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RESUMEN 

Ingeniería de la proteína BLS para el diseño de dispositivos nanofótonicos 

La fabricación de nanoestructuras a partir de moléculas biológicas es un campo de 
investigación muy activo. En 2006 se desarrolló un método revolucionario, llamado 
ñOrigamis de ADNò, para formar estructuras nanom®tricas a base de DNA. Diversos 
trabajos demostraron que estas estructuras podían funcionar como sistemas de 
andamiaje donde organizar nanopartículas, fluoróforos y proteínas, y las 
aplicaciones de los origamis de ADN se expanden día a día. Las proteínas pueden 
aportar una herramienta alternativa y complementaria al campo de la nano-
fabricación. En comparación con el ADN, las proteínas tienen la ventaja de poseer 
mayor rigidez estructural, gran diversidad de funciones químicas y biológicas, y la 
capacidad de auto-ensamblarse en estructuras de mayor tamaño y complejidad. 

En este contexto, esta tesis explora la ingeniería de una proteína específica para el 
diseño de dispositivos nanofotónicos, es decir, estructuras fabricadas en base a 
proteínas que sirvan para manipular luz e interacciones luz-materia en escala 
nanométrica. La proteína modelo se llama Lumazina Sintasa de Brucella (o BLS por 
sus siglas en inglés). La misma es un homo-decámero, ensamblado como dímero 
de pentámeros. Algunas ventajas de emplearla como bloque de construcción son 
su alta termoestabilidad y su resistencia frente a desnaturalizantes químicos. Así 
mismo, sus extremos N-terminales se encuentran libres y disponibles para la fusión 
con otros polipéptidos así como cualquier otro tipo de moléculas. 

En primer lugar, aprovechando que el decámero de BLS forma una cavidad que 
podría albergar pequeñas moléculas, se incorporaron en ella fluoróforos y se 
caracterizaron sus propiedades ópticas en este entorno. Luego, combinando de 
manera novedosa dos metodologías de microscopía de molécula única, se 
caracterizó la movilidad y la orientación relativa de dichos fluoróforos respecto a la 
proteína. Con este método fue posible determinar que los fluoróforos se ubican en 
la cavidad en dos orientaciones preferenciales. Es destacable que esta información 
estructural se obtuvo en un microscopio óptico, a temperatura ambiente, y en 
entorno líquido, y de hecho se observaron transiciones dinámicas de los fluoróforos 
entre las dos orientaciones preferenciales. Estos experimentos constituyen avances 
en dos frentes. Por un lado, los resultados obtenidos demuestran que la nana 
fabricación por ingeniería de proteínas es una estrategia prometedora y 
ampliamente aplicable para estudiar las interacciones entre moléculas pequeñas y 
proteínas, así como una herramienta atractiva para controlar la orientación de los 
fluoróforos empleando un andamio biológico, allanando el camino para aplicaciones 
en bionanofotónica que dependen de la orientación molecular. Por otro lado, la 
metodología desarrollada representa un paso importante en la tendencia actual de 
obtener información estructural de biomoléculas en condiciones biológicamente 
relevantes, en incluso de observar dinámicas. En este sentido, en otro capítulo de 
esta tesis, expandimos este concepto modificando a BLS para aplicar nanoscopías 
de fluorescencia con resolución nanométrica, y así medir en condiciones 
biológicamente relevantes, las dimensiones de la proteína. 
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Otra investigación de BLS como plataforma para dispositivos nanofotónicos fue el 
ensamblado de sistemas multicromofóricos. Usando la multiplicidad de 
funcionalidades que ofrece BLS, se incorporaron grupos funcionales de 
especificidad en un extremo de un pentámero, y fluoróforos en el otro extremo. Este 
constructo multicromofórico fue evaluado como marcador para microscopía de 
super-resolución por ubicación de moléculas individuales, con el objetivo de obtener 
un marcador más eficiente que los tradicionales. Si bien se logró marcar y visualizar 
actina con BLS por super-resolución, no se hallaron grandes mejorías respecto a 
otros marcadores existentes o desarrollados en simultaneo con esta tesis. 

Finalmente, con el objetivo de ensamblar nano-antenas ópticas basadas en BLS, 
se estudió el ensamblado de nanopartículas de oro sobre los extremos de BLS. Se 
lograron obtener oligómeros de nanopartículas de oro mediante dos estrategias 
diferentes que involucran a BLS. Estudios de partícula única revelaron que dichas 
poblaciones son heterogéneas. Este enfoque requiere de más investigación para 
obtener protocolos que permitan fabricar nanoantenas con control estequiométrico 
de proteínas y nanopartículas. 

Palabras clave: microscopías de molécula única, caja proteica, nanoscopías, nano-
fabricación, bionanofotónica  
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ABSTRACT 

Engineering of BLS protein for the design of nanophotonic devices 

The fabrication of nanostructures from biological molecules is an active field of 
research. In 2006, a revolutionary method (called ñDNA Origamisò), was developed 
to form nanometric structures based on DNA. Various works demonstrated that 
these structures could function as scaffolding systems to organize nanoparticles, 
fluorophores and proteins. The applications of DNA origami are expanding day by 
day. Proteins can provide an alternative and complementary tool to the field of 
nanofabrication. Compared to DNA, proteins have the advantage of having more 
structural rigidity, a great diversity of chemical and biological functions, and the ability 
to self-assemble into structures of greater size and complexity. 

In this context, this thesis explores the engineering of a specific protein for the design 
of nanophotonic devices. In other words, structures manufactured based on proteins 
that serve to manipulate light and light-matter interactions on a nanometric scale. 
The model protein is called Brucella Lumazine Synthase (or BLS). It is a homo-
decamer, assembled as a dimer of pentamers. Some advantages of using it as a 
building block are its high thermostability and resistance to chemical denaturants. 
Likewise, its N-terminal ends are free and available for fusion with other polypeptides 
as well as any other type of molecules. 

In first place, taking advantage of the fact that the BLS decamer forms a cavity that 
could house small molecules, fluorophores were incorporated inside it and their 
optical properties were characterized in this environment. Then, by combining two 
single-molecule microscopy methodologies in a novel way, the mobility and relative 
orientation of these fluorophores with respect to the protein were characterized. With 
this method it was possible to determine that the dyes are hosted in the cavity in two 
preferential orientations. It is important to note that this structural information was 
obtained in an optical microscope, at room temperature, and in a liquid environment, 
allowing to observe dynamic transitions of the fluorophores between the two 
preferential orientations. These experiments constitute advances on two fronts. On 
one hand, the results obtained demonstrate that protein engineering nanofabrication 
is a promising and widely applicable strategy to study interactions between small 
molecules and proteins, as well as an attractive tool to control the orientation of 
fluorophores using a biological scaffold, paving the way for applications in 
bionanophotonics that depend on molecular orientation. On the other hand, the 
developed methodology represents an important step in the current trend of 
obtaining structural information of biomolecules under biologically relevant 
conditions, even observing dynamic information. In this sense, in another chapter of 
this thesis, we expand this concept by modifying BLS to apply fluorescence 
nanoscopy with nanometric resolution, and thus measure the dimensions of the 
protein under biologically relevant conditions. 

Another investigation of BLS as a platform for nanophotonic devices was the 
assembly of multichromophoric systems. Using the multiplicity of functionalities 
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offered by BLS, specificity functional groups were incorporated at one end of a 
pentamer, and fluorophores at the other end. This multichromophoric construction 
was evaluated as a marker for super-resolution microscopy by location of individual 
molecules, with the aim of obtaining a more efficient marker than traditional ones. 
Although it was possible to mark and visualize actin with BLS by super-resolution, 
no great improvements were found compared to other existing markers or developed 
simultaneously with this thesis. 

Finally, with the aim of assembling optical nano-antennas based on BLS, the 
assembly of gold nanoparticles oligomers using BLS was studied. Gold nanoparticle 
oligomers were obtained using two different strategies involving BLS. Single particle 
studies revealed that these populations were heterogeneous. This approach 
requires more research to obtain protocols that allow manufacturing nano-antennas 
with stoichiometric control of proteins and nanoparticles. 

 

Keywords: single molecule microscopies, protein cage, nanoscopy, nano-
fabrication, bionanophotonics 
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PRÓLOGO 

 

El presente trabajo tiene el objetivo de mostrar los resultados, discusiones y 

conclusiones obtenidas tras 7 años de trabajo en los laboratorios de Inmunología y 

Microbiología Molecular de la Fundación Instituto Leloir (FIL/IIBBA-CONICET) y de 

Nanofísica Aplicada del Centro de Bionanociencias (CIBION-CONICET). Persigo 

con esta tesis poder compartir algo de lo aprendido durante estos años, a lo que yo 

llamo pequeñas conquistas en la interfaz de la ingeniería de moléculas biológicas 

(especialmente de proteínas) y las nano-ciencias (específicamente las microscopías 

de molécula única y de super-resolución). Precisamente, esta tesis comenzó a 

gestarse en 2017 entre Hernán, los dos Fernandos y yo con la ambiciosa motivación 

de empalmar estas dos áreas de conocimiento que hasta ese momento poco se 

cruzaban entre sí. Esto después se materializó en el objetivo general y los objetivos 

específicos que podrán leer en la introducción.  

Sin embargo, considero que mostrar los resultados experimentales sería mostrar 

sólo una parte de lo que para mí fue el proceso del doctorado. Es por esto que he 

decidido incluir este prólogo, en el que también quiero compartir otro tipo de 

procesos, reflexiones y conclusiones a las que llegué producto de haber realizado 

un doctorado. Aprendizajes que considero tanto o más importantes que los 

aprendizajes técnicos y analíticos.  

Durante estos 7 años, aprendí no solo como utilizar un HPLC o un microscopio de 

fluorescencia, sino que también aprendí mucho sobre cómo funcionan el sistema 

universitario y el sistema científico argentino, ambos altamente imbricados entre sí. 

Pude aprender sobre ellos por muchas razones, pero sin duda podría destacar tres:  

la primera es de contexto general, ya que los procesos políticos y económicos de 

nuestro país en este período impactaron tanto de manera directa como indirecta en 

la universidad y en el sistema científico (y consecuentemente impactaron en mi 

doctorado);  la segunda es que tuve la suerte de que, además de grandes 

científicos, tuve dos directores muy preocupados también por estas cuestiones y 

con quienes compartí no solo infinitas discusiones sobre resultados sino también 
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sobre política científica; la tercera razón es que durante este período dediqué parte 

de mi tiempo a estudiar (de manera autodidáctica pero también de manera formal) 

el sistema científico y su historia, para tener más herramientas a la hora de pensarlo 

y de actuar en consecuencia. Lógicamente, este proceso reflexivo tuvo su correlato 

en la práctica, por lo que durante todos estos años alterné los experimentos con 

militancia activa, para poder defender lo que como comunidad científica habíamos 

logrado conseguir y también para cambiar aquellas cosas que podían y debían 

mejorar. Todo esto resultó en un salto (inesperado) en mi vida hacia la gestión en 

la FCEN (mi segundo hogar) durante los últimos 2 años, mientras esta tesis era 

escrita. 

Quisiera entonces compartir algunas reflexiones que me llevo del proceso de haber 

hecho un doctorado.  

Sobre el ñpensamiento cr²ticoò 

Habitualmente se hace referencia a que un objetivo de las instituciones en la 

formación de profesionales, tanto en sus carreras de grado como de posgrado, es 

la formación de ciudadanos con pensamiento crítico. Sin embargo, pocas veces se 

da una definición clara de que significa tener pensamiento crítico. En mi opinión, 

esta expresión tiene dos significados hermanos, que deberían ser dos caras de una 

misma moneda. Por un lado, es esencial que un graduado universitario y más aún 

un doctor, tenga la capacidad de ser crítico a la hora de hacerse preguntas 

científicas, a la hora de diseñar experimentos, de interpretar resultados y de obtener 

conclusiones a partir de ellos. Eso es sin duda la condición sine qua non para poder 

hacer ciencia de calidad. Pero, por otro lado, pensamiento crítico debe también ser 

interpretado como la capacidad de un individuo de pensarse como sujeto cuya 

actividad (en este caso hacer ciencia) se encuentra inmersa en un contexto social, 

histórico y geográfico. En ese sentido, no podemos dejar de ser críticos con nuestra 

propia actividad y con el sistema del cual formamos parte. Si nos quedáramos sólo 

con la primera definición que dimos de pensamiento crítico, caeríamos en el riesgo 

de ser simples técnicos altamente calificados.  
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Sobre la ciencia como actividad situada 

La ciencia, como toda actividad humana es un proceso histórica y geográficamente 

situado. Esta Tesis tuvo la particularidad de haber atravesado 3 periodos 

presidenciales distintos (comenzó con el gobierno de Mauricio Macri, siguió con el 

de Alberto Fernández y culminó con el gobierno de Javier Milei). Esto impacto 

fuertemente en el desarrollo de esta y otras tesis por dos vías: las políticas 

macroeconómicas que influyeron en nuestros sueldos, becas, el valor real de los 

subsidios de investigación. Sin dudas fueron años difíciles para hace ciencia, 

caracterizados por una política de achicamiento de los gastos del estado durante 

los gobiernos de Macri y Milei y una crisis inflacionaria y cambiaria durante el 

gobierno de Fernández; por otro lado, las políticas de desmantelamiento de 

complejo  científico-tecnológica llevadas adelante durante el gobierno de Macri 

fueron levemente compensadas por el gobierno de Fernández y fuertemente 

profundizadas por el gobierno de Milei al punto de que algunos hablan hoy de un 

intento de cientificidio.  

Por otro lado, entre 2020 y 2021 el mundo y la Argentina atravesaron una pandemia 

sin precedentes en la historia de la humanidad que no solo tuvo efectos en el plano 

biomédico-epidemiológico, sino que también impulsó cambios en otros aspectos 

como las dinámicas sociales, laborales y culturales, mayormente traccionados por 

una digitalización de la vida en general. Sin entrar en mucho detalle, quiero destacar 

aquí que esta tesis no solo se vio afectada producto de la imposibilidad de hacer 

experimentos por casi 2 años, sino que modifico las formas de relacionarnos con 

nuestro equipo de trabajo, los congresos, la docencia y las publicaciones. En lo 

personal, rescato que ese tiempo que dejé de hacer experimentos me forzó a 

explorar otras formas de indagar las preguntas científicas que abordábamos a 

través de simulaciones, y análisis de datos en los que tuve que aprender a 

programar, algo que me quedaba muy lejos y hasta me daba un poco de miedo. 

Esta pandemia me dio también  la oportunidad de aportar algo de lo que había 

aprendido durante mi tesis de grado y de doctorado tanto en el desarrollo de 

posibles tratamientos (en particular colaboré en un proyecto liderado por Fernando 

Goldbaum para el desarrollo de suero hiper-inmune anti-SARS-CoV-2), como en el 
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diagnóstico temprano de trabajadores del sistema de salud  y el seguimiento de la 

respuesta inmune de las primeras personas vacunadas en nuestro país (ambos 

proyectos coordinados por Andrés Rossi en el Laboratorio de Serología y Vacunas 

del instituto Leloir). Esta experiencia me dio un indicio sobre la importancia para un 

país de formar personal altamente calificado, aun cuando su trabajo se netamente 

de ciencia básica. Durante este período en la Fundación Instituto Leloir, pusimos 

todo nuestro conocimiento sobre producción y purificación de proteínas, así como 

ensayos inmunológicos al servicio de un problema social y sanitario, esta tarea fue 

publicada en trabajos científicos de los cuales me siento muy orgulloso de haber 

podido participar.  

Todo esto me lleva a un texto de Oscar Varsavsky que leí mientras estudiaba 

biología y que cambio mi forma de ver la ciencia:  

ñPero debemos insistir, a riesgo de repetirnos, sobre el significado de esta 

autonomía, pues es fácil atacar por medio del ridículo la idea de una ciencia 

argentina. ¿Qué es una Física argentina, o una Sociología argentina, aparte de 

aplicaciones locales de verdades universales descubiertas por estas ciencias? La 

ley de la gravitación no es inglesa, aunque haya sido descubierta allí. Lo que es 

verdad en Nueva York también lo es en Buenos Aires. Lo que ocurre es que la 

verdad no es la única dimensión que cuenta: hay verdades que son triviales, hay 

verdades que son tontas, hay verdades que s·lo interesan a ciertos individuos. ñUna 

proposici·n significa algo si y s·lo si puede ser declarada verdadera o falsaò, afirma 

una escuela filosófica muy en boga entre los científicos norteamericanos. Yo no lo 

creo: hay otra dimensi·n del significado que no puede ignorarse: la importancia. [é] 

Y la importancia es algo esencialmente local; una teoría sobre el petróleo no tiene 

el mismo interés en Suiza que en Venezuela. Nosotros no debemos usar los criterios 

de importancia en el hemisferio Norte. Y si usamos nuestros propios criterios ya 

habremos comenzado a hacer ciencia argentinaò. 

Oscar Varsavsky en ñciencia pol²tica y cientificismoò (1969) 
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Efectivamente, haber dejado por un rato de lado nuestro trabajo cotidiano para 

intentar aportar un granito de arena al abordaje de un problema tan central en ese 

momento como la pandemia, fue hacer ciencia politizada.  
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS 

 

ADN     Ácido desoxirribonucleico 

BLS     Lumazina Sintasa de Brucella 

ɓ-Me     ɓ-Mercaptoetanol 

BSA     Albúmina de suero bovino 

CD     Dicroísmo Circular 

CYS     Cisteína 

DC     Ciclo de trabajo 

DE     Desviación estándar   

DLS     Dispersión dinámica de Luz 

DMSO     Dimetilsulfóxido 

DTT     Ditiotreitol 

EDTA     Ácido etilendiaminotetraacético 

FRET     Transferencia de energía de resonancia de Förster 

HPLC     Cromatografía líquida de alta eficiencia 

IPTG     Isopropil-ɓ-D-1-tiogalactopiranósido 

LB     Medio Luria-Bertani 

PAGE     Electroforesis en gel de poliacrilamida 

PAINT Acumulación de puntos para la obtención de 

imágenes de topografía en la nanoescala 

PBS     Buffer fosfato salino 

PDDA     Cloruro de polidialildimetilamonio 

PCR     Reacción en cadena de polimerasa 

PM     Peso molecular 

RESI     resolución mediante imágenes secuenciales 

SDS     Dodecilsulfato sódico 

SIMPLER microscopía de iluminación supercrítica para 

localización en z fotométrica con resolución mejorada 

SMLM     microscopía de localización de molécula única 

SLS     Dispersión estática de luz  

TCEP     Tris (2-carboxietil) fosfina 

TBE     Tris-Borato-EDTA 

Tm     Temperatura de desnaturalización 

Ton     tiempo de encendido 

Toff     tiempo de apagado 

Tris     Tris(hidroximetil)aminometano 

UV     Luz ultravioleta 
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Encuentro entre las nanociencias y las biociencias 

 

En una conferencia de 1959 el famoso físico Richard Feynman dijo ñThere 's plenty 

of space at the bottomò1, remarcando la importancia de que las ciencias estudien la 

materia a nivel atómico y molecular. Algunos autores2 datan este hecho como el 

nacimiento conceptual de las nanociencias, de naturaleza interdisciplinaria en 

términos de la forma en la cual se separaban las disciplinas científicas hasta 

entonces. Los avances en nanotecnología se fueron sucediendo de manera 

acelerada a medida que mejoraban las capacidades de fabricación y caracterización 

de la materia en esta escala de tamaños.  

Hoy en día existen diversas estrategias para construir en la nanoescala2ï4, las 

cuales pueden ser agrupadas en dos grandes grupos en función de su enfoque: las 

estrategias ñtop-downò y las estrategias ñbottom-upò(figura 1). Las primeras 

consisten en esculpir materiales hasta obtener estructuras nanométricas. El ejemplo 

más frecuente de este enfoque es la litografía. Por el contrario, en el enfoque 

bottom-up se parte de estructuras pequeñas que se ensamblan de manera 

ordenada para obtener nano-estructuras. En la mayoría de los casos, esto se 

alcanza mediante reacciones químicas controladas o gracias a procesos de auto-

ensamblaje debidos a las fuerzas intermoleculares. Este último enfoque es muy 

frecuente en la naturaleza, especialmente en la organización de estructuras 

celulares o subcelulares.  
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figura 1: representación esquemática de estructuras biológicas típicas de diversos tamaños 
y estrategias para la construcción de sistemas de tamaño nanométrico (10-100 nm). 

 

En paralelo, la biología molecular y la biología estructural tuvieron un considerable 

crecimiento a lo largo de la segunda mitad del siglo XX5ï8.  Podemos situar como 

punto de partida la década del 50, cuando se descifró la estructura de la doble hélice 

de ADN (1953) y se obtuvo la primera estructura cristalográfica de una proteína 

(1959). Vale aclarar que antes de ese momento ya se tenía bastante información 

sobre la química de las moléculas biológicas, pero poco sobre su estructura. El 

entendimiento de la relación entre la estructura y la función de las moléculas 

biológicas traería, entre otras cosas, el desarrollo de la biotecnología moderna con 

aplicaciones en salud9ï11, agro12ï14, e industria15.  

Al iniciarse el siglo XXI las nanociencias y las biociencias comenzaron a cruzarse 

por varios caminos16. En primer lugar, se comenzaron a aplicar herramientas 

provenientes de la nanotecnología a la biotecnología13,17,18. Se puede enumerar una 

extensa lista de trabajos que desde entonces han intentado incorporar funciones 

biológicas a nanopartículas y superficies nano-estructuradas19,20: anticuerpos21, 

enzimas22, polímeros biológicos23, ADN24, entre muchas otras.  En segundo lugar, 

se comenzaron a utilizar moléculas biológicas como elementos estructurales, 

aprovechando su capacidad natural de auto-ensamblarse25. Otro punto de contacto 
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más reciente es el advenimiento de nuevas técnicas que permite observar 

estructuras biológicas a escala nanométrica en condiciones compatibles con la vida. 

Entre ellas, destacan las microscopías de fluorescencia de súper-resolución, 

también llamada nanoscopía de fluorescencia26.  El acelerado desarrollo de las 

mismas está comenzando a permitir responder preguntas propias de la biología 

estructural en condiciones fisiológicas. Esta tesis involucra los dos últimos puntos 

mencionados: el empleo biomoléculas para la nano-fabricación y la aplicación de 

nanoscopías para resolución de preguntas biológicamente relevantes, razón por la 

cual a continuación detallaremos el estado del arte en estas dos áreas de 

conocimiento.    

 

Empleo de biomoléculas para la nano-fabricación 

 

Ácidos nucleicos como bloques de construcción en la nanoescala 

El ADN es una molécula lineal polimérica, formada por 4 posibles monómeros 

llamados nucleótidos: adenina, timina, guanina y citosina. El primer par tiene la 

capacidad de aparearse entre sí y el segundo también. Dadas dos determinadas 

secuencias de nucleótidos complementarias, se puede formar una hebra doble 

cadena que toma la forma tridimensional de una doble hélice.  

En 1982, Nadrian Seeman propuso la idea de usar el ADN como material de 

construcción empleando las reglas de apareamiento de dicho sistema27. De esta 

forma, el ADN se utilizó como un nuevo nano-material versátil. La estrategia se 

basaba en apareamientos denominados holliday juctions en los cuales, hebras de 

ADN simple cadena eran unidos para formar uniones rígidas por un lado y extremos 

pegajosos del otro. Así, estas estructuras rígidas podían ser pegadas entre sí para 

formar ensamblados de mayor tamaño. Esto dio lugar a una serie de trabajos en los 

que pequeños objetos de ADN son ensamblados: nano-cables, grillas 2D y poliedros 

3D. 

En 2006 Paul Rothumend, descubrió una forma más eficiente y versátil de diseñar 

nano-estructuras basadas en ADN 28. El método, llamado ñorigami de ADNò consiste 
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en plegar una hebra larga simple cadena de ADN (denominada scaffold) empleando 

una serie de oligonucleótidos (llamados staples) con complementariedad parcial a 

dos sectores diferentes de la hebra (figura 2A). Así, fragmentos del scaffold muy 

alejados en la secuencia lineal pueden quedar muy cercanos espacialmente. Los 

primeros trabajos que demostraron el uso de esta técnica fueron estructuras 

bidimensionales de formas geométricas29,30. En pocos años se lograron obtener 

estructuras 3D31 tales como nano-tubos o nano-cubos (Figura2B). También se 

construyeron estructuras formadas por más de un scaffold mediante técnicas de 

ensamblado jerárquico32,33. 
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Figura 2: (A) esquema de ensamblado de una estructura de ORIGAMI de ADN empleando 
una hebra ñscaffoldò y muchas peque¶as llamadas ñstapleò (B) ejemplos de estructuras de 
diverso grado de complejidad y tamaño, ensambladas mediante la técnica de origami. 
Adaptado de Hong et al. (2017) 
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Existen varias ventajas sobre el uso de ADN como nano-material, como su fácil 

diseño y programabilidad, reactividad controlable con otras moléculas y baja 

inmunogenicidad. También es fácil construir nano-estructuras híbridas entre 

origamis de ADN y nanopartículas metálicas, polímeros, moléculas pequeñas y 

proteínas34. La nanotecnología del ADN tiene en la actualidad aplicaciones en 

diversos ámbitos35: delivery de drogas36ï38; biosensado de compuestos y 

diagnóstico39ï41;  nanofotónica y plasmónica42ï44; fabricación de motores 

moleculares45,46; diseño de nano-reactores enzimáticos47ï49; entre otros. Es 

importante destacar que esta tecnología no solo ha aportado al desarrollo de las 

aplicaciones antes mencionadas, sino que también permite poner a prueba nuevas 

metodologías de nano-caracterización, especialmente aquellas basadas en 

microscopias de fluorescencia de super-resolución.  

Sin embargo, las nano-estructuras de ADN tienen problemas que limitan algunos 

usos. En aquellos casos en los que se necesitan distancias y formas bien definidas, 

como en nanofotónica y plasmónica, la flexibilidad puede convertirse en un 

problema50. Además, existen algunos problemas de estabilidad cuando los origamis 

de ADN se exponen a altas temperaturas, bajas concentraciones catiónicas o 

nucleasas51. Estas dos últimas condiciones son relevantes cuando se piensa en 

aplicaciones médicas52ï55.  De alguna manera, esto puede revelar una explicación 

de por qué el ADN o el ARN no fueron seleccionados por la evolución como 

moléculas estructurales. Hay varios trabajos que abordan estos problemas 

utilizando reticulantes para aumentar la estabilidad térmica56, o recubriendo con 

polímeros / proteínas para mejorar la estabilidad57,58 

 

Proteínas como bloques de construcción en la nanoescala 

Las proteínas son, tal vez, el grupo de macromoléculas más diverso en cuanto a 

sus estructuras y funciones59,60. Cumplen desde roles estructurales hasta funciones 

de reconocimiento, como sensores, de catálisis enzimática, etc. Dicha diversidad se 

basa en la variedad de propiedades fisicoquímicas de sus componentes 

elementales, los aminoácidos. La secuencia primaria de aminoácidos determina la 

forma tridimensional en la que se pliega cada proteína, y dicha estructura determina 
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las funciones biológicas de la misma. Es necesario aclarar que existe un grupo 

grande de proteínas que escapa a esta lógica llamadas proteínas intrínsecamente 

desordenadas61,62. Cada proteína puede estar formada por más de un dominio cuya 

forma y función es independiente de los otros dominios.  Las cadenas polipeptídicas 

pueden a su vez interactuar con otras proteínas y autoensamblarse63 en homo-

oligómeros - si los polipéptidos son idénticos entre sí- u hetero-oligómeros, si los 

polipéptidos son diferentes (Figura 3). Este proceso de auto-ensamblaje es muchas 

veces vital para la función de las proteínas64. Por ejemplo:  los factores de 

transcripción típicamente forman dímeros para unirse al ADN65,66, las cápsides 

virales están formadas por múltiples copias de una o más proteínas67,68, las fibras 

del citoesqueleto son una secuencia repetida lineal o espiralada de una misma 

proteína69,70, etc.  
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Figura 3: ejemplos de tipos de simetrías de ensamblados proteicos. Adaptado de Marsh et 
al. (2015) 

 

En la actualidad existen diversas proteínas que se utilizan en nanotecnología debido 

a sus propiedades o actividad específica71. Algunos ejemplos conocidos son GFP, 

BSA72,73, Neutravidina74 y anticuerpos75,76. Sin embargo, el uso de proteínas como 

bloques de construcción estructurales es menor. Esto probablemente se deba a las 

dificultades en la ingeniería de estructuras, superficies y oligomerización de 

proteínas. La diversidad química de los aminoácidos hace que sea difícil predecir 
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los cambios globales cuando se introducen mutaciones y aún más difícil diseñar 

estructuras proteicas desde cero. En las últimas décadas, la bioinformática 

estructural ha realizado grandes mejoras en esta dirección, aportando predicciones 

más precisas. Sin embargo, existe una gran oportunidad en la diversidad estructural 

natural. Solo en PDB hay más de 190.000 estructuras de proteínas, que se agrupan 

en unos pocos miles de familias de plegado77. Adicionalmente, existen otras bases 

de datos que clasifican a proteínas por su estado oligomérico78ï80.  

Teniendo esto en cuenta, es fácil imaginar el uso de proteínas como nano-bloques 

basados en una búsqueda en una base de datos en lugar de diseños complejos 

desde cero. El desafío de la ingeniería de proteínas con fines estructurales se puede 

reducir entonces a insertar modificaciones específicas en las posiciones correctas, 

agregando o eliminando puntos de anclaje o fusionando diferentes dominios25,81ï87. 

Existen algunas herramientas genéticas y químicas que facilitan este tipo de 

desafíos (figura 4). El primer grupo consiste en fusionar dominios o motivos 

proteicos mediante la unión de las secuencias de ambos componentes85. Dado que 

los dominios y motivos suelen ser unidades de plegado independientes, dichas 

uniones no suelen afectar a su forma y función original. Por otro lado, usando las 

propiedades naturales de los aminoácidos es posible promover interacciones no 

covalentes entre diferentes proteínas83. La introducción de pequeños motivos de 

unión selectiva como cremalleras de leucina o dedos de zinc también se utilizan 

para dimerizar polipéptidos79,88. 
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Figura 4: diseños de estructuras proteicas supramoleculares basadas en (A) fusiones de 
dominios (B) cremalleras de leucina (C) interacciones entre cargas (D) mediados por 
ligandos. (Adaptado de Sun et al. 2017) 

 

 Otras veces se utilizan aminoácidos cargados para insertar interacciones 

electrostáticas83. Si bien dichas interacciones no suelen ser muy fuertes, la suma de 

varios puentes salinos puede favorecer la oligomerización de péptidos 

independientes. Adicionalmente, se sabe que muchas pequeñas moléculas como el 

hemo, la biotina o los carbohidratos pequeños, se unen a varias proteínas mediante 

interacciones proteína-ligando83. Estas interacciones suelen no ser covalentes, pero 
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en algunos casos llegan a tener constantes de disociación tan bajas que en la 

práctica terminan siendo equivalentes a una unión covalente.  Estas interacciones 

suelen ser aprovechadas para unir dichos dominios a diversos tipos de superficies.  

 

Nano-estructuras hibridas  

La química de ciertos grupos funcionales presentes en las biomoléculas ha abierto 

la puerta a la construcción de nano-estructuras híbridas89ï93: proteína-DNA, 

proteína-RNA, proteína-nanopartículas, DNA-nanopartículas, etc. En particular, si 

se toma en cuenta la química de los aminoácidos existe una amplia diversidad de 

reacciones químicas que permiten unir moléculas de manera selectiva y controlada 

(figura 5). La baja frecuencia natural y la reactividad particular del aminoácido 

cisteína, lo ha convertido en el caballito de batalla de las modificaciones químicas 

en proteínas87. Sin embargo, no se trata del único aminoácido reactivo: las lisinas y 

tirosinas también suelen emplearse con este fin87. Aprovechando la química de 

estos aminoácidos, existen varios enlazadores pequeños que pueden reaccionar 

con cisteínas (maleimida), lisinas o aminas terminales (N-hidroxisuccinimida, 

isotiocianato). Por otro lado, la introducción de aminoácidos no naturales permite 

desarrollar otros enfoques basados en la denominada qu²mica ñclickò, en los que 

residuos con alquenos o alquinos terminales son capaces de unirse eficientemente 

a azidas o tetrazinas94.  

Por otro lado, la histidina, la cisteína y el ácido aspártico tienen la capacidad de 

formar enlaces de coordinación con cationes tales como Ca2+, Cun+, Fen+, Znn+, Con+ 

y Nin+ (n=1,2 o 3)90,95,96. Esto abre las puertas al ensamblado de redes 

supramoleculares basadas complejos proteína ï metal.  
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Figura 5: (A)Ejemplos de reacciones más utilizadas para unir ADN, nanopartículas y 
pequeñas moléculas a proteínas (B) Usos más frecuentes de estructuras híbridas de 
proteína-ADN. (Adaptado de Stephanopoulos, 2020) 

 

BLS como modelo de trabajo en la nano-fabricación 

 

Diversidad estructural de las Lumazinas Sintasas 

Las Lumazinas Sintasas (LS) son enzimas involucradas en el camino sintético de 

las riboflavinas97. Las mismas son un ejemplo de familia de proteínas en la que 

pequeños cambios en la secuencia de aminoácidos generan cambios significativos 
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en la estructura cuaternaria98,99. Si bien la estructura terciaria se encuentra bastante 

conservada entre especies, se puede encontrar una variedad de Lumazinas 

Sintasas cuya diversidad estructural va desde el pentámero (como su forma más 

simple), pasando por decámetros hasta icosaedros (Figura 6).  Esta diversidad 

estructural ha llamado la atención de diversos grupos de investigación, los cuales 

han estudiado en detalle las LS de diversos organismos. La planta espinaca 

(Spinacea oleracea) y las bacterias Bacillus subtilis y Aquifex aeolicus expresan LSs 

conformadas por 60 subunidades, las cuales se pueden considerar como 

dodecámeros de pentámeros100ï102. Estas partículas, de aproximadamente 1 MDa, 

se las suele denominar también LSs icosaédricas. Por otra parte, los hongos 

Magnaporthe grisea  y Candida albicans, la bacteria Mycobacterium tuberculosis y 

las levaduras Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces cerevisiae expresan 

una LS pentamérica de PM cercano a 90 kDa, sin asociación a estructuras 

superiores101. En nuestro laboratorio se ha descrito una tercera estructura 

cuaternaria (dímero de homopentámeros, con un PM de 180 kDa) presente en los 

géneros Brucella (denominada BLS) y Mesorhizobium (denominada MLS)99,103. 

Ambas están formadas  por la unión cabeza-cabeza de dos pentámeros. 
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Figura 6: Diversidad estructural de Lumazinas Sintasas (A) pentaméricas (PDB 
1KYV) (B) Decaméricas (PDB 1XN1) (C) icosaédricas (PDB 1RVV) 
 

Características estructurales de BLS 

BLS es una proteína extremadamente estable frente a las temperaturas (Tm= 89ºC) 

y frente a desnaturalizantes químicos tales como Urea y Cloruro de guanidinio99,103. 

Su estructura es compacta en forma de barril, y resistente a una variedad de 

mutaciones. Por otro lado, su extremo N-terminal se lo ha caracterizado como una 

secuencia de 8 aminoácidos sin estructura secundaria definida. El mismo se 

encuentra por fuera de la estructura plegada y con gran libertad de movimiento. Esto 

permite que sea fácil construir proteínas quiméricas, así como modificar 

químicamente dicho extremo sin afectar la estructura terciaria o cuaternaria. 
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 Es posible separar el decámetro en sus respectivos pentámeros sometiéndolo a un 

pH<5.5 (figura 7). Sin embargo, no es posible obtener el monómero en solución, 

puesto que su estructura terciaria y secundaria se estabilizan por los contactos 

monómero-monómero de la estructura cuaternaria (pentámero).  

La estructura tipo Virus Like Particle (VLP), permite que BLS genere una fuerte 

respuesta inmunológica cuando es inoculada en diversos organismos104ï106. Dicha 

respuesta inmune ha sido ampliamente estudiada, y se ha visto que la misma es 

mediada por los receptores TLR4.  

La naturaleza polimérica, su estabilidad, su elevada inmunogenicidad, así como la 

facilidad de unión a otras secuencias proteicas convirtió a BLS en una excelente 

plataforma empleada como presentadora de antígenos107ï112. Actualmente se están 

desarrollando aplicaciones en el campo de la producción de anticuerpos poli-

clonales en equinos con fines terapéuticos113,114.   

 

Figura 7: estados de oligomerización y de plegamiento de BLS bajo distintas condiciones 
de pH, temperatura y concentración de desnaturalizante 

 

Mutantes pentaméricas de BLS 

En nuestro laboratorio se ha estudiado en detalle la naturaleza de los contactos 

presentes en la interfaz pentámero-pentámero. Se han identificado aquellos 
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aminoácidos involucrados en estas interacciones, así como la relevancia de cada 

uno en la formación del decámero99,103. Dicho estudio ha permitido diseñar 2 

mutantes pentaméricas complementarias entre sí (llamadas KE y DR por las 

mutaciones introducidas), que pueden unirse para formar un nuevo decámero, 

dímero de heteropentámeros115 (Figura 8). La mutante KE conserva la estabilidad 

de la proteína wild type, así como su inmunogenicidad. La mutante DR presenta una 

disminución tanto en la estabilidad como en la inmunogenicidad. Así mismo, la 

formación del dímero de heteropentámeros es completa y el mismo conserva las 

propiedades del decámero original. Esto ha abierto la posibilidad de construir 

estructuras asimétricas, modificando por separado cada uno de los pentámeros. 

como prueba de concepto se construyó una quimera de KE con un dominio de unión 

a ácido siálico la cual tiene ahora la capacidad de unirse a membranas celulares. El 

pentámero DR fue derivado con un fluoróforo de manera tal que al ensamblar el 

decámero, fue posible visualizar membranas celulares en un microscopio 

confocal115.  
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Figura 8: (A) vista lateral del ensamblado decamérico BLSDRKE y vista frontal de las 
mutaciones en BLSDR y BLSKE (B) SEC-SLS de las mutantes pentaméricas y del 
ensamblado decamérico (C) perfil de desnaturalización térmica seguido por dicroísmo 
circular a 222 nm de las mutantes pentaméricas y del ensamblado decamérico 
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Empleo de nanoscopías para el abordaje de preguntas biológicas  

 

Fluorescencia 

La fluorescencia es un caso particular de luminiscencia por el cual algunas 

sustancias tienen la capacidad de absorber luz a una determinada longitud de onda 

para luego emitir en otra. A las partículas o moléculas que tienen la capacidad de 

fluorescer se las denomina fluoróforos, los cuales se los puede clasificar en 

fluoróforos orgánicos116,117, proteicos118,119, puntos cuánticos120,121, entre otros 

(figura 9).  
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Figura 9: estructuras y tamaños representativos de fluoróforos orgánicos (CY5 y ATTO 
495), proteicos (GFP) y quantum dots. Se incluye la estructura y tamaño de un anticuerpo 
como referencia.  

 

El fenómeno de fluorescencia puede ser explicado mediante el diagrama propuesto 

por Jablonski122,123 (figura 10).  El proceso se inicia cuando una molécula absorbe 

un fotón de energía suficiente para impulsar la transición de un electrón desde su 

orbital basal (normalmente un singlete llamado S0) a otro orbital de mayor energía 

(usualmente un singlete excitado denominado S1 o S2). En cada uno de estos 

estados pueden existir distintos sub-niveles de estados vibraciones. 

Independientemente del nivel de energía al que es excitado dicho electrón, este 

relaja rápidamente al estado vibracional de menor energía de S1. En este punto el 

electrón puede decaer al estado basal de muy diversas maneras que dependen de 

la identidad y el entorno del fluoróforo. Si el electrón pasa directamente de S1 a S0 

emitiendo un fotón, llamaremos a este proceso fluorescencia, el cual ocurre 

típicamente en el orden de los nanosegundos. Por otro lado, el electrón excitado 

puede cambiar su spin y realizar un cruce inter-sistema a un estado triplete (T1). La 

vuelta a S0 desde este punto con la emisión de un fotón se llama fosforescencia. 

Es un proceso mucho menos probable, que requiere nuevamente un cambio de 

spin, y suele ocurrir en el orden de los milisegundos a segundos. Es habitual que 

las moléculas fluorescentes presenten ambos fenómenos. Como las tasas de 

transición singlete-triplete son mucho menores que las tasas de transición singlete-

singlete, la emisión de fluorescencia suele estar interrumpida por periodos oscuros 

correspondientes a las excursiones a T1, es decir con duración en el rango de 

milisegundos a segundos. Este efecto se conoce como parpadeo o blinking. 

Finalmente, el electrón excitado puede volver a su estado basal mediante diversos 

mecanismos de relajación no radiativa.  

Otra posibilidad para una molécula fluorescente excitada es utilizar la energía extra 

para cruzar barreras de potencial de alguna reacción química. Se denomina 

fotoblanqueo (photobleaching en inglés) al proceso en el que el fluoróforo sufre una 

alteración fotoquímica que lo deja inactivo en términos de la fluorescencia. En el 

caso de moléculas individuales, este fenómeno se observa como una interrupción 
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abrupta de la emisión, que se diferencia del parpadeo porque es permanente. Este 

fenómeno limita el número de ciclos de excitación-relajación que una molécula 

puede realizar, y en consecuencia el número de fotones que puede entregar. El 

fotoblanqueo suele ser no deseado ya que limita la información obtenible a partir de 

mediciones de fluorescencia. 

 

 

Figura 10: Diagrama de Jablonski (adaptado de https://www.olympus-lifescience.com/) 

 

El análisis del diagrama de Jablonski muestra como la energía de fotón emitido por 

fluorescencia es siempre menor que la del fotón absorbido, es decir, de longitud de 

onda. Esta observaci·n es llamada ñcorrimiento de Stokesò y explica por qu® los 

espectros de emisión de fluorescencia se encuentran corridos siempre a mayor 

longitud de onda que sus respectivos espectros de excitación (figura 11). Por otro 

lado, y como se ha dicho previamente, el fenómeno de fluorescencia ocurre (en la 

mayoría de los casos) desde el estado vibraciones más bajo de S1, sin importar el 

nivel inicial de excitación.  Consecuentemente, espectro de fluorescencia tendrá 

https://www.olympus-lifescience.com/
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siempre la misma forma, independientemente de la longitud de onda de excitación 

(regla de Kasha).  

 

Figura 11: ejemplo de espectro de absorción y emisión de un fluoróforo 

 

El tiempo de vida media y el rendimiento cuántico son dos de los parámetros más 

característicos de un fluoróforo124ï126. El tiempo de vida media (Ű) se define como el 

tiempo promedio que tarda un fluoróforo en pasar del estado excitado al estado 

basal. La emisión de fluorescencia es un proceso aleatorio. El tiempo de vida es un 

valor medio del tiempo transcurrido en el estado excitado y sigue una distribución 

exponencial. Existe una variedad de métodos para medir dicho parámetro, de las 

cuales la más utilizada es el conteo de fotones únicos correlacionados en el tiempo 

o TCSPC por sus siglas en ingles.  Por otro lado, el rendimiento cuántico de 

fluorescencia es la relación entre el número de fotones emitidos y el número de 

fotones absorbidos. Matemáticamente se lo puede expresar como el cociente entre 

la tasa de emisión de fotones y la suma entre esta y la tasa de decaimiento no 

radiativo.  

 

Microscopía de fluorescencia 

La microscopía de fluorescencia es un tipo particular de microscopía óptica que 

emplea fluoróforos como sondas127ï129 Se trata en realidad de un conjunto de 
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técnicas que se diferencian de la microscopía óptica tradicional por iluminar la 

muestra a una determinada longitud de onda (adecuada para excitar a los 

marcadores fluorescentes) y recolectar la imagen proveniente de la misma a otra 

longitud de onda (aquel rango en el que la sonda emite fluorescencia).    Es 

ampliamente utilizada para observar muestras biológicas debido a que nos ofrece 

una gran sensibilidad (es posible detectar fluoróforos individuales), es una técnica 

poco invasiva y compatible con la biología, y ofrece selectividad a través de una 

enorme biblioteca de protocolos para marcar biomoléculas con fluoróforos de 

manera específica.  

Las microscopías de fluorescencia se clasifican en dos grandes grupos según su 

esquema de excitación/detección: microscopías de campo amplio y microscopías 

de barrido o confocales (figura 12).  

La microscopía de fluorescencia de campo amplio130 se caracteriza por iluminar un 

área de la muestra y detectar la fluorescencia emitida en una cámara que 

reconstruye la imagen en función de la intensidad de luz que le llega a cada pixel 

de la misma. El esquema se completa con filtros de excitación a la salida del haz de 

excitación y filtros de emisión antes de la cámara para seleccionar los rangos de 

longitud de onda correspondientes.  

La microscopía de barrido131, a diferencia de la anterior, emplea un láser enfocado  

para iluminar la muestra, en un área limitada por el tamaño del foco. La 

fluorescencia emitida es detectada por un detector puntual. Para obtener una 

imagen, se necesita mover la ubicación del área iluminada/detectada por la muestra, 

midiendo en cada punto la señal de fluorescencia. Habitualmente se emplea un 

pinhole confocal frente al detector que evita que fluorescencia que de otros puntos 

de la muestra sea detectada. Esta modalidad, denominada microscopía confocal, 

brinda una mayor relación señal-fondo y una mejor capacidad de seccionado óptico 

para obtener imágenes en tres dimensiones. 

A diferencia de los confocales, los microscopios de campo amplio colectan luz 

proveniente de todo el volumen de muestra iluminado. Esto puede ser un problema 

para ciertas aplicaciones. Existe una estrategia que permite realizar imágenes sólo 
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de la región cercana a la interfaz vidrio/agua (unos 100-200 nm de espesor). Esto 

permite ver la fluorescencia en la superficie del portaobjetos con una mejor relación 

señal/ruido. El fenómeno subyacente a esta técnica es la reflexión total interna132,133 

(TIRF por sus siglas en ingles). Brevemente, si se incide la muestra con un 

determinado ángulo, mayor al ángulo crítico, la ley de Snell asegura que ningún haz 

se verá transmitido más allá de la interfaz. Así, sólo serán excitados los fluoróforos 

que sean alcanzados por una onda evanescente que no recorre más de 200 nm de 

distancia.  

 

Figura 12: tipos de microscopios de fluorescencia (adaptado de Park et al. 2015) 

 

El límite de la difracción  

Como toda microscopía óptica, la resolución de la microscopía de fluorescencia está 

determinada por el límite de difracción134. Este fenómeno es responsable de que la 

imagen de una fuente puntual de luz tenga un tamaño finito, comúnmente llamado 

PSF (por sus siglas en inglés: Point spread function. La PSF tiene la forma de un 

disco de Airy y su diámetro es aproximadamente la mitad de la longitud de onda de 

la luz emitida (200-300 nm). Esto impone un límite para obtener información sobre 

lo que ocurre en escalas inferiores. 
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Enfoques para acceder a la super-resolución 

A pesar de que el límite de difracción es un fenómeno físico inevitable, existen 

estrategias que permiten salvar esta limitación y acceder así a mejores resoluciones 

espaciales, llegando en algunos casos a resoluciones nanométricas135,136. Todas 

las microscopías de super-resolución (o nanoscopías) se basan en ñencenderò y 

ñapagarò fluor·foros, es decir en habilitar o deshabilitar su capacidad de fluorescer 

(figura 13). Se las suelen agrupar en 2 grandes categorías137,138: las que emplean 

microscopios de campo amplio (STORM, PALM, DNA-PAINT) y aquellas que se 

basan en microscopía de barrido (STED, RESOLFT).  

Las primeras, también llamadas microscopias de fluorescencia por ubicación de 

moléculas individuales 139,140 (SMLM por sus siglas en ingles), se fundamentan en 

que la coordenada espacial de moléculas fluorescentes individuales se puede 

determinar con alta precisión si sus PSF no se superponen. Si se asume que la PSF 

corresponde a un solo fluoróforo, es posible obtener la posición del mismo a partir 

de un ajuste para obtener el centro de la PSF.  Para evitar superposiciones entre 

las PSF de moléculas individuales, las emisiones fluorescentes de moléculas 

distintas se separan estocásticamente en el tiempo. Luego, se adquieren 

secuencialmente muchas imágenes de campo amplio del mismo campo de visión 

(FOV por sus siglas en ingles), de modo que muchas, idealmente todas, las 

moléculas fluorescentes queden registradas en al menos un cuadro de la secuencia. 

A continuación, las imágenes se procesan computacionalmente para determinar la 

posición de todas las moléculas detectadas. Finalmente, todas estas localizaciones 

se acumulan para ensamblar una sola imagen de super-resolución. La resolución 

de esta imagen está determinada por la exactitud y precisión con la que se localizan 

las moléculas individuales. 
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Figura 13: Principio racional de la construcción de imágenes de super-resolución en las 
técnicas de SMLM (adaptado de Khater et al. 2020) 

 

El otro grupo de métodos, como STED y RESOLFT, se basa en fluoróforos cuya 

emisión puede suprimirse usando luz en coordenadas espaciales definidas141,142 

(nanoscopías dirigida por coordenadas). En este enfoque, se superponen dos 

haces. Uno para excitar la fluorescencia, y otro para suprimirla. El segundo haz se 

genera con mínimos de intensidad (uno, varios o muchos), idealmente con 

intensidad cero.  La idea es que solo los fluoróforos cerca de estos mínimos (ceros) 

serán capaces de emitir fluorescencia. También se puede implementar el escenario 

inverso, es decir, el encendido en todas partes menos en los mínimos.  

Las técnicas de SMLM tienen la ventaja de ser relativamente sencillas en términos 

de instrumentación en comparación con las de STED/RESOLFT, por lo que su uso 

se ha ampliado mucho más. Es importante también señalar que la resolución 

temporal está intrínsecamente limitada en las técnicas SMLM debido al registro 

secuencial de la posición de las moléculas individuales. 
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Análisis de moléculas/partículas individuales: más allá de la información espacial 

El análisis de partículas individuales puede dar mucha más información además de 

la distribución espacial. De hecho, en los últimos 20 años ha sido empleada para 

resolver preguntas en el campo de la biología estructural y la biofísica143ï145. La 

ventaja de este enfoque es que da acceso a sub poblaciones, en contraposición a 

los parámetros promedio medidos por técnicas de ensamble. Por ejemplo, al 

analizar las trazas temporales de fluorescencia de moléculas individuales, se puede 

acceder a mucha información del comportamiento de fluoróforos que luego se 

puede traducir en información biofísica. En la figura 16, se puede observar como a 

partir de una traza es posible observar los tiempos de encendido y apagado del 

fluoróforo. Esto permite calcular otros parámetros tales el número total de fotones 

emitidos antes del fotoblanqueo, la frecuencia de los ciclos de encendido, el duty 

cycle, entre otros.  

 

Figura 16: ejemplo de traza de fluorescencia de una molécula única y principales 
parámetros 

 

Por otro lado, en los últimos años se han desarrollado varios enfoques basados en 

SMLM que abordan preguntas como el número de copias de biomoléculas 

agrupadas en distancias nanométricas o el número de marcas fluorescentes por 

macromolécula (Figura 17). Algunos de ellos se basan en la medición de la 
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intensidad de la emisión (IBC), otros en las estadísticas de fotones o parpadeo 

(qSMLM, qPAINT, CoPS), o los escalones hasta el fotoblanqueo (PBSC).  

 

Figura 17: Métodos cuantitativos basados en fluorescencia molécula único para la 
estimaci·n del n¼mero de fluor·foros (adaptado de Gruɓmayer et al. 2019). 

 

 

Motivación y objetivos 

Las microscopías de super-resolución han alcanzado recientemente resoluciones 

que se encuentran en el mismo orden de magnitud que las macromoléculas 

biológicas. Estos avances permiten pensar en el uso de las mismas no sólo para el 

abordaje de preguntas en el campo de la biología celular sino también en el campo 

de la biología estructural. Para ponerlas a prueba, es necesario poder contar con 

estructuras de referencia. Una condición para que una estructura sea tomada como 

referencia es contar con información estructural lo más detallada posible de la 

misma. Varias estructuras celulares, tales como los complejos de poro nucleares o 

proteínas del citoesqueleto cumplen con este requerimiento. Por otro lado, si bien 

la ingeniería de proteínas ha avanzado a pasos agigantados y es posible construir 

y modificar estructuras proteicas con precisión nanométrica, esta estrategia no ha 

sido ampliamente utilizada. El desafío de la incorporación de proteínas como 
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herramientas para el desarrollo de nano-estructuras radica en el control y la buena 

predicción de los cambios estructurales y funcionales obtenidos por mutaciones 

puntuales, derivatizaciones químicas o fusiones. 

El objetivo general de este trabajo es emplear a la proteína BLS como bloque de 

construcción de nano-estructuras.  

  

¶ El primer objetivo consiste en emplear a BLS como una caja que permita 

albergar una cantidad limitada, ordenada y controlada de fluoróforos.  

¶ El segundo objetivo consiste en utilizar a una forma pentamérica de BLS 

como herramienta para lograr imágenes de súper-resolución.  

¶ El tercer objetivo es desarrollar una metodología para medir la movilidad y 

orientación relativa de fluoróforos dentro de una estructura proteica. 

¶ El cuarto objetivo es combinar nanoscopías de segunda generación para 

obtener información estructural de proteínas, empleando como referencia a 

la proteína BLS. 

¶ El quinto objetivo consiste en usar a BLS para construir nano-antenas 

ópticas.  
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CAPÍTULO 1: BLS COMO NANO-CAJA DE 

FLUORÓFOROS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Colaboración: Hernán Bonomi (diseño), Jimena Rinaldi (análisis biofísicos) y Cecilia Zaza 

(microscopía de molécula única) 
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Características de la cavidad de BLS 

 

La estructura cuaternaria de diversas proteínas les confiere la capacidad de albergar 

moléculas en su interior. En algunos casos, como la ferritina146,147, las 

chaperonas148ï150 o las cápsides virales151,152, dicha cavidad está vinculada con su 

función biológica. En el afán de aprovechar dicha característica, muchos trabajos 

han mostrado la posibilidad de emplearlas como nano-cajas, capaces de almacenar 

y transportar pequeñas moléculas como fármacos o cromóforos82,153ï156. Esto abre 

la puerta a diversas aplicaciones, algunas en el área de la nano-medicina para el 

delivery de fármacos154,155,157,158 pero también otras áreas de conocimiento como el 

control de procesos enzimáticos159 o la nanofotónica160.   

Desde la resolución de la estructura cristalina de BLS en 2005, se observó la 

presencia de un ñcanalò que atraviesa la estructura, que posee un di§metro m§ximo 

de 22Å en el centro y constricciones de 8 Å de diámetro en los extremos (Figura 1. 

1). Durante años se buscó alguna función biológica del mismo, sin confirmarse 

ninguna hipótesis hasta la fecha.  Independientemente de la función en la 

naturaleza, es posible pensar a esta proteína como una caja proteica capaz de 

albergar moléculas de menor tamaño. Las particularidades de BLS respecto a otras 

cajas proteicas existentes son tres. Por un lado, el tamaño pequeño de la cavidad 

permite pensar que solo pocas moléculas podrían entrar en la misma y que la 

movilidad de las mismas se vería restringida. Por otro lado, a diferencia de la 

mayoría de las cajas proteicas existentes, cuya simetría estructural es radial, BLS 

posee una simetría cilíndrica (similar a GroEL149). Finalmente, la posibilidad de 

controlar el ensamblaje de los pentámeros de BLS permiten obtener una cavidad 

con propiedades asimétricas.  
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Figura 1. 1: (A)representación de la estructura cristalográfica de BLS (PDB: 1XN1), en azul 
se muestra la cavidad de BLS hallada con el web server Voss Volumen Voxelator (B) 
parámetros característicos de la cavidad central, analizados con el software 3V: Voss 
Volume Voxelator 

 

Incorporación de moléculas pequeñas en la cavidad de BLS 

 

Empleando un software de análisis de cavidades161 se midió la superficie, volumen 

y radio promedio de la cavidad de BLS, arrojando los valores que se muestran en la 

Figura 1. 1. Si bien en la estructura no se observa la presencia de moléculas de 

agua (solo las estructurales), dadas las dimensiones y la naturaleza polar de los 

aminoácidos que la conforman (Figura 1. 1), es de esperar que la cavidad sea un 

ambiente hidrofílico. Consecuentemente, la probabilidad de que moléculas 

orgánicas hidrofóbicas (como muchos fármacos y fluoróforos) puedan ser atrapadas 

en su cavidad, es baja. Se hace necesario entonces, realizar una ingeniería de la 

cavidad de BLS de manera tal que estas moléculas puedan ser unidas de manera 

covalente o transitoriamente. 

Se decidió realizar estudios bioinformáticos para introducir mutaciones en la cavidad 

de BLS de manera tal de favorecer la inclusión de fluoróforos en la misma. Se 

consideraron dos estrategias: la inclusión de cisteínas reactivas en la cavidad y el 

rediseño de la cavidad para crear parches hidrofóbicos. La segunda opción parece 

más dificultosa. Dada la naturaleza hidrofílica de la cavidad, se necesitarían varias 
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mutaciones para favorecer dicho cambio. Se optó entonces por la inclusión de una 

cisteína. El análisis de la cavidad muestra que la misma está formada por 2 loops y 

una alfa hélice de cada monómero. De esos tres motivos, sólo el loop que va del 

aminoácido 83 al 89 no presenta contactos con otro monómero del mismo 

pentámero o del pentámero complementario, sugiriendo que una mutación en 

cualquiera de estas posiciones debería mantener inalteradas las estructuras 

terciaria y cuaternaria. Se analizó el efecto de una mutación puntual para cada uno 

de los aminoácidos del loop por ciste²na sobre el ȹG de formaci·n del dec§mero y 

la superficie accesible al solvente (ASA, Figura 1.2). Esto fue realizado con el 

software BeAtMuSiC162. Dos mutaciones se destacaron. La mutación G85C parece 

favorecer energéticamente la formación del decámero, pero a costa de una drástica 

reducción de la superficie accesible al solvente. La mutación R88C parece ser la 

más neutra en cuanto a estabilidad del decámero y accesibilidad al solvente. Se 

decidió seleccionar esta última mutación por ser la que tiene el efecto más 

conservador respecto a los parámetros de la proteína wild type.  
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Figura 1. 2  (A) elementos estrucutrales que forman el canal y la cavidad de BLS, (B) tabla 
de aminoácidos invoulcrados en el canal y la cavidad y relavanca en la estrcutura 
cuaternaria, (C) análisis de efecto de mutación de cada residuo por una cisteína sobre la 
energ²a libre de Gibbs de formaci·n del dec§mero (ȹȹG) y sobre la superficie accesible al 
solvente(ȹȹASA), realizado con el software BeAtMuSiC   

 

 Adicionalmente, se analizó el efecto de dicha mutación empleando el software 

FoldX163. El mismo arroj· un resultado similar sobre el ȹG de formaci·n del 

dec§mero y mostr· un efecto tambi®n bajo en el ȹG de plegamiento de la prote²na, 

sumado a un aumento en el volumen de la cavidad. El modelo de la mutación se 

muestra en la Figura 1. 2.  



56 
 

 

Figura 1.3 (D) Modelo estructural de la mutación in sílico R88C, basado en la estructura 
cristalográfica 1XN1, (E) análisis de remplazo de la arginina 88 por una cisteína en la 
energía libre de plegado y la energía libre de formación del decámero, realizado con el 
software FoldX. 

 

Expresión, purificación y caracterización de KE88C 

 

Se partió de una versión pentamérica de BLS previamente desarrollada en el 

laboratorio115, llamada KE, por sus mutaciones. Una vez hecha la mutación sitio-

dirigida sobre KE, se procedió a seleccionar clones expresantes en dos cepas 

distintas de E. Coli: BL21 y BL21 pLys (Figura 1. 4). En todos los casos se expresó 

ON a 37ºC. En base a estos los resultados, se seleccionó el clon 3 de BL21 para 

expresar a mayor escala y purificar. 
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Figura 1. 4:  SDS-PAGE de cultivos bacterianos inducidos ON a 37ºC (A) de distintos clones 
de KER88C en distintas cepas;(B) de muestra lisada y calentada a distintas temperaturas. 
MK=marcado de peso molecular; pre=cultivo sin inducir;  tot= cultivo inducido total; 
ci=cuerpos de inclusión; sn=fraccion sobrenadante. 

 

KER88C Fue purificada siguiendo los pasos previamente establecidos para la 

proteína wild type115.  Dado que en trabajos anteriores resulto difícil purificar 

completamente a esta mutante, se decidió incluir como paso de purificación el 

calentamiento de la muestra lisada seguido por centrifugación.  Debido a que la Tm 

se puede ver afectada por las mutaciones puntuales, se decidió hacer una prueba 

de estabilidad que consistía en calentar el lisado bacteriano a distintas temperaturas 

y separar los sobrenadantes de los cuerpos de inclusión + proteína 

agregada/desnaturalizada. La figura 3b muestra que esta mutante soporta hasta al 

menos 70ºC sin agregarse.  

Brevemente, se expreso ON a 37ºC en un volumen de 1l de medio LB. Se centrifugó 

y resuspendió la muestra en 40 ml. Se lisó por sonicado y se separó el protoplasma 

de los cuerpos de inclusión por centrifugación a 40 mil revoluciones durante media 

hora. El sobrenadante fue calentado a 70ºC y vuelto a centrifugar. Se inyectó la 

fracción soluble en una columna de intercambio aniónico (Q-sefarosa). La muestra 

fue eluida con un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se tomaron las fracciones 

enriquecidas en KER88C (Figura 1. 5). Las mismas fueron concentradas e inyectadas 

en una columna de exclusión molecular (s200). Se tomaron las fracciones de mayor 

pureza (Figura 1. 5) y se guardaron a -80ºC. El rendimiento de la purificación fue de 

9,4 mg por litro de cultivo.  
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Figura 1. 5: Purificación de KER88C (A) Cromatograma y SDS-PAGE de cromatografía de 
intercambio aniónico (Q-sefarosa). Buffer B= NaCl 1 M (B) Cromatograma y SDS-PAGE de 
cromatografía de exclusión molecular (S-200), a partir de fracciones seleccionadas en Q-
sefarosa. 

 

La estructura secundaria y la estabilidad de la nueva mutante fueron estudiadas por 

dicroísmo circular. En la Figura 1.6 se puede observar que no hay cambios 

significativos en espectro de KER88C respecto a la proteína wild type o a la mutante 

KE. Esto indica que la introducción del residuo cisteína en la posición indicada, no 

afecta significativamente a la estructura secundaria de la proteína. Sin embargo, 

como se puede ver en la Figura 1.6, esta mutación sí afecto a la estabilidad térmica 

de la proteína, pasando de una Tm de 87,8 ± 0,3 ºC en la wild type a 80,4 ± 0,2 ºC 

en KER88C. A pesar de esta disminución en la estabilidad, esta mutante se puede 

seguir considerando termo-resistente.  
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Figura 1.6: Caracteriación estructural de KER88C  (A) Espectro de dicroismo circular de 
BLSwt, KE y KER88C (B) Porcentaje de proteína en estado notivo en función de la 
temperatura, seguida por la señal de CD a 222nm. 

 

Se decidió estudiar la reactividad de las cisteínas incluidas en estado nativo y 

desnaturalizado de la proteína. Para esto se empleó un protocolo estándar de 

reactividad de tioles basado en el reactivo de Ellman164,165. Se probaron dos 

pretratamientos: proteína sin reducir y proteína incubada con exceso de reductor 

(DTT), seguida de una exclusión molecular (s200). En la Figura 1.7 se puede 

observar una gran diferencia en la reactividad debido al pretratamiento con reductor 

(la reactividad se triplica). Por lo tanto, será conveniente reducir la cisteína antes de 

incubarla con los fluoróforos. Adicionalmente se puede ver que al desnaturalizar la 

proteína con cloruro de guanidinio aumentó la reactividad en ambos casos. Esto 

indica que la cisteína está parcialmente oculta y que puede haber impedimentos 

estéricos para la marcación.  
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Figura 1.7: Ensayo de reactividad de cisteínas monitoreado por espectroscopía de 
absorbancia. La sonda empleada es el reactivo de Ellman. CAE: péptido de 7 aminoácidos 
con una única cisteína reducida. KER88C oxidado: sin incubación con reductor; KER88C 

reducido; incubado con 10 mM de DTT y purificado por exclusión molecular (s200). 
Buffer:TrisHCl 50 mM +  NaCl 250 mM pH 8. 

 

Marcación de KE88C con Cy3 y Cy5 y caracterización de propiedades 

espectroscópicas 

 

La mutante pentamérica con una cisteína en la cavidad (KE88C) fue purificada y 

marcada con 2 fluoróforos: Cy3 y Cy5 En la Figura 1.8 se puede observar la 

estructura química y los espectros típicos de dichos fluoróforos. Brevemente, el 

protocolo consistió en incubar a la proteína con exceso de reductor (DTT 10 mM) 

durante 1 hora. Luego, el exceso de reductor fue quitado por cromatografía de 

exclusión molecular (superdex 200) e incubada (8ºC ON) con cada fluoróforo en una 

concentración 10 veces mayor a la de la proteína. Finalmente se quitó el exceso de 

fluoróforos por cromatografía de exclusión molecular.  
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Figura 1.8: (A) estructura molecular de Cy3-maleimida y Cy5-maleimida (B) espectros de 
excitación y emisión de Cy3 y Cy5 

 

El resultado de dicha marcación se muestra en la Figura 1.9. Por SDS-PAGE se 

puede observar una diferencia en el patrón de corrida del monómero marcado 

respecto al no marcado. Esto permite cuantificar la proporción de monómero 

marcado que en ambos casos ronda 1/3 del total de proteína. Cuando se cuantifica 

por absorbancia proporción de fluoróforos (DOL por las siglas en ingles de degree 

of labelling) por pentámero fue de 2.52 en el caso de Cy3 y 1.7 en el caso de Cy5.  
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Figura 1.9: Marcación de la mutante KE88C con Cy3 y Cy5. (A) SDS-PAGE sin teñir (B) 
SDS-PAGE teñido con coomasie-blue. El grado de marcación (DOL) para ambas muestras 
fue 1,7 y 2,6 respectivamente.  

 

Una vez obtenida la proteína marcada y cuantificada, se procedió a evaluar la 

formación del decámero al incubarla con la mutante DR. Como se puede ver en la 

Figura 1.10, dicho proceso fue evaluado por exclusión molecular seguida a la 

longitud de onda de absorbancia de la proteína (280 nm) y del máximo de cada 

fluoróforo (550 nm para Cy3 y 660 nm para Cy5). Aquí se puede observar un cambio 

en el patrón de corrida de la proteína indicando que el agregado de DR favorece la 

formación en un 100% del decámero.  
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Figura 1.10: Formación del decámero KE88C-DR con fluoróforo adentro seguido por 
cromatografía de exclusión molecular a 2 longitudes de onda. (A) Cromatograma 
correspondiente a Cy3 (B) Cromatograma correspondiente a Cy5 

 

Una vez obtenidas las mutantes marcadas y comprobada la formación del 

decámero, se procedió a caracterizar espectroscópicamente a los 3 fluoróforos 

sueltos, unidos a KER88C y tras formar el decámero con el pentámero 

complementario (DR). En primer lugar, se hicieron espectros de absorción, los 

cuales se muestran en la Figura 1. 11. Tanto para Cy3 como para C5 se observan 

cambios significativos en la forma de los espectros. En primer lugar, se observa un 

pequeño corrimiento al infrarrojo, indicador de un entorno menos polar (entorno 

proteico), típico de cromóforos solvatocrómicos166.  Por otro lado, se observa el 

aumento significativo de absorbancia de un pico secundario a 510 nm en Cy3 y a 

600 nm en Cy5. Si se observan los espectros de excitación para los 2 fluoróforos en 

las tres condiciones antes nombradas (Figura 1. 11B), se puede suponer que dichos 

picos secundarios de absorbancia no representan especies fluorescentes, esto se 

explicará más adelante.   



64 
 

 

 

Figura 1. 11: (A) Espectros de absorción de fluoróforo suelto en solución, unido a pentámero 
y tras la formación de decámero para Cy3 y Cy5. (B) Espectros de excitación de fluoróforo 
suelto, unido a pentámero y tras la formación de decámero para Cy3 y Cy5, medidos por 
emisión a 580 nm y 670 nm, respectivamente.  Todos los graficos están normalizados 
respecto al valor máximo de señal. 

 

En la Figura 1. 12Figura 1. 11 se muestran los espectros de emisión para cada 

especie. Para poder compararlas se midió la fluorescencia a iguales 

concentraciones de fluoróforo. Se observa un corrimiento del espectro al infrarrojo, 

coincidente con lo ocurrido en los espectros de absorción y emisión. Para el caso 

de Cy3 se observa un aumento relativo de fluorescencia cuando está unida a la 

proteína mientras que para Cy5 se observa una disminución. En ambos casos, al 

formar el decámero se observa un aumento sustantivo de fluorescencia respecto a 

cuándo se tiene sólo el pentámero. Tanto el aumento de fluorescencia de Cy3 como 

la disminución en Cy5 han sido previamente reportadas167ï169 y nombradas como 

PIFE (Protein induced fluorescence enhancement) y PIFQ (Protein induced 
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fluorescence quenching), respectivamente. De hecho este fenómeno ha sido 

empleado para la detección de interacciones proteína-proteína o proteína-

DNA170,171. Adicionalmente, la baja en intensidad de fluorescencia de Cy5 podría 

deberse también a la presencia de especies diméricas de fluoróforos o clústers que 

absorben, pero no emiten fluorescencia169,172,173. 

 

 

 

Figura 1. 12: Espectros de emisión de fluorescencia de las 3 especies (A) de Cy3 y (B) de 
Cy5. Todas las muestras fueron medidas a iguales concentraciones de fluoróforo y 
excitadas a la longitud de onda correspondiente al máximo de absorbancia de cada especie.  

 

Para estudiar si los cambios de intensidad de fluorescencia entre el pentámero y el 

decámero se deben a interacciones entre fluoróforos dentro de la cavidad, se 

realizaron experimentos con distinto nivel de marcación. Se marco la proteína con 

una cantidad lo mas baja posible de floróforo, para contrastar con la original. Los 

resultados se muestran en la Figura 1. 13. En primer lugar, si se observan sólo las 

curvas correspondientes a los pentámeros (color azul)  se puede reafirmar que la 

mera unión de Cy5 a la proteína tiene un efecto negativo sobre la capacidad de 

emitir fluorescencia, mientras que para Cy3 el efecto de unión no es muy 

significativo. En segundo lugar, se puede decir que el aumento de ocupación es 

contraproducente para Cy5, ya que aumenta la absorbancia del pico secundario y 

se reduce la emisión de fluorescencia. Dicho efecto ya ha sido observado 
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previamente y se lo atribuye a la formación de dímeros no fluorescentes tipo H173,174. 

Este fenómeno es mucho menor en Cy3. Finalmente, se observa en todos los casos 

un aumento relativo de fluorescencia cuando se forma el decámero, el cual es más 

marcado cuando el DOL es alto. Esto es acompañado de una disminución en la 

absorbancia del pico secundario en Cy5. Todo esto indica que el cambio en el 

entorno producido por la formación del decámero, favorecería o bien la eficiencia 

cuántica de fluorescencia o bien el número de fluoróforos que emiten por partícula. 

Una posible hipótesis que explique este fenómeno sería la ruptura de los dímeros 

no fluorescentes debido al nuevo entorno generado en el decámero.  

 

 

Figura 1. 13:   Espectros de (A) absorción y (B) emisión normalizada por concentración de 
Cy3 en bajo DOL: 1.1 fluoróforo por partícula proteica para Cy3 y 0.9 para Cy5.  

 

Para probar dicha hipótesis se decidió estudiar el tiempo de vida media de cada 

fluoróforo en las 3 condiciones. Los resultados se muestran en la Figura 1. 14. Para 
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ambos se observa un aumento en el tiempo de vida media al unirse a la proteína, 

independientemente de si se trata del pentámero o del decámero. Esto está en 

consonancia con trabajos previos169ï171,175 en los cuales tanto la unión a proteínas 

como la inmovilización en superficies de cianinas provoca un aumento de tiempo de 

vida media, explicado por la restricción de la isomerización Cis-Trans. Tomando 

como referencia los rendimientos cuánticos tabulados de ambos fluoróforos en 

solución, y considerando que el aumento del tiempo de vida media se debe 

exclusivamente a una reducción de la tasa de relajación no radiativa, es posible 

calcular los rendimientos cuánticos cuando estos se unen a KE y cuando se forma 

el decámero. Los resultados se muestran en la Tabla 1.2. Se observa que Cy5 unido 

a KE aumenta un 65% su rendimiento cuántico mientras que Cy3 aumenta un 430%. 

En ambos casos la formación del decámero no cambia el rendimiento cuántico. Los 

cambios en el rendimiento cuántico por si solos no alcanzarían para explicar los 

cambios en la intensidad de fluorescencia obtenida y de hecho son de sentido 

contrario para el caso de Cy5. Por otro lado, la ausencia de diferencias entre el 

rendimiento cuántico de los fluoróforos unidos a pentámero y con el decámero 

cerrado, apoyan la idea de que el cambio en la intensidad de fluorescencia no se 

debe a un cambio en el brillo por molécula sino a la cantidad de moléculas 

fluorescentes.  

 

Figura 1. 14:  gráficos de tiempos de vida media medidos por la técnica de TCSPC para las 
3 especies de (A) Cy3 y (B) Cy5 
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muestra Ű (ns) ū æū 

Cy5 1.161 ± 0.004 0.27176 1.00 

KECy5 1.908  ±  0.008 0.44 1.64 

KECy5+DR 1.902 ±  0.007 0.44 1.64 

    

Cy3 0.444 ±  0.003 0.15177 1.00 

KECy3 1.909 ±  0.008 0.65 4.30 

KECy3+DR 1.933 ±  0.011 0.65 4.35 

Tabla 1.1: Ajustes obtenidos de los tiempos de vida media (Ű) medidos por la t®cnica de 
TCSPC y rendimientos cuánticos calculados(ū), para las 3 especies de Cy3 y  Cy5 

 

Por otro lado, se decidió estudiar si la formación del decámero ofrece algún grado 

de protección de los fluoróforos contra quenchers. En trabajos previos se vio que la 

presencia de TCEP en muestras de Cy5 tenia la capacidad de quenchear su 

fluorescencia a través de una unión reversible por UV, no asi con Cy3178. En nuestro 

caso, el estudio comparativo (Figura 1. 15) muestra que efectivamente la unión a la 

proteína muestra cierto grado de protección contra este quencher. Sin embargo, la 

formación del decámero parece no aportar significativamente a la protección contra 

TCEP. Una posible explicación para esto último es que el TCEP tenga la capacidad 

de atravesar sin dificultades el poro de la proteína, dado su pequeño tamaño.  
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Figura 1. 15:  Curva de Stern-Volmer correspondiente a las 3 especies de Cy5. En el eje X 
se grafican concentraciones de TCEP y en el eje Y F0/F-1, siendo F0 la fluorescencia inicial  

y F la fluorescencia medida para cada concentración de TCEP. 

 

Caracterización fotofísica de Cy3 y Cy5 a nivel de molécula única 

 

Con el fin de profundizar sobre los cambios en la fluorescencia que ocurren por la 

unión de los fluoróforos al pentámero de BLS y como efecto del cierre de la caja 

proteica tras formar el decámero, se decidió realizar estudios a nivel de molécula 

única empleando microscopía de fluorescencia de campo amplio de las muestras 

con alto DOL (aquellas en las que el cambio en la intensidad de fluorescencia tras 

la formación del decámero es más marcado). Para hacer los estudios de moléculas 

individuales, se prepararon respectivas muestras de Cy3, Cy5 y sus respectivos 

constructos con BLS inmovilizados en un substrato de vidrio a una concentración 

superficial lo suficientemente diluida como para que se encuentren separados por 

una distancia mayor que el límite de difracción. La concentración que satisface esta 

condición suele rondar valores de 10-100 pM.  Los substratos fueron previamente 

limpiados y recubiertos con un polímero positivo (PDDA) que permitiría inmovilizar 

a los fluoróforos o los constructos de BLS por fuerzas electrostáticas. 
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Para cada muestra, se grabaron videos que permitieran captar la emisión de Cy3 o 

Cy5 individuales en función del tiempo. La figura 1.16 muestra un ejemplo. En todos 

los casos se pudo observar la emisión intermitente característica de moléculas 

individuales.  

 

Figura 1. 16: (A) imagen de fluorescencia de campo amplio de partículas individuales. Se 
muestra ampliación de una partícula en cuadros sucesivos. (B) traza temporal de 
fluorescencia de una partícula de Cy5 y distribución de cuentas para cada valor de 
intensidad. 

 

Las trazas de emisión en función del tiempo de moléculas individuales pueden 

analizarse para obtener los tiempos de cada evento de emisión ὸ   y de no emisión 

ὸ , a partir de los cuales es posible analizar su distribución. 

Si el tiempo de observación es suficientemente largo, también es posible observar 

los pasos de fotodegradación, que en el caso de tratarse de una sola molécula 

ocurre de manera instantánea, en un solo paso (single-step photobleaching), 

mientras que si la emisión proviene de más de un fluoróforo se observaran dos, tres 

o más saltos en la reducción de la intensidad a medida que los fluoróforos se van 

degradando. Del análisis de las trazas de emisión es también posible calcular el 

número de moléculas presentes en una determinada localización, por lo que se 
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podría estimar no sólo el promedio sino también la distribución de fluoróforos por 

partícula proteica.  

Cy5 

La Figura 1. 17 resume los resultados obtenidos del análisis de trazas de emisión 

de Cy5, KECy5, y KECy5DR. 

 En cuanto al número promedio de fotones por unidad de tiempo se encontró una 

distribución con pico principal en 1666 ± 416 fotones (Figura 1. 17). En esta 

distribuci·n se observa una ñcolaò asim®trica hacia valores altos. Esto 

probablemente se deba a la contribución de agregados de 2 o más fluoróforos y 

puede ajustarse a una suma de 2 o más gaussianas.  

Se encontró que las distribuciones de Ton y Toff (Figura 1. 17 B y C) son bien 

representadas por una función biexponencial (ecuación 1), revelando la presencia 

de eventos muy cortos (o rápidos) y eventos más largos (o lentos), de menor 

ocurrencia.  

Ὢὸ  ὃ  zὩ Ⱦ  ὃ  zὩ Ⱦ   Ec. 1 

Ecuación 2: suma de dos distribuciones exponenciales 

 A partir de los valores medidos de estos últimos dos parámetros, es posible calcular 

la duración de un ciclo de trabajo o duty cycle (Ὀὅ, Ec. 2), que para Cy5 en estas 

condiciones experimentales fue de 0.17.  

Ὀὅ
ộ Ớ

ộ Ớộ Ớ
     Ec. 2 

Donde:  

ộ† Ớ
ὃ †z

 
ὃ †z

ὃ ὃ
 

 

ộ† Ớ
ὃ †z ὃ †z  

ὃ ὃ
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Los valores de † , †  y Ὀὅ para Cy5 se muestran en la Tabla 1.1:  

Parámetro 1 2 Promedio pesado 

Űon (s.) 0.76 0.12 0.12 

Űoff (s.) 3.40 0.56 0.59 

DC 0.18 0.17 0.17 

Tabla 1.1:  resumen de valores  de ton y toff para Cy5 
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Figura 1. 17:  Análisis de parámetros de trazas de fluorescencia de partículas únicas de 
Cy5. (A) distribución de fotones por unidad de tiempo (0.1s) en cada evento de fluorescencia 
(B) distribución de duración de eventos ON , ajustado a una función biexponencial (C) 
distribución de duración de eventos OFF , ajustado a una función biexponencial 
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En la sección anterior se había observado que Cy5 fluoresce mas dentro del 

decámero que dentro del pentámero. Habiendo descartado cambios en el tiempo 

de vida media, la siguiente hipótesis era que hay más moléculas emitiendo 

fluorescencia, aunque también podría deberse a un incremento en el duty cycle. 

Estas hipótesis pueden ser puestas a prueba analizando moléculas individuales. Si 

esto es correcto, la relación entre las intensidades de fluorescencia debería poder 

explicarse mediante la ecuación 5:  

Ὅ

Ὅ

ȿὈὅz Ὂȿ

ȿὈὅzὊȿ
 

 

Donde Ὅ  y Ὅ  son las intensidades de fluorescencia normalizadas por la 

absorbancia a la longitud de onda de excitación de cada muestra, y F es el promedio 

de fotones por unidad de tiempo.  

Se midieron los parámetros evaluados anteriormente para Cy5, pero ahora unido al 

pentámero (KECy5) y en el decámero cerrado (KECy5+DR). Los resultados se 

muestran en la Figura 1. 18. Al comparar la cantidad de fotones promedio emitidos 

por evento, se observa un aumento en la proporción de eventos que liberan mayor 

cantidad de fotones cuando se cierra el decámero. Por otro lado, los tiempos de 

encendido y apagado parecen no modificarse sustancialmente.  
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Figura 1. 18:  Análisis de parámetros de trazas de fluorescencia de particualas únicas de 
KECy5 (violeta) y KECy5+DR (azul). (A y B) distribución de fotones por evento de 
fluorescencia (C y D) distribución de duración de eventos ON , ajustado a una función 
biexponencial (E y F) distribución de duración de eventos OFF , ajustado a una función 
biexponencial 

 



76 
 

Para determinar qué parámetro o parámetros explican mejor el aumento en la 

fluoresecencia tras cerrar el decámero se cuantificaron los valores promedio de los 

mismos (Tabla 1.2). En el caso de Cy5 se observó un aumento relativo de 

fluorescencia de un 85% al cerrar la proteína, este aumento puede ser explicado en 

mayor medida por un aumento en el promedio de fotones por evento (53%) y en 

menor medida por un aumento en el ciclo de trabajo (17%), ambos paramentros 

juntos muestran una diferencia del 80% en la cantidad de fotones totales entre Cy5 

dentro del decámero y el pentámero.  

 

 KECy5 KECy5+DR ratio 

Iem
650/abs630 179.70 332.70 1.85 

Fotones/tiempo (F) 3676 5640 1.53 

Ton (s) 2.74/ 0.42 2.83/ 0.44 1.09 

Toff (s) 5.15/ 0.64 4.23/ 0.53 0.83 

Ciclo de trabajo (DC) 0.40 0.47 1.17 

DC*F 1475.41 2655.36 1.80 
Tabla 1.2:  Resumen de valores de principales parámetros de fluoresencia de partículas 
únicas y proporción (ratio) entre los valores obtenidos para KECy5+DR respecto a KECy5 

 

Cy3 

El caso de Cy3 muestra algunas diferencias respecto a Cy5 (Figura 1. 19). En primer 

lugar, al observar el número de fotones promedio por evento, se observa una 

distribución menos homogénea, lo que da indicio de la presencia de agregados de 

fluoróforos. El numero promedio de fotones obtenidos por evento, ajustando el pico 

principal a una distribución gaussiana, es similar al obtenido por el otro fluoróforo 

(1700 ± 844 cuentas). Por otro lado, los tiempos característicos de encendido y 

apagado de este fluoróforo son más largos (ver Tabla 1. 3) y el ciclo de trabajo más 

grande (0.52).  
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Figura 1. 19:  Análisis de parámetros de trazas de fluorescencia de particualas únicas de 
Cy3. (A) distribución de fotones por evento de fluorescencia (B) distribución de duración de 
eventos ON , ajustado a una función biexponencial (C) distribución de duración de eventos 
OFF , ajustado a una función biexponencial. 
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Parámetro 1º 2º Promedio pesado 

Űon (s.) 2.81 0.70 0.82 

Űoff (s.) 18.17 0.75 0.87 

DC 0.13 0.48 0.52 

Tabla 1. 3:  resumen de valores  de ton y toff para Cy3 

 

Al comparar el efecto de introducir Cy3 en el pentámero y tras cerrar el decámero 

(Figura 1. 20), se observa que en este caso ya no es el aumento en el número 

promedio de fotones emitidos por evento, sino la duración de los eventos (ton) lo 

que explicaría mayoritariamente el aumento en la intensidad de fluorescencia (Tabla 

1. 4). Sin embargo, y a diferencia de lo ocurrido con Cy5, este parámetro solo no es 

suficiente para explicar la totalidad de aumento de intensidad en fluorescencia.  
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Figura 1. 20: Análisis de parámetros de trazas de fluorescencia de particualas únicas de 
KECy3 (violeta) y KECy3+DR (azul). (A y B) distribución de fotones por evento de 
fluorescencia (C y D) distribución de duración de eventos ON , ajustado a una función 
biexponencial (E y F) distribución de duración de eventos OFF , ajustado a una función 
biexponencial 
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 KECy3 KECy3+DR ratio 

Iem
550/abs520 758.48 1322.08 1.74 

Fotones/evento (F) 2645 2806 1.06 

Ton (s) 2.41/0.45 3.83/0.80 1.74 

Toff (s) 7.78/0.83 8.73/0.82 0.98 

Ciclo de trabajo (DC) 0.35 0.49 1.40 

DC*F 934.71 1383.45 1.48 

Tabla 1. 4:  Resumen de valores de principales parámetros de fluoresencia de partícuasl 
únicas y proporción (ratio) entre los valores obtenidos para KECy3+DR respecto a KECy3 

 

 

Conclusiones parciales 

 

En este capítulo hemos demostrado que BLS puede funcionar como una caja 

proteica. A pesar de que existen múltiples proteínas que cumplen esta función, BLS 

goza de algunas características únicas que la distinguen para diversas aplicaciones: 

a diferencia de la mayoría de las cajas proteicas que tienen una simetría radial, BLS 

tiene una naturaleza cilíndrica. Además, trabajos previos nuestros han permitido 

controlar su ensamblaje y su trabajo de manera modular como una partícula del tipo 

Jano115.  

Hemos podido incluir 2 fluoróforos de la familia de las cianinas con una 

estequiometría controlada sin afectar la estructura terciaria y cuaternaria de BLS. Si 

bien esta proteína posee 5 puntos de anclaje de fluoróforos, no es posible ocupar 

todos, posiblemente debido a impedimentos estéricos. Así mismo, hemos 

caracterizado las propiedades fotofísicas de dichos fluoróforos dentro de BLS, las 

cuales se ven modificadas en el interior de esta proteína: tanto el espectro de 

absorbancia como de emisión de fluorescencia sufren cambios apreciables. La 

intensidad de florescencia disminuye con el grado de marcación por lo que, 

dependiendo de las posibles aplicaciones, es probable que no convenga saturar los 

sitios de unión. Esto se debe a que, en particular, esta familia de fluoróforos forma 

dímeros no fluorescentes de tipo H y J. Por otro lado, se observaron diferencias 
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significativas entre los fluoróforos unidos a los pentámeros y los fluoróforos dentro 

de la caja cerrada (decámero). Es posible que el aumento de fluorescencia al formar 

el decámero se deba a la disrupción de los dímeros H y J antes nombrados.  

Estudios de fluorescencia de molécula única revelaron que el aumento de 

fluorescencia al formar el decámero se debe principalmente a la cantidad de fotones 

emitidos por unidad de tiempo en el caso de Cy5 y la duración de los eventos en el 

caso de Cy3.  
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CAPÍTULO 2:  BLS COMO SISTEMA DE 

ANDAMIAJE PARA DNA-PAINT 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Colaboración: Alan Szalai y Lucía Lopez (DNA-PAINT)  
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DNA-PAINT 

 

DNA-PAINT (acumulación de puntos para imágenes de topografía en la nanoescala, 

por sus siglas en inglés) es una de las técnicas de super-resolución más 

utilizadas179. A diferencia de las tradicionales técnicas de SMLM en las cuales el 

encendido estocástico de fluoróforos se debe a procesos fotofísicas de los mismo, 

esta técnica emplea el pegado y despegado de 2 hebras de ADN como factor de 

blinking o parpadeo (Figura 2. 1). La primera hebra, llamada docking se encuentra 

unida covalentemente a la molécula que se desea localizar. La segunda hebra, 

llamada imager está unida a un fluoróforo y se encuentra libre en solución. Si la 

muestra es iluminada en TIRF, las hebras imaging solo serán visualizadas cuando 

se unan transitoriamente a las hebras docking. El intervalo de tiempo en el que el 

imager se encuentra unido a la hebra de docking y es posible detectar fluorescencia 

se denomina Űon y el intervalo de tiempo en el cual la hebra docking se encuentra 

sola se denomina Űoff. Dado que el blinking depende de la cinética de unión de las 

dos hebras de ADN, la frecuencia y duración de los eventos depende ya no de las 

propiedades del fluoróforo sino de parámetros tales como el largo y la secuencia de 

los oligonucleótidos, la composición del buffer y la concentración de la hebra imager 

en solución. Al renovarse constantemente el fluoróforo en cada posición, se evita el 

fotoblanqueo y la cantidad de localizaciones se hace teóricamente infinita. Esto le 

otorga una ventaja respecto a otras técnicas tales como STORM y PALM. Si se 

tiene en cuenta que la resolución en estas técnicas depende de la precisión de cada 

localización y la cantidad de localizaciones, DNA-PAINT se posiciona como una 

técnica con posibilidad de acceder a resoluciones aún mejores que sus técnicas 

hermanas180.   
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Figura 2. 1 (A)Principio de funcionamiento de DNA-PAINT (B) Esquema de marcación de 
una muestra con anticuerpos empleando DNA-PAINT (C) Comparación de imagen obtenida 
de actina con microscopía de fluorescencia convencional y con DNA-PAINT (adaptado de 
Schnitzbauer et al. 2017) 

 

En la práctica la resolución alcanzable suela estar en el orden de los 10-20nm. Si 

se desea obtener resoluciones menores, existe una serie de consideraciones 

prácticas que deben tenerse en cuenta180 (Figura 2. 2): 

Requisito (1): Una alta precisión de localización. Esto se puede obtener mediante la 

recopilación de un alto recuento de fotones por localización de una sola molécula. 

La cantidad de fotones obtenidos de un fluoróforo depende de la cantidad de ciclos 

de excitación-emisión que puede realizar antes de degradarse. Para reducir las 

chances de degradación se pueden agregar a la solución sustancias que 

contrarresten los mecanismos de degradación, tales como quenchers del estado 

triplete y consumidores de oxigeno (oxygen scavengers)181. 
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Requisito (2): una relación señal/ruido alta en la imagen súper resuelta. Esto se 

puede lograr recopilando una gran cantidad de eventos de parpadeo y permite una 

separación clara entre dos regiones cercanos de la muestra. El aumento en la 

cantidad de localizaciones se puede lograr aumentando el tiempo de adquisición o 

aumentando la concentración de imager. Sin embargo, esto último debe hacerse 

con cuidado de no superponer espacialmente eventos de emisión y también tiene 

la desventaja que produce un aumento de la señal de fondo que atenta contra la 

precisión de localización. Existen varias estrategias que permiten aumentar la 

concentración de imager sin aumentar la señal de fondo, como estrategias de 

FRET-PAINT182ï184 y sondas fluorogénicas185.  

 Requisito (3): Una fracción baja de localizaciones inespecíficas. Esto se puede 

favorecer, a costa de mayores tiempos de medición, mediante tiempos largos de 

unión del imager. De este modo, los eventos específicos se diferencian mejor de los 

no específicos que suelen tener tiempos de unión más cortos. 

Requisito (4): un mecanismo de compensación preciso para la deriva de la platina 

del microscopio186. Teniendo en cuenta que los tiempos típicos de adquisición de 

DNA-PAINT son de orden de minutos a horas, se hace importante contar con un 

microscopio estable y tratar de que todos los elementos ópticos y la muestra se 

encuentren cubiertos para evitar movimientos de aire. A pesar de todos estos 

requerimientos, muchos microscopios siguen presentando derivas del orden de 

decenas de nm/min. Para corregir esta deriva se suelen usar marcas fiduciarias que 

no son más que partículas con una alta tasa de emisión de fotones a lo largo de 

toda la medición, cuya trayectoria es fácil de reconstruir187,188.  
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Figura 2. 2: requisitos para obtener imágenes de DNA-PAINT con resolución menor a 20 
nm (adaptado de Dai et al. 2016) 

 

smFRET y super-resolución 

 

La transferencia de energía por resonancia de Förster (FRET) es un fenómeno 

ampliamente utilizado como regla molecular para interrogar la estructura de 

biomacromoléculas189ï192. En las mediciones de FRET, el grado de transferencia de 

energía no radiativa entre dos fluoróforos, denominadas donor y aceptor, informa la 

distancia entre ellos (Figura 2. 3A-C). Dicha trasferencia suele ocurrir en el rango de 

1 a 10 nm. Para que ocurra FRET entre dos fluoróforos, existe una serie de 

condiciones necesarias además de la distancia entre ellos: en primer lugar, el 

espectro de emisión del donor se debe solapar parcialmente con el espectro de 

excitación del aceptor. En segundo lugar, la eficiencia depende de la orientación 

relativa entre los dipolos. Esto cuando hay libre rotación de los fluoróforos no es un 

problema, pero cuando hay restricciones de movimiento es un factor que se debe 

tener en cuenta.  La distancia a la cual la eficiencia de FRET es 0.5, es característica 

para cada par de fluoróforos y se la llama Radio de Förster (R0). Existen múltiples 

maneras de calcular la eficiencia de FRET, basadas en los cambios en algún 

parámetro del donor o el aceptor (intensidad de emisión de fluorescencia, tiempo de 

vida media, entre otros).  

Es posible observar FRET entre una sola molécula donora y una sola molécula 

aceptora. Existe un conjunto de técnicas que logran esto y se las denomina single-

pair FRET (spFRET) o single-molecule FRET (smFRET)193ï195 (Figura 2. 3Dy E). 

Esto permite acceder, por un lado, a la diversidad de comportamientos de una 

determinada población de moléculas193,196ï198. Por otro lado, también es posible 

estudiar procesos moleculares que involucren movimientos o cambios en distancias 

a lo largo del tiempo199,200. Así, si se observa las trazas temporales de fluorescencia 

correspondientes a los canales del donor y al aceptor para una determinada 

posición espacial, es posible determinar la eficiencia de FRET a lo largo del tiempo.  

Algunos de los procesos moleculares que se pueden estudiar mediante esta técnica 
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son el plegamiento proteico197,201, el movimiento de máquinas moleculares202, 

cambios conformacionales196, etc. Por último, también es posible aprovechar este 

fenómeno para mejorar la resolución en nanoscopías194,195.  Recientemente, se ha 

empleado el fenómeno de FRET para acortar los tiempos de adquisición de DNA-

PAINT182ï184 empleando un docking largo con capacidad de unión de 2 imagers: una 

con un fluoróforo donor y otra con un fluoróforo aceptor (Figura 2. 3F). En este 

esquema solo se observa señal cuando ambas hebras esta unidas al sitio de unión. 

Esto permite aumentar mucho la concentración de imagers, dado que solo se excita 

al donor y sólo se visualiza al aceptor. Así, se han llegado a obtener imágenes de 

FRET-PAINT con buena resolución en el orden de los minutos en incluso segundos.  
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Figura 2. 3: (A)solapamiento espectral necesario entre donor y aceptor en un par de 
fluoróforos para que ocurra FRET (B) importancia de la orientación relativa entre dipolos 
para que ocurra FRET (C) dependencia del fenómeno respecto a la distancia entre 
fluoróforo (D) smFRET en técnicas de SMLM (E)smFRET en STED (F) principio de 
funcionamiento de FRET-PAINT y comparación de resultados con DNA-PAINT tradicional 
(adaptado de Szalai, Masullo y Stefani 2021). 

 

 

Motivación y objetivos:  

 

Tomando como base la experiencia de nuestro grupo para modificar BLS como 

sistema modular de marcación para microscopía de fluorescencia115, la estructura 

repetitiva de BLS ofrece una manera de multiplicar los sitios para DNA-PAINT. Nos 
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propusimos el objetivo de emplear un pentámero de BLS como estructura de 

andamiaje para DNA-PAINT y FRET-PAINT, en el que cada proteína marcada tenga 

hasta 5 hebras ñdockingò largas, con sitios de uni·n para 2 imagers (Figura 2. 4). La 

hipótesis de trabajo es que una partícula de BLS, al ofrecer hasta 5 sitios de unión 

para imagers, puede mejorar considerablemente los tiempos de visualización de 

una estructura blanco por FRET-PAINT respecto a un sistema tradicional (VHH, IgG, 

Fab) con 1 o 2 hebras de ADN.  

 

Figura 2. 4: esquema conceptual de BLS pentamérica como estructura de andamiaje para 
imágenes obtenidas por FRET-PAINT. En una cara se posiciona el ñm·dulo de 
visualizaci·nò, empleando la qu²mica de amino terminal, y en la cara opuesta el ñm·dulo de 
reconocimientoò, empleando la química del tiol de la cisteína insertada en la posición 88.  

 

Estudios preliminares y diseño 

 

Dado que la resolución típica de técnicas como DNA-PAINT se encuentra en el 

orden de magnitud del tamaño de las proteínas que se suele querer detectar, el 

tamaño de los complejos de detección, formado habitualmente por anticuerpos o 

nano-anticuerpos pasa a ser relevante. Es por esto que lo primero que nos 

propusimos fue hacer una comparación de las dimensiones de un pentámero de 
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BLS respecto a un nano-anticuerpo. En la Figura 2. 5 se puede observar que, si bien 

el pentámero de BLS es de un peso molecular considerablemente mayor al de un 

nano-anticuerpo, y similar a un anticuerpo, su tamaño es mucho menor y su 

geometr²a cil²ndrica hace que su ñalturaò no difiera significativamente de la de un 

nano-anticuerpo. 

 

 

 

Figura 2. 5: Estructura cristalográfica de (A) BLS pentamérica - PDB 1XN1- y de (B) un 
nano-anticuerpo de camélido ï PDB 5U64-. En rosado se muestran las representaciones 
ñcartoonò de los mon·meros de ambas proteínas. La altura de ambas estructuras es 
cercana a los 4 nm.  

 

Como prueba de concepto se decidió emplear al pentámero de BLS como estructura 

de andamiaje para marcar actina. De un lado del pentámero se uniría el módulo de 

reconocimiento y del otro el módulo de detección. Para el reconocimiento se decidió 

emplear una pequeña molécula comúnmente empleada para detectar actina, 

llamada faloidina, la cual posee una alta afinidad por la forma fibrilar de dicha 

proteína203ï205. Dado que en el capítulo anterior se introdujo una cisteína en la cara 

de la cavidad de BLS, se decidió emplear la reactividad de dicho aminoácido para 

unir la faloidina a través de una molécula adaptadora.  Para el módulo de detección 

se decidió replicar un el sistema FRET desarrollado previamente184, el cual consiste 

en una hebra docking larga con sitios de unión para 2 hebras imagers: la primera 
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lleva un fluoróforo donor (en este caso Cy3b) y la segunda un fluoróforo aceptor 

(ATTO 655). Las secuencias de los oligonucleótidos y los espectros solapados de 

los fluoróforos empleados, se pueden observar en la Figura 2. 6. Cabe aclarar aquí 

que, en el diseño de los oligonucleótidos, los correspondientes al aceptor (10 bases) 

tienen una base más que el donor (9 bases). Esto fue diseñado así para que el 

donor se encuentre siempre (o la mayor parte de las veces) con un aceptor unido al 

sitio docking. Además, al igual que en un trabajo anterior, se decidió ubicar los 

imagers en sentido ñcabeza colaò debido a que se observ· que as² se obten²a mayor 

eficiencia de FRET. Finalmente, se ubicó la hebra aceptora más próxima a la 

proteína que la donora para que su posición sea lo más cercana posible a la 

estructura que se quiere revelar. 
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Figura 2. 6: (A) Secuencia y modificaciones en el extremo 5ô de las hebras ñdockingò y las 
hebras ñImagerò, la D significa que allí se usó un fluoróforo donor (Cy3b) y la A un fluoróforo 
aceptor (Atto 655). (B) esquema conceptual de equilibrio de unión de las dos hebras imager.  
(C) espectros de excitación y emisión de los fluoróforos utilizados 

 

La unión de BLS a la hebra de actina fue modelada empleando el software CCP4, 

a partir de las estructuras cristalográficas individuales de actina (PDB 6BNO) y BLS 

(PDB 1XN1). En la Figura 2. 7 se puede ver como se ubican 4 partículas de BLS 
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alrededor de la hebra de actina, obteniéndose un diámetro total esperado de 15/16 

nm. 

   

 

Figura 2. 7: modelado de (A) vista lateral y (B) vista frontal de unión de pentámeros de BLS 
(PDB 1XN1) derivatizados con faloidina a una hebra de actina (PDB 6BNO). La faloidina se 
une específicamente a la interfaz entre monómeros de actina.  

 

Ensamblaje de BLS con faloidina y oligonucleótidos de DNA 

 

Dado que se pretendía emplear la química de los tioles en la unión de la faloidina 

como de los oligonucleótidos, resultaba importante hacer un ensamblaje secuencial 

que permitiera tener control del lugar en el que cada elemento se une a BLS. Un 

correcto orden de ensamblado evitaría reacciones cruzadas. Es este sentido, lo 

primero que debe hacerse es unir la faloidina-amino a las cisteínas 88 de BLS, de 

manera tal que la reactividad de estas últimas quede ñbloqueadaò en pasos 

siguientes. Para esto se empleó el adaptador mal-PEG2-NHS cuyos extremos 

reaccionan con tioles y grupos aminos respectivamente. Se unió secuencialmente 

el adaptador a las cisteínas por el extremo maleimida y luego la faloidina al extremo 

NHS del mismo. En una segunda etapa, se unieron los oligonucleótidos 

funcionalizados con tioles a los extremos N-terminal de la proteína empleando el 
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mismo adaptador (Figura 2. 8). Al igual que en la etapa anterior, primero se unió el 

adaptador a las aminas terminales de la proteína, pero esta vez por su extremo NHS 

y luego se hizo reaccionar el extremo maleimida con los tioles de los 

oligonucleótidos. A partir de aquí llamaremos OBF a la partícula compuesta por el 

oligonucleótido, la proteína y la faloidina.  

 

Figura 2. 8: Esquema de ensamblado en 2 pasos de la partícula de reconocimiento de actina 
para posterior visualización por FRET-PAINT. EN un primer paso se une faloidina 
(funcionalizada con un grupo amino) al aminoácido C88 mediante un adaptador mal-PEG2-
NHS. En un segundo paso se unen los oligonucleótidos (funcionalizados con un grupo tiol) 
al extremo N-terminal de BLS empleando el mismo adaptador. 

 

 En la Figura 2. 9A se puede observar el espectro de absorbancia típico de BLS 

(máximo en 280 nm), de faloidina (máximo en 290 nm con dos hombros a 280 y 310 

nm) y de los oligonucleótidos (máximo en 260 nm). Estas diferencias permitieron 

monitorear los pasos de marcación por espectrofotometría. A medida que se fueran 

uniendo las moléculas, se esperaba que los espectros resultantes fueran una 

combinación de los espectros individuales. La marcación también fue seguida por 



95 
 

SDS-PAGE. En la Figura 2. 9B se puede observar un corrimiento de parte de los 

monómeros de BLS debido a la unión con faloidina, consistente con la suma de sus 

pesos moleculares. Sin embargo, aquí se puede ver que la reacción no es completa, 

sino que ronda el 50% de los monómeros. Este resultado es similar al observado en 

el capítulo anterior cuando se intentó unir fluoróforos a BLS en el mismo sitio. 

Nuevamente, la hipótesis es que la ocupación de los 5 sitios no puede ser completa 

debido a impedimentos estéricos.  Tras unir el adaptador al extremo N-terminal, se 

observan 2 cambios: por un lado, un patrón de corrida menos definido y por otro la 

formación de lo que parecen ser dímeros o trímeros. Esto puede deberse a efectos 

de crosslinking inespecífico entre monómeros durante el calentamiento de la 

muestra previo al sembrado en el gel, debido al exceso de adaptador. Las especies 

de mayor peso molecular disminuyen en el paso final de agregado de los 

oligonucleótidos, soportando la hipótesis anterior.  

 

Figura 2. 9: (A) Espectro de absorbancia de BLS pentam®rica, la hebra ñdockingò 
(oligonucleótido), la faloidina y la partícula compuesta por los 3 anteriores. (B) SDS-PAGE 
de BLS, BLS unida a faloidina (B-F), el producto intermedio derivatizado con el adaptador 
(C-B-F) y el producto final unido a la hebra docking (O-B-F).  

 

Para tener una marcación de referencia, se unió faloidina a la secuencia docking de 

oligonucleótidos, empleando el mismo adaptador. Denominamos a este marcador 

OF. Dicha unión fue monitoreada por espectroscopía de absorción. En la Figura 2. 
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10 se observa la comparación entre los espectros separados y tras la unión de 

ambos componentes.   

 

Figura 2. 10:  Espectro de absorbancia de la hebra ñdockingò (oligonucle·tido), la faloidina 
y la partícula compuesta por los 2 anteriores.  

 

Para caracterizar el desempeño de los marcadores OBF y OF para DNA-PAINT, 

colocamos una solución muy diluida de cada muestra en un portaobjetos. Dicho 

portaobjetos estaba previamente recubierto con una capa de polímero positivo 

(PDDA), de manera tal que la proteína y la faloidina (cuyo punto isoeléctrico se 

encuentra por debajo del pH de trabajo) se pegaría inespecíficamente a la superficie 

por interacciones electrostáticas. Empleando la correcta combinación de imagers, 

láseres y filtros de emisión sería posible visualizar y caracterizar nubes de puntos 

sueltas correspondientes a marcadores individuales. En este caso, decidimos 

visualizar las estructuras por excitación directa del aceptor. En la Figura 2. 11 y en 

la Tabla 2. 1 se pueden ver una comparación de diámetros y ciclo de trabajo para 

OF y OBF. Ambos parámetros guardan una cierta proporcionalidad con el número 

de sitios docking. Dado que BLS posee hasta 5 sitios para docking se espera que 

el diámetro de las nubes de localizaciones de BLS sea mayor a las de faloidina. Por 

otro lado, como se explicó en el capítulo 1, el ciclo de trabajo (DC) depende de ton 
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y toff. Si para las dos muestras se usa el mismo par de oligonucleótidos docking-

imager, cada docking se considera independiente de las demás y la concentración 

del imager en solución se mantiene invariante, se espera que el ton no se modifique 

y que el toff se reduzca cuántas más dockings haya disponibles. El menor toff se 

traduce en un mayor DC. Los múltiples dockings de OBF también pueden 

incrementar el ton si los imagers que se desprenden un docking y se pueden unir a 

otro aledaño antes de difundir lejos del marcador.  

Experimentalmente se observa que el DC de OBF es 2.4 veces mayor que el de 

OF, principalmente producido por una reducción de toff, pero también debido a un 

incremento de ton.  

 

Figura 2. 11: Comparación de parámetros obtenidos para OF y OBF medidos por DNA-
PAINT ([Imager A]= 0,5 nM; laser de excitación 635nm; potencia 10 mW; filtro de emisión 
725/40). (A) distribución de diámetros para OF y OBF (B) distribución de ciclos de trabajo 
para OF y OBF  

 OF OBF 

Concentración imager A (nM) 0.5 0.5 

Laser excitación (nm) 635 635 

Filtro emisión (nm) 725/40 725/40 

Precisión (nm) 6.11±2.60 6.85±2.73 

Diámetro (nm) 14.81±7.91 17.91±8.78  

Ton (s) 1.16 1.25 

Toff (s) 465 364.59 

DC 0.011±0.006 0.027±0.014 
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Tabla 2. 1: Comparación de parámetros promedio medidos por DNA-PAINT de las 
partículas de faloidina sola (OF) y BLS-faloidina (OBF)  reveladas por excitación directa del 
aceptor. En la tabla se indican también las condiciones de medición. 

 

Caracterización de los imagers  

Si se desea realizar imágenes por FRET-PAINT es menester realizar previamente 

una serie de controles. En primer lugar, es necesario estar seguro de que lo que se 

ve es efectivamente FRET y no emisión directa del donor. Para esto es necesario 

seleccionar correctamente un filtro de emisión que deje pasar los fotones emitidos 

por el aceptor, pero no los del donor. Al fenómeno en el cual se observan fotones 

del donor pasando a trav®s del filtro del emisor se lo suele llamar ñsangradoò. £ste 

fenómeno suele ser bastante frecuente y si bien es difícil bloquear totalmente los 

fotones provenientes por excitación directa del donor, es deseable que los mismos 

sean mínimos. En la Figura 2. 12 se observa una muestra de OBF en presencia de 

imager donar y excitada con láser verde (correspondiente al donor). A la izquierda 

se ven las nubes de localizaciones obtenidas con el filtro de emisión que sólo deja 

pasar al donor y a la derecha se observa el mismo campo con el filtro 

correspondiente al aceptor. En ambos casos las nubes de localizaciones grandes 

corresponden a nanopartículas de oro de 100 nm que emiten a ambas longitudes 

de onda y sirve como marcas fiduciarias. De la Figura 2. 12 se puede concluir que 

efectivamente, aquellas localizaciones que se observen al excitar con láser verde y 

se revelan con el filtro 725/40, no pueden ser asignadas a emisión directa del donor.  
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Figura 2. 12: Comparación de imágenes de súper-resolución por DNA-PAINT de un mismo 
campo de partículas de BLS ubicadas al azar sobre el vidrio iluminando con láser 532 nm 
y revelando con el imager D. En (A) se muestra la imagen obtenida con un filtro de detección 
582/75 y en (B) se muestra la imagen obtenida con un filtro 725/40. En ambas imágenes se 
observan unos clústeres de gran tamaño correspondientes a nanopartículas de oro de 100 
nm de diámetro, empleadas como marcadores fiduciarios.  

 

Como segundo control, decidimos evaluar si el láser verde, a la potencia empleada 

es capaz de excitar directamente al fluoróforo aceptor. Para esto, preparamos una 

muestra sólo con imager aceptor y la excitamos con ambos láseres (verde y rojo), 

revelando sólo con filtro 725/40. En la Figura 2. 13 se observa que efectivamente, 
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el láser verde tiene poca capacidad de excitación directa al imager aceptor. Esto 

implica que todas las localizaciones observadas al excitar con láser verde deberían 

provenir de eventos de FRET, en el caso de que ambos imagers estén presentes 

en la muestra.   

 

Figura 2. 13:  Comparación de imágenes de súper-resolución por DNA-PAINT de un mismo 
campo de partículas de BLS ubicadas al azar sobre el vidrio iluminando con (A) láser 532 
nm y (B) laser 642 nm, revelando con el imager A y empleando un filtro de detección 725/40. 
En ambas imágenes se observan unos clústeres de gran tamaño correspondientes a 
nanopartículas de oro de 100 nm de diámetro, empleadas como marcadores fiduciarios.  

 

Una vez hechos los controles correspondientes, procedimos a caracterizar las 

nubes de localizaciones obtenidas por excitación directa de ambos imagers. En 

ambos casos la potencia del láser de excitación correspondiente fue la misma (10 

mW) y la concentración del imager también (2nM), valores relativamente altos para 

imágenes por DNA-PAINT. En la Figura 2. 14 se muestra la distribución de las 

variables estudiadas (precisión de localización, diámetro de la nube de 

localizaciones, tiempo de encendido y tiempo de apagado) y en la Tabla 2. 2 los 

promedios obtenidos de dichas distribuciones. No se observaron grandes 

diferencias en la precisión de localización y el diámetro de las nubes obtenidas con 

ambos imagers. Esto era de esperar dadas las condiciones de medición similares. 
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Cualquier diferencia podía ser asignada a las diferencias en las propiedades 

fotofísicas de los fluoróforos unidos a cada imager. Por otro lado, se observaron 

algunas diferencias sustantivas en los tiempos de encendido y apagado. Como se 

explicó previamente, el tiempo de encendido depende en primer lugar de la longitud 

de los oligonucleótidos y en segundo lugar de la secuencia (específicamente de la 

proporción de CG de la misma). Teniendo en cuenta que en el diseño de los 

oligonucleótidos el imager aceptor (10 bases) tienen un nucleótido más que el donor 

(9 bases), era esperable que permaneciera más tiempo unido al sitio docking. En 

trabajos previos reportaban una diferencia de un orden de magnitud entre ambas 

longitudes184, mientras que en nuestro caso se observa una de 6 veces. Finalmente, 

se observó una diferencia significativa en el tiempo de apagado. No se esperaba 

que hubiera diferencias significativas en esta variable. La interpretación de esto es 

una falla en la cuantificación de la concentración de la solución madre de alguna de 

los dos imagers.  
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Figura 2. 14: Comparación de la distribución de parámetros medidos por DNA-PAINT de 
las partículas de BLS reveladas de manera separada con cada imager, excitados con sus 
correspondientes láseres y filtros de excitación y detección. (A) distribución de precisiones 
de localizaciones, (B) distribución de diámetro de clusters (C) Ton y (D)Toff  

 

parámetro Imager aceptor Imager Donor 

Concentración (nM) 2 2 

Laser excitación (nm) 642 535 

Filtro emisión (nm) 725/40 582/50 

N (partículas) 1573 1778 

Precisión (nm) 3.6 ± 1.7 3.7 ± 2.8 

Diámetro (nm) 11.6 ± 3.3 11.3 ± 2.4 

Ton (s) 6.65 / 0.64 1.14 / 0.15 

Toff (s) 344.96 / 7.19 170.64 / 9.54 

Tabla 2. 2: Comparación de parámetros promedio medidos por DNA-PAINT de las 
partículas de BLS reveladas de manera separada con cada imager, excitados con sus 
correspondientes láseres y filtros de excitación y detección. En la tabla se indican también 
las condiciones de medición de cada caso.  
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FRET-PAINT de partículas individuales  

 

Hecha la caracterización de DNA-PAINT por excitación directa de ambos imagers y 

los controles necesarios para FRET, decidimos evaluar las condiciones para 

obtener imágenes por FRET-PAINT. Realizamos un barrido de concentraciones de 

ambos imagers y calculamos el toff para cada combinación de concentraciones. El 

objetivo fue encontrar la mayor concentración posible de imagers para poder tener 

imágenes de FRET-PAINT de resolución similar a DNA-PAINT, pero en tiempos 

menores. En la Figura 2. 15, se observan los resultados de dicho barrido y las 

tendencias observadas. En primer lugar, se puede decir que las variaciones en la 

concentración de ambos imagers no tienen el mismo efecto sobre la dinámica de 

FRET. Si bien es posible obtener imágenes de súper-resolución con 

concentraciones de aceptor de hasta 200 nM (2 a 3 órdenes de magnitud por encima 

de la concentración típica de DNA-PAINT), el aumento en la concentración del donor 

tienen un efecto negativo porque impide la ubicación de moléculas individuales y 

reduce la resolución. La dependencia del tiempo de resolución con la concentración 

de ambos imagers se observa en la Figura 2. 16. La forma de esta dependencia 

esta en concordancia con trabajos previos182.  
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Figura 2. 15: Comparación de imágenes de súper-resolución por FRET-PAINT partículas 
de BLS ubicadas al azar sobre el vidrio en presencia de ambos imagers (A y D) en distintas 
relaciones de concentración. En todos los casos se excitó al imager D (laser 532 nm) y se 
detectó solo la señal del Imager A (filtro 723/40). Se indica en cada imagen el Toff promedio 
obtenido para cada combinación de concentraciones. EN los casos donde no fue posible 
obtener una imagen de súper-resolución, no se indica valores de Toff.  
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Figura 2. 16 toff en función de la concentración de imager Aceptor para dos concentraciones 
diferentes de imager Donor.  

 

En base a los ensayos anteriores concluimos que la mejor combinación en términos 

de tiempo mínimo de adquisición para obtener una imagen de súper-resolución de 

partículas individuales es 200 nM de aceptor y 20 nM de donor. En la Tabla 2. 3 se 

muestra la comparación entre los parámetros medidos por excitación directa del 

imager aceptor y aquellos obtenidos por FRET. Si bien el tiempo de adquisición por 

FRET es unas 3 veces menor al necesario por excitación directa, se observa una 

disminución de la precisión de localización. Esto se puede corroborar midiendo en 

diámetro de las nubes de localizaciones que pasa de 11.6 nm (excitación directa) a 

15.9 nm (FRET). Pese a esto, la precisión por FRET sigue siendo aceptable. Otra 

observación destacable es que el tiempo de encendido por FRET es un orden de 

magnitud menor que el medido por excitación directa. Esto es algo esperable, ya 

que para que el fenómeno FRET involucra, además de la distancia donor-aceptor, 

otros parámetros como la orientación relativa de los fluoróforos que pueden variar 

durante el tiempo de unión.  

 ImA  ImA + ImD (10:1) 

Concentración  (nM) 2 200 ï 20 
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Tabla 2. 3: Comparación de parámetros promedio medidos por DNA-PAINT y la condición 
elegida de FRET-PAINT de las partículas de BLS. En la tabla se indican también las 
condiciones de medición de cada caso.  

 

Por otro lado, se decidió comparar los resultados obtenidos por FRET-PANT entre 

las partículas de BLS (OBF) y de faloidina unida a oligonucleótido (OF). Los 

resultados se muestran en la Tabla 2. 4. Se observa que para concentraciones 

similares de imager donor y aceptor, el Űoff de BLS mejora respecto a faloidina sola, 

pero no sustancialmente: se observ· una mejor²a en Űoff de tan solo un 20%. Esto 

está en concordancia con lo observado por excitación directa (Tabla 2. 1). Esto da 

la pauta de que tanto por excitación directa como por FRET, la velocidad de 

adquisición de imágenes mejora, pero no de manera directamente proporcional al 

número de hebras docking.  

Tabla 2. 4: Comparación de parámetros promedio medidos por de FRET-PAINT de las 
partículas de faloidina (OF) y de BLS (OBF). En la tabla se indican también las condiciones 
de medición de cada caso.  

 

Imágenes de actina por DNA-PAINT y FRET-PAINT 

 

Laser excitación (nm) 642 535 

Filtro emisión (nm) 725/40 725/40 

Precisión (nm) 3.6 ± 1.7 9.0 ± 2.0 

Diámetro (nm) 11.6 ± 3.3 15.9 ± 3.3 

Intensidad (u.a.) 739  ± 280 565 ± 161 / 1640 ± 390 

Ton (s) 6.65 / 0.64 0.6 / 0.1 

Toff (s) 344.96 / 7.19 80.6 / 8.9 

 OF OBF 

Concentración imagers  
(nM) 

20 - 20 20 ï 20 

Laser excitación (nm) 535 535 

Filtro emisión (nm) 725/40 725/40 

Precisión (nm) 8.7 ± 2.3 8.5 ± 3.2 

Diámetro (nm) 17.5 ± 2.3 16.6 ± 3.4 

Intensidad (u.a.) 841 ± 231 845 ±  183 / 1609 ±  336 

Ton (s) 0.59 / 0.06 0.57 / 0.09 

Toff (s) 118.15 / 7.5 96.22 / 12.37 
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Una vez obtenido el sistema de marcación y visualización caracterizado, nos 

dispusimos a ponerlo a prueba en una muestra de células COS7. Brevemente, se 

fijaron y permeabilizaron células en un portaobjetos, las mismas fueron luego 

incubadas con nanopartículas de oro (marcador fiduciario) y con OF u OBF. Las 

muestras fueron primero reveladas por DNA-PAINT con una solución de imager 

aceptor diluida (0.5 nM). Los resultados se observan en la Figura 2. 17. Se compara 

la imagen de transmisión con la de súper-resolución. Tanto para OF como para OBF 

se puede observar la marcación específica de actina, aunque en ambos casos la 

marcación resulto ser incompleta, dado que solo se puede visualizar tramos 

entrecortados de fibra. El grado de marcación inespecífica fue muy bajo, ya que se 

observan pocas localizaciones por fuera de los márgenes de las células. Como se 

dijo en la caracterización previa, los tiempos de adquisición con OBF no mejorar 

significativamente respecto a OF. El mismo campo fue visualizado por FRET-

PAINT. Para esto, se cambió la solución de visualización por una que contuviera 

ambos imagers. A pesar de que en los estudios de partícula única se había 

encontrado concentraciones optimas en términos de tiempos de adquisición, estas 

resultaron demasiado elevadas para una muestra biológica por lo que debieron ser 

diluidas hasta una concentración de 20 nM de ambos imager. Se puede observar 

que, a pesar de que por DNA-PAINT la actina pudo ser visualizada, al revelar por 

FRET-PAINT solo se observaron unas pocas localizaciones aisladas, sugiriendo 

que la cantidad de eventos de FRET-PAINT fue insuficiente para el objetivo 

propuesto. Esto debería poder mejorarse con una mejor densidad de marcación y 

con una nueva puesta a punto en células de concentraciones de imagers y tiempos 

de adquisición.  
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Figura 2. 17: imagen de supe resolución por DNA-PAINT de actina en Células COS7 
marcadas con Faloidina o BLS visualizadas por excitación directa del fluoróforo aceptor o 
por FRET.  

 

Conclusiones parciales 

 

En este capítulo se ha propuesto el uso de una versión pentamérica de BLS como 

sistema de andamiaje modular para obtener imágenes de super-resolución de 

estructuras celulares por DNA-PAINT y FRET-PAINT. La hipótesis de trabajo es que 

BLS puede funcionar como una herramienta versátil para DNA-PAINT, dada su 

modularidad, y que en particular debería poder disminuir los tiempos de adquisición 

tanto por DNA-PAINT como por FRET-PAINT dada su estructura pentamérica. Para 

el caso de FRET-PAINT se podría esperar un efecto sinérgico entre hebras que 

aumente la probabilidad de eventos de FRET, dada la cercanía a la que estas 

quedan posicionadas en la estructura de BLS.  
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Si bien fue posible ensamblar correctamente y caracterizar la plataforma de DNA-

PAINT basado en BLS, aún resta poner a punto las condiciones óptimas para la 

realización de imágenes de actina por excitación directa y FRET.  

Por otro lado, mientras esta tesis era desarrollada aparecieron otras estrategias que 

optimizan los tiempos de adquisición por DNA-PAINT que valen la pena probar 

también en este sistema. La primera es la denominada repetitive DNA-PAINT , 

donde se usan secuencias de docking e imagers simétricas y repetitivas de modo 

de conseguir varios sitios de unión solapados para aumentar la probabilidad de 

unión206. La segunda es el uso de hebras fluorogénicas207 que permiten, al igual que 

en la estrategia basada en FRET, aumentar la concentración del imager sin 

perjudicar la precisión de localización.   Estas dos estrategias ya fueron probadas y 

puestas a punto, incluso en nuestro laboratorio. En consecuencia, la opción de usar 

BLS para multiplicar los sitios de unión para DNA-PAINT no parece ser la más 

adecuada para seguir desarrollando. 
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CAPÍTULO 3:  DETERMINACIÓN DE LA 

ORIENTACIÓN DE MOLÉCULAS 

INDIVIDUALES EN UNA CAJA PROTEICA 

MEDIANTE NANOSCOPIAS 
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Acuña (microscopía con luz polarizada) 
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Información estructural dinámica a partir de nanoscopías 

 

Recientemente, la nanoscopía de fluorescencia y los métodos de fluorescencia de 

molécula única están avanzando en el campo de la biología estructural, abordando 

aspectos estructurales en condiciones biológicamente compatibles, incluso de 

forma dinámica. Por ejemplo, al analizar los desplazamientos nanométricos  de 

marcadores fluorescentes con MINFLUX208 se reveló una rotación del tallo de la 

proteína motora kinesina-1 al caminar a lo largo de los microtúbulos. Los desarrollos 

adicionales de estos métodos tienen un enorme potencial para i) la observación 

directa de cambios conformacionales dinámicos de macromoléculas biológicas y su 

interacción con moléculas más pequeñas en condiciones compatibles con la vida y 

ii) el estudio de la función dinámica de nano estructuras naturales o artificiales, como 

dispositivos basados en origami de ADN. 

En trabajos recientes se ha presentado una técnica para determinar la orientación 

de fluoróforos individuales respecto a estructuras de origami de ADN en las que 

estaban unidos209,210. Primero, la orientación del dipolo de transición de absorción 

de la molécula se determinó a través de una medición de excitación resuelta por 

polarización. En segundo lugar, la orientación de la estructura del origami de ADN 

se obtuvo a partir de una medición de DNA-PAINT. Para esto último, se marcaron 

al menos 2 posiciones del origami, lo suficientemente alejadas entre sí como para 

resolverlas. 

Teniendo en cuenta este antecedente, nos propusimos evaluar si esta técnica 

podría usarse en un sistema proteico, lo cual reviste de relevancia dadas las 

posibles aplicaciones en sistemas biológicos reales. Para eso, decidimos emplear 

como modelo de trabajo la construcción ensamblada en el capítulo 1, en la que 

obtuvimos partículas de BLS con un fluoróforo (Cy5) en su cavidad interior (Figura 

3. 1).   Las mediciones de las orientaciones absolutas de fluoróforos parecen 

reproducibles en nuestro sistema.  Sin embargo, teniendo en cuenta que BLS (y las 

estructuras proteicas en general) es 1 orden de magnitud más pequeño que los 
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origami de ADN utilizados en trabajos anteriores e incluso más pequeño que la 

resolución típica de DNA-PAINT (10-20 nm), concluimos que es necesario realizar 

modificaciones a la técnica de manera tal de poder determinar la orientación del 

scaffold proteico. Por otro lado, y como será discutido más adelante, dada la 

naturaleza tridimensional del sistema y que las técnicas empleadas tienen muy baja 

resolución en el eje Z, fue necesario hacer adaptaciones y consideraciones que 

permitieran realizar mediciones confiables en 2 dimensiones. 

 

 

Figura 3. 1:  esquema representativo de la orientación de la proteína (űBLS), del fluoróforo 
(űCy5) y de la orientaci·n relativa entre ambas (ŭ) 

 

Orientación 2D de Cy5 en el plano por microscopía de fluorescencia con 

polarización resuelta en el tiempo 

 

El uso de luz polarizada en microscopías en general y en nanoscopías en particular, 

permite acceder a información sobre la movilidad y  la orientación de moléculas 

fluorescentes en una muestra211,212.  Considerando solo las transiciones de dipolos 

eléctricos, la probabilidad de absorción es proporcional a  ȿ‘ ϽὉȿ, donde µ es el 

momento dipolar de absorción de la molécula y E es el campo eléctrico de 

iluminación. Por lo tanto, una molécula será excitada más eficientemente con luz 
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linealmente polarizada en paralelo a su dipolo de absorción. La dependencia de la 

intensidad de la fluorescencia con respecto al §ngulo ɗ entre la polarizaci·n de la 

luz y el dipolo de transición se rige por la Ley de Malus. Si un fluoróforo se encuentra 

fijo y se rota el plano de polarización de la luz, su intensidad de emisión oscilará con 

una dependencia de cos2 ɗ. Por otro lado, si un fluor·foro se encuentra con libre 

rotación la emisión de fluorescencia no debería verse afectada por variaciones en 

la polarización. El caso intermedio (y tal vez el más frecuente) es aquel en el que el 

fluoróforo se encuentra anclado a un punto (por ejemplo, un anticuerpo o un 

oligonucleótido). En este caso, el mismo solo podrá tener una rotación cónica 

alrededor del punto de anclaje. Consecuentemente una variación en el plano de 

polarización de la luz afectará la emisión de fluorescencia, pero con menor amplitud 

que en el caso de un fluoróforo fijo.   

Para medir la orientación de los fluoróforos, se realizaron mediciones de 

polarización resuelta en el tiempo en un microscopio de campo amplio de 

epifluorescencia (Figura 2. 2). Se usaron dos láminas de retardo. Una de cuarto de 

onda (ɚ/4) para pasar de luz circularmente polarizada a luz linealmente polarizada 

y una de media onda (ɚ/2) para rotar el plano de polarizaci·n de la luz. Esta ¼ltima 

posee un motor para rotarla a velocidad constante. La velocidad de rotación del 

polarizador fue de 20º/s.  

 

 

Figura 3. 2 set up experimental para la medición de polarización resuelta en el tiempo. 
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Se grabaron videos de las partículas fluorescentes hasta que se fotoblanquearon la 

mayor parte de los fluoróforos. Conociendo la dependencia de la intensidad con el 

ángulo de excitación, fue posible ajustar la señal y obtener el ángulo del fluoróforo 

desde las posiciones de máxima intensidad de emisión (momento en que dicho 

ángulo y el de excitación resultaban paralelos). Para esto, fue necesario conocer en 

todo momento la orientación del plano de orientación de la luz de excitación (Figura 

3. 3).  

 

Figura 3. 3: (A) Ángulo del plano de la luz linealmente polarizada en función del tiempo. (B) 
Señal esperada por la ley de Malus en función del tiempo, asumiendo la orientación de un 
fluoróforo paralela al plano inicial de polarización. (C) señal de esperada en función del 
ángulo relativo entre el plano de la luz y la orientación del fluoróforo. 

 

Dado que nuestro dispositivo experimental no nos permitía medir el ángulo del 

polarizador directamente, decidimos empezar los experimentos siempre con el 

plano de la luz paralelo al eje Y del portaobjetos de la muestra y en determinado 

momento iniciar manualmente la rotación del polarizador. Teniendo en cuenta esto, 

resultaba importante determinar experimentalmente dicho momento con exactitud. 

Para eso, decidimos emplear nanopartículas de oro que pueden observarse con 

una señal mucho mayor que la fluorescencia de un fluoróforo, tienen menos blinkeo 
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y tampoco se fotoblanquean. Si bien las nanopartículas empleadas eran esferas de 

100 nm de diámetro, aquellas nanopartículas que no fueran perfectamente esféricas 

o que formaran agregados irregulares, serían sensibles al plano de polarización de 

la luz. Así, independientemente de su orientación, fue posible detectar el momento 

de inicio de la rotación de la luz debido al inicio de la oscilación de la señal (Figura 

3. 4). Si se promedian varias nanopartículas, es posible determinar con cierto grado 

de precisión dicho momento.  

 

Figura 3. 4:  trazas de luminiscencia (normalizada) en función del tiempo de distintas 
nanopartículas de oro de un mismo video. Con la flecha se indica el momento estimado en 
el cual se inició la rotación del polarizador de la luz 

 

En las Figura 3. 5 y Figura 3. 6 se muestran dos ejemplos de trazas de fluorescencia 

de Cy5. El máximo de emisión de cada fluoróforo se alcanza cada vez que el 

polarizador coincide con la proyección en el plano del dipolo de transición del 

fluoróforo. Así, conociendo la orientación de la polarización en el plano de la 

muestra, del primer máximo de cada ajuste es posible obtener la orientación de 

cada fluoróforo. Para cada ciclo de rotación de la polarización, se ajustaron los datos 

y se obtuvo un valor de ángulo de Cy5 respecto al eje X de la muestra. Solo se 

tuvieron en cuenta las trazas con modulación superior a 0,2 y los ángulos obtenidos 
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con un buen ajuste (r2 > 0,6). De esta manera, se obtuvo una distribución de ángulos 

de cada traza. En la mayoría de los casos, las distribuciones de ángulos fueron 

unimodales, lo que indica que el fluoróforo no se movió durante el experimento 

(Figura 3. 5). Sin embargo, algunos casos mostraron una distribución bimodal, lo 

que sugiere alternancia del fluoróforo entre 2 orientaciones diferentes (Figura 3. 6). 

 

 

Figura 3. 5: Análisis de una traza con comportamiento unimodal  (A) Traza de fluorescencia 
en función del tiempo de una molécula de Cy5 dentro de BLS. En Rojo y azul se indican 2 
ajustes a la ley de Malus en distintos momentos de la traza. A la derecha se muestran los 
dos ajustes superpuestos y el ángulo obtenido para cada uno. (B) Ángulos de cy5 obtenidos 
en función del tiempo.  A la derecha se indica un histograma de los mismos.  
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Figura 3. 6 Análisis de una traza con comportamiento bimodal (A) Traza de fluorescencia 
en función del tiempo de una molécula de Cy5 dentro de BLS. En Rojo y azul se indican 2 
ajustes a la ley de Malus en distintos momentos de la traza. A la derecha se muestran los 
dos ajustes superpuestos y el ángulo obtenido para cada uno. (B) Ángulos de cy5 obtenidos 
en función del tiempo.  A la derecha se indica un histograma de los mismos.  

 

Se probó una segunda condición experimental en la cual la velocidad de rotación 

del polarizador fue menor (5º/s.) para evaluar cual velocidad es más conveniente 

para obtener mejor calidad de datos. La comparación de trazas entre ambas 

condiciones se muestra en la Figura 3. 7. En la misma se observa que ambas 

condiciones tienen ventajas y desventajas: la condición rápida permite medir más 

cantidad de ciclos con menor cantidad de puntos por ajuste y la condición lenta 

permite obtener más cantidad de datos por ajuste, pero menor cantidad de ajustes 

por traza debido al fotoblanqueo de los fluoróforos. Dado que la calidad del ajuste a 

alta velocidad no es considerablemente peor que la de velocidad lenta y que la 

cantidad de ajustes por trazas es mayor, decidimos quedarnos con la rotación rápida 

(20º/s).  
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Figura 3. 7:  Comparación de dos ajustes de trazas de fluorescencia de Cy5 y sus 
correspondientes histogramas medidas con 2 velocidades diferentes de rotación del 
polarizador de la luz (A) 20º/s. (B) 5º/s. 

 

Orientación 2D de BLS por DNA-PAINT 

 

Para determinar la orientación de las partículas de BLS por DNA-PAINT fue 

necesario marcar con oligonucleótidos los extremos de la proteína, de manera tal 

de poder definir un vector que refleje la orientación de la misma. Al igual que en el 

capítulo 2, se marcó a la proteína en los extremos N-terminales para tener en esta 

ocasión 2 polos de sitios de acoplamiento (de hasta 5 hebras de ADN), 

correspondientes a los extremos de cada pentámero (Figura 3. 8). En una situación 

ideal, se debería poder resolver dichos puntos y trazar una línea que refleje la 

orientación del eje mayor de la proteína. Sin embargo, existen diversos factores que 

afectan críticamente el uso de DNA-PAINT para resoluciones inferiores a 20 nm. 
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Las 2 más importantes son la precisión de localización y el control de la deriva 

térmica. Teniendo en cuenta que la distancia cristalográfica entre los extremos de 

BLS es de 8 nm, el estudio detallado y control de estas 2 variables resulta crucial 

para cumplir los objetivos propuestos.   

 

Figura 3. 8 (A) Esquema de marcación de BLS con oligonucleótidos de acoplamiento en los 
extremos N-terminal. (B) Representación de eventos de localización de BLS por DNA-
PAINT. 

 

Efecto de la Precisión de localización 

 

Con el fin de explorar los alcances y limitaciones de DNA-PAINT para los objetivos 

propuestos, se realizaron simulaciones para evaluar la precisión mínima necesaria 

para resolver los extremos de BLS. Dichas simulaciones asumían la unión de 

oligonucleótidos en los 10 extremos N-terminales de BLS y la unión de hebras 

imager de manera tal que los fluoróforos quedaran del extremo lindante a la 

proteína. Como se ve en la Figura 3. 9, con una precisión de localización de 1 nm 

es posible resolver los dos extremos de BLS. Para precisiones peores, las nubes de 

localizaciones se funden en único clúster de forma ovalada. Típicamente, es muy 

difícil obtener precisiones de localización inferiores a 3 nm. Concluimos que las 

partículas de BLS serían visualizadas como nubes de puntos ovaladas.  
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Figura 3. 9:   Simulaciones de resultados obtenidos de DNA-PAINT para BLS marcada en 
sus extremos con diferentes precisiones de localización (A) precisión 1 nm (B) precisión 3 
nm (C) precisión 5 nm, se muestra un esquema de la elipse de confianza empelada para 
calcular la orientación de la nube respecto al eje de coordenadas 

 

Tomando en cuenta que la precisión de localización de nuestros experimentos es 

de entre 5 y 10 nm, estas simulaciones nos dieron la pauta de que las partículas de 

BLS se observarán con un diámetro promedio de entre 12 y 16 nm y una relación 

de aspecto de entre 1,10 y 1,20.  

 

Como siguiente paso, usamos las simulaciones para ver si es posible determinar la 

orientación en el plano de las partículas de BLS a partir de un ajuste a la elipticidad 

de la nube de localizaciones. Abordamos este problema ajustando la nube de 

puntos a una elipse de covarianza (Figura 3. 10). Resumidamente, los pasos a 

seguir para obtener la orientación del eje mayor de la proteína son:  

1. Ajustar las nubes de localizaciones a una elipse de confianza en 2D 

2. Calcular la matriz de covarianza 

3. Obtener los autovectores de dicha matriz 

4. Obtener el ángulo del autovector de mayor módulo  

Decidimos poner a prueba este método con nubes gaussianas simuladas de 

distintas relaciones de aspecto y distintos ángulos predefinidos. Los resultados se 

muestran en la Figura 3. 10. Como se puede observar, aun con una relación de 

aspecto casi circular (Figura 3. 10) es posible recuperar con buena precisión la 

orientación del cluster. Nótese que para el caso de ángulos cercaos a 0º y 180º 
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parece haber mucho error porque el ajuste devuelve alternativamente ambos 

valores, lo cual en principio no es un problema porque son equivalentes.  Estos 

resultados, muestran que el método puede ser lo suficientemente robusto para 

nuestro sistema, aun en condiciones experimentales sub-óptimas.  

 

Figura 3. 10:  Simulaciones de nubes de puntos elípticas rotadas de 0 a 180º (A) Nubes de 
puntos representativas de una relación de aspecto 1.2 rotadas y ajuste de sus 
correspondientes elipses de confianza. (B) Ángulos obtenidos por ajuste de elipses de 
confianza en función de los ángulos originales para distintas relaciones de aspecto (1.1-
1.3). En todos los casos el número de simulaciones por punto fue 1000.  

 

Estos resultados nos alentaron a realizar los primeros ensayos experimentales. 

Para ellos, primero tuvimos que decidir las condiciones óptimas de medición. 

Tomando como base las condiciones sugeridas en trabajos previos179 para 

imágenes de ultra-resolución en DNA-PAINT, la muestra fue medida con una 


































































































































































