea que 

existe un m ecanism o sim ilar  para el grupo de prote�nas am iloideas.  
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Otra est ructura m uy difundida son las llam adas protofibras, la cual consta en realidad, de la 

pr im era de las est ructuras interm ediar ias reportadas ent re m on�m ero y fibras term inales. 

El t �rm ino Ò prot oÓ  se refiera al Ò pr im er oÓ  u Ò or iginalÓ ,  com o p.e. Ò protolenguaje Ó  que se 

refiere al antepasado hipot �t ico de ot ra lengua o g rupo de lenguas. En este caso, la 

protofibra hace referencia a la est ructura pr im era, or iginal y antecesora de la fibra. Esta 

definici�n y nom enclatura, aunque da la im presi�n de sim ple, sencilla y directa, en realidad 

aum enta el nivel de incert idum bre, ya que est ructuras fibr ilares (no term inales)  com o 

esferoidales y anulares ent ran dent ro de su definici�n (Figura 5.1) . A los prop�si tos de 

descr ibir  los dist intos interm ediar ios reportados, nos refer irem os a las protofibras lineales o 

de cadena, las cuales dent ro de la nom enclatura de esta tesis se corresponden con las 

fibras denom inadas com o dfs.  

Los pr im eros reportes de protofibras se realizaron para el p�pt ido A " .28-30 Sin em bargo, 

poco t iem po despu�s estudios realizados sobre AS re portan protofibras con una m orfolog�a 

de cadenas lineales (que pueden presentar cier ta curvatura)  sin ram ificaciones form adas 

por lo que parece una concatenaci�n de esferas, con  una altura de 7-10 nm  y una longitud 

de 1-5 ! m  (Figura 5.3) .31,32 Determ inaciones de espect roscop�a de I nfrarojo (FTI R)  

evidencian una banda pr incipal a 1630 cm -1 que se asocia con un alto contenido de 

l�m inas - "  lo que se corresponde con determ inaciones de Thio-T.31,32 

 
Figura 5 .3  I m �genes de AFM de protofibras de AS. ( A)  im agen tom ada de ref. 3 1 ,3 2  ,  ( B)  im agen tom ada 
de ref. 3 1 ,3 2 .  

Estas especies resultan en todos los casos insolubles en soluci�n, asociadas a una 

est ructura de l�m ina - "  y observadas en etapas avanzadas de la agregaci�n am iloidea, tal 

com o tam bi�n se descr ibe para HypF -N,33 Tau,34 A" 28-30 y  ot ras prote�nas am iloideas.  

Una especie que caus� una revoluci�n en el cam po de  am iloideas fue el descubr im iento de 

las donas ( ÔdoughnutsÕ)  o est ructuras anulares. Estas est ructuras fueron reportadas por 

pr im era vez ent re el 2000-2002 por P.T. Lansbury Jr .  para AS14,35 y  A" .36 Estas est ructuras 

fueron caracter izadas por AFM, TEM y Cr io-ET37-39 de donde se determ inaron sus 

dim ensiones con un di�m et ro externo ent re 7 -12 nm , un di�m et ro interno de 1.5 -2.5 nm  y 

una m asa m olecular correspondiente a 22-26 m on�m eros de AS o 40 -60 m on�m eros de A "  

(Figura 5.4) . 
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Figura 5 .4  I m �genes de AFM ( A- C)  y TEM ( D)  de donas y est ructuras anulares de AS y ot ras prote �nas 
( A y B)  im �genes tom ada de ref. 3 9 , ( C)  im agen tom ada de ref. 3 8 , ( D)  im �genes tom adas de ref. 3 7 . 
Las flechas en e l panel A indican la  presencia  de est ructuras anulares, a lgunas de las cuales se 
m uest ran en e l panel B. 

Debido a sus caracter �st icas est ructurales estas especies fueron inm ediatam ente asociadas 

con la form aci�n de poros en m em branas. 37-39 Se ha encont rado gran sim ilitud con los 

poros bacter ianos de Clost r idium  perfr ingens.40 Mediante la asociaci�n con m em branas y la 

form aci�n de poros, las donas podr�an desestabiliza r la hom eostasis celular  afectando 

m em branas interplasm �t icas, m itocondr iales y nuclea res. Num erosos estudios dan 

evidencias de un aum ento de corr iente en m em branas o capas lip�dicas sint �t icas lo que 

favorecen la hip�tesis de la form aci�n de poros. 41 Sin em bargo, a�n no se ha probado que 

�ste resulte en efecto el m ecanism o t �x ico de acci� n en c�lulas de pacientes que padecen 

las asociadas enferm edades neurodegenerat ivas. 

La � lt im a clase de agregados descr iptos en la liter atura se descr iben y definen com o 

Òam orfosÓ .  Estas est ructuras, tal com o su nom bre lo  indica, no m uest ran tener ning�n 

ordenam iento part icular . Su im portancia no reside en ello, si no en ot ra caracter �st ica que 

los dist ingue de todos los m encionados anter iorm ente. En general,  los agregados am orfos 

no proceden hacia la form aci�n de fibras am iloideas . Esta singular caracter �st ica, los separa 

del resto, por lo que para dist inguir los se han definido dos cam inos b�sicos en la 

agregaci�n am iloidea:  el cam ino que lleva y culm ina  en la form aci�n de fibras am iloideas y 

aquel que no;  esto se conoce en la literatura com o ÒOnÓ  y  ÒOff pathwayÓ ,  respect ivam ente 

(Figura 5.5) . Aunque es im portante considerar este aspecto, no discut irem os m �s al 

respecto, ya que todo el t rabajo realizado en esta tesis y las respect ivas especies 

interm ediar ias de la agregaci�n de AS descr iptas, s iem pre, en todos los casos y sin 



I nterm ediar ios de AS   

2 0 2  

excepci�n, han conducido hacia la form aci�n de fibr as am iloideas m aduras (m afs)  cuando 

se expone a tem peratura y agitaci�n durante t iem pos  prolongados. 

 
Figura 5 .5  Representaci�n sim plificada del proceso de autoaso ciaci�n. La form aci�n de m �lt iples 
form as m onom �r icas act ivadas genera m �lt iples v�as de agregaci�n. Hay t res pr incipales productos de 
la  reacci�n de agrega ci�n: agregados am orfos ( v�a  super ior , off- pathw ay) , olig�m eros solubles 
m orfol�gicam ente diferentes ( esferoidal y anular; s egunda y tercer  v�a  de la  parte  superior , on-
pathw ay)  y fibr illas am iloideas ( v�as infer iores, on - pathw ay) . Los cam bios en e l color  refle jan los 
posibles cam bios est ructura les. En realidad, la  situaci�n es m �s com pleja  y m �s especies pueden ser  
observadas. I nterconversiones ent re las diversas especies en v�as diferentes son tam bi�n posibles. 
( Adaptado de Ref. 4 2 )  

 

5 .3  Visualizaci�n  de est ructuras nanom �t r icas supra m oleculares y crecim iento 

fibr ilar . 

Fuera de los c�nones de los m odelos de la agregaci� n am iloidea encont ram os una ser ie de 

t rabajos en la literatura que reportan la observaci�n de est ructuras nanom �t r icas 

supram oleculares y un crecim iento fibr ilar  asociado. Resulta interesante que esto ocurre 

tanto in v it ro com o in v ivo pr incipalm ente m ediante t �cnicas de m icroscop�a �pt ica de 

fluorescencia de alta resoluci�n.  

En el 2010 se reporta la v isualizaci�n directa en s oluci�n in v it ro del p�pt ido A " (16-22) , el 

cual corresponde con el n�cleo hidrof�bico asociado  al proceso de fibr ilizaci�n. 43 En este 

estudio se realiza la sust ituci�n del residuo de li sina en el p�pt ido por Rodam ina 110, de 

m anera de ut ilizar al p�pt ido fluorescente com o son da reportera del proceso de agregaci�n. 

Com binando t �cnicas de CD, FCS y FRAP  se determ in� una concent raci�n cr �t ica de 500 ! M 

para la observaci�n del crecim iento fibr ilar .  Lo ll am at ivo fue que el crecim iento fibr ilar  
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estuvo acom pa�ado de la form aci�n de plataform as su pram oleculares de donde las fibras 

ir radian hacia el exter ior  (Figura 5.6) .  

 
Figura 5 .6  Ser ie  de im �genes por  m icroscop�a  �pt ica  que ilust ran la  observaci�n de un n�cleo o 
plataform a a  part ir  de la  cual ocurre e l proceso de crecim iento fibr ilar  en soluci�n ( Adaptado de Ref.  
4 3 ) . 

Un estudio previo, realizado sobre ! 2-m icroglobulina ( ! 2-m )  m uest ra m ediante m icroscop�a 

de fluorescencia por reflexi�n interna total (TI RFM )  el proceso de form aci�n de n�cleos a 

part ir  de los cuales se ext ienden fibras (am iloideas)  de m anera radial (Figura 5.7) .44 

 
Figura 5 .7  Ser ie  de im �genes por  TI RFM que m uest ran la  form aci�n de n�cleos y e l pro gresivo 
crecim iento fibr ilar  a  part ir  de e llos para  ! 2 - m . Escala  =  1 0 ! m  ( Adaptado de Ref. 4 4 ) . 
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Un estudio del 2009 m uest ra un com portam iento sim ilar  ut ilizando el p�pt ido com pleto 

A" (1-40)  m ediante el uso de la m ism a t �cnica donde tam bi �n se pueden apreciar  lo que 

parecen son olig�m eros esf�r icos (Figura 5.8) . 45 

 
Figura 5 .8  Ser ie  de im �genes por  TI RFM que m uest ran la  form aci�n de n�cleos y e l pro gresivo 
crecim iento fibr ilar  a  part ir  de e llos para  A" ( 1 - 4 0 ) . Escala  =  1 0 ! m  ( Adaptado de Ref. 4 5 ) . 

Los estudios previam ente descr iptos son realizados exclusivam ente in v it ro,  proveyendo 

inform aci�n v ital que apoya la observaci�n de n�cle os a part ir  de los cuales se produce el 

crecim iento fibr ilar  en sistem as am iloideos. Estudios realizados in v ivo m uest ran indicios de 

un com portam iento sim ilar  en c�lulas.  

Un estudio reportado a fines del 2012, m uest ra la observaci�n de agregados de Hunt int ina 

(Ht t )  en c�lulas PC12m  m ediante t �cnicas de m icrosc op�a de alta resoluci�n. 46 Los 

resultados m uest ran una dist r ibuci�n de agregad os en el citoplasm a de las c�lulas sin 

evidencias de su presencia en el n�cleo de las c�lu las (Figura 5.9) . 

 
Figura 5 .9  Ser ie  de im �genes que m uest ra  la  dist r ibuci�n su b- celular  de los agregados de Ht t  en 
c� lulas PC1 2 m  por m icroscop�a  �pt ica  de a lta  resoluci�n. Escala  =  5  ! m  ( Adaptado de Ref. 4 6 ) . 

Una ser ie de estudios reportados por E.A. Jares-Er ijm an y T.M. Jovin47-49 de la agregaci�n 

de AS dedicados a la detecci�n y observaci�n de int erm ediar ios y fibras en c�lulas 

m ediante estudios de m icroscop�a �pt ica, llevaron a  un reciente publicaci�n donde se 

observan est ructuras nanom �t r icas de AS con di�m et r os de hasta 200 nm  en c�lulas HeL a50 

que parecen corresponderse con las est ructuras supram oleculares denom inadas acunas 

(Figura 5.10) . 
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Figura 5 .1 0  Caracter izaci�n de agregados int racelulares de AS. ( a )  im agen confocal convencional de 
c� lulas HeLa m icroinyectada s con una m ezcla  de m on�m eros AS - At to5 3 2 , AS- RSA5 7 7  ( no fluorescente 
en las condiciones de form aci�n de im �genes) , y de w tAS. Barra  de escala , 2 5  m m . ( Recuadros)  Vistas 
deta lladas de la  presencia  de agregados nanom �t r icos  ( flecha am arilla )  y agregados m icrom �t r ico 
( flecha verde) . ( b y c)  I m agen de agregados en una regi�n citoplasm �t ica  de la  c� lula  ( b)  y la  
correspondiente im agen de cam po am plio ( c) . Barra  de escala  =  2 .5  m m , tam a�o de p�xel  =  1 5  nm . ( d)  
Deta lle  de un agregado peque�o ( di�m et ro < 4 0  nm )  ( i zquierda)  y uno de tam a�o m edio con un 
di�m et ro de 4 0 - 2 0 0  nm  ( derecha)  ext ra �dos de b. ( e)  perfiles norm alizados de intensidad 
correspondientes a  los agregados descr itos en d. ( f)  H istogram a del n�m ero de m on�m e ros ( m AS)  en 
los agregados. ( g)  La correlaci�n ent re  e l m AS y e l volum en correspondiente de los agregados. Ajuste 
lineal a  los datos ( R2  =  0 .8 5 ) . ( Adaptado de Ref. 5 0 ) . 

Estos ejem plos resultan indicios y evidencias que apoyan la posible form aci�n in v ivo de 

acunas y un m ecanism o de agregaci�n para AS (y quiz �s ot ras prote�nas am iloideas)  

acuna-dependiente. 

 



I nterm ediar ios de AS   

2 0 6  

 

Resultados 

De acuerdo a los resultados obtenidos en los exper im entos de incubaci�n a 4, 37 y 70ß C 

(Cap�tulos 3 y 4) ,  a cont inuaci�n se presenta un e studio dedicado a las especies 

oligom �r icas e interm ediar ias de AS. El estudio pre sta especial atenci�n a la especie 

denom inada acuna latente. 

Los estudios realizados sobre acunas latentes se realizan incubando AS a alta concent raci�n 

(# 250 ! M)  durante un t iem po m �nim o de 7 d�as. La ser ie de exper im entos t ienen la 

finalidad de descartar ar tefactos, confirm ar su presencia en soluci�n y  evaluar sus 

propiedades bioqu�m icas.  

 
5 .4  Acunas la tentes de w tAS y dist intas sondas fluorescentes. 

Uno de los pr im eros cont roles, fue evaluar la posible influencia que los aductos de AS 

fluorescentes pueden tener en la agregaci�n de AS. Tal com o se ejem plif ic� en el Cap�tulo 4 

(Figura 4.22)  se m uest ran im �genes de AFM de agrega ciones de wtAS sin m arca 

fluorescente ( ! )  y con 2.5% AS-MFC ( ! ) .  Para la sonda MFC no se observaron diferencias 

est ructurales com parando con wtAS, por lo que no hay evidencias que el MFC altere el 

m ecanism o de agregaci�n.  

Despu�s de un estudio a fondo de la agregaci�n in v it ro de wtAS ut ilizando 3%  de prote�na 

m arcada con la sonda MFC, se decidi� ut ilizar una s onda diferente (pireno-m aleim ido)  con 

el f in de descartar cualquier efecto directo de la sonda.51 Una m uest ra de 300 ! l se 

prepararon conteniendo 96 wtAS%  +  3%  AS-A90C pireno (concent raci�n de prote�na total 

150 ! M)  en buffer  25 m M Na-H2PO4
-/  HPO4

= ,  pH 6.2. La soluci�n se incub� en un tubo de 

1.5 m l en un term om ixer Eppendorf a 37 ¡ C y 600 rpm  durante 11 h. La m uest ra se 

escane� por AFM tal com o se descr ibi � anter iorm ente ( Figura 5.11) . 

 
Figura 5 .1 1  I m �genes de AFM de una a l�cuota  tom ada a  las 1 1  hs de agregaci�n de w tAS +  3 %  de 
A9 0 C- Pireno a  3 7 ß C. Escala  =  3 0 0  nm . 
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Las im �genes de la Figura 5.11 nos perm iten observa r la form aci�n de acunas latentes ( y 

hasta algunas fibras)  de una m uest ra que conten�a 3%  de AS-A90C-Pireno. Las est ructuras 

form adas poseen una gran sim ilitud a las observadas para MFC, por lo que no se observa 

una influencia de la sonda fluorescente a las concent raciones ut ilizadas. 

 

5 .5  AFM bajo l�quido de acunas la tentes.  

Una m uest ra de acunas latente preparada 4… C se analiz� por AFM, esta vez bajo l�quido 

(ver Mater iales y M�todos) . Se ut iliza un buffer  de  barr ido (Na-H2PO4
-/  HPO4

=  pH 6.2, 2 m M 

MgCl2)  enr iquecido en Mg2+  ut ilizado com �nm ente en el escaneo de biom ol�culas  bajo 

l�quido. El m ism o buffer se ut iliza para pre- t ratar la m ica m ediante spin-coat ing y 

poster iores lavados con agua. Finalm ente la m uest ra se aplic� sobre la m ica, dejando una 

incubaci�n de 10 m inutos previa al escaneado (Figur a 5.12)  

 
Figura 5 .1 2  I m �genes de AFM de acunas adquir idas por AFM bajo l�quido. Se m uest ra  un cam po am plio 
( Arr iba)  y un zoom  no digita l ( Abajo)  donde se indican los dos canales ut ilizados para  la  detecci�n de  
acunas en buffer  ( Altura  y Fase) . 
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Las im �genes m ost raron una  gran cant idad de m ater ial suelto en la m ezcla de reacci�n , 

coherente con la presencia de fbs y  la falta de adhesi�n de las est ructuras 

supram oleculares al subst rato. El canal de fase ayud� a v isualizar los acunas debido a su 

est ructura de m ayor densidad. En soluci�n se observaron com o est ructuras c om pactas de 

form a oval redondeada est ructuras, 300-600 nm  de tam a�o, claram ente dist inguible s del 

fondo en el que el existe m ater ial suelto. 

 

5 .6  Tom ograf�a  cr iog�nica  por  Microscopio de Transm isi�n  ( Cr io - ET) . 

Durante una estad�a y colaboraci�n con el laborator io  de The Nat ional Center for  

Macrom olecular I m aging (NCMI )  y el Baylor College of Medicine bajo la direcci�n del  Dr. 

Wah Chiu en Houston, Texas, Estados Unidos de Am � r ica se pudieron realizar exper im entos 

por Cr io Microsocop�a Elect r �nica o Cr io -ET ( ÔCryo-Elect ron Tom ographyÕ o Tom ograf�a Cr io-

Elect r �nica)  que br indaron inform aci�n relevante a la est ructura interna de los ensam blados 

supram oleculares. 

La Cr io-ET es una t �cnica donde se ut iliza un m icrocopio de t ransm isi�n elect r �nica (TE)  

sobre una m uest ra en soluci�n que es v it r if icada so bre una gr illa. Mediante la com binaci�n 

de un equipo m ec�nico encargado de la deposici�n de  la m uest ra sobre la gr illa y el uso de 

un ba�o en Etano ( liq.)  a -172ß C se congela de m anera instant �nea la m uest ra, obteniendo 

un espesor determ inado de hasta 500-700 nm . Sobre las gr illas con las m uest ras 

v it r if icadas se realizan barr idos sucesivos alternando el �ngulo de incidencia regist rando las 

sucesivas capas a t rav�s de las cua les se realiza una reconst rucci�n t r idim ensional de  las 

especies en soluci�n.  

Se com ienza confirm ando la presencia de acunas latentes sobre una m uest ra de wtAS 

incubado durante 6 d�as a 4ß C (Figura 5.13) . 

 
Figura 5 .1 3  I m agen de AFM de acunas la tentes de w tAS preparados por incubaci�n a  4 ß C durante 6  
d�as para  ser  analizados por  Cr io- ET. 
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Confirm ando la presencia de las est ructuras supram oleculares por AFM se aplica la soluci�n 

de interm ediar ios sobre una gr illa de cobre (ver Mater iales y M�todos) . I m �genes de la 

gr illa, j unto con un cam po am plio y un zoom  m uest ran la deposici�n de acunas latentes 

(Figura 5.14) . 

 
Figura 5 .1 4  ( a)  Fotograf�a  de gr illa  de cobre ut ilizada para  Cr io- ET. Posee un recubrim iento de una 
m alla  ( com o se m uest ra  en la  am pliaci�n)  Mesh 2 0 0 , sobre e l cual se deposita  la  m uest ra . ( b)  I m agen 
de TE de la  re j illa  con est ructuras a largadas ( acunas la tentes)  depositado sobre la  re j illa . Su 
m orfolog�a  se corresponde con las observadas en Figura 5 .2 . ( c)  Am pliaci�n de la  zona m arcada con 
c�rculo rojo correspondiente a  un �nica  im agen de TE de un acuna w tAS. 

A cont inuaci�n se m uest ran una ser ie de cam pos a lo  largo de la gr illa donde se puede 

apreciar la hom ogeneidad de deposici�n de la m uest r a (Figura 5.15) . 

 
Figura 5 .1 5  I m �genes de TEM corr espondientes a  dist intos cam pos de la  gr illa  de cobre. Se puede 
apreciar  cierta  var iaci�n en los tam a�os observados  para  acunas la tentes m anteniendo un gran 
hom ogeneidad en todo el cam po. Se observa una gran correspondencia  con las im �genes obtenida s 
por  AFM l�quido ( Figura  5 .1 2 ) . 
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Muest ras no fij adas, ni te� idas de acunas latentes fu eron fotografiadas por Cr io-ET. A 

cont inuaci�n se presentan las pr im eras reconst rucci ones por Cr io-ET correspondientes a 

acunas latentes (Figura 5.16) . 

 

Figura 5 .1 6  Cr io- ET de un acuna la tente. ( A)  Un corte  en e l e je  z ( corte  N…  5 1  de 7 7 a  lo largo del e je  
Z)  correspondiente a  un tom ogram a t r idim ensional. Las flechas indican un filam ento que at raviesa la  
acuna. ( B)  una reconst rucci�n de un acuna la ten te. Se destaca una ser ie  de est ructuras de dist inta  
densidad representadas por  dist intos colores ( am arillo ! rosa ! violeta) . La  regi�n cent ra l se ident ifica  
con el color  am arillo. Una red de filam entos se encuentran en la  m ism a regi�n e  ir radiando hacia  fuera  
de la  acuna. Estos filam entos form an conexiones con las m asas vecinas m as peque�as ( am arillo) , que 
se presum en son zonas de acreci�n form ada por  var ios fbs.  ( C)  Una secci�n de 2 0  nm  de espesor 
perteneciente a  una tom ograf�a , que m uest ra  las interconexiones ent re  la  m asa cent ra l y aquellas a  
sus a lrededores. Una vista  am pliada de la  zona se m arca por  la  zona recuadrada y se m uest ra  en e l 
panel E. ( D)  una secci�n gruesa de 2 0 0  nm  de espesor correspondiente a  las regiones internar  de la  
acuna, las flechas indican una condensaci�n de m asas ( p�rpura) . Recuadro: una im agen de AFM de 
una acuna perteneciente a  la  m ism a preparaci�n, barra  de escala  blanco: 3 0 0  nm , ver  Figura  5 .3 . ( E)  
Una am pliaci�n del � rea  recuadrada en e l panel C, d onde se pueden observar  dos cent ros condensados 
( am arillo)  interconectados por filam entos ( rojo) . Todas las barras de escala  negros: 1 0 0  nm . 

Se analiz� una �nica est ructura de la ser ie de acun as depositadas sobre la gr illa, 

correspondiente a la observada en la Figura 5.16C. La Figura 5.16A m uest ra un corte en el 

eje z correspondiente a la ser ie de 77 cortes regist rados para la reconst rucci�n 

t r idim ensional.  En la zona que se ubica la acuna es posible observar una diferencia de 

intensidad correspondiente a un aum ento de densidad. Las flechas indican un filam ento que 

at raviesa la acuna. El panel B m uest ra la reconst rucci�n com pleta de la  acuna con los 77 
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cortes en el eje Z superpuestos. La ser ie de est ructuras con dist inta densidad son 

representadas por dist intos colores (am arillo! rosa! v ioleta) . La regi�n cent ral presenta 

una form a circular / obloide y se ident if ica con el color am arillo con unos 400-600 nm  de 

di�m et ro . La est ructura interna se com pone de dos elem entos caracter �st icos:  f ilam entos y 

zonas de m asas (coloidales)  condensadas (48 –  5 nm ) . Se observa una red de filam entos 

que se encuent ran en esa regi�n, at raves�ndola. Adem �s se observa una ex tensi�n de los 

filam entos hacia afuera de la acuna. Estos filam entos parecen form ar conexiones con 

m asas am arillas m �s peque�as vec inas ( tam bi�n en am arillo) .  Estas m asas de m enor 

tam a�os pueden corresponderse a zonas de acreci�n form ada por var ios fbs.  El panel C 

m uest ra una secci�n de tan s�lo 20 nm  de espesor perteneciente donde se m uest ran las 

interconexiones ent re la m asa cent ral y aquellas a sus alrededores. La regi�n interna del 

acuna se detalla en el panel D, una secci�n gruesa de 200 nm  de espesor donde flechas de 

color rojo indican la presencia de condensaciones de m asas (p�rpura) . Un detalle de los 

filam entos (en color rojo y negro)  se m uest ra en el panel E. El di�m et ro de los filam entos 

es de 5.0 +  0.5 nm , lo cual esta en correspondencia con m odelos de posibles est ructuras 

oligom �r icas  de AS ( t r �m eros y tet r �m eros) .  Los filam entos parecen surgir  de las m asas 

coloidales condensadas form ando una red conect iva dent ro de la acuna y en su superficie. 

 
5 .7  AFM sobre ot ros sust ratos. 

Se realiza una evaluaci�n de la influencia del sust rato por AFM. Previam ente (y en el resto 

de exper im entos)  se ut iliza m ica. A cont inuaci�n se  m uest ra la ut ilizaci�n de v idr io com o 

sust rato para AFM en m odo tapping en aire (Figura 5.17) . 

 
Figura 5 .1 7  I m �genes de AFM de acunas depositados sobre vidr io por  spin- coat ing preparados a  4  …C a 
part ir  de 3 0 0  w tAS. ( A, C)  Cam pos de 1 0  y 5  ! m , respect ivam ente, donde la  m uest ra  se diluy� 1 0  
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veces con agua Milli- Q. ( B, D)  La m ism a m uest ra  diluida 2 0  veces antes de la  deposici�n sobre e l 
sust rato. Los cam pos de 1 0  y 5  m icras se m uest ran para  com paraci�n. Barras de escala  =  5 0 0  nm . 

Se prepara una diluci�n en agua (1 en 10)  a part ir  de la  soluci�n de acunas latentes. La 

m uest ra se deposita sobre v idr io m ediante spin-coat ing.  Al escanear por AFM se observa 

una gran acum ulaci�n de m ater ial.  Por lo que se dec ide realizar una segunda diluci�n (1 en 

20)  y volver a escanear. Al realizar esta nueva diluci�n fue posible escanear una ser ie de 

est ructuras que guardan una alta correspondencia con las im �genes adquir idas en m ica, 

por lo que no se observa una influencia determ in�st ica del sust rato ut ilizado en la est ructura 

obtenida de los acunas. 

 

5 .8  Protocolos de lavado en AFM. 

La preparaci�n de las m uest ras para AFM puede resul tar  determ inante de las est ructuras 

observadas. Debido a la sim plicidad y velocidad de escaneo del AFM en aire com parado con 

aquel realizado bajo l�quido, este resulta la opci� n m �s ut ilizada. Las m uest ras de AFM son 

a m enudo som et idas a un procedim iento que involucra un lavado in situ con el f in de 

reducir  la inter ferencia de sal residual despu�s de l secado en aire as� com o desplazar todo 

el m ater ial que se encuent re suelto en soluci�n (di sm inuye la posibilidad de contam inaci�n 

de la punta) .  

La m ayor�a de las publicaciones descr iben una preparaci�n de la m uest ra de cuat ro etapas:  

( i)  deposici�n de la soluci�n (diluci�n)  sobre e l sust rato (m ica) , ( ii)  incubaci�n, perm it iendo 

que las especies de adhieran a la m ica, ( iii)  lavado con agua (el cual puede repet irse m �s 

de una vez) , y ( iv)  secado por bom ba de vac�o. A m odo de evaluar esta m etodolog�a, se 

prepar� una soluci�n de acunas latentes de acuerdo a este procedim iento y se escane� por 

AFM (Figura 5.18) . 

 
Figura 5 .1 8  Lavado de acunas. ( a )  I m agen de AFM de una diluci� n ( 1  en 1 0 )  de w tAS +  4 %  AS- A9 0 C-
pireno incubado 1 1  hs a  3 7  … C, la  cual se m antuvo a 4  ¡C. La m uest ra  se seco por  evaporaci�n a  TA 
durante 3 0  m in sin recurr ir  a l spin- coat ing .  ( b)  La  m ism a m uest ra  t ratada de acuerdo con el protocolo 
de lavado ( v�ase m �s arr iba) . Se destacan las depre siones con c�rculos punteados rojos. Barra  de 
escala , 5 0 0  nm . 
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La Figura 5.18 m uest ra el efecto de la int roducci�n de una etapa d e lavado en el protocolo 

de preparaci�n de la m uest ra. La etapa de lavado produce una disociaci�n de las acunas 

acom pa�ado por el aum ento  del m ater ial en form a de part �culas peque�as  apreciables en el 

fondo. Se observa una ser ie de depresiones circulares en la capa subyacente, las cuales 

son del tam a�o y form a de acunas regist radas previam ente. En algunos casos es posible 

observar fibras que recuerdan las ffs,  que quedan com o residuos. Estas ffs se encuent ran 

cent radas con respecto a las depresiones circulares. Por lo que es posible concluir  que las 

acunas se encuent ra unidas no covalentem ente y son sensibles a procesos de lavado 

( rem oci�n de m on�m ero de AS, desplazam iento de equi libr io) ,  m ient ras que las ffs indican 

tener una m ayor resistencia a una baja fuerza i�nica.  

 
5 .9  Acunas com o sem illas de la  agregaci�n .  

Se realiza un exper im ento a fin de evaluar la propiedad de los acunas latentes com o 

sem illas de la agregaci�n de AS. Se prepararan  dos soluciones de wtAS (200! l 300! M)  

donde una m uest ra no cont iene aducto fluorescente (Muest ra 1) , m ient ras que la segunda 

si lo hace con 3%  de A140C-MFC (Muest ra 2) . Am bas soluciones se incuban durante 5 d�as 

a 4ß C. Se regist ran los espect ros de em isi�n  (Figura 5.19) .  

 
Figura 5 .1 9  Fluorescencia  de Muest ra  1  ( negro)  y Muest ra  2  ( rojo)  t ras 5  d�as de incubaci�n en fr �o.  

La Muest ra 1 m uest ra un espect ro de em isi�n caracte r �st ico de la fluorescencia int r �nseca 

de wtAS, m ient ras que la Muest ra 2 posee un espect ro de em isi�n dual con un valor de 

T* / N*  de 0.85. Se tom a una al�cuota de am bas m uest ras para ser analizada por AFM, en el 

cual se confirm a la presencia de acunas, sin observar diferencias ent re am bas m uest ras 

(Figura 5.20) . Por lo que en este punto se t iene en la Muest ra 1 una m ezcla de acunas no 

fluorescentes, y en la Muest ra 2 una m ezcla de acunas fluorescentes. 
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Figura 5 .2 0  I m �genes de AFM t ras 5  d�as de incubaci�n en fr �o d e w tAS. Escala  =  5 0 0  nm  

Luego de este per�odo de incubaci�n se a�ade AS m on om �r ica fresca a am bas soluciones 

de m anera de reponer el m on�m ero consum ido en la fo rm aci�n de acunas y ot ras especies 

interm ediar ias tem pranas, sin diluir  la cant idad de m on�m ero significat ivam ente de m anera 

de m antener el equilibr io de form aci�n de acunas. S e ut iliza wtAS (100! l 200! M) , y se 

a�ade la m ism a cant idad a am bas m uest ras. Adem �s, e n la Muest ra 1 que no ten�a aducto 

fluorescente, se a�ade una cant idad de A140C -MFC de m anera que am bas m uest ras sean 

id�nt icas en com posici�n y concent raci�n final (300 ! l 266! M) . Se dejan 24 hs m �s de 

incubaci�n en fr �o debido al m anipuleo del m ezclado  y perm it ir  el asentam iento de las 

est ructuras. Luego se regist ran los espect ros de em isi�n (Figura 5.21) .  

 
Figura 5 .2 1  Fluorescencia  de Muest ra  1  ( negro)  y Muest ra  2  ( rojo)  t ras e l agregado de m on�m ero de 

AS y aducto fluorescente ( Muest ra  1 )  y m on�m ero de AS ( Muest ra  2 ) . 

Se observan espect ros de em isi�n con dos bandas, do nde la fluorescencia total se 

corresponde con una concent raci�n m uy sim ilar  para am bas m uest ras. Se obt ienen valores 

de T* / N*  de 0.73 y 0.81 para las Muest ras 1 y 2, respect ivam ente. Esto esta de acuerdo a 

lo esperado, ya que en la Muest ra 1 el aducto A140C-MFC se encuent ra com o m on�m ero 
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en soluci�n al no tener t iem po de incorporarse y au to-ensam blarse en est ructuras de 

m ayor com plej idad. En la Muest ra 2, s�lo se a�adi� m on�m ero AS, por lo que el aducto 

fluorescente ya se encuent ra incluido en las est ructuras supram oleculares (acunas 

fluorescentes) , y por tanto se observa una peque�a diluci�n al dism inuir  la em isi�n 

absoluta del espect ro de fluorescencia ( correspondiente con el factor de diluci�n) ,  sin 

alterarse el valor de T* / N* .  

A part ir  de este punto se inicia la incubaci�n a 37 ¡ C durante aproxim adam ente 24 horas 

Durante este t iem po se regit raron los espect ros de em isi�n a las 16 y 26 hs de incubaci�n y 

se tom aron al�cuotas que fueron escaneadas por AFM. Al incubar a una m ayor tem peratura 

se observan cam bios dr �st icos  en la intensidad de la banda T, aum entando 

progresivam ente con el t iem po de incubaci�n (Figura  5.21) . Esto ocurre para am bas 

m uest ras. Adem �s se observa un aum ento en la intens idad correspondiente a la se�al de 

scat ter ing,  asociada a la turbidez de las soluciones y referencia interna del proceso de 

agregaci�n com parable a la inform aci�n provista por  ensayos de Thio-T (Figura 5.22) . 

 
Figura 5 .2 2  Fluorescencia  de Muest ra  1  ( I zq.)  y Muest ra  2  ( Der .)  t ras la  incubaci�n a  3 7 ß C. Se p arten 
de las m uest ras incubadas en fr �o t ras e l agregado de m on�m ero de AS ( curvas negras) , y se incuba a  
3 7 ß C, regist rando los espect ros a  las 1 6  hs ( curvas rojas)  y 2 6  hs ( curvas negras) . Se observa 
aum ento del scat ter ing  regist rado a  3 6 5  nm . 

Los cam bios observados son coherentes para am bas m uest ras. A las 16 hs se observa un 

aum ento del QY m anteniendo la relaci�n de bandas (c urvas rojas, Figura 5.21) .  Pero a las 

26 hs se observa el aum ento dr �st ico y repent ino de  la intensidad de la banda T (T* / N*  

igual a 6.1 y 4.8 para Muest ra 1 y 2 respect ivam ente) . Una diferencia notable son los 

valores de scat ter ing,  regist rados a 365 nm . En la Muest ra 1 se obt iene un cam bio de 1.5 a 

8.82 (de curva roja a azul) ,  m ient ras que la Muest ra 2  m uest ra un cam bio de 1.6 a 29.4 

(de curva roja a azul) .   

A cont inuaci�n se m uest ran im �genes de AFM t ras 16 hs de incubaci�n a 37ß C (Figura 

5.23) . 
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Figura 5 .2 3  I m �genes de AFM t ras e l agregado de m on�m ero de AS y 2 5  hs de incubaci�n en fr �o. 

Escala  =  5 0 0  nm  

Tras la diluci�n con m on�m ero y 16 hs de incubaci�n  37ß C se observan m enor n�m ero de 

acunas por cam po pero con m ejor definici�n en su m o rfolog�a y un di�m et ro apenas m ayor. 

El m ayor cam bio se observa t ras 26 hs de incubaci�n  con un aum ento de la se�al d e T* / N*  

(6.1 y 4.8 para Muest ra 1 y 2 respect ivam ente)  y la se�al de scat ter ing (8.8 y 29.4 para 

Muest ra 1 y 2 respect ivam ente) . 

Debido a la sim ilitud de com portam iento en las bandas T, pero las diferencias en scat ter ing 

ent re m uest ras pueden explicarse de la siguiente m anera:  La Muest ra 2 parte de acunas 

fluorescentes que ya t ienen incorporado el aducto ( con algo de aducto libre en soluci�n) ,  

por lo que al proseguir  en la agregaci�n se observa  el aum ento de T* / N*  debido a los 

cam bios est ructurales que se dan. La observaci�n de un valor de scat ter ing alto se debe a 

que las fibras liberadas poseen una buena parte de aducto fluorescente incorporado en sus 

est ructuras.  

En cam bio en la Muest ra 1 se parte de acunas no fluorescentes. Con el t iem po de 

incubaci�n s e perm ite la r �pida incorporaci�n del aducto a las est ructuras en la form aci�n 

de fibras, y por eso se observa el cam bio de fluorescencia. Sin em bargo, en este punto ya 

se liberaron una parte de fibras en la soluci�n sin  aducto que producen una baja se�al de 

scat ter ing.  La sonda es lo suficientem ente sensible para regist rar  los cam bios 

conform acionales en la agregaci�n de AS, pero el ag regado del aducto despu�s de la 

form aci�n de acunas perm ite ver diferencias de las fibras liberadas en soluci�n. Esto da un a 

evidencia m �s que la form aci�n de fibras se d� desd e los acunas liberando las fibras en la 

soluci�n m ediante calentam iento y agitaci�n.  

A cont inuaci�n se m uest ran im �genes de AFM obtenida  t ras 26 hs de incubaci�n a 37ß C 

(Figura 5.24) . En estas im �genes se observa la form aci�n de acunas product ivos con la 

prolongaci�n de fibras.  
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Figura 5 .2 4  I m �gen es de AFM t ras 2 6  hs de incubaci�n a  3 7 ß C. Se observa la  form aci �n de acunas 

product ivos y fibras en e l m edio de reacci�n. Escal a  ( I zq.)  =  2  ! m ; Escala  ( Der .)  =  5 0 0  nm   

Luego am bas m uest ras con fibras se guardaron a 4ß C durante 2 sem anas. Al cabo de este 

t iem po se regist raron los espect ros de fluorescencia (Figura 5.25) . 

 
Figura 5 .2 5  Fluorescencia  de Muest ra  1  ( negro)  y Muest ra  2  ( rojo)  de las soluciones incubadas durante 
2 6  hs a  3 7 ß C y guardadas a  4 ß C durante 1 5  d�as sin agitaci�n.  

El com portam iento de las m uest ras resulta m uy interesante, ya que am bas dism inuyen los 

valores de intensidad de la banda T en la m ism a m edida (T* / N*  igual a 3.5 y 3.2 para 

Muest ra 1 y 2 respect ivam ente)  y m ant ienen sus respect ivos valores de scat ter ing 

constantes. Esto indica que durante la poster ior  incubaci�n a 4ß C se produce un 

reordenam iento no antes v isto (a 37ß C)  donde se expone la sonda fluorescente 

( incorporada en est ructuras fibr ilares)  a un m edio m �s polar.  

Al tom ar una al�cuota de la soluciones se observa la form aci�n de fibras m as prolongadas y 

la ausencia de acunas (Figura 5.26) . Esto es ot ra indicio de que una vez alcanzada la 

form aci�n de fibras, el m ecanism o de propagaci�n po r adici�n de m ater ial sobre los 

ext rem os fibr ilares resulta m uy eficiente donde ya no se requiere una alta tem peratura, 
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desplazando el equilibr io sin la necesidad de las plataform as supram oleculares, 

prosiguiendo hacia la form aci�n de fibras.  

 
Figura 5 .2 6  I m agen de AFM de las soluciones incubadas durante 1 5  d�as a  baja  tem peratura .  Escala  =  
5 0 0  nm . 

Ahora, al incubarse unas 21 hs nuevam ente a 37ß C se observa para am bas m uest ras un 

aum ento inm ediato de la se�al de T* / N*  (4.0 y 4.8 p ara Muest ra 1 y 2 respect ivam ente)  

acom pa�ado con el aum ento de scat ter ing (39.5 y 84.5 resgist rados a 365 nm  para 

Muest ra 1 y 2 respect ivam ente) . Junto a los espect ros de em isi�n se analizan al�cuotas por 

AFM (Figura 5.27) . Por lo que la exposici�n a agita ci�n y tem peratura prom ueve un 

reordenam iento final del ext rem o C- term inal hacia la form aci�n de fibras, observadas por 

AFM. 

 
Figura 5 .2 7  Fluorescencia  de Muest ra  1  ( negro)  y Muest ra  2  ( rojo)  t ras 2 1  hs de incubaci�n  a  3 7 ß C con 
agitaci�n. Las m uest ras im �genes de AFM m uy sim ilar es con un fondo lim pio y la  form aci�n de fibras 
am iloideas de > 8  ! m  de largo y a lto nivel de ent recruzam iento. 

Las m uest ras por tanto reflejan el reordenam iento del ext rem o C- term inal en la agregaci�n 

de AS m odulado por la incubaci�n a dist intas tem per aturas. La se�al de scat ter ing m as 

baja para la Muest ra 1 se corresponde con un m enor n�m ero de fibras fluorescentes. El 
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grado de agregaci�n es reportado con m ayor precisi� n por la se�al de T* / N*  c onfirm ada 

por las im �genes observadas por AFM.  

 

5 .1 0  Microscop�a  de Barr ido Elect r �n ico ( SEM) .  

En una agregaci�n de wtAS a 350 ! M incubada a 37ß C se tom aron al�cuotas las cuales se 

escanearon por SEM. La m uest ra se deposita y despu�s  de seca se recubre con una fina 

capa de oro m ediante la t �cnica denom inada sput ter ing donde se ioniza oro el cual se 

deposita sobre la m uest ra. Esta t �cnica es g eneralm ente ut ilizada para la observaci�n de 

m uest ras de m ater ial biol�gico por SEM de m anera de  obtener im �genes con un m ejor 

cont raste. 

A cont inuaci�n se m uest ran t res im �genes de SEM que  se corresponden con 3 al�cuotas 

tom adas a 3 t iem pos (2, 6 y 17 hs) . Se observan una ser ie de especies que se asem ejan en 

tam a�o y m orfolog�a a fbs,  acunas y fibras (Figura 5.28) . 

 
Figura 5 .2 8  I m �g enes de SEM de a l�cuotas de una agregaci�n de  AS a  3 7 ß C tom adas a  dist intos 
t iem pos ( 2 , 6  y 1 7  hs) . Escala  =  2 0 0  nm . 

Esto const ituye ot ro ejem plo de la form aci�n de acu nas y de la observaci�n de estas 

est ructuras m ediante una t �cnica dist inta de alta r esoluci�n com o el SEM. La m orfolog�a de 

las est ructuras concuerda con las observadas previam ente por AFM. 

 
 
5 .1 1  Efecto de diluci�n  isot �n ica .  

Para estudiar los efectos tanto de la sal y la concent raci�n de prote�na en la m orfolog�a y la 

estabilidad de acunas latentes, se realiza una ser ie de exper im entos con diferentes 

diluciones evaluando la est ructuras obtenidas por AFM.  

El estudio se realiza a part ir  de una al�cuota obtenida a las 11 hs de la agregaci� n a 37ß C 

de una soluci�n de 150 ! M de wtAS +  4%  A90C-Pireno en buffer  25 m M Na-H2PO4
-/  HPO4

=   

pH 6.2. Esta al�cuota se guard� a 4ß C durante 7 d�as y se analiz� por AFM (Figura 5.29) .  
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Figura 5 .2 9  I m � genes de AFM de acunas la tentes. Concent raci�n fina l de AS 1 5 ! M y buffer  2 .5 m M. 
Escala  =  3 0 0  nm . 

La m uest ra correspondiente a la Figura 5.19 se diluy� 1 en 10 en agua y se aplic� sobre 

m ica sec�ndola por spin-coat ing.  De esta m anera la concent raci�n final de AS es de  15! M y 

del buffer  2.5 m M.  

Sobre la m ism a m uest ra se realiza una diluci�n 1 en  20 con agua, de m anera que la 

concent raci�n final de AS es de 7 ! M y de buffer  1.25m M (Figura 5.30) . 

 
Figura 5 .3 0  I m � genes de AFM de acunas la tentes. Concentraci�n fina l de AS 7 ! M y buffer  2 .5 m M. 
Escala  =  3 0 0  nm . 

Al duplicar la diluci�n se observa una p�rdida parc ial en la definici�n est ructural de acunas 

y un aum ento en la cant idad de m ater ial suelto en el fondo, lo que indica que los acunas 

requieren una fuerza i�n ica determ inada para su estabilidad est ructural.  

Se cont in�a realizando una nueva diluci�n a part ir  de la al�cuota or iginal de 1 en 50 pero en 

lugar de ut ilizar agua se ut iliza buffer  2.5 m M. De esta m anera la concent raci�n final de AS 

resulta de 3! M (Figura 5.31) . 
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Figura 5 .3 1  I m � genes de AFM de acunas la tentes. Concentraci�n fina l de AS 3 ! M y buffer  2 .5 m M. 
Escala  =  3 0 0  nm . 

Se observa la presencia de acunas m anteniendo su form a, aunque algo m �s com pacta en 

apar iencia y con m ucho m enos m ater ial suelto v isible en el fondo, en com paraci�n a la 

Figura 5.30. 

Por � lt im o, se prepar� ot ra de diluci�n 1 en 50 per o ut ilizando buffer  25 m M (Figura 5.32) .  

 
Figura 5 .3 2  I m � genes de AFM de acunas la tentes. Concent raci�n fina l de AS 3 ! M y buffer  2 .5 m M. 
Escala  =  3 0 0  nm . 

En este caso se observan Ò islasÓ  donde se pueden di st inguir  var ias est ructuras circulares 

donde se ident if ican ent re 4 y 5 acunas con borrosidad aparente en la superficie. Al parece 

un aum ento en la fuerza i�nica prom ueve un ensam blaje m �s denso, prob ablem ente 

debido al blindaje elect rost �t ico.  
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5 .1 2  Polim orfism o de acunas. 

A cont inuaci�n se presenta los resultados obtenidos  en un exper im ento de agregaci� n de 

AS a 37ß C. En esta ocasi�n se ut iliz� el aducto A18 C-MFC com o reportero de la agregaci�n. 

Durante el exper im ento se tom aron al�cuotas que fueron evaluadas por AFM en aire en 

m odo tapping (Figura 5.33) .  

 
Figura 5 .3 3  I m �gen es de AFM de agregaci�n de AS a  3 7 ß C. Al�cuotas tom adas a   2  hs ( A) , 5  hs ( B) , 1 4  
hs ( C)  y 3 0  hs ( D) . Escala  =  3 0 0  nm . 

Estas im �genes se presentan para dem ost rar que pued e exist ir  un m orfolog�a diferente de 

acunas a 37ß C, pero que en cualquier caso se observa una etapa de form aci�n de fibras a 

part ir  de n�cleos y cent ros de agregaci�n y no �nic am ente por adici�n sobre los ext rem os 

fibr ilares tal com o lo postulan los c�nones cl�sico s de la agregaci�n am iloidea. Se 

encuent ra una gran sim ilitud con las im �gene s observadas para ot ra prote�nas am iloideas 

com o ! 2-m  (Figura 5.7)  y A"  (Figura 5.8) . 

 

5 .1 3  I ncubaci�n  y form aci�n  de acunas de w tAS y A3 0 P. 

Se realiza una incubaci�n de wtAS y A30P a alta con cent raci�n 250 ! M en buffer  fosfato a 

pH fisiol�gico por un per�odo de 10 d�as, con el ob jet ivo de evaluar diferencias ent re las 

prote�nas. Al evaluar las soluciones por AFM se observaron diferencias significat ivas (Figura 

5.34) . 

 
Figura 5 .3 4  I m � genes de AFM de acunas la tentes de w tAS ( I zq.)  y AS A3 0 P ( Der .) . Escala  =  5 0 0  nm . 

En el caso de wtAS se observan acunas latentes tal com o en num erosos ot ros exper im entos 

y ejem plos. La m uest ra de A30P revel� diferencias no tables, donde no s�lo se observan 
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acunas latentes, sino tam bi�n la form aci�n de fibra s intersectadas por var ias acunas. La 

form aci�n de fibras no fue antes observada para wtAS inc ubada en fr �o. Sin em bargo, la 

m utante A30P dem uest ra ser capaz a�n en fr i� de la form aci�n de fibras, por lo que la 

m utaci�n debe ayudar a dism inuir  la barrera de ener g�a hacia la form aci�n de fibras que 

wtAS no es capaz de superar. 

 
5 .1 4  Estudio pre lim inar  de tox icidad de acunas. 

Una de las preguntas m �s interesante ( y dif�cil)  de  responder es si estos interm ediar ios ( los 

acunas)  son citot �x icos. A fin de responder esta pr egunta se realiza una incubaci�n de 

interm ediar ios en presencia de c�lulas SH -SY5Y.  

Las c�lulas SH-SY5Y es una l�nea celular  hum ana que se clon� a part ir  de una biopsia de 

m �dula �sea der ivada de l�nea llam ad a SK-N-SH en 1973. Esta l�nea m uest ra 

caracter �st icas de neuroblastom as. Un neuroblastom a es una form a de c�ncer infant il  que 

se form a en el tej ido nervioso. C�lulas SH -SY5Y se ut ilizan a m enudo com o m odelos 

neuronales in v it ro.52 

Las c�lulas SH -SY5Y t �picam ente crecen form ando grupos de c�lulas que flotan en los 

m edios de cult ivo as� com o grupos que se adhieren al plato de cult ivo. Al crecer estas 

c�lulas m uest ran una form a de Ò husoÓ  con prolongaci ones sim ilares a la form a adquir ida 

por neuronas pero de m enor longitud. La l�nea celular  SH-SY5Y se ha convert ido en un 

m odelo de c�lulas popular para la invest igaci�n de EP porque poseen m uchas 

caracter �st icas de las neuronas dopam in�rgicas. Por  ejem plo, estas c�lulas expresan 

t irosina hidroxilasa y dopam ina- " -hidroxilasa, as� com o el t ransportador de dopam ina 

caracter �st icas de c�lulas dopam in�rgicas. Adem �s, esta l�nea celular  se puede diferenciar 

en un fenot ipo m aduro funcionalm ente neuronal en presencia de diversos agentes. 

En placas de 96 pocillos se hicieron crecer c�lulas que al alcanzar un 50-70%  de 

confluencia se incubaron con las soluciones de inter �s. Se prepararon 4 soluciones:  2 

cont roles y 2 m uest ras de interm ediar ios. Los cont roles constan de buffer  y m on�m ero de 

wtAS, m ient ras que los interm ediar ios constan de las soluciones de acunas wtAS y A30P 

m ost rados en la sub-secci�n anter ior .  La progresi�n del buen estado cel ular  se realizo por 

observaci�n de la proliferaci�n y m orfolog�a de las  c�lulas ut ilizando un m icroscopio  �pt ico 

invert ido con ilum inaci�n de cont raste diferencial,  m �s conocido por sus siglas del nom bre 

en ingles DI C. Se evalu� la progresi�n en una venta na tem poral de 48 hs, regist rando 

var ios cam pos para un m ism o pocillo. Con el f in de reducir  el m etabolism o celular , para 

evitar  la proliferaci�n excesiva, se reduce el suer o disponible ( sin elim inar lo por com pleto, 

ya que las c�lulas podr�an ent rar en senescencia y m orir  por falta de alim ento)  ut ilizando 

2%  de suero fetal bovino. 

A cont inuaci�n se m uest ran lo s resultados obtenidos para las 4 m uest ras a t iem po inicial 

(Figura 5.35) . 
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Figura 5 .3 5  I m �genes de DI C de c� lulas SH - SY5 Y a  t iem po 0  hs. ( A)  cont rol Buffer , ( B)  cont rol w tAS 
m onom �r ica , ( C)  acunas la tentes w tAS, ( D)  acunas la tentes A3 0 P. Concentraci�n fina l de AS para  
m uest ras B, C y D igual a  4 5 ! M. 

En la figura 5.35 se pueden observar c�lulas SH-SY5Y correspondientes al t iem po inicial de 

incubaci�n. Cada cuadro resulta representat ivo de t odo el pocillo. Los paneles A y B 

corresponden a los cont roles de buffer  y wtAS m onom �r ica  (ult racent r ifugada previam ente)  

respect ivam ente. Los paneles C y D corresponden a los pocillos donde se co- incubaron las 

c�lulas con acunas latentes de wtAS y A30P respect i vam ente. 

En todos los casos se observa una buena proliferaci�n celular. Las c�lulas  se m uest ran 

adher idas a la placa. Adem �s posee buena m orfolog�a  m ost rando prolongaciones, 

agrupam iento ent re c�lulas y clusters que son t �pic os de esta l�nea celular .  

Los m ism os pocillos se incubaron durante 24 hs en un am biente propicio para las c�lulas 

(Figura 5.36) . 
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Figura 5 .3 6  I m �genes de DI C de c� lulas SH - SY5 Y a  t iem po 2 4  hs. ( A)  cont rol Buffer , ( B)  cont rol w tAS 
m onom �r ica , ( C)  acunas la tentes w tAS, ( D)  acunas la tentes A3 0 P. 

En la figura 5.36 se pueden observar las notor ias diferencias ent re los cont roles y las 

m uest ras que fueron incubadas con acunas. Los paneles A y B m uest ran que las c�lulas 

siguen vivas, m ost rando buena m orfolog�a y adherencia. Estas m ant ienen su form a de huso 

y es posible ver prolongaciones.  

En cam bio, en los paneles C y D se observa que al cabo de 24 hs las c�lulas pierden su 

form a, volv i�ndose redondas, com o ent rando en rem is i�n. No se observa proliferaci�n y las 

c�lulas que se encuent ran aisladas o  en grupos m uest ran signos de un alto st ress, t �pico de 

la exposici�n a un agente t �x ico.  

La incubaci�n se prolong� ot ras 24 hs para observar  el com portam iento de las m uest ras 

(Figura 5.37) . 
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Figura 5 .3 7  I m �genes de DI C de c� lu las SH- SY5 Y a  t iem po 4 8  hs. ( A)  cont rol Buffer , ( B)  cont rol w tAS 
m onom �r ica , ( C)  acunas la tentes w tAS, ( D)  acunas la tentes A3 0 P. 

En la Figura 5.37 se puede observar que los cam pos y paneles correspondientes a los 

cont roles siguen siendo viables. Las c�lula s en su m ayor�a m ant ienen una buena 

m orfolog�a, aunque tam bi�n es posible com enzar a ob servar c�lulas redondeadas, pero son 

m inor�a. En los paneles C y D es casi seguro poder afirm ar la m uerte celular  para am bos 

casos. Se observa una p�rdida considerable d e c�lulas, las que han perdido todas sus 

caracter �st icas m orfol�gicas. Adem �s, los c�m ulos d e c�lulas han dism inuido en densidad 

com o desintegr�ndose. Es posible apreciar un aum ent o de m ater ial suelto en el fondo del 

pocillo, producto de la m uerte celular.  
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Discusi�n  

Este Cap�tulo se dedica al estudio de las propiedades bioqu�m icas y citot �x icas de los 

interm ediar ios tem pranos en la agregaci�n de AS den om inados acunas. Una ser ie de 

ensayos y exper im entos se llevaron a cabo de m anera de estudiar estas especies, com o por 

ejem plo, AFM l�quido, Cr io-ET, interferencia de dist intas sondas fluorescentes, ut ilizaci�n de 

ot ros sust ratos para AFM, uso de protocolos de lavado en AFM, m odulaci�n del crecim iento 

por var iaciones interm itentes en la tem peratura, im �genes  de SEM, el efecto de la diluci�n 

en la concent raci�n total de prote�na y sal,  difere ncias de com portam iento ent re wtAS y su 

m utante fam iliar  A30P, ensayos prelim inares de citotoxicidad. 

Mediante los resultados de AFM l�quido se pudo establecer la existencia de interm ediar ios 

en soluci�n. Aunque su detecci�n resulta dificultos a debido a la gran cant idad de m ater ial 

que se encuent ra suelto y libre en soluci�n, fue po sible la detecci�n de los acunas  m ediante 

el uso de var ios canales en sim ult �neo (Altura y Fa se) . Su m orfolog�a aunque un poco 

dist inta a la observada en AFM seco, guarda una gran correspondencia en tam a�o y form a. 

Se destaca que en AFM l�quido se pierde inform aci�n  respecto del detalle de la est ructura 

interna. Las diferencias observadas ent re AFM en aire y bajo l�quido se cree que se deben 

pr incipalm ente al proceso de deposici�n y deshidrat aci�n que ocurren de m anera 

sim ult �nea produci�ndose sobre la superficie de la m ica al escanear en aire. Debido a eso 

en aire se las aprecia com o est ructuras aplastadas con di�m et ros levem ente m ayores.  

Los resultados de AFM l�quido fueron confirm ados por Cr io-ET. Esta t �cnica br ind� la 

posibilidad de un estudio de alta resoluci�n con de talles que no fueron posibles observar 

por el AFM. La Cr io-ET nos perm ite observar la est ructura interna intacta preservada por el 

proceso de v it r if icaci�n. Las im �genes de AFM bajo l�quido poseen una gran 

correspondencia con las observadas por Cr io-ET a�n perteneciendo a dist intos preparados. 

Se destaca la com pleja red de filam entos que parecen m antener unida toda la est ructura, 

acercando n�cleos de m ater ial prote�co o fbs,  los cuales en conjunto conform an esta 

est ructura supram olecular. Resulta m uy interesante que el proceso resulta espont �neo ( tal 

com o se destaca en el Cap�tulo anter ior)  y que no requiere una elevada tem peratura ni 

agitaci�n m ec�nica para su form aci�n. Debido a las dim ensiones de los filam entos es m uy 

posible que se encuent ren com puestos por m ater ial oligom �r ico.  

Los acunas fueron observados por AFM (seco y bajo l�quido) , Cr io-ET pero tam bi�n por 

SEM, ot ra t �cnica de alta resoluci�n. Debido al baj o cont raste que ofrecen las m uest ras de 

or igen biol�gico  por la baja em isi�n de elect rones secundar ios, es m uy com �n realizar un 

fino recubr im iento con oro. Mediante esta t �cnica ( sput ter ing)  fue posible observar la 

form aci�n de interm ediar ios con las m ism as caracter �st icas que los acunas. El 

recubr im iento con oro im pide apreciar la est ructura interna. Sin em bargo, im �genes de 
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al�cuotas tom adas antes y despu�s en el curso tem poral de la agregaci�n de AS a 37ß C 

perm it ieron observar la form aci�n de especies precu rsoras ( fbs)  y term inales ( fibras)  por 

SEM. Estos datos aportan ot ra evidencia de lo observado por AFM. 

De m anera de descartar  la influencia de las sondas fluorescentes, se realizaron estudios a 

baja y alta tem peratura ut ilizando wtAS con m ezclas de dist intos aductos fluorescentes. En 

ning�n caso se observa una alteraci�n en el m ecanis m o int r �nseco del proceso de 

agregaci�n. Sin em bargo, es im portante destacar que  la cant idad de aducto ut ilizado fue en 

general ent re el 2 y 4 %  sobre el total de prote�na en soluci�n. En el Cap�tulo 3 se 

presentan evidencias que superar el 5%  produce un retardo en la cin�t ica del proceso de 

agregaci�n con respecto a wtAS. Por lo que el uso d e sondas (o aductos)  fluorescentes 

debe cont rolarse, ya que a�n peque�as sondas com o l as crom onas, si son ut ilizadas en 

m ayor proporci�n pueden conducir  a resultados que n o reflejen el com portam iento de la 

wtAS. 

Dent ro del estudio por AFM seco, se ut iliza ot ro sust rato para descartar un posible efecto de 

la m ica sobre la form aci�n de los interm ediar ios. A unque este estudio fue previo a los 

realizados por AFM l�quido y Cr io-ET resulta im portante, ya que la ut ilizaci�n de v id r io no 

s�lo es �t il para el AFM sino tam bi�n para t �cnicas  de m icroscop�a �pt ica, las cuales 

resultan de gran inter �s y no fue posible abarcar e n esta tesis. Para el AFM, ut ilizar v idr io 

at �m icam ente plano br inda buenos resultados. Fue ne cesar io diluir  en un factor de 2 ext ra 

al norm alm ente ut ilizado, m uy probablem ente debido a que la prote�na posee una gran 

afinidad por el v idr io. La m orfolog�a de las est ruct uras observadas se encuent ra en 

concordancia con el resto de las observaciones. 

Un exper im ento im portante se avoca a reproducir  los protocolos de lavado ut ilizados y 

reportados en la literatura, para AFM en aire. Norm alm ente se realiza el protocolo de 

lavado para lim piar la superficie de todo el m ater ial que no este fuertem ente adher ido 

sobre el sust rato y elim inar restos de sal que son productos del secado del m ater ial sobre 

el sust rato. De esta m anera se pretende obtener una superficie m �s hom og�nea libre de 

m ater ial residual el cual puede contam inar la punta del AFM. Sin em bargo, se observa que 

dichos protocolos t ienen un efecto negat ivo sobre la integr idad de los acunas. El lavado 

produce una diluci�n tanto de la AS com o de la sal,  desplazando el equilibr io del 

ensam blado de estas especies supram oleculares. Mediante el exper im ento llevado acabo en 

esta tesis, se dem uest ra que esto puede elim inar especies que se encuent ren d�bilm ente 

unidas. Una soluci�n a este problem a se resuelve m e diante la deposici�n por spin-coat ing.  

Esta t �cnica br inda m uchas ventajas. Al realizar lo s estudios por AFM en aire es inevitable 

el secado de la m uest ra, ya sea que se lave o no despu�s de la deposici�n. Las diluciones 

ut ilizadas en la tesis fueron un com prom iso ent re la cant idad de m ater ial que se deposita 

com o la cant idad de sal rem anente. Esto es im portante ya que expl�citam ente se evit � un 

protocolo de lavado. La t �cnica del spin-coat ing perm ite cont rolar  la form a y los t iem pos de 
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deposici�n y secado de una m anera m uy precisa y rep roducible, m inim izando la 

m anipulaci�n de la m uest ra.  

Una ser ie de exper im entos en los cuales se realizan diluciones sistem �t icas perm iten 

confirm ar la naturaleza de las d�biles uniones no covalentes e n los acunas. Se observa que 

diluir  el buffer  excesivam ente produce una disrupci�n en la m orfolog�a de los acunas, as� 

com o la diluci�n de la prote�na total.  Resulta inte resante que el aum ento en la fuerza i�nica 

produce una com pactaci�n en las est ructuras observa das por AFM as� com o un colapso 

donde var ias est ructuras se pegan unas a ot ras. Com o es de esperarse, tanto la 

concent raci�n de AS com o la fuerza i�nica juegan un  papel en el equilibr io de la form aci�n 

de acunas, y com o toda especie de or igen biol�gico requiere una concent raci�n m �nina de 

sal y m on�m ero para un correcto ensam blado en soluc i�n.  

Mediante un estudio donde se realizan incubaciones de AS con y sin aducto fluorescente a 

baja tem peratura seguido por un aum ento de la m ism a se t ienen indicios (aunque falta 

com probar)  de que efect ivam ente el m ater ial que se encuent ra previam ente com o parte de 

la est ructura de las acunas se ensam bla y form a parte de las pr im eras especies insolubles 

fibr ilares que se liberan al m edio de reacci�n. Esto es posible  elucidar m ediante una 

incubaci�n previa de AS con m ater ial f luorescente c om parando con una m uest ra id�nt ica 

form ada �nicam ente por wtAS. Mediante la m odulaci�n  de la tem peratura se cont rola 

(parcialm ente)  el grado de agregaci�n. La interpretaci�n de las s e�ales de fluorescencia de 

T* / N*  y el scat ter ing llevan a postular que la adici�n de m ater ial f luor escente m onom �r ico 

se incluye en las est ructuras fibr ilares despu�s qu e el m ater ial f luorescente que ya se 

encont raba en soluci�n form ando parte de las est ruc turas supram oleculares. A part ir  de 

este estudio es posible cont inuar realizando ot ros ensayos ut ilizando m �s de una sonda 

fluorescente. 

Un estudio que com para el com portam iento de wtAS y A30P perm ite la observaci�n de 

acunas latentes obtenidas por la incubaci�n a baja tem peratura de soluciones de am bas 

prote�nas a alta concent raci�n. Sin em bargo, el AFM  revela que la m utante fam iliar  A30P no 

posee una barrera de energ�a tan alta com o la wtAS en cuanto a la form aci�n de fibras. 

Esto se debe la observaci�n de fibras obtenidas por  la incubaci�n a baja tem peratura. Esta 

diferencia no cabe duda se debe a la m utaci�n en la  posici�n 30, la cual debe confer ir  un 

plegam iento o grado de libertad dist into el cual perm ite proseguir  el curso de agregaci�n 

a�n a baja tem peratura. De este estudio ser �a inter esante proseguir  con sim ulaciones 

com putacionales a�n para m on�m eros, d�m eros, etc. d e A30P que perm itan esclarecer 

posibles diferencias en el plegam iento de esta prote�na.  

Finalm ente se realizaron estudios de citotoxicidad. Se ut ilizaron soluciones de acunas 

obtenidos por incubaciones a baja tem peratura de wtAS y A30P las cuales se incubaron 

junto con c�lulas neuronales SH-SY5Y en cult ivo. Estos estudios aunque son prelim inares 

perm iten observar una progresiva m uerte celular al cabo de 48hs. Los cont roles m ant ienen 
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la v iabilidad hasta el f inal del estudio, con lo cual es posible asociar la toxicidad a los 

interm ediar ios en soluci�n. Resulta im portante cont inuar con estos estudios t ratando de 

discr im inar el m ecanism o de m uerte de celular (p.e. apoptosis vs necrosis) .  
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Mater ia les y M�todos  

.  AFM l�quido. 

Se realiz� AFM en m odo tapping bajo l�quido. Para ello se ut iliza una celda especial ( Ôcelda-

l�quidaÕ)  sobre la que se coloca el cant ilever. La celda se llena previam ente con buffer  de 

m anera de evitar  que se seque la m uest ra y ayudar la inclusi�n del cant ilever en la 

soluci�n. El cant ilever ut ilizado es dist into al ut ilizado en aire. El m ism o posee form a en V y 

una constante de 0.6 N/ m  y una frecuencia de oscilaci�n  de 7-10 KHz (Figura 5.38) . 

 
Figura 5 .3 8  Esquem as de ( A)  cant ilever  para  AFM tapping bajo l�quido. Se ut iliza  e l cant ilever  m arcado 
con la  let ra  ÒdÓ; y ( B)  Vista  infer ior  de ce lda l�quida: 1 . Conectores para  inyecci�n de l�quid o, 2 . 
Contacto e lect r ico, 3 . Cant ilever , 4 . Alam bre que sost iene cant ilever , 5 . O- r ing. 

Debido a que se ut iliza un buffer  enr iquecido en Mg2+  para el t ratam iento del sust rato y 

escaneo de la soluci�n, se r ealiza un cont rol previo al escaneo bajo l�quido. Ut ilizando el 

AFM en m odo tapping en aire se escanea la m ism a soluci�n colocada sobr e la m ica donde el 

sust rato fue t ratado previam ente con el buffer  enr iquecido en m agnesio. Se observa la 

presencia de acunas sin perturbaci�n por el t ratam iento con Mg 2+ sobre la m ica (Figura 

5.39) . 

 
Figura 5 .3 9  I m �genes de AFM de acunas la tentes obtenidas en m o do tapping  en a ire . El sust rato 
( m ica)  fue t ratado con buffer  fosfato 2 5 m M y MgCl2  2 m M previo la  deposici�n de la  m uest ra .  
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Se procede con la preparaci�n de la m uest ra para AF M bajo l�quido. Treinta a cuarenta ! l 

del buffer  se ut ilizan para llenar la celda l�quido antes de acercar la a la m uest ra sobre el 

sust rato. De esta m anera se rem ueve el aire y se deja una gota colgante. El l�ser requiere 

realineaci�n con respecto al aire y se deja incidiendo sobre la punta en buffer durante 20 

m in hasta alcanzar el equilibr io t �rm ico. Pasado este t iem po se vuelve a re-alinear. Se 

ut iliza m ica com o sust rato, pero no la m ism a que para aire, ya que debe resist ir  el uso de 

agua. Sobre la m ica se realiza un t ratam iento previo a la aplicaci�n de la m uest ra ut ilizando 

buffer 25 m M de fosfato de sodio con 2 m M de MgCl2.  Se colocan 20! l que se dejan reposar 

2 m inutos y luego se elim ina el exceso por spin-coat ing.  Finalm ente se lava dos veces con 

50 ! l de agua y se deja secar. Cuarenta a cincuenta ! l de la soluci�n de prote�na (acunas 

latentes)  se m ezcla con 10-15 ! l de buffer  y se colocan sobre el sust rato de m ica. La 

m ezcla se deja incubando a TA durante 10 m in. Se form a una gota o Ò dom oÓ  sobre la m ica. 

El paso final es establecer contacto ent re la gota colgante y el dom o sobre el sust rato 

(Figura 5.40) .  

 
Figura 5 .4 0  Proceso de coalescencia  ( de I zq. A Der.)  ent re  la  gota  colgante ubicada en la  celda l�quida 
y la  gota  en form a de Òdom oÓ que cont iene la  m uest r a  para  AFM bajo l�quido.  

La calibraci�n de la punta no es posible realizar la  de m anera autom �t ica, por lo que se 

realiza m anualm ente seleccionado la frecuencia de oscilaci�n la cual c ae en el rango 

audit ivo hum ano. 

AFM bajo l�quido es m �s dif�cil que en el aire debi do a:  t iem pos m �s largos de an�lisis 

requer idos, la evaporaci�n del l�quido, la dispersi�n de la m uest ra, los efectos t �rm icos, y 

las fluctuaciones de l�ser de posici�n;  todos estos  efectos reducen la calidad de im agen. 

 

.  Cr io- ET. 

Preparaci�n  de  la  m uest ra . Grillas de cobre (Figura 5.41 A)  se lavan con PBS (Biological 

I ndust r ies)  y se recubren con una fina capa de carb�n. Lu ego pasan por un proceso de 

descarga lum iniscente ( Ôglow dischargeÕ)  donde se fij a el carb�n, se lo act iva (por lo que  se 

produce la poster ior  absorci�n de la m uest ra)  y al m ism o t iem po se elim inan ot ro residuos 

org�nicos (Figura 5.41 B y C) .  
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Figura 5 .4 1  ( A)  Grilla  de cobre de 2  "  2  m m  con secciones cuadradas de 2 0 0  ! m 2 .  Sobre la  gr illa  hay 
una m alla  de 2 0 0  m esh .  ( B)  C�m ara de descarga lum iniscente, m om entos pre vio a  la  descarga. Las 
gr illas se colocan sobre un portaobjetos. ( C)  Fotograf�a  del m om ento de la  descarga. Durante e ste 
proceso el carb�n depositado sobre las gr illas se a dsorbe, se act iva  y todo residuo org�nico se 
dest ruye. 

Con las gr illas lim pias y act ivadas se procede a la aplicaci�n de la m uest ra. Se aplica una 

gota de 2.5 ! l que correspondiente a una soluci�n de (wtAS +  2.5%  AS-A140C-MFC, 

incubada durante 5 d�as a 4ß C sin agitaci�n) .  Se ut iliza el equipo Vit robot  Mark I I I  (FEI , 

Eindhoven)  el cual m ec�nicam ente genera una capa de  la soluci�n de un espesor 

determ inado ( Ôblot t ingÕ)  en una c�m ara especial con tem peratura y hu m edad cont rolada. 

Poster ior  a eso la gr illa con la m uest ra se em bebe en etano l�quido donde se logra la 

v it r if icaci�n instant �nea, preservando la conform ac i�n de la m uest ra en soluci�n evitando 

t �cnicas de fij aci�n y/ o t inci�n.  

Las gr illas con la m uest ra adsorbida y v it r if ica se m ant ienen en N2 ( liq.)  para conservar su 

estado y se insertan en un m icrocopio cr io-elect r �nica de 200 -kV JEM2100 LaB6 (JEOL, 

Tokyo)  equipado con un porta-gr illa cr iog�nico capaz de inclinarse a – 70¡ (Gatan,  

Pleasanton) . 

 

Tom ograf�a  e lect r �n ica .  Se regist raron inclinaciones sobre un �nico eje a baja potencia 

de m anera de preservar la m uest ra. El dopaje fue cont rolado por el software Ser ialEM. Se 

dir igi� el foco a ~ 6 ! m  por debajo de la superficie. El rango de inclinaci�n fue de -60¡ a 

+ 62¡,  con increm entos de 2¡. Debido al aum ento de espesor de la m uest ra a �ngulo s de 

m ayor inclinaci�n, el t iem po de exposici�n se var i� de acuerdo a (cos #) -1.  La dosis 

acum ulat iva de elect rones incidentes para el regist ro com pleto de una ser ie de inclinaciones 

fue infer ior  a 70 elect rones/ � 2.   

 

 



I nterm ediar ios de AS   

2 3 4  

.  AFM sobre Vidr io plano. 

Se ut iliz� v idr io superplano a m odo de evaluar el e fecto de ot ros sust ratos por AFM en 

m odo tapping en aire. La m uest ra se deposit � por spin-coat ing sobre v idr io at �m icam ente 

plano (Coherent  FS superpolish subst rate, Cat �logo #  45 -1922-000) . 

 

.  SEM. 

Los estudios se realizaron en un m icroscopio FEG-SEM SUPRA 40 (Car l Zeiss NTS) , con una 

energ�a de 2keV del haz incidente. Se tom aron im �ge nes con una m agnificaci�n ent re 

10.000 y 100.000 aum entos. 

Se ut iliz� pedazos de silicio com o sust rato. Este s e lav� con una soluci�n de H 2SO4: HNO3 

3: 1 de m anera de dest ruir  la m ater ia org�nica super ficial.  Se prosigui� con lavados con 

agua Milli-Q y finalm ente con acetona. El silicio se cubr i� de l polvo y se dej � secar a TA. 

Luego se adhiere el sust rato al taco de SEM ut ilizando cinta adherente conductora bif�sica. 

Las al�cuotas se diluyeron 1 en 10 en agua Milli-Q depositando 1 ! l de la diluci�n sobre 

silicio y se deja evaporar. La preparaci�n se guard a aislada de la hum edad y se puede 

conservar por var ias sem anas. 

 

.  Ensayos de citotox icidad. 

C� lu las.  Se ut ilizaron c�lulas SH -SY5Y no diferenciadas de pasaje # 12. El m edio de cult ivo 

ut ilizado consta de:  m edio DMEM de alta glucosa, m edio de çguila m odificado  de Dulbecco 

y m edio F-12 con m ezcla de nut r ientes en cant idades iguales de cada uno.  

El m edio obtenido se suplem ent � con 10%  de suero fe tal bovino (SFB)  o 2%  SFB, 100 m M 

de Piruvato de Sodio y 1X de am ino�cidos no esencia les (Stock 100X, GI BCO) . Adem �s s e 

agregaron 1X de ant ibi�t icos penicilina y est reptom icina (stock 100 X) .  

 

Cult ivo .  La incubaci�n se realiz� en estufa gaseada (95%  de aire  y 5%  de CO2)  a 37ß C. 

Se usaron m icroplacas de 96 pocillos (96 well Cell Culture, COSTAR)  y se plaquearon las 

c�lul as a una densidad de 5x104.  

 

Microscopio.  

Para la im �genes de DI C se ut iliz� un m icroscopio c onfocal OLYMPUS FLUOVI EW FV1000 

ut ilizando objet ivos UPLSAPO 40X NA 0.95 y UPlanFLN 20X NA 0.5. 
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Conclusi�n  

El estudio de la agregaci�n de AS es un �rea que in volucra un an�lisis necesar iam ente 

m ult idisciplinar io abarcando herram ientas de la qu�m ica, bioqu�m ica, biolog�a m olecular, la 

biof�sica y la m icroscop�a.  

El desarrollo de sondas o reporteros es un cam po abordado por un sin fin de laborator ios en 

el m undo. Sin em bargo, num erosas y novedosas sondas em ergen constantem ente, en 

part icular las fluorescentes, ya que debido a su am plio cam po de aplicaci�n y la dem anda 

en el desarrollo de herram ientas cada vez m �s sensib les y espec�ficas cont in�a en alta 

dem anda. 

En esta tesis m e he lim itado a la s�ntesis de sondas de la fam ilia de 3HC (Cap�tulo 2) . Estos 

com puestos guardan num erosas ventajas. Su s�ntesis es am igable y f�cil de aprender. El 

n�m ero de reacciones para la obtenci�n de una sonda  no son num erosos, lo que alienta 

hacia la exploraci�n de ot ras sondas y com binacione s siem pre que se disponga con los 

react ivos qu�m icos necesar ios. La fam ilia 3HC perm ite una gran versat ilidad de 

com binaciones. Se han podido sintet izar un n�m ero d e sondas a lo largo de m i tesis. Esta 

s�ntesis nunca tuvo la intenci�n de ser sistem �t ica  en cuanto a la obtenci�n del m ayor 

n�m ero de com puestos realizando todas las com binaci ones posibles. Por el cont rar io, fue 

realizada en paralelo a los exper im entos de agregaci�n, raz�n por la cual abarqu� una 

var iedad de com puestos que no se encuent ran reportados en la literatura, con lo cual,  

tanto su s�ntesis (aunque sim ilar  a la de ot ros com puestos)  com o su caracter izaci�n 

espect rosc�pica resulta novedosa. La evaluaci�n de s us propiedades espect rosc�picas es 

necesar ia a la hora de optar por la elecci�n hacia un reportero �t il para la m arcaci�n de 

biom ol�culas. Esto queda dem ost rado con los resulta dos obtenidos para MFC (Figura 3.12)  

y 7-MFE (Figura 3.33) . I s�m eros est ructurales del com pu esto 7-MFE se encuent ran 

difundidos en la literatura, donde no se los ut iliza para am bientes acuosos y siendo 

�nicam ente �t iles para exper im entos con m em branas o  l�pidos. Esto no es necesar iam ente 

correcto, ya que el plegam iento de prote�nas abarca un am plio gradiente de polar idades, y 

tal com o se m uest ra en el Cap�tulo 3, la sonda 7-MFE resulta � t il y  com plem entar ia (Figura 

3.34) . La predicci�n del com portam iento de las sonda s com o reporteros del plegam iento y 

ensam blado de prote�nas por la evaluaci�n en solven tes org�nicos puede ser dif�cil de 

ext rapolar. En un proceso din�m ico (y desconocido)  con la agregaci�n de prote�nas puede 

m ost rar espect ros de em isi�n con com portam i entos inesperados. Definit ivam ente quedan 

var ias sondas que son interesantes de evaluar com o reporteros fluorescentes de la 

agregaci�n de AS.  

Considerando las sondas com o reporteros de la agregaci�n de prote�nas (p.e. AS)  existe 

una gran var iedad, cant idad y diversidad encont rada en la literatura. Sin em bargo todav�a 

no se ha encont rado el reportero que resulte espec�ficam ente sensible a las etapas 

tem pranas de la agregaci�n que se consideran de m ay or inter �s por contener las especies 
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supuestam ente responsables de la m uerte celular. El dise�o de una sonda e spec�fica est � 

guiado en la m ayor�a de los casos sobre los fundam entos y la com presi�n de las especies 

que se quieren detectar. Un claro ejem plo son las fibras am iloideas. Debido a su est ructura 

dist int iva, facilidad de obtenci�n (en cuanto a asilam iento c om o cant idad disponible)  estas 

est ructuras se encuent ran altam ente estudiadas y caracter izadas. Nuevas sondas se han 

sintet izado sobre la base de las est ructuras de las fibras de m anera de lograr los m ejores 

resultados. Uno de los inconvenientes con las especies interm ediar ias en una proceso tan 

inhom og�neo com o la agregaci�n de AS es dist inguir  la(s)  especie(s)  de inter �s. Una 

soluci�n parcial que consta de dos partes propuesta  por esta tesis es la siguiente:  (1)  la 

ut ilizaci�n de sondas ESI PT p.e. de la fam ilia de l as 3HC que han dem ost rado una gran 

sensibilidad al proceso, y (2)  la com binaci�n de so ndas que m ediante la com posici�n de 

se�ales perm itan dist inguir  las etapas de inter �s. Todav�a no se cuenta con una sonda 

espec�fica a alguno de los interm ediar ios. Esto requiere poster iores estudios y la 

caracter izaci�n de su est ructura de ensam ble. Sin e m bargo, en la literatura no ser explora 

am pliam ente la com binaci�n de sondas en estudios ci n�t icos, que m ediante el correcto 

an�lisis de sus se�ales es posible dist inguir  etapa s de form aci�n de especies no reportadas 

por datos exper im entales ( �nicam ente por sim ulacion es)  en la literatura (Cap�tulo 3, Figura 

3.23 y 3.25) . Sondas com o el m aleim ido-pireno han dem ost rado ser � t iles com pa�eros 

com plem entar ios con tales prop�sitos (Figura 3.22 -25) . Ot ra part icular  caracter �st ica de las 

sondas 3HC es que el m arcado covalente sobre los ext rem os N y C- term inal de AS br inda 

inform aci�n relevante al estado m onom �r ico y los pr im eros procesos de plegam iento (y 

desplegam iento)  debido a su se�al diferenciada (Fig ura 3.26-28) . 

En la literatura se descr iben un grupo de interm ediar ios con est ructuras definidas. 

Est ructuras de peque�as part �culas, protofibras y h asta donas ( ÔdoughnutsÕ)  fueron 

observadas en esta tesis en la agregaci�n de AS (Ca p�tulo 4) . Sin em bargo, existe un hueco 

o salto ent re las part �culas o esferas peque�as y l as donas y protofibras. Esta inform aci�n 

se cree que es com pletada con la int roducci�n de lo s nuevos interm ediar ios denom inados 

acunas. Resulta interesante (y hasta cuest ionable)  que estas est ructuras no hayan sido 

previam ente observadas y reportadas en la literatura. Se cree que esto se debe 

pr incipalm ente a dos factores:  (1)  falta previa de una(s)  sonda(s)  que reporte 

eficientem ente los cam bios que ocurren durante las etapas tem prana de la agregaci�n y (2)  

t ratam ientos inadecuado en la preparaci�n de la m ue st ra para AFM;  los cuales son 

abordados, estudiados y expuestos en esta tesis (Cap�tulo 3 y 4) .  

En el Cap�tulo 5 se dan pruebas exper im entales que los protocolos de lavado generalm ente 

ut ilizados en la literatura para la preparaci�n de m uest ras para AFM resulta en la 

desintegraci�n est ructural de las especies presente s (Figura 5.18) . El m �todo de secado  en 

s� no afecta la integr idad est ructural,  com probado por la com paraci�n ent re las im �genes 

observadas para una m ism a soluci�n secada a TA por sim ple evaporaci�n y por spin-

coat ing (a�n a dist intas velocidades finales) . Mediante AF M l�quido (Figura 5.12)  se dan 
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pruebas de la est ructura hidratada de estas est ructuras supram oleculares y m ediante la 

reconst rucci�n t r idim ensional por Cr io -ET (Figura 5.15-16)  es posible no s�lo confirm ar 

esto sino obtener inform aci�n que de ot ra m anera se  hubiera perdido. 

Debido a las evidencias de una var iedad de agregados com unes a AS y ot ras prote�nas 

am iloideas se cree que puede exist ir  un m ecanism o de agregaci�n com �n o por lo m enos 

altam ente parecidos a todas ellas. Resulta necesar io probar que est ructuras com o los 

acunas se form an en el proceso de agregaci�n y auto -ensam blado de ot ras prote�nas. De 

ser as� es posible que estem os ante una prueba m �s del m ecanism o ÒunificadoÓ  (esto se 

encuent ra expresado en la propuesta del m ecanism o bajo las consideraciones de la qu�m ica 

coloidal en el Cap�tulo 4 y el m odelo de agregaci�n S AS, Figura 4.29) . Una clave para 

estudiar esta posibilidad es el hecho que los acunas se presentan com o un m �nim o local de 

energ�a para AS al ser incubada a alta concent raci� n, baja tem peratura sin agitaci�n por 

per�odos prolongados. Es posible que ot ras prote�nas am iloideas superen m �s f�cilm ente 

esta barrera de energ�a, pero esto es m ater ia de estudio. Una pr im er diferencia fue 

observada para wtAS y su m utante AS-A30P, la cual m ost r � la presencia de acuna s 

latentes, pero tam bi�n la form aci�n de fibras. I ncu baciones a m enor tem peratura pueden 

ayudar a concent rar interm ediar ios tem pranos claves. 

La determ inaci�n de la(s)  especie(s)  o interm ediar i o(s)  citot �x ico(s) , y su caracter izaci�n 

(as� com o la relaci�n Ò est ructura - funci�nÓ )  es clave. En el caso de los acunas, 

cent r ifugaciones en gradientes de percoll,  estabilizaciones por cross- linking, an�lisis por 

FTI R, m odelos com putacionales y m icrocop�a �pt ica d e alta resoluci�n pueden ayudar a 

encont rar respuestas. Ensayos prelim inares con c�lulas dan indicios de u na m arcada 

citotoxicidad. Se planea realizar poster iores estudios con ensayos espec�ficos 

(determ inaci�n de ATP, LDH, proteasas, caspasas, en t re ot ros)  de m anera de intentar 

elucidar si la m uerte celular  ocurre o no por apoptosis. 

Los estudios y exper im entos realizados abren el cam po para el estudio de am iloides en 

general desde un �ngulo no presentado en la literat ura. S�lo el t iem po probrar � el im pacto 

de estos hallazgos.  
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