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l. Introduccion

1. Enfermedades neurodegenerativas

Bajo el término de enfermedades neurodegenerativas se engloban aquellas patologias
de origen desconocido relacionadas con el deterioro progresivo del sistema nervioso, que
afectan sobremanera a los individuos envejecidos y suponen el tercer problema de salud mas
importante en nuestro paisl. Las mas comunes son el Alzheimer y el Parkinson. La enfermedad
del Alzheimer es responsable del 60-70% de los casos de demencia senil en Espafia. El Parkinson,

por su parte, provoca trastornos de la movilidad y la postura®.

También existen enfermedades neurodegenerativas oculares, asociadas con dafios en
la retina, como el glaucoma vy la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE)2. Estudios
recientes sefialan que las enfermedades neurodegenerativas oculares estan también
relacionadas con las enfermedades del sistema neurolégico central: pacientes de Alzheimer y
Parkinson suelen padecer también glaucoma y DMAE>**. Ademas se ha observado que el 25,9%
de los enfermos de Alzheimer presentan glaucoma, frente al 1-5,2% del resto de poblacion®. El
ojo es una ventana del cerebro, ya que la retina forma parte del sistema neurolégico, y el
deterioro neurodegenerativo del cerebro va acompafado de cambios en la estructura y
funcionalidad de la retina®.

El Alzheimer y el Parkinson estan caracterizados por la formacidn de placas seniles en el
cerebro, unos depdsitos anormales constituidos mayoritariamente por proteina B-amiloide
(AB)*®. La AB es un péptido de 39 a 43 aminoacidos que se forma debido a la rotura proteolitica
de la proteina precursora amiloide (APP)’. Ademas de en estas patologias del cerebro, también
se produce una acumulacion de proteina AB en la retina, formando parte de unos depdsitos

denominados drusas. Las drusas aparecen, asi mismo, en pacientes de DMAE y glaucoma?®.

En la Figura 1 se representa esquematicamente la formacién de las placas de proteina
AB. Esta proteina se forma debido a la rotura secuencial de la APP por la accién de dos proteasas,
la B-secretasa que rompe la cadena de aminoacidos por el extremo N-terminal y la y-secretasa
que corta por el extremo C-terminal. De este modo se producen mondémeros de AP que se
agregan hasta formar fibrillas®. El origen de las enfermedades neurodegenerativas es todavia
incierto, aungue algunos autores sefialan que el estrés oxidativo y la dishomeostasis de metales
como el Fe, Cuy Zn promueve la acumulacién de proteina AB”° y, por tanto, el desarrollo de

estas enfermedades.



(- [

APP 11 3 695
féi
/ B ¥
AB
t

Degradacién «—— [ @@ ] Estadointermedio

+ Oligomerizacién

Deposicion p

[N
ibrillas N >
intFermedias 6{ \@ O@

Figura 1: Esquema en el que se muestra la formacion de los depdsitos de proteina AB. Imagen
modificada de Ref.’
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En la Figura 2 se observa la acumulacion de proteina AB en un individuo con la patologia
de Alzheimer. En la Figura 2A se puede ver un tejido cerebral en el que se distingue la presencia
de placas seniles (marcadas con circulos en rojo). En la Figura 2B se puede apreciar la
acumulacién de proteina AB en la retina. Ambas imagenes fueron obtenidas mediante
inmunohistoquimica (IHC) convencional, empleando como anticuerpo primario anti-AB y un

anticuerpo secundario marcado con DAB.

Figura 2: Microfotografias obtenidas de tejidos de cerebro y ojo humano de pacientes con Alzheimer tras
IHC convencional. A) Corte de cerebro humano con Alzheimer en el que se observa la presencia de placas
seniles. B) Acumulacion de proteina A8 en el epitelio pigmentario de la retina de un paciente de
Alzheimer (Ref'}).

El estrés oxidativo se debe a la presencia en el organismo de especies reactivas de
oxigeno conocidas cominmente por sus siglas en inglés, ROS (reactive oxygen species). Estas
especies se generan debido a la actividad enzimatica y el metabolismo oxidativo mitocondrial

normal*2. El organismo produce enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), la
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catalasa, la glutatién peroxidasa y cuenta con la presencia de otras moléculas no enzimaticas
como el B-caroteno, la vitamina C y la vitamina E que compensan la actividad de las ROS*3. El
estrés oxidativo se produce cuando se altera el equilibrio entre las ROS y los antioxidantes, que
puede ser debido a un aumento de las especies ROS, a una disminuciéon de la actividad
antioxidante o a una combinacidon de ambos®?. El estrés oxidativo causa disfunciones celulares y
la muerte de células postmitdticas como las neuronas®?. Algunos estimulos que promueven la
aparicion del estrés oxidativo son el envejecimiento, la exposicién a radiacién ultravioleta, el
tabaco y algunos contaminantes atmosféricos como el ozono y los dxidos de nitrégeno*.

El cerebro en condiciones normales contiene metales como el Fe, Cu y Zn los cuales
participan en la actividad neuronal durante las sinapsis y actian como cofactores de varias
metaloenzimas (p.e., citocromo C oxidasa, y Cu/Zn SOD)’. Una alteracién de la homeostasis de
Fe, Cuy Zn puede resultar en desérdenes neurodegenerativos®. En el caso del Alzheimer, estos
metales presentan dos papeles en el desarrollo de la enfermedad: contribuyen a la agregacion
de la proteina AB vy a la formacidn de especies ROS”*. Se han encontrado evidencias de un
aumento de la concentracidn de Cu extracelular en pacientes de Alzheimer’. Este metal favorece
la agregacién de la proteina AB. Los cationes de Cu?* se unen a los péptidos de AB reduciéndose
a Cu*y, como consecuencia de este proceso, se produce peréxido de hidrégeno que contribuye

a la formacidn de radicales libres?*®.

En el caso del Fe, un estudio realizado por Ding et al. mostré una acumulacién de Fe en
el hipocampo de pacientes con Alzheimer®. La presencia de Fe provoca la formacién del radical
hidroxilo a través de la reacciéon de Fenton”*¢, La formacién de radicales libres como el hidroxilo
aumenta el estrés oxidativo y provoca dafio neuronal. Por otro lado, se ha encontrado un
aumento de la concentracién de Zn en el neuropilo en pacientes con Alzheimer en relacién con
pacientes control. Algunos estudios in vitro han comprobado que el Zn** se agrega con los
péptidos AB formando un complejo de estequiometria 1:1'®°, El Zn tiene un efecto
neuroprotector y se ha demostrado que disminuye la toxicidad de la proteina AP en tejidos
cerebrales?®, compitiendo con el Cu por la unidn a AB y previniendo la formacién de radicales

libres.

De este modo, conocer la distribucion espacial y la concentracion de dichos metales y
de las proteinas que regulan su homeostasis en tejidos con patologias neurodegenerativas es de
vital importancia para comprender la patogénesis de enfermedades como el Alzheimer,

Parkinson y DMAE.



2. Bioimaging de heteroatomos y proteinas en tejidos mediante LA-ICP-MS

La ablacion laser acoplada a espectrometria de masas con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (LA-ICP-MS) es una técnica de analisis elemental e isotdpico que permite
el analisis directo de muestras sélidas con una resolucién lateral en el orden de las micras y una
resolucion en profundidad de centenas de nandmetros. El limite de deteccidn se encuentra en
el rango de las ppm-ppb dependiendo del analizador de masas empleado.

En la Figura 3 se muestra un esquema de como deberia ser un proceso ideal de medida
de muestras sdélidas empleando LA-ICP-MS. En primer lugar, el haz laser interacciona con la
muestra arrancando pequefias particulas que son transportadas por un flujo de gas inerte (He o
Ar) desde la celda de ablacidn hasta la antorcha del ICP. En el plasma, las particulas se vaporizan,
atomizan e ionizan. Los iones generados entran en el analizador de masas y son separados y

detectados en funcidn de su relaciéon masa/carga (m/z).

No debe haber pérdida de
masa en la celda, la
superficie de la muestra o
en el transporte: particulas

Pulso laser

v pequeiias y homogéneas
Pluma del plasma < . =
y particulas
ablacionadas °
@
= & (=
Superficie de @
Ia muestra Transporte
Crater
< B> — -
No debe haber Atomizacién/ionizacion de las
modificacion de la particulas, no debe haber
composicion elemental cambios en las condiciones
de la muestra: aereocol del plasma y los iones deben
estequiométrico transmitirse correctamente

Figura 3: Representacion esquemdtica de la técnica LA-ICP-MS. Imagen modificada de Ref. 2

Las caracteristicas analiticas de la medida dependen del proceso de ablacién de la
muestra, asi como de la estequiometria del aerosol generado, el grado de vaporizacion,
atomizacion e ionizacion en la fuente del ICP y el transporte de iones en la interfase y la éptica
del analizador de masas. Otros factores que pueden tener influencia en el analisis son la energia
del haz laser, el didmetro del haz y la duracidn del pulso?2.

Las mayores limitaciones de la técnica LA-ICP-MS son los efectos de fraccionamiento

(efectos no estequiométricos en los procesos de ablacidn, transporte e ionizacion en el ICP) y



los efectos de matriz2. Algunos autores sefialan que el uso de laseres con longitudes de onda
mas cortas (en el rango UV) y pulsos cortos (del orden de los femtosegundos, fs) reducen los

2425 Asi mismo, es recomendable emplear estrategias de

efectos de fraccionamiento
cuantificacion donde haya coincidencia de matrices entre las muestras y los patrones para que

los efectos de ablacidn, transporte e ionizacién sean similares en ambos casos.

En las ultimas dos décadas se han desarrollado numerosas aplicaciones en el campo de
la biomedicina para obtener informacidn no solo cualitativa, si no también cuantitativa acerca
de la distribucion elemental en tejidos bioldgicos mediante LA-ICP-MS?32426 Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada para el analisis de metales, semimetales y no metales en tejidos debido
a su alta resolucion espacial, bajo limite de deteccidn, alto rango de linealidad, especificidad
elemental y la posibilidad de obtener informacién isotdpica?’ vy realizar andlisis
multiparamétricos. Ademas, el acoplamiento a analizadores de masas de tipo triple cuadrupolo

o doble enfoque permite la resolucidn de interferencias isobaricas?.

2.1. Estudio de proteinas y otras biomoléculas mediante LA-ICP-MS

La técnica LA-ICP-MS también ha sido empleado en estudios de metaloproteémica
combinando esta técnica con espectrometria de masas molecular (ionizacidn por electroespray
(ESI) y desorcién/ionizacion por laser asistida por matriz (MALDI)) para elucidar la secuencia y/o
estructura de proteinas unidas a metales?*?>2%, En este tipo de trabajos, en primer lugar, se
estudia la distribucién del metal de interés en el tejido intacto mediante LA-ICP-MS. A
continuacién, se extraen las proteinas de la muestra empleando electroforesis en gel y se
localizan las metaloproteinas en el gel mediante LA-ICP-MS. Finalmente, las metaloproteinas
encontradas se digieren tripticamente y se analizan empleando MALDI o ESI-MS para determinar

su secuencia®.

Por otro lado, en los ultimos afios se ha combinado la IHC con la técnica LA-ICP-MS para
estudiar la distribucion espacial de biomoléculas especificas (mayoritariamente proteinas) en
secciones de tejidos o cultivos celulares empleando anticuerpos marcados. Se pueden emplear
distintas marcas metadlicas para etiquetar anticuerpos que reconocen especificamente a la
molécula de interés. Esta metodologia permite realizar estudios multiparamétricos simultaneos
marcando varias proteinas con distintos metales, lo que supone una alternativa muy interesante
a las marcas fluorescentes. Tradicionalmente se han empleado marcas fluorescentes para
estudiar la distribucién de proteinas en tejidos. Sin embargo, la posibilidad de llevar a cabo
estudios multiparamétricos esta limitada por el solapamiento de las bandas de emisidn, la
dificultad de cuantificar analitos con abundancias que difieren un orden de magnitud o mas, asi

como por la pérdida de la fluorescencia de las marcas y la autofluorescencia de los tejidos®.



En general, la estrategia llevada a cabo para estudiar la distribucién espacial de las
proteinas especificas combinando la IHC y LA-ICP-MS consta de dos etapas: en primer lugar,
debe realizarse un inmunoensayo sobre el tejido para que los anticuerpos marcados reconozcan
la proteina de interés y, a continuacidn, se analiza el tejido mediante LA-ICP-MS siguiendo la

sefial de la marca metalica. En este sentido, se pueden emplear dos procedimientos generales

de IHC para hacer el bioimaging de proteinas mediante LA-ICP-MS en tejidos bioldgicos. El
primer procedimiento consiste en incubar la muestra con un anticuerpo primario que contenga
la marca a detectar empleando ICP-MS. La segunda posibilidad afiade un paso extra: primero se
incuba el tejido con un anticuerpo primario y, a continuacién, se hace una segunda incubacion
con un anticuerpo secundario que contiene la marca. La primera opcién ofrece mayor
especificidad y mayor potencial para realizar estudios multiparamétricos, mientras que la
segunda opcidn es dptima para la cuantificacidn al ofrecer una mayor sensibilidad®.

En un articulo de revisién publicado por Cruz-Alonso et al., se sefialan las “10 reglas de
oro” que deben tenerse en cuenta para obtener resultados cuantitativos en el estudio de la
distribucidn espacial de proteinas especificas en tejidos bioldgicos combinando IHC y LA-ICP-
MS?:

1. Los elementos o isdtopos usados para el marcaje de las proteinas no deben encontrarse
en los tejidos a estudiar en concentraciones detectables.

2. Deben emplearse marcas de pequeiio tamafo para evitar bloquear los sitios de
reconocimiento del anticuerpo o que el bioconjugado sea muy voluminoso y no penetre
en el tejido. No obstante, la marca debe tener un gran nimero de dtomos del metal
cuya sefial va a seguirse en el ICP-MS, para obtener una buena amplificacion de la seiial.
Por lo tanto, debe haber un compromiso entre el tamafio y la amplificacién requerida.

3. Debe conocerse con exactitud el numero de atomos metalicos por marca y la
concentracién de la marca en la disolucion empleada para etiquetar el anticuerpo.

4. Llas condiciones de la bioconjugacién de la etiqueta al anticuerpo deben ser lo mas
suaves posibles para evitar la degradacién de este ultimo y para no alterar sus
propiedades de reconocimiento.

La eficiencia del etiquetado debe ser conocida y reproducible.
No debe haber anticuerpos sin marcar en la disolucion de incubacién.

Se debe evitar la formacién de agregados de anticuerpo marcado.

© N o u

Se debe conocer el nUmero de marcas por anticuerpo.



9. El proceso IHC debe ser cuantitativo. Para ello se debe anadir anticuerpo marcado en
exceso y la interaccidn con el tejido debe mantenerse un tiempo suficiente para que el
anticuerpo penetre en su totalidad.

10. Para la deteccidn debe emplearse una técnica que ofrezca alta sensibilidad, respuesta

independiente de la estructura y un alto rango dindmico de linealidad (p.e., LA-ICP-MS).

Hasta la fecha, las marcas empleadas para la deteccién de biomoléculas por LA-ICP-MS
se pueden dividir en dos categorias: aquellas que contienen un Unico dtomo detectable y
aquellas que cuentan con un gran nimero de dtomos detectables. Estas ultimas ofrecen una
mayor capacidad de amplificaciéon. Dentro de las marcas que contienen un Unico atomo
detectable se encuentran los quelatos metdlicos. EIl mas habitual es el acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacetico (DOTA) coordinado con lantdnidos®® (los
lantanidos tienen gran afinidad por DOTA y no estan presentes en los tejidos bioldgicos). Este
guelato se modifica, afiadiéndole distintos grupos funcionales para poder bioconjugarlo al

anticuerpo deseado®,

En la segunda categoria se encuentran marcas poliméricas que contienen varios
quelatos metalicos. Estas marcas estdn disponibles comercialmente y suponen una
amplificacion de la sefial frente a los de la primera categoria. Sin embargo, son muy voluminosos
y pueden dar lugar a interacciones inespecificas con los anticuerpos®. Otras marcas que
contienen un gran nimero de &tomos detectables son las nanoparticulas metalicas, que cuentan
con un tamafio mucho menor que los quelatos metalicos. Entre otras aplicaciones, se han
empleado nanoparticulas de oro para el bioimaging de marcadores en tejidos de cancer de

mama>? y proteinas en encéfalo de ratén3*%,

2.2. Preparacion de tejidos bioldgicos para ser analizados mediante LA-ICP-MS

Para ser analizados mediante LA-ICP-MS, los tejidos biolégicos deben estar previamente
fijados con el fin de conservar las estructuras en su estado nativo. Las muestras pueden
embeberse en parafina o criogenizarse para después cortase en secciones de unas decenas de

um y depositarse sobre un portaobjetos de vidrio®.

Un estudio realizado por Hare et al. sefialan que algunos elementos solubles en agua
como el Fe, Cuy Zn pueden perderse en las etapas de fijacion y ademas, el grado de lixiviacion
es dependiente de la especie®. Otros estudios reportan que la inmersién en formaldehido que
suele realizarse para fijar un tejido antes de ser embebido en parafina, provoca también pérdida
de metales®. En el caso de los anélisis de proteinas, Bishop et al. discuten que el fijado con

formaldehido provoca entrecruzamiento entre los aminoacidos que conforman las proteinas y



provoca que estas se anclen a las membranas celulares. También sefialan que los lavados con
disolventes orgdnicos necesarios para el fijado del tejido y posteriormente para retirar la
parafina previo al protocolo de IHC provoca la desnaturalizacién de las proteinas y la formacion

de agregados®.

3. NanoclUsteres metalicos

Los nanomateriales han alcanzado un gran grado de desarrollo desde mediados del siglo
XX. La definicion de nanomaterial dada por la Organizacién Internacional de Normalizacidn (1SO)
es la siguiente: “material que tenga cualquier dimensién externa en la nanoescala o una
estructura interna o superficial en la nanoescala”?®. Se entiende como nanoescala al intervalo
comprendido entre 1y 100 nm.

El interés de la nanociencia y la nanotecnologia reside en que al sintetizar los materiales
en la escala nanométrica sus caracteristicas fisicoquimicas cambian??. Las propiedades de los
nanomateriales estan regidas por la mecanica cuantica y son diferentes a las de la macroescala
y a las de sus atomos y moléculas constituyentes. Los nanomateriales constituyen un grupo muy
amplio de estructuras, en ellos se pueden englobar: liposomas, dendrimeros, nanotubos de
carbono, fullerenos, derivados del grafeno, puntos cuanticos, nanoparticulas (NPs), etc.

Dentro de los nanomateriales, una de las clases que se pueden encontrar con un gran
numero de aplicaciones son las NPs metdlicas. Al reducir el tamafio de las particulas se produce
una cuantizacién de los niveles energéticos del material, tal y como se muestra en la Figura 4, y
las propiedades del material cambian respecto a las del metal macroscépico. Cuando el tamaiio
de las NPs es préximo al camino libre medio de los electrones ocurre el fendmeno de resonancia
de plasmoén de superficie (SPR)*. Las NPs metdlicas presentan una fuerte absorcién de la

radiacion electromagnética y no son luminiscentes.

Si se reduce el tamafio de las NPs, el grado de cuantizacion de los niveles electrénicos
del material se incrementa. Cuando el tamaio de la NP es comparable a la longitud de onda de
Fermi, se puede hablar de nanoclisteres (NCs) metdlicos. Los NCs metélicos estan formados
por unos pocos hasta cientos de atomos, tienen un tamafio comprendido entre los 0,2 y los 3
nm y presentan niveles electrdnicos discretos (Figura 4). El confinamiento cuantico de los
electrones hace que las propiedades de los NCs cambien drasticamente y tengan un
comportamiento més cercano al molecular®?. Ademas, los NCs metalicos presentan nuevas

propiedades dpticas, eléctricas y magnéticas con respecto a los metales macroscépicos.
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Figura 4: Transformacion de las bandas de energia al reducir el tamafio de las particulas metdlicas.
Figura modificada de Ref. *°

3.1. Propiedades de los nanoclusteres metalicos

Los NCs presentan estructuras geométricas definidas, transiciones electrénicas
discretas, carga cuantizada, quiralidad molecular, magnetismo, y fotoluminiscencia3%4+%2,
Ademas, debido a la separacién de los niveles electrdnicos los NCs dejan de ser conductores.
Por otro lado, cabe destacar que una de las principales caracteristicas de los NCs (que los
diferencia de las NPs) es la alta emisién fluorescente que es dependiente del tamafio, geometria
y superficie #*. El origen de la fluorescencia de los NCs presenta cierta controversia: algunos
autores como Lin et al. postulan que se debe a las transiciones HOMO-LUMO, explicando asi por
qué la fluorescencia es dependiente del tamafio del NCs*. La absorcidn de fotones permite que
los electrones se exciten desde la banda d hasta la banda sp localizada por encima del nivel de
Fermi. La recombinacién entre los huecos y los electrones situados por debajo del nivel de Fermi

produce la emision en el visible*®. Sin embargo, otros autores sefialan que la fluorescencia se

debe a las transiciones electrdnicas entre el nicleo metalico y los ligandos*.

Desde el punto de vista analitico, las propiedades mas llamativas de los NCs metadlicos
son las propiedades dpticas. Como ya se ha mencionado, estas particulas son fluorescentes y
presentan un rendimiento cuantico elevado, una fotoestabilidad superior a la de los fluoréforos
convencionales, absorcién de dos fotones y un largo desplazamiento de Stokes®. La emisidn

fluorescente de los NCs varia con la naturaleza del metal, su tamafio, el tipo de ligando que



recubre su superficie, el medio y la ruta sintética escogida. A modo de ejemplo, en la Figura 5 se
muestra la excitacién y emision fluorescente de NCs de oro de distintos tamafios. Al aumentar

el tamafio de la particula, los maximos se desplazan a longitudes de onda mayores.
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Figura 5: Excitacion (linea discontinua) y emision (linea sélida) de diferentes NCs de oro. Los mdximos de
excitacion y emision se desplazan a longitudes de onda mayores al aumentar el tamarfio del NC. Figura
modificada de Ref. *°.

3.2. Sintesis de nanoclusteres metalicos

Dado que las propiedades de los NCs dependen de su tamafio, los ligandos que recubran
su superficie y del medio en el que se encuentren, la busqueda de rutas sintéticas que permitan
obtener NCs con un rendimiento cudntico elevado, monodispersidn de tamafios y una geometria
definida es de gran interés actualmente. En los uUltimos afios se ha prestado especial atencion a
los NCs de Au y Ag debido a su intensa fotoluminiscencia, baja toxicidad, baja reactividad y la
posibilidad de recubrirlos con ligandos biocompatibles y solubles (p.e., tioles, fosfinas y
selenoles),

Existen dos estrategias generales para la sintesis de NCs:

e Bottom-up: Es la estrategia mas utilizada. Consiste en reducir un precursor del metal en
presencia del ligando. Normalmente se emplean reductores borados como el NaBH,,
aungque también se pueden emplear otros mas suaves (p.e., acido férmico). Cabe
destacar que la cinética de la reaccidn es critica: la reduccidn debe producirse
lentamente para obtener NCs de un tamafio homogéneo. La velocidad de la reaccién
puede disminuirse reduciendo la temperatura, empleando disolventes orgdnicos,
aumentando el ratio ligando:precursor, disminuyendo el ratio reductor:precursor o
aumentando el pH del medio®.
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e Top-down: Consiste en partir de NPs de un tamanio superior al deseado y someterlas a
decapado quimico empleando ligandos tiolados, NaBH4 o biomoléculas como agentes
de decapado®. El decapado puede asistirse mediante sonicacién para favorecer la
reaccion y debe controlarse el pH y la temperatura para asegurar la obtencién de NCs
monodispersos. Este método consume mas tiempo que los métodos bottom-up y tiene
rendimientos menores, se puede emplear como un segundo paso en rutas bottom-up

para homogenizar el tamafio de las particulas®.

En el caso de que los NCs sintetizados vayan a ser empleados en aplicaciones
biomédicas, debe prestarse especial atencién al ligando seleccionado. La interaccion entre el
NCs y el medio bioldgico viene dada por las propiedades del ligando escogido (p.e., solubilidad,
carga superficial, grupos funcionales, y tamafio)*!. Una opcién para asegurar la
biocompatibilidad es el empleo de proteinas, péptidos y dacidos nucleicos como ligandos,
asegurando asi la estabilidad de los NCs en los medios bioldgicos y reduciendo las posibles

interacciones inespecificas.

3.3. Caracterizacion de nanocluisteres metalicos

Una vez que se ha llevado a cabo la sintesis de los NCs metalicos, es necesario realizar
una correcta caracterizacion de estos para conocer sus propiedades y poder asi emplearlos en
diferentes tipos de aplicaciones. En la Tabla 1 se recogen las técnicas mas habitualmente
empleadas para la caracterizacion de este tipo de NPs, asi como las propiedades medidas con

cada una de ellas y algunos ejemplos de publicaciones en las que las emplean dichas técnicas.

Tabla 1: Técnicas empleadas para la caracterizacion de NCs

Caracterizacion de: Técnicas Ref
Tamaiioy DLS (Dispersion dinamica de la luz) 47
distribucion de HR-TEM (Microscopia electrénica de transmisién de alta 39
tamaiios resolucion)
Analisis morfolégico HR-TEM 39
Determinacion de la Medidas de Potencial-Z 48
carga superficial
Composicion EDX (Espectroscopia de rayos X) 42
quimicay Espectroscopia de masas elemental (ICP-MS) 49
estructural Espectroscopia de masas molecular (MALDI/ESI-MS) 41
Resonancia Magnética Nuclear (NMR) 42
XPS (Espectroscopia de dispersidn de rayos X) 50
FTIR (Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier) 42
Propiedades dpticas Espectroscopia VIS-UV (Visible-Ultravioleta) 41
Fluorescencia 41
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3.4. Aplicaciones de los nanoclusteres metalicos

Actualmente los NCs metdlicos son una alternativa muy atractiva a los fluoréforos
convencionales y han sido empleados especialmente en aplicaciones biomédicas sustituyendo
a marcadores luminiscentes®°!, La interaccidn de la superficie de los NCs con distintas
moléculas provoca cambios en sus propiedades luminiscentesy, por lo tanto, se pueden emplear
como sensores quimicos dpticos. También pueden emplearse como marcadores fluorescentes
en bioensayos si se bioconjugan con anticuerpos especificos. A continuacién, se describen

algunas de las aplicaciones recientes de los NCs metalicos:

e Deteccion de metales. Se han empleado NCs de Au y Ag para la deteccién de metales toxicos
(Hg?*, Cu®*, Pb?, y Cr®) en muestras bioldgicas y muestras de interés medioambiental con
una buena selectividad y sensibilidad*#®*°. El mecanismo de deteccién se basa en la
desactivacién de la luminiscencia del NCs. Por ejemplo, se han empleado AuNCs recubiertos
de BSA para la deteccidn de Hg?* con un limite de deteccién de 5 nM. En este caso, la pérdida

de la fluorescencia se atribuye a la interaccidon del Hg* con el nicleo metalico del NC*.

e Deteccion de pequeiias moléculas orgdnicas. Los NCs se pueden emplear como sensores
Opticos para la deteccidn de pequefias biomoléculas tioladas como el glutatién, la cisteinay
la homocisteina. Se ha demostrado que los AgNCs recubiertos de oligonucleétidos como
ligandos experimentan desactivacién de la fluorescencia en presencia de biotioles debido a

la formacién de complejos no fluorescentes?®>1,

e Deteccion de proteinas. Se pueden emplear los NCs metalicos como marcas fluorescentes
en bioensayos para la deteccidn de proteinas si se bioconjugan con anticuerpos especificos.
La primera aplicacién de NCs fluorescentes para la deteccion de proteinas fue publicada por
Leblanc et al.>®. En dicho trabajo se disefié un inmunoensayo para la deteccién de IgG
humana mediante la bioconjugacién de AuNCs recubiertos del polimero PAMAM a un
anticuerpo anti-IgG>2. La combinacién de las propiedades luminiscentes de los NCs con la
especificidad del anticuerpo permitié llevar a cabo el disefio de un sensor sensible y

selectivo.

e Bioimaging. Los NCs metalicos pueden emplearse como marcas fluorescentes para el
mapeo de biomoléculas de interés en tejidos bioldgicos sustituyendo a los fluoréforos
convencionales. Tradicionalmente se emplean colorantes organicos o proteinas
fluorescentes pero estos tienen una fotoestabilidad limitada*!. Los quantum dots (QDs) se

han presentado también como una alternativa a los fluoréforos convencionales dada su alta
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emision fluorescente y estabilidad, sin embargo, no se pueden emplear en aplicaciones in
vivo dada su toxicidad. Su gran tamafio puede causar impedimentos estéricos en el
reconocimiento de los analitos de interés*. Por su parte, los NCs metdlicos tienen un
tamafio menor al de los QDs, presentan una intensa fluorescencia, son fotoestables y
biocompatibles y los grandes desplazamientos de Stokes evitan la autoabsorbancia.
Ademas, el uso de NCs diferentes para marcar distintos analitos permite realizar analisis
multiparamétricos.

Ademas, los NCs metalicos pueden emplearse en experimentos in vivo ya que dado su
pequefio tamafio, estos pueden ser eliminados facilmente en los rifiones*!. En la Figura 6, se
muestra un estudio de bioimaging in vivo con deteccidn fluorescente. Se administré de
forma intravenosa un anticuerpo que reconoce selectivamente células tumorales
bioconjugado con AuNCs y un colorante organico. Empleando AuNCs como marca se
observa un tiempo de retencién mayor en el tumor (sefialado con una flecha en las

imagenes) y una menor acumulacidn en el tejido no tumoral®.
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Figura 6: Bioimaging in vivo de un tumor (sefialado con una flecha) en un ratén MCF-7 usando
como marca AuNCs (a) y un colorante orgdnico (b), administrados ambos de forma intravenosa y
deteccidn fluorescente. Imagen modificada de Ref. .

Marcas para LA-ICP-MS. Los NCs metalicos pueden emplearse como marcas elementales
para realizar estudios de bioimaging de proteinas especificas mediante LA-ICP-MS. Los NCs
se bioconjugan a un anticuerpo especifico de la biomolécula de interés, se incuba el tejido
con el bioconjugado y la deteccion se lleva a cabo siguiendo la sefial del metal que constituye
el ntcleo del NC. El nimero de heterodtomos presentes en un NC es mucho mayor que en
el caso de otras marcas empleadas en LA-ICP-MS para el mapeo de proteinas (p. e., los

quelatos metdlicos) y por tanto presentan una mayor capacidad de amplificaciéon®. Su
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pequefio tamafio minimiza las alteraciones en la capacidad de reconocimiento del
anticuerpo, una de las desventajas del empleo de marcas poliméricas. Ademas, dadas las
propiedades luminiscentes de los NCs metalicos se pueden llevar a cabo estudios bimodales:

el mismo tejido puede analizarse mediante fluorescencia y LA-ICP-MS>%,

El empleo de NCs metdlicos como marca en LA-ICP-MS permite obtener resultados
cuantitativos si se cumplen las “10 reglas de oro” indicadas en el apartado 2 que deben
seguirse para combinar la IHC y LA-ICP-MS. Cruz-Alonso et al han empleado con éxito AuNCs
para el mapeo cuantitativo de metalotoneinas (MTs) en tejidos de la retina humana
bioconjugando los NCs con anti-MT 1/2 (limite de deteccion de MT % de 0,5 ng g*) 3? asi
como de ferroportina en tejidos de cerebro humano de pacientes control y con la patologia
de Alzheimer®. Por otro lado, una de las ventajas que pueden ofrecer los NCs metalicos es
la posibilidad de realizar andlisis multiparamétricos si se marca cada proteina de interés con
NCs de un metal diferente® e incluso con NCs del mismo metal empleando isétopos estables
enriquecidos®. Valencia-Agudo et al. han empleado AgNCs de abundancia natural y
enriquecidos isotopicamente (*°AgNCs) para el estudio de MTs y SOD en tejidos oculares

humanos®.

4. Nanoclusteres de iridio

El estudio de rutas sintéticas para la obtencidn de NCs de iridio (IrNCs) es limitado y las
publicaciones realizadas hasta el momento estan enfocadas a su aplicacion con fines
cataliticos*”*®%’. Anjali et al proponen la sintesis de IrNCs partiendo de IrCl3:3H,0 como
precursor y empleando metanol como reductor en medio basico y polivinilpirrolidona como
ligando®®. El tamafio medio de los NCs caracterizados mediante TEM es de 4 nm y se estudid su
actividad catalitica en la oxidacién de naranja de metilo poriones hexacianoferrato (lll) en medio

acuoso alcalino.

Alternativamente, los IrNCs también se pueden sintetizar en estado sdlido. Bhat et al
sintetizaron IrNCs con un tamafio promedio de 2 nm a partir de IrCl3-:3H,0, 2-feniletanotiol como
ligando y NaBH, como agente reductor®’. Los NCs obtenidos con esta sintesis en fase sélida
pueden ser dispersados posteriormente en tolueno, tetrahidrofurano o dimetilformilamida. En
la Figura 7 se observa una fotografia tomada mediante HR-TEM de los IrNCs sintetizados con

este método.
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Figura 7: Imdgenes obtenidas mediante HR-TEM de los IrNCs sintetizados por Bhat et al. i)
Ampliacién de una zona seleccionada en la que se observa el tamarfio de los NCs. ii)Distribucion de
tamafios obtenida a partir las medidas de 50 particulas. (Ref.>’)

Por otro lado, también se han sintetizado IrNCs para ser empleados como marcas
fluorescentes en bioimaging. Vankayala et al sintetizaron IrNCs recubiertos de 2,2 naftol con un
tamafio promedio de 2 nm, una alta emision fluorescente y biocompatibles®®. Sin embargo, el
procedimiento empleado es largo, conlleva numerosos pasos y requiere disolventes organicos.
Por tanto, la bisqueda de nuevas rutas sintéticas sencillas, que puedan realizarse en medio
acuoso y permitan obtener IrNCs biocompatibles y con una alta fluorescencia es de gran interés
actualmente. En este trabajo, se emplearon los IrNCs como marcas fluorescentes intracelulares.
Se realizaron estudios de internalizacion en células Hela y se monitorizaron mediante
microscopia laser confocal de barrido. Se observé que los IrNCs se localizaban en el citoplasma,
sin penetrar en el nucleo celular. En la Figura 8A, se muestra el nucleo de las células Hela que
ha sido tefiido con DAPI, en la Figura 8B, se observa la fluorescencia de los IrNCs tras haber
realizado la incubacion. En la Figura 8C se muestra la superposicion de las imagenes Ay B, se

puede apreciar que los IrNCs se localizan en el citoplasma celular y no atraviesan la membrana

nuclear.

50 pm 50 pm

Figura 8: Imdgenes obtenidas mediante microscopia Idser confocal de barrido de células HeLa
incubadas con IrNCs. A) Emision del DAPI (Aem =450 nm, Aex=405 nm). B) Emision de los IrNCs (Aem =525
nm, Aex=488 nm). C) Superposicién de A y B. Ref 4.
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Objetivos

El presente TFM se enmarca en un proyecto de colaboracién del grupo de
Espectrometria y Electroquimica BioaNanoAnaliticas y el Grupo de Envejecimiento Cerebral y
Enfermedades Neurodegenerativas (ambos de la Universidad de Oviedo) con el Instituto
Oftalmoldgico Ferndndez-Vega. El objetivo global del proyecto es el desarrollo de una
metodologia analitica para el bioimaging de metalesy proteinas relacionadas con enfermedades
neurodegenerativas en tejidos de oculares y de encéfalo de un modelo animal de ratén con
envejecimiento. En el presente TFM dicho objetivo general se ha llevado a cabo a través de dos

objetivos especificos:

1. Sintesis y caracterizacién de nanoclusteres de iridio. Uno de los objetivos del presente TFM
es la sintesis de IrNCs en medio acuoso y su caracterizacion para que puedan ser empleados
como marcas bimodales (deteccion fluorescente y por LA-ICP-MS) para el andlisis de
proteinas en tejidos bioldgicos. Se optimizardn las condiciones de la sintesis (p.e.,
temperatura, pH, relaciones molares entre el precursor metalico y el reductor/ligando, etc.)
con el fin de obtener IrNCs de tamafio reducido y monodispersos ademads de con una alta
emision fluorescente. Las propiedades épticas de los IrNCs sintetizados se determinardn
mediante estudios de fluorescencia y absorcion. Ademas, se estudiara su tamafio mediante
medidas de DLS y se determinara el rendimiento de la sintesis por ICP-MS.

2. Estudio de proteinas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas en tejidos
oculares y cerebrales de un raton control. Se estudiard la distribucion espacial de proteinas
gue regulan la homeostasis de algunos metales implicados en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas en diferentes tejidos bioldgicos. Se localizardn metalotioneinas (MTs)
en tejidos oculares y ferroportina (FPN) y hepcidina (HPC) en tejidos cerebrales de un ratén
control mediante ensayos de inmunofluorescencia. Se emplearan dos tipos de preparacién
de muestra distintos: tejidos embebidos en parafina y conservados criogénicamente. Se
evaluara si la preparacién de la muestra afecta a los resultados de la distribucién de las

proteinas en los tejidos.
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Experimental

Material

e Micropipetas de volumen comprendido entre 10 uLy 1 mL.

e Tubos Eppendorf con volumen de 1,5y 2 mL.

e Filtros de membrana con tamafio de poro de 3y 10 kDa (Amicon Ultra-0,5 mL Millipore).

e Tubos Falcon (VWR)

e Tubos de centrifugado

e Material de vidrio.

e Cubeta de fluorescencia de cuarzo SUPRASIL de Hellma, modelo 114F-QS de 10 mm de
paso Optico y 3 mL de volumen de celda.

e Portaobjetos de microscopio recubiertos de poly-L-lisina (Electron Microscopy

Sciences).

Instrumentacion

e Balanza analitica NewClassic MF (precisién hasta 0,01 mg), Mettler Toledo.

e Granatario SCALTEC (precision hasta 0,01 g).

e Bafio de Ultrasonidos, J.P. Selecta.

e pHmetro Crisol micropH 2000, Crisol Instruments S.A.

e Placa calefactora.

e Espectréfotometro de Fluorescencia Cary Eclipse, Agilent

e Espectrofotometro UV-VIS Cary 60, Agilent

e Placa termoagitadora Eppendrof Thermomixer confort.

e Microtomo HM340E y Criotomo Microm HMSSO (Thermo Fischer Scientific).

e Espectrometro de Masas ICP-MS de tipo cuadrupolo (modelo 7700 de Agilent).
e Microscopio éptico Leica DM6000B, equipado con epifluorescencia y cdmara DFC 310

Fx Leica. Filtro RGB.

e Equipo DLS Zetasizer Nano ZS, Malvern Panalytical.

Reactivos
Sintesis de IrNPs

o IrCl3-xH>0 (99,9% pureza, Ref.: 203491, Sigma Aldrich)

o (%) lipoic acid (99% pureza, Ref.: T1395, Sigma Aldrich)
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e NaOH (98% pureza, Ref: 58045, Sigma Aldrich)

e NaBH, (98% pureza, Ref.: 452882, Sigma Aldrich)

e (Citrato de sodio dihidratado (99% pureza, Ref: A385148 305, Merck)

Ensayos de inmunofluorescencia

e Xileno (99% pureza, Ref: 296325, Sigma Aldrich)

e Etanol (Ref: 02483, Supelco)

e Tampdn de citrato 0,1 M pH 6

e Tampodn de fosfato pH 7,4, BSA (Ref: 10010023, Thermo Fischer Scientific)

e Triton X-100 (Ref: X100, Sigma Aldrich)

e Alblimina de suero bovino, BSA (98% pureza, Ref: A7030, Sigma Aldrich)

e Suero normal de cabra (Ref: G9023, Sigma Aldrich)

e 4’ 6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, DAPI (Ref: D9542, Sigma Aldrich)
e Alexa Fluor 594 (Ref: A10474, Thermo Fischer Scientific)

e Anticuerpo policlonal anti metalotioneina 1 (Ref: PAB119Hu01, USCN)

e Anticuerpo policlonal anti metalotioneina 2 (Ref: PAB868Hu01, Cloud-Clone Corp.)

e Anticuerpo policlonal anti ferroportina SLC40A1 (Ref: ab78066, Abcam)
e Anticuerpo policlonal anti hepcidina (Ref: ab30760, Abcam)
e Anticuerpo Alexa Fluor 594 Goat anti-Rabbit (Ref. a11037, Invitrogen)

e Medio de montaje permanente acuoso (Ref: $1964, Dako)

4. Muestras

Se obtuvieron muestras de un raton control (cepa C57BL/6 y 5 meses de edad) a través
de la Fundacién de Investigacion Oftalmoldgica (FIO) del Instituto Oftalmolégico Fernandez-
Vega (Oviedo). El ratdn se fija por perfusion con paraformaldehido al 4% antes de ser sacrificado
para conservar intactas las estructuras de los tejidos. El ojo izquierdo y la mitad izquierda del
encéfalo se criogenizan en nitrégeno liquido, mientras que el ojo derecho y la mitad derecha del
encéfalo se incluyen en parafina. Los tejidos incluidos en parafina se cortan con un microtomo
de seccionamiento y los tejidos criogenizados se cortan con un criotomo. Se obtienen secciones
de 7 um de espesor en ambos casos y se inmovilizan sobre portaobjetos recubiertos de poli-L-
Lisina. La poli-L-Lisina permite que el tejido se adhiera mejor al portaobjetos y evita que se
despegue del vidrio con los sucesivos tratamientos del protocolo de IHC. Los cortes criogénicos
se conservan en el congelador a -20°C y los cortes embebidos en parafina se mantienen a

temperatura ambiente hasta su posterior uso.
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5. Procedimientos experimentales

5.1.Sintesis y caracterizacion de IrNPs

5.1.1. Optimizaciones previas a la sintesis de IrNPs

Reduccion del acido lipoico a acido dihidrolipoico

Se estudia mediante medidas de absorbancia la reduccion del acido lipoico (LA) a acido

dihidrolipoico (DHLA) empleando NaBHs como reductor. Los resultados obtenidos de este

estudio serdn utiles para seleccionar la relacion molar de LA:NaBH,4 necesaria para preparar el

DHLA que se empleard como ligando para la sintesis de IrNPs. En la Tabla 2 se muestran las

distintas disoluciones que se prepararan para llevar a cabo el estudio. Después de 2 h de

agitacién se mide la absorbancia de cada disolucion.

Tabla 2: Estudio de la reduccion de LA a DHLA empleando NaBH4 como reductor

Tubo Milli-Q (mL) LA (mmol) NaBH, Relacion molar
LA:NaBH,
1 5 15 - Blanco
2 5 15 500 pL (75 mM) 21
3 5 15 500 pL (150 mM) 1:1
4 5 15 500 pl (300 mM) 1:2
5 5 15 500 pL (750 mM) 1.5
6 5 15 500 pl (1,5 M) 1:10

Reduccién de la sal precursora de iridio

Se estudia mediante medidas de absorbancia la reduccién de la sal IrCls-xH,0 a iridio

metalico empleando diferentes concentraciones de NaBH4 como reductor. Esta sal se utilizard

como precursor para sintetizar IrNPs. En la Tabla 3 se muestran las distintas disoluciones

preparadas para la realizacién de este estudio.

Tabla 3: Reduccion de la sal de Ir (1ll) a Ir (0) empleando NaBH4+ como reductor

Tubo Milli-Q (mL) IrCl3-xH,0 NaBH,4 Relacién molar pH
Ir:NaBH4
1 5 100 pL (50mM) - Blanco 7,93
2 5 100 pulL (50mM) | 500 pL (50mM) 1:5 10,07
3 5 100 pL (50mM) | 500 pL (100 mM) 1:10 10,18
4 5 100 L (50mM) | 500 uL (150 mM) 1:15 10,23
5 5 100 pL (50mM) | 500 pL (200 mM) 1:20 10,35
6 5 100 pL (50mM) | 500 pL (300 mM) 1:30 10,40
7 5 100 pL (50mM) | 500 pL (500 mM) 1:50 10,49
8 5 100 pL (50mM) 500 (puL 1 M) 1:100 10,65
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Se registran los espectros de absorbancia después de 15 h de agitacién. Asi mismo, se

toman fotografias para observar el cambio de color de las disoluciones a lo largo del tiempo.
5.1.2. Sintesis de IrNPs

Con el objetivo de obtener nanoclisteres de iridio, se siguen tres protocolos de sintesis
diferentes, empleando en todos los casos IrCls-xH,O como sal precursora. Todas las estrategias
llevadas a cabo se clasifican como bottom-up; el precursor se reduce por accién de un agente
reductor formando un nucleo metalico que crece de tamafio en el transcurso de la reaccion

hasta formar la nanoparticula.
Sintesis de IrNPs empleando DHLA como ligando

Se llevan a cabo dos sintesis de IrNPs empleando DHLA como ligando (preparado in situ
a partir de LA) y NaBH; como agente reductor. En este trabajo nos referiremos a las
nanoparticulas de Ir sintetizadas con estos protocolos como: IrNPs DHLA-A e IrNPs DHLA-B. El
protocolo de sintesis de los IrNPs DHLA A y B varia en la relacién molar de sal:ligando. A
continuacién, se muestran los pasos que se llevan a cabo para ambas sintesis y en la Tabla 4 se
muestran las cantidades de LA que se afiaden a cada muestra, la concentracion de la disolucion
de NaBH, para la reduccion del LA, la relacion molar de los reactivos en la sintesis y el pH final

de las disoluciones.

Para la sintesis de las IrNPs, en un vial ambar se afiaden 10 mL de agua Milli-Q, la
cantidad de LA requerida y una disolucion de NaBH,. Se agita durante 2 h para que se reduzca
el LA a DHLA. Después se afiaden 200 uL de IrCls-xH,0 (50 Mm) y se agita durante 30 min. A
continuacidn, se anade gota a gota 400 uL de NaBH, (50 mM). Se agita durante 15 h y se purifica
por ultracentrifugacién con un filtro de 3 kDa y se lleva a volumen de partida con agua Milli-Q.
Se almacena en la nevera protegido de la luz hasta su posterior uso.

Tabla 4: Condiciones de las sintesis IrNPs DHLA-A e IrNPs DHLA-B

Sintesis LA NaBH, Relaciones molares pH
(umol) | (para reducir el LA) sal:ligando:reductor final
IrNPs DHLA-A 5 1 mL (250 mM) 1:5:2 10,15
IrNPs DHLA-B 15 1 mL (750 mM) 1:15:2 10,02

Sintesis de IrNPs empleando citrato de sodio como ligando

Alternativamente a las sintesis empleando acido lipoico como ligando, se emplea una

I*¢ para la sintesis de IrNPs utilizando IrCl3-xH,0 como sal

metodologia propuesta por Cui et a
precursora, citrato de sodio como agente ligando y NaBH, como agente reductor. En este trabajo

nos referiremos a las nanoparticulas sintetizadas mediante este protocolo como IrNPs citrato.
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En este caso para la sintesis, en un matraz aforado de dos bocas se coloca un septum de
teflén en una de las bocas y un condensador en la otra boca. Se vacia la atmdsfera del matraz
con una aguja a través del septum y se coloca un globo hinchado con nitrégeno (se adapta el
globo a una aguja, que se pincha en el septum) para tener una atmésfera inerte dentro del
matraz (ver montaje en el Anexo iError! No se encuentra el origen de la referencia.). A
continuacidn, se afiade a través del septum una disolucién de citrato de sodio (3 mL, 1% m/v) y
una disolucién de IrCl3-xH,0 (20 mL, 0,03% m/v). Se ajusta el pH entre 7 y 9 con NaOH y se
mantiene en reflujo a 130 C durante 20 min con agitacidén constante. Después de este tiempo,
se afiade 1 mL de borohidruro de sodio (0,1M) y enfria gradualmente hasta temperatura

ambiente. Se deja agitar durante 30 min.

En este caso las IrNPs sintetizadas se purifican por precipitacién. Para ello, en un tubo
de centrifugado se afiade un volumen de la sintesis y tres volimenes de etanol. Se centrifuga
durante dos ciclos de 10 min a maximas revoluciones. El precipitado se redisuelve en agua Milli-
Q. El pH final de la sintesis es 9,93. Las relaciones molares de sal:ligando reductor en esta sintesis

son 1:6:5. Se almacena en la nevera protegido de la luz hasta su posterior uso.
5.1.3. Caracterizacion de las IrNPs
Caracterizacion de la absorbancia

Se caracteriza la absorbancia de las distintas sintesis empleando el espectrofotémetro
VIS-UV, con una velocidad de barrido de 4800 nm/miny se recogen los espectros de absorbancia
desde 200 a 800 nm. Dado que todas las disoluciones eran acuosas, se corrige la linea de base
midiendo la absorbancia del agua Milli-Q. Se realizan diluciones 1:5 respecto de la concentracion

de las disoluciones finales de las sintesis para llevar a cabo las medidas de absorbancia.
Caracterizacion de la fluorescencia

El objetivo del presente TFM es la sintesis de IrNCs luminiscentes. Para cada sintesis se
realiza una secuencia de espectros de emisidn con el fluorimetro excitando desde 300 a 600 nm
(con un incremento de 10 nm entre espectros sucesivos y una velocidad de barrido de 1200
nm/min y con rendijas de excitacion/emision de 20 nm). El objetivo de dichas medidas es
determinar si se han sintetizado IrNCs fluorescentes y si asi fuera, determinar el par de
excitacién/emision que presenta la maxima intensidad fluorescente.

Determinacion del tamafio mediante DLS

Se realizan medidas de DLS para determinar el didmetro hidrodindmico de las
nanoparticulas sintetizadas, que corresponde con el didametro de una esfera rigida que se

dispersa a la misma velocidad que la particula que se mide. El valor del diametro hidrodinamico
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considera por tanto el nucleo metalico, los ligandos que recubren el ndcleo y la capa de

hidratacion que rodea la molécula.

Para cada una de las sintesis se obtiene la distribucién en nimero de las particulas y la curva de
correlacién que es una representacion del coeficiente de correlacion frente al tiempo. La Tabla
5 recoge las condiciones empleadas para las diferentes sintesis.

Tabla 5: Parémetros para las medidas por DLS

Tiempo de equilibrio 120s
indice de refraccién del iridio 1,42
Numero de réplicas por medida 12
Numero de medidas por muestra 3

Determinacion del rendimiento de la sintesis por ICP-MS

Se mide la concentracién de iridio en las disoluciones finales de sintesis purificadas y sin
purificar, asi como en los desechos mediante ICP-MS con nebulizacidon convencional para
determinar el rendimiento de las distintas sintesis. Para ello se digieren las distintas disoluciones
siguiendo el siguiente protocolo: en un tubo de pldstico se afiaden 50 pL de muestra y 200 uL de
agua regia (HNOs: HCl relacién molar 1:3). Se introduce en un bafo de ultrasonidos durante 20
min y después se lleva a 10 mL con HNOs al 3%.

Se preparan disoluciones de iridio (a partir de un patrén de iridio certificado de 1000
pug/mL) en un rango de concentracion entre 0-30 ng/mL para construir una recta de calibrado
(se afade también oro a cada disolucion como patrén interno con una concentracion de 5
ng/mL). Se afiade a las muestras digeridas el patrdon interno y se diluyen para que entren en el
rango de concentraciones del calibrado. Para realizar las medidas se emplea un ICP-MS de tipo

cuadrupolo (sin presurizar la celda de colisién) y se monitorizan los isétopos *Ir y ¥’Au.
5.2. Estudio de la distribucidn de proteinas en tejidos bioldgicos

5.2.1. Ensayos de inmunofluorescencia
A continuacidn, se indican los protocolos llevados a cabo para la realizacién de los
inmunoensayos en los tejidos biolégicos. En la Figura 9 se muestra un esquema con las proteinas

que se estudiaran en cada tipo de tejido (ojo y encéfalo) y preparacion (parafina y criogénico).
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Figura 9: Esquema en el que se muestran las distintas proteinas que se localizardn mediante
ensayos de inmunofluorescencia en cada tipo de tejido y preparacion de muestra.

Ademas, para cada tipo de tejido y preparacion se realiza un control negativo (se hace
el inmunoensayo anadiendo anticuerpo secundario con la marca fluorescente, pero no
anticuerpo primario). De esta forma se puede comprobar si el anticuerpo secundario presenta
interacciones inespecificas con el tejido.

Desparafinacion y recuperacion antigénica de los cortes en parafina

Los tejidos incluidos en parafina deben desparafinarse, hidratarse y tratarse con un
protocolo de recuperacién antigénica antes de proceder con la tincion inmunohistoquimica.
Para la desparafinacion e hidratacidn de los tejidos se introducen los cortes en disoluciones de
xileno y en una sucesién de disoluciones alcohélicas decrecientes.

Para la desparafinacién de los tejidos se introducen los cortes en disoluciones de xileno
y en una sucesion de disoluciones alcohdlicas decrecientes: 5 min en xileno, 5 min en xileno, 2
min en etanol 100%, 2 min en etanol 96%, 2 min en etanol 80%, 2 min en etanol 70% y 2 min en
agua destilada.

La recuperacion antigénica se lleva a cabo introduciendo los cortes en una disolucion
tampédn de citrato 0,1 My pH 6,0 (calentado previamente hasta ebulliciéon) durante 20 min.

Protocolo de técnica inmunohistoquimica

En la Tabla 6 se indican las distintas etapas llevadas a cabo para la técnica

inmunohistoquimica de los tejidos de los tejidos en parafina y criogénicos.
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Tabla 6: Etapas para la técnica inmunohistoquimica

Procedimiento

Tratamiento

Tiempo y condiciones

Lavado PBS 3 x5 min
Permeabilizacion PBS, 0,1% de Triton X-100 30 min

Lavado PBS 3 x5 min

Bloqueo PBS, 10% suero de cabra, 1% BSA 1h

Lavado PBS 3 x5 min
Incubacion Anticuerpo primario; PBS, 5% de Toda la noche, 4°C, cdmara

anticuerpo 1° suero de cabray 1% de BSA himeda

Lavado PBS 3 x5 min

Incubacion Anticuerpo secundario fluorescente, 2 h, cdmara humeda,

PBS al 1% de suero de cabra

protegido de la luz

anticuerpo 2°

Lavado PBS 3 x5 min

DAPI 0,2 ug/ml

10 min, cdmara humeda,
protegido de la luz

Tincion de los
nucleos

Lavado PBS

5 min

Una vez realizada la IHC los cortes, se afiaden unas gotas de medio de montaje y se pone
el portaobjetos. Se sella con laca de ufias y se almacena a -20 °C en oscuridad.

Los anticuerpos primarios, especificos de cada proteina, se afiaden empleando
diferentes diluciones para cada uno de ellos dependiendo de las indicaciones del fabricante:
Anti-MT-1 con una dilucidn 1:40; Anti-MT-2 con una dilucidon 1:40; Anti-FPN con una dilucién
1:25; y Anti-HPC con una dilucién 1:300. En el caso del anticuerpo secundario marcado con Alexa
594, se afiade en todos los inmunoensayos con una dilucidn 1:500. Adicionalmente se emplea

DAPI como tincién de contraste (marcaje de los nucleos).

5.2.2. Obtencidon de imagenes mediante microscopia de fluorescencia

Para observar las muestras se emplea un microscopio de fluorescencia equipado con
sistemas de luz transmitida para observar el marcaje del inmunoensayo fluorescente. En este
caso, los fluoroforos detectados son: DAPI (marcador nuclear, con Aexcitacisn = 358 NM Yy Aemision =
461 nm) y Alexa 594 (marca fluorescente del anticuerpo secundario, con Aexcitacion = 590 nm y
Aemisisn = 617nm). Se toman imagenes bajo el objetivo de 20 aumentos utilizando la herramienta
Tile Scan del software LASX de Leica, combinada con la adquisiciéon en Z de todo el espesor de la

muestra.
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V.

Resultados y discusion

1. Sintesis de IrNPs

1.1. Optimizaciones previas a la sintesis de IrNPs

Reduccién del acido lipoico a acido dihidrolipoico

Se estudia mediante absorbancia la reduccion del LA a DHLA con distintas
concentraciones de NABH, como reductor. Se mide la absorbancia después de 2 h de agitacion
de varias disoluciones de acido lipoico a las que se afiaden distintas cantidades de NaBH,(Tabla
2). Enla Figura 10 se observa que al aumentar la relacion molar de NaBH,, el pico de absorbancia
del LA a 330 nm disminuye. La desaparicion de esta banda de absorcién se debe a la reduccion
del LA a DHLA segun lo indicado por Avellini et al*°. También se ha observado que al reducir el
LA a DHLA aumenta la absorbancia entre 250 y 270 nm. Segun los resultados experimentales,
una relacién molar de LA:NaBH, de 1:5 es suficiente para reducir todo el LA después de 2 h de
agitacién (el pico a 330 nm ha desaparecido por completo). Por lo tanto, se empleard una
relacion molar de acido lipoico:NaBH,4 1:5 para sintetizar el DHLA necesario para la sintesis de

los IrNPs (se agitara la disolucidn durante 2 h para asegurar la reduccion total del LA).

1
0,9 LA:NaBH4 2:1
0,8 LA:NaBH4 1:1
0,7 LA:NaBH4 1:2
.§ 0,6 ———LA:NaBH4 1:5
_cés 0,5 ———LA:NaBH4 1:10
§ 0,4 — LA
<03
0,2
01
0
200 250 300 350 400 450 500

Longitud de onda (nm)

Figura 10: Absorbancia de las disoluciones de dcido lipoico y dcido lipoico-NaBHa4 después de 2 h de
agitacion. La cantidad de NaBH4 que se afiade a cada disolucion de LA se indica en relaciones molares.

Reduccidn de la sal precursora de iridio

Se estudia mediante absorbancia la reduccion de la sal de iridio (IrCls-xH,0) a iridio
metdlico empleando NaBH4 como reductor (en la Tabla 3 se indican las diferentes condiciones
ensayadas). No se registraron los espectros de absorbancia de las relaciones sal:NaBH,4 1:30,

1:50, y 1:100 ya que dichas disoluciones presentaban particulas sedimentadas. Se observa que
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la sal precursora presenta absorbancia a 275 nm (Figura 11. Después de 15 h de agitacion,
desaparece la banda de absorcién a 275 nm y aparece un pico a 330 nm. Para la relacién molar
sal:NaBH, 1:20 aparece también un pico de absorbancia a 260 nm. Ademas, después de 15 h de

agitacién, el color de las disoluciones cambia de amarillo palido a gris (Figura 11), indicando

también visualmente la reduccion del iridio.

1,0
0,9 Sal:NaBH4 1:5
0,8 Sal:NaBH4 1:10
0,7 Sal:NaBH4 1:15
(3]
g 0,6 Sal:NaBH4 1:20
(5]
L2 05 Sal
2
a 04
<
0,3
0,2 -
0;1 M
0,0

200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500
Longitud de onda (nm)

Figura 11: Absorbancia de las disoluciones de IrCls y NaBH4 después de 15 h de agitacion. La
cantidad de NaBHa4 que se afiade a cada disolucion de IrCls se indica en relaciones molares.
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Figura 12: Reduccidn de la sal precursora de iridio a iridio metdlico. A) A tiempo = 0. B) Después
de 15 h de agitacion.

Segun los resultados obtenidos, una relacién molar de sal:NaBH,4 1:5 es suficiente para
reducir la sal de iridio que se emplea como precursora de las nanoparticulas. Aunque para
escoger el ratio sal:NaBH, para la sintesis de NPs debe tenerse en cuenta que: cuando se emplea
DHLA como ligando hay un exceso de NaBH,4, que se afiade con anterioridad al vial de sintesis
para reducir el LA a DHLA y cuando se emplea citrato de sodio como ligando, este también tiene
poder reductor por lo que la cantidad de NaBH,4 necesaria para reducir la sal de iridio es menor.

En las sintesis llevadas a cabo por tanto, se emplea una relacién molar sal:NaBH, 1:2.
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1.2. Sintesis y caracterizacion de las IrNPs

Con el objetivo de sintetizar IrNCs se siguen los protocolos indicados en el apartado
Experimental 5.1.2, dos protocolos diferentes empleando DHLA como ligando y un tercer
protocolo empleando citrato de sodio como ligando. La caracterizacion de las distintas sintesis
se realiza en distintas etapas. A continuacién, se recogen los pasos llevados a cabo para las
diferentes sintesis:

a) En primer lugar, se registran los espectros de absorbancia de cada una de las sintesis y de la
sal precursora.

b) A continuacion, se realizan medidas en el DLS para obtener un valor aproximado del tamafio
de las particulas sintetizadas (didametro hidrodinamico).

c) Posteriormente se llevan a cabo medidas de fluorescencia con el fin de caracterizar la
emision fluorescente de cada sintesis.

d) Finalmente, se lleva a cabo la medida de la concentracién de iridio por ICP-MS en las
disoluciones de sintesis purificadas, las disoluciones de sintesis sin purificar, los desechos y
la sal precursora con el objetivo de determinar el rendimiento de las distintas sintesis.

1.2.1. Sintesis de IrNPs empleando DHLA como ligando y una relacién molar

sal:ligando 1:5 (DHLA-A)

Se sigue el protocolo indicado en el apartado Experimental 5.1.2 para la sintesis de IrNPs
empleando DHLA como ligando y NaBH; como reductor, con relaciones molares de
sal:ligando:reductor 1:5:2. El color inicial y final de la sintesis no varia (amarillo palido).

Absorbancia de la sintesis

Tal y como se puede observar en la Figura 13, la sintesis purificada presenta una banda
de absorcién ancha a longitudes de onda cortas, aproximadamente hasta los 300 nmy a 320 nm
aparece un pequefio hombro de absorbancia. Este perfil de absorbancia concuerda con el
espectro de absorbancia tedrico para IrNPs en medio acuoso calculado por Creighton et al © a

partir de las constantes dpticas del metal.
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Figura 13: Espectros de absorbancia de la sintesis de IrNPs empleando DHLA como ligando y una relacion
molar sal:ligando 1:5. Se mide la sintesis purificada, el desecho de la sintesis, la sal precursora 'y el dcido
lipoico.

Caracterizacion mediante DLS

En la Figura 14 aparece representada la distribucidon de tamafios medida por DLS para
las particulas sintetizadas, obteniendo un tamafno promedio en nimero de 45 nm. Este valor
medido corresponde con el didmetro hidrodinamico de la particula, que considera también los
ligandos y la capa de hidratacion que recubre el ndcleo metdlico. Para determinar el didmetro
del nucleo metalico deben caracterizarse las particulas por HR-TEM (microscopio electrénico de
transmisién de alta resolucion).

Los IrNCs sintetizados por Feng et al ®* empleando acido ascérbico y NaBH; como
reductores y glutation como ligando presentan un didmetro de 3,3 nm, determinado mediante
HR-TEM. Las mismas particulas presentan un radio hidrodinamico de 10 nm en las medidas de
DLS. Teniendo en cuenta estos datos, las particulas sintetizadas empleando DHLA como ligando
y una relacion molar sal:ligando 1:5 son demasiado grandes para considerarse NCs y se podria
decir que se han sintetizado IrNPs. Ademds, analizando la curva de correlacion de la sintesis que
aparece en la Figura 15 parece que hay agregados de gran tamafio en la sintesis. La grafica de
correlacién para una sintesis de particulas monodispersas comienza como una linea recta
horizontal que llegado a un punto decae exponencialmente hasta el 0. En este caso, aparece un
pico ancho a tiempos de decaimiento grandes que indica la presencia de particulas de gran

tamafo.
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Figura 14: Distribucion de tamarios de las particulas obtenida mediante medidas de DLS para la sintesis
de IrNPs empleando DHLA como ligando y una relacion molar sal:ligando 1:5
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Figura 15: Curva de correlacion obtenida mediante medidas de DLS para la sintesis de IrNPs empleando
DHLA como ligando y una relacion molar sal:ligando 1:5.

Caracterizacion de la emision fluorescente

Para estudiar la emisidn fluorescente de las IrNPs sintetizadas, se registra una secuencia
de espectros de emisidn excitando la disolucién purificada desde 300 nm a 600 nm, con un
incremento de 10 nm entre espectros sucesivos. Sin embargo, no se encuentra ninguna longitud
de onda de excitacion a la que las particulas emitan fluorescencia. Puede que se deba al tamafio
de las particulas sintetizadas, ya que las particulas comienzan a ser fluorescentes cuando su
didmetro esta por debajo de los 3 nm. En ese régimen de tamafios, el confinamiento cuantico

es tal que los NCs presentan niveles electrdénicos similares a los moleculares.
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1.2.2. Sintesis de IrNPs empleando DHLA como ligando y una relaciéon molar sal:

ligando 1:15 (DHLA-B)

Se sigue el protocolo indicado en el apartado Experimental 5.1.2 para la sintesis de IrNPs
empleando DHLA como ligando y NaBHs como reductor, con relaciones molares de
sal:ligando:reductor 1:15:2. El color inicial y final de la sintesis no varia (amarillo palido).

Absorbancia de la sintesis

Como se puede observar en la Figura 16, al aumentar la relacion molar de DHLA:sal,
aumenta la intensidad de la absorbancia de la sintesis purificada si se compara con la
absorbancia de la sintesis empleando una relacién molar sal:DHLA 1:5 (Figura 13. Ademas, la
banda de absorbancia a 320 nm estd mucho mejor definida. Esto podria indicar que,
aumentando la relacion molar de ligando, aumenta el nimero de IrNPs que se forman.
Observando la absorbancia del desecho, podria decirse que una parte del LA empleado para la
sintesis del ligando (DHLA) no se redujo y fue eliminado al purificar la sintesis, puesto que el

desecho presenta un pequefio pico de absorbancia a 330 nm.
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Figura 16: Espectros de absorbancia de la sintesis de IrNPs empleando DHLA como ligando y una relacion
molar sal:ligando 1:15. Se mide la sintesis purificada, el desecho de la sintesis, la sal precursora y el dcido
lipoico.

Caracterizacion de la sintesis mediante DLS

Como se muestra en la Figura 17, se determina el didmetro hidrodinamico de las
particulas sintetizadas halldndose un valor de 20 nm. Comparando el tamafio de las IrNPs con
una relacidon molar sal:DHLA 1:5 y las IrNPs con una relacidon molar sal:DHLA 1:15 cuyo protocolo
de sintesis Unicamente se diferencia en la relacion molar sal:ligando, puede afirmarse que al

aumentar la relacidon molar sal:ligando el tamafio de las particulas sintetizadas disminuye. No
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obstante, el tamafo de las IrNPs empleando DHLA como ligando y una relacién molar sal:ligando

1:15 es todavia mayor al deseado y no pueden incluirse dentro de la categoria de NCs.

En esta sintesis también aparecen agregados de gran tamaiio, como se observa en la
curva de correlacién de la Figura 18. Quizas el protocolo de purificacién de estas particulas no
sea el mds adecuado, ya que al filtrarlas por amicones de 3 kDa los aglomerados no pasan por el
filtro y no son eliminados de la disolucion purificada. Una posible alternativa seria filtrar la
sintesis primero por un amicén con un tamafo de poro mayor (p.e., 20 kDa o 50 kDa), de forma
que los aglomerados se queden en el filtro y las NPs tengan un tamano suficientemente pequefio
como para atravesar el filtro. La disolucién filtrada podria volver a filtrarse en un amicén de 3
kDa para eliminar el exceso de reactivos.
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Figura 17: Distribucion de tamafos de las particulas obtenida mediante medidas de DLS para la sintesis
de IrNPs empleando DHLA como ligando y una relacion molar sal:ligando 1:15.
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Figura 18: Curva de correlacion obtenida mediante medidas de DLS para la sintesis de IrNPs
empleando DHLA como ligando y una relacion molar sal:ligando 1:15..

Caracterizacion de la emision fluorescente
Se registra una secuencia de espectros de emisién excitando la disolucién purificada

desde 300 nm a 600 nm, con un incremento de 10 nm entre espectros sucesivos. Al igual que se
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observo para la sintesis de IrNPs empleando una relacidn molar de sal:DHLA 1:5, no se encontré
ninguna longitud de onda de excitacidn a la que las particulas emitiesen fluorescencia. De nuevo,
este hecho puede atribuirse a que tamafio de las particulas sintetizadas es superior a 3 nm.

1.2.3. Sintesis de IrNPs empleando citrato como ligando (DHLA citrato)

Se sigue el protocolo indicado en el apartado Experimental 5.1.2 para la sintesis de IrNPs
empleando citrato como ligando y NaBH, como reductor, con relaciones molares de
sal:ligando:reductor 1:6:2. La reaccidn se llevé a cabo bajo atmédsfera inerte. El color inicial de la
sintesis es amarillo palido (Figura 19A) y tras la reaccién el color final de la sintesis es un azul-

violeta palido (Figura 19B).

Figura 19: A) Disolucion de la sal precursora de iridio a la concentracion de la sintesis, y B) Disolucion
final de la sintesis tras 2h.

Absorbancia de la sintesis
Las IrNPs empleando citrato como ligando presentan una menor absorbancia en la
region 260-460 nm comparado con la absorbancia de la sal precursora. Ademas, aparece un pico

de absorbancia a 580 nm, como se puede observar en la Figura 20.
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Figura 20: Espectros de absorbancia de la sintesis de IrNPs empleando citrato como ligando. Se mide la
disolucion purificada, la sal precursora y un blanco de reaccion.
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Caracterizacion mediante DLS

En la Figura 21 se puede ver la distribucién de tamafos en numero que se ha obtenido
para la sintesis: el didmetro hidrodinamico de las particulas sintetizadas determinado por DLS
es de 39 nm. Aligual que en las sintesis empleando DHLA como ligando, este tamafio es superior
al deseado y no puede considerarse que las particulas sintetizadas sean NCs si no que entran
dentro del régimen de tamafios de las NPs. Sin embargo, en este caso la curva de correlacion
(Figura 22) de las particulas no muestra la presencia de agregados como ocurria en las sintesis
anteriores. De este modo se podria decir que la sintesis de IrNPs empleando citrato como

ligando parece dar lugar a particulas menos polidispersas que empleando DHLA.
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Figura 21: Distribucion de tamafios obtenida mediante medidas de DLS para la sintesis de IrNPs
empleando citrato como ligando.
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Figura 22: Curva de correlacion obtenida mediante medidas de DLS para la sintesis de IrNPs empleando
citrato como ligando.

Caracterizacion de la emision fluorescente

Se registra una secuencia de espectros de emisién excitando la disolucién purificada

desde 300 nm a 600 nm, con un incremento de 10 nm entre espectros sucesivos. Se observa
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que, al excitar con una longitud de onda de 400 nm, se producia emisién fluorescente a 600 nm
y a 680 nm. Para corroborar que dicha fluorescencia se debiera a las particulas sintetizadas y no
a algun producto secundario que pueda formarse en las condiciones de la sintesis, se registra la
fluorescencia de un blanco de reaccién excitando a la misma longitud de onda (400 nm). Como
se observa en la Figura 23, el blanco de reaccién no emite fluorescencia. De acuerdo con los
resultados obtenidos por DLS, esta sintesis da lugar a NPs con un tamafio superior a 3 nmy que
por tanto no deberian ser fluorescentes. Sin embargo, puede que se haya formado un pequeiio

nuimero de NCs al que se pueda atribuir la emisidn fluorescente a 600 y 680 nm.
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Figura 23: Espectros de emision fluorescente, excitando a 400 nm de la sintesis IrNPs citrato y de un
blanco de dicha sintesis.

1.2.4. Determinacién del rendimiento de las sintesis de IrNPs por ICP-MS

Se caracterizan las sintesis de IrNPs mediante ICP-MS para determinar el rendimiento
de las distintas vias sintéticas. Con este fin, se determina la concentracidn de iridio por ICP-MS
empleando nebulizacién convencional en tres tipos de disoluciones: (a) las disoluciones de IrNPs
purificadas; (b) las disoluciones de IrNPs sin purificar; (c) los desechos recogidos tras las

purificaciones, y (d) una disolucion de la sal de iridio empleada para la sintesis (IrCls-xH,0).

La recta de calibrado construida para el calculo de la concentracién de iridio en las
diferentes disoluciones aparece recogida en la Figura 24. Como se puede observar, en el rango
de concentraciones de la recta 0-30 ng/mL, se obtiene una relacidn lineal con un buen
coeficiente de correlacién lineal.

Se calcula la concentracidn de iridio en cada una de las disoluciones medidas a partir de
la recta de calibrado. Sabiendo las diluciones que se realizaron a las muestras, se determina la
concentracién de Ir en ppb en las disoluciones de las sintesis sin purificar, en las disoluciones de

sintesis purificadas y en los desechos. Conocida la concentracién de las disoluciones, puede

34



determinarse la cantidad de iridio en cada disolucidn en mg. Tanto las disoluciones de sintesis
purificadas como los desechos se llevan al volumen de partida de la sintesis en el proceso de
purificacién. Por ello, se puede determinar el rendimiento de la reaccién realizando un balance

de masa entre los mg de Ir en las sintesis purificadas y los mg de iridio en las sintesis sin purificar.
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Figura 24: Recta de calibrado obtenida mediante ICP-MS para determinar la concentracion de iridio en
las distintas disoluciones. La incertidumbre se calculé como la desviacion estandar de cinco replicas de
cada medida

Los rendimientos calculados para cada sintesis se recogen en la Tabla 7 .Se obtiene un
rendimiento del 85% y del 89% para las sintesis IrNPs empleando DHLA como ligando y una
relacion molar sal:ligando 1:5 e IrNPs empleando DHLA como ligando y una relacion molar
sal:ligando 1:15, respectivamente. Sin embargo, se cree que este rendimiento tan elevado
puede no ser real. En las disoluciones purificadas de estas dos sintesis hay particulas agregadas,
tal y como se muestra en las curvas de correlacion obtenidas en las medidas de DLS (Figura 14 y
Figura 17). Estos agregados probablemente contengan Ir en su composicidn y, por tanto, el valor
calculado para el rendimiento esta sobreestimado.

El valor obtenido para el rendimiento de la sintesis de IrNPs empleando citrato como
ligando es del 53%. Esta sintesis no presentaba la formacion de agregados por lo que el valor
obtenido puede aproximarse mas al real. Este valor podria indicar que no todo el iridio de la sal
precursora ha participado en la formacion de las particulas y ha sido eliminado en el proceso de

purificacién.
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Tabla 7: Cantidad de iridio expresada en mg en las disoluciones de IrNPs purificadas, en los
desechos y en las disoluciones de IrNPs sin purificar. La incertidumbre se calculé como la desviacion
estdndar de cinco replicas de cada medida.

Ir (mg)
, . Sintesis Sintesis sin Rendimiento
Sintesis g Desecho ope
purificada purificar (%)
IrNPs : HLA- | 1 261+0005 | 0,083+0,001 1,49 + 0,01 85
IrNPs DHLA- 0.0306 *
+ +
B 1,220 £ 0.008 0.0009 1,37 £ 0,01 89
IrNPs citrato 0,746 + 0,006 1,410 £ 0.004 53

2. Estudio de la localizacién de proteinas en tejidos biolégicos

Una vez realizados los inmunoensayos con los tejidos oculares y de encéfalo segun los
protocolos indicados en el apartado Experimental 5.2.1, se llevd a cabo la localizacién de las
proteinas de interés (MT-1, MT-2, FNP y HPC) visualizando los tejidos con un microscopio de

fluorescencia.
2.1. Localizacidon de metalotioneinas en tejidos oculares

Las metalotioneinas (MTs) son una familia de proteinas de bajo peso molecular, entre 6
y 7 kDa que estan formadas por una cadena de 61 a 68 aminoacidos. Esta familia presenta
multiples isoformas y se pueden encontrar en animales, hongos, plantas y cianobacterias®. En
ratones, hay cuatro subfamilias de MTs conocidas como MT-1, MT-2, MT-3 y MT-4. Para esta
especie solo se conoce una isoforma dentro de cada subfamilia®®. La MT-1y la MT-2 se expresan
en casi todos los tejidos, mientras que la MT-3 se expresa mayoritariamente en el sistema

nervioso central (también en la retina) y la MT-4 en tejidos estratificados.

Las MTs son proteinas de unién a metales donde los dtomos metalicos se unen a su
cadena por los residuos de cisteina. Suelen unirse a Zn y/o Cu en condiciones fisioldgicas, aunque
una elevada concentracién de metales pesados (Hg o Cd) puede desplazar a los anteriores®,
Estas proteinas participan en numerosos procesos bioldgicos: controlan la homeostasis y
transporte del Cu y el Zn, eliminan metales téxicos como el Cd y el Hg y participan en procesos
de neuroproteccion®®. Se ha observado ademds que los pacientes de enfermedades

neurodegenerativas presentan una mayor expresién de MTs en el sistema nervioso central®,

En el presente TFM se seleccionaron tres zonas de interés para la localizacion de la MT-
1y la MT-2 en los tejidos oculares: cdrnea, cuerpos ciliares y retina. Tras los ensayos por
inmunofluorescencia se recogen imagenes en estas tres regiones del tejido para cada proteina
(MT-1y MT-2) y para cada tipo de preparacion (criogénico y parafina). En la Figura 25 se observa

la localizacién de la MT-1 en la regién de la cdrnea para los tejidos embebidos en parafina y
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criogénicos (Figuras 25A-C y 25D-F, respectivamente). En el caso del tejido en parafina, se
localiza MT-1 en el epitelio y endotelio, con mayor intensidad en la monocapa de células del
endotelio corneal. No se observa MT-1 en el estroma. En el tejido criogenizado también se
observa la localizacién de MT-1 en el epitelio y ligeramente en el endotelio. La intensidad de la
fluorescencia es mayor en el epitelio si se compara con la seccidon en parafina, puede que se
hayan conservado mas proteinas en la seccion criogenizada o que debido al tratamiento haya
mas interacciones inespecificas. No se observa tincién por todo el endotelio, lo que puede ser
debido a un corte no homogéneo (i.e. diferentes espesores a lo largo del corte). Al igual que en

el tejido en parafina, no se observa fluorescencia en el estroma.

La distribucion de la MT-2 en esta misma region ocular se observa en la Figura 26. En la
seccion en parafina (Figuras 26A-C) se localiza la proteina en el epitelio, con poca intensidad y
ampliamente distribuida por el citoplasma celular y perinuclear. No se observa proteina en el
endotelio ni en el estroma. En la seccion criogenizada (Figuras 26D-E) se observa una
distribucidn similar al corte en parafina, pero con una intensidad mayor. Este hecho podria
atribuirse a que las proteinas se conserven mejor en el tejido criogénico. Comparando la Figura
25 y la Figura 26 se observa que la MT-2 se expresa menos que la MT-1 en la cérnea, ya que la
intensidad de la fluorescencia es menor para la MT-2. Ademds, la MT-2 no se localiza en el
endotelio, mientras que la MT-1 si. La distribucion de MT-1y 2 encontrada en la cérnea coincide
con la localizacién de MTs en la cdrnea de rata segtin un estudio realizado por Nishimura et at®.
En ese estudio, observan la distribucidon de MTs en el epitelio y endotelio de la cérnea mediante

inmunohistoquimica y tincidon con hematoxilina.
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Figura 25: Distribucion de MT-1 en la cornea de ratdn después de un protocolo de inmunohistoquimica.
Las imdgenes A, By C corresponden a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes D, Ey F
corresponden a la seccion criogénica. A) y D) Imdgenes de transmision, B) y E) Marcaje de MT-1 en rojo,
C) y F) Marcaje de MT-1 en rojo y marcaje de los ntcleos con DAPI en azul.
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Figura 26: Distribucion de MT-2 en la cornea de ratdn después de un protocolo de inmunohistoquimica.
Las imdgenes A, By C corresponden a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes D, Ey F
corresponden a la seccion criogénica. A) y D) Imdgenes de transmision, B) y E) Marcaje de MT-2 en rojo,
C) y F) Marcaje de MT-2 en rojo y marcaje de los ntcleos con DAPI en azul.

En la Figura 27 se observa la distribucion de la MT-1 en los cuerpos ciliares. En la seccidn
en parafina casi no se observa tincién (Figuras 27A-C), ligeramente en el epitelio ciliar no
pigmentado. En el caso del corte criogenizado (Figuras 27D-F), parece que también hay una
localizacién preferencial en el epitelio ciliar no pigmentado. Sin embargo, la intensidad de la
fluorescencia es mucho mas elevada en el tejido criogénico: puede que se hayan conservado
mejor las proteinas o que haya mas interacciones inespecificas. En este caso la concentracion
del Ab primario parece ser demasiado elevada para la seccidon criogenizada por lo que deberia
realizarse otra prueba con una menor cantidad de Ab para comprobar si se trata de
interacciones inespecificas del Ab o si realmente la fluorescencia se debe a la presencia de las

proteinas.

Por otro lado, en la Figura 28 se muestra la distribucidon espacial de la MT-2 en los
cuerpos ciliares. Se observa una localizacién de MT-2 similar a la MT-1 con una localizacidn
preferencial en el epitelio ciliar no pigmentado. Comparando la Figura 27 con la Figura 28, se
observa que la MT-2 presenta una mayor intensidad que la MT-1 en las secciones en parafina
(Figuras 28A-C). En el caso del corte criogénico (Figuras 28D-F), ocurre como en la MT-1, la
concentracién de Ab primario podria ser demasiado elevada y el tejido presenta mucha
fluorescencia. Como se comentd para el caso de la MT-1, debe optimizarse la cantidad de Ab
afiadida para evaluar si dicha fluorescencia se debe a las proteinas o a interacciones

inespecificas.
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Figura 27: Distribucion de MT-1 en la cérnea de raton después de un protocolo de inmunohistoquimica.
Las imdgenes A, By C corresponden a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes D, Ey F
corresponden a la seccion criogénica. A) y D) Imdgenes de transmision, B) y E) Marcaje de MT-1 en rojo,
C) y F) Marcaje de MT-1 en rojo y marcaje de los ntcleos con DAPI en azul. EC: Estroma ciliar, ECNP:
Epitelio ciliar no pigmentado, ECP: Epitelio ciliar pigmentado

Figura 28: Distribucion de MT-2 en la cornea de ratdn después de un protocolo de inmunohistoquimica.
Las imdgenes A, By C corresponden a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes D, Ey F
corresponden a la seccion criogénica. A) y D) Imdgenes de transmision, B) y E) Marcaje de MT-2 en rojo,
C) y F) Marcaje de MT-2 en rojo y marcaje de los nucleos con DAPI en azul. EC: Estroma ciliar, ECNP:
Epitelio ciliar no pigmentado, ECP: Epitelio ciliar pigmentado

Finalmente, la distribucién de la MT-1 en la retina se muestra en la Figura 29. En el caso
del corte en parafina (Figura 29A-C), se observa una localizacién preferencial de la MT-1 en las
capas plexiformes externa e interna y levemente en las células ganglionares, en su capa de fibras
nerviosas y en los fotorreceptores. En el caso del tejido criogénico (Figura 29D-F), se localiza en

las mismas zonas. La intensidad de la emision fluorescente es mucho mayor que en la seccion
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en parafina, lo que sugiere que la cantidad de Ab es demasiado elevada. Es necesario optimizar

la cantidad de Ab para eliminar posibles interacciones inespecificas.

Como se puede observar en la Figura 30, se observa la misma distribuciéon de la MT-2
que de la MT-1 en la retina (capas plexiformes externa e interna, fotorreceptores, células
ganglionares y su capa de fibras nerviosas), aunque en el caso de la MT-2 la intensidad de la
fluorescencia es menor. Comentar ademads que la localizacién de las MT-1 y MT-2 observada en
la retina de ratdn que coincide con lo indicado por Nishimura et al *para la distribucién de MTs
en la retina de rata. Sin embargo, difiere de la distribucidon de estas proteinas en la retina
humana. En humanos, estas proteinas se localizan en las capas nucleares externa e internay en
las células ganglionares®*. La fluorescencia en el epitelio pigmentario de la retina que se puede
apreciar en la Figura 29 y Figura 30 no se puede atribuir a la presencia de proteina, si no a la

autofluorescencia del tejido debido al pigmento natural de esta estructura.

Figura 29: Distribucion de MT-1 en la cdrnea de raton después de un protocolo de inmunohistoquimica.
Las imdgenes A, By C corresponden a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes D, Ey F
corresponden a la seccion criogénica. A) y D) Imdgenes de transmision, B) y E) Marcaje de MT-1 en rojo,
C) y F) Marcaje de MT-1 en rojo y marcaje de los ntcleos con DAPI en azul. CFN: capa de fibras nerviosas,
CGR: Células ganglionares, CPI: capa plexiforme interna, CNI: capa nuclear interna, CPE: Capa plexiforme
externa, CNE: capa nuclear externa, FR: fotorreceptores, EPR: Epitelio pigmentario de la retina.

40



Figura 30: Distribucion de MT-2 en la cornea de ratdn después de un protocolo de inmunohistoquimica.
Las imdgenes A, By C corresponden a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes D, Ey F
corresponden a la seccion criogénica. A) y D) Imdgenes de transmision, B) y E) Marcaje de MT-2 en rojo,
C) y F) Marcaje de MT-2 en rojo y marcaje de los nucleos con DAPI en azul. CFN: capa de fibras nerviosas,
CGR: Células ganglionares, CPI: capa plexiforme interna, CNI: capa nuclear interna, CPE: Capa plexiforme
externa, CNE: capa nuclear externa, FR: fotorreceptores, EPR: Epitelio pigmentario de la retina.

Si se comparan los resultados obtenidos de los inmunoensayos en los cortes criogénicos
y los cortes en parafina, los cortes en parafina muestran unos resultados mas fiables. La cantidad
de Ab primario afadida es éptima para los ensayos en secciones en parafina, se aprecia en los
tejidos zonas con mas intensidad de fluorescencia que se puede atribuir a una mayor
concentracién de proteina. En el caso de las secciones criogénicas, al no someter al tejido a las
etapas de parafinado y desparafinado, puede que se hayan conservado mas proteinas o que
haya menos impedimentos para que el Ab reconozca los epitopos y la cantidad de Ab afiadida
resulta excesiva. La fluorescencia en los tejidos criogénicos esta saturada en algunas de las zonas
y resulta dificil distinguir si la tincidn se debe a la presencia de las proteinas o a interacciones
inespecificas. Cabe mencionar también que el epitelio pigmentario de la retina es una estructura
que debido a su pigmento presenta autofluorescencia y por tanto la fluorescencia localizada en

esta zona no puede atribuirse Unicamente a la presencia de proteina.
2.2.Localizacién de Ferroportina y Hepcidina en tejidos de encéfalo

El sistema ferroportina-hepcidina regula el transporte de hierro entre células y tejidos.
La ferroportina (FPN) es una proteina transmembrana que exporta hierro desde el interior
celular al torrente circulatorio, permitiendo que el hierro esté disponible para las distintas
funciones fisioldgicas que lo requieran. La hepcidina (HPC) es una hormona que se une a la
ferroportina impidiendo la salida de hierro al exterior celular??. En los tejidos de encéfalo, la

proteina precursora amiloide se une a la FPN para exportar el hierro neuronal. Alteraciones en
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estos procesos pueden estar relacionados con enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer®. De este modo, es importante estudiar el sistema FPN-HPC en el encéfalo para

entender sus implicaciones en las enfermedades neurodegenerativas.

Al igual que se hizo con los tejidos oculares, una vez realizados los inmunoensayos se
obtuvieron imagenes en la regidon del hipocampo para las dos proteinas (FPN y HPC) y
empleando las dos preparaciones (criogénico y parafina). Si se observa la fluorescencia del Ab
secundario en los ensayos de inmunofluorescencia para la FPN (Figura 31Ay Figura 31C) parece
que se aprecia la expresién de la proteina. Sin embargo, si se recoge la fluorescencia de una
longitud de onda a la cual el Ab secundario no emite (luz verde), se observa la misma
distribucion. De este modo la emisién fluorescente observada en las imagenes se puede atribuir
a la presencia de lipofuscina en el encéfalo. La lipofuscina es un pigmento autofluorescente
formado por lipidos y fosfolipidos que se acumula en las células postmitéticas con la edad.
Existen tratamientos para enmascarar la emision fluorescente de la lipofuscina (p.e. Negro
Sudan), sin embargo, dichos tratamientos también bloquean la fluorescencia del marcaje y
pueden emplearse Unicamente cuando el antigeno se expresa en grandes concentraciones. En
el caso de las proteinas de interés en los tejidos de ratdn no se espera que el contenido en FPN
y HPC sea demasiado elevado.

No parece, por tanto, que haya habido marcaje debido a la presencia de FPN. Puede que
la expresidon de esta proteina en el hipocampo de ratén sea limitada y que sea necesario emplear
cortes mds gruesos para poder visualizarla mediante inmunofluorescencia. Otra posibilidad es
que el anticuerpo no haya penetrado bien en el tejido. El encéfalo es un tejido que contiene
muchos lipidos y puede que se necesite un protocolo de desenmascaramiento antigénico mas
exhaustivo al empleado (en el caso de los tejidos criogénicos no se empleé ninguno).

En el caso de la HPC ocurre algo similar: la presencia de lipofuscina enmascara la
fluorescencia del Ab secundario como se observa en la Figura 32. Ademas, la HPC es
citoplasmatica por lo que en el caso de observar tincidon debido a la presencia de esta proteina
deberia de verse difuminada en el citoplasma celular. En la Figura 32Ay la Figura 32C se observa

la fluorescencia como un fondo.
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Figura 31: Distribucion de la FPN en las células del giro dentado en la zona del cuerno de Amdn en el
hipocampo de raton después de un protocolo de inmunohistoquimica. Las imdgenes A y B corresponden
a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes Cy D corresponden a la seccion criogénica. A) y C)
Marcaje de FPN en rojo, B) y D) Autofluorescencia del tejido en verde.
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Figura 32: Distribucion de la HPC en las células del giro dentado en la zona del cuerno de Amadn en el
hipocampo de ratdn después de un protocolo de inmunohistoquimica. Las imdgenes A y B corresponden
a la seccion embebida en parafina. Las imdgenes Cy D corresponden a la seccién criogénica. A) y C)
Marcaje de FPN en rojo, B) y D) Autofluorescencia del tejido en verde.
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V. Conclusiones

Uno de los objetivos del presente TFM era la sintesis de IrNCs fluorescentes en medio

acuoso. Para lograr dicho objetivo se llevaron a cabo distintos protocolos de sintesis empleando

NaBH4 como reductor y DHLA o citrato de sodio como ligandos.

Los tres protocolos de sintesis empleados dan lugar a la formacién de IrNPs. Su tamano
(45-20 nm), estimado mediante medidas por DLS, es demasiado grande para
considerarse NCs.

Al aumentar la relacion molar de DHLA:sal de iridio, decrece el tamafio de las NPs
sintetizadas empleando DHLA como ligando.

La via sintética que emplea DHLA como ligando da lugar a la formacién de NPs
agregadas, lo cual proporciona un valor del rendimiento de la reaccidn sobreestimado.
Debe evaluarse un protocolo de purificacién alternativo que permita eliminar o reducir
dichos aglomerados.

Las IrNPs sintetizadas empleando citrato de sodio como ligando son menos polidispersas
gue aquellas sintetizadas con DHLA como ligando. Ademads, parecen presentar emision
fluorescente que puede ser debida a la formacidn de algiin NC en las condiciones de la

sintesis.

En cuanto al estudio de la distribucion de proteinas relacionadas con enfermedades

neurodegenerativas en tejidos oculares y de encéfalo de ratén mediante ensayos de

inmunofluorescencia, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

La distribucién espacial de la MT-1 y MT-2 en los tejidos oculares puede determinarse
mediante ensayos por inmunofluorescencia. Pueden identificarse zonas de mayor
expresion de dichas proteinas dentro de la retina, los cuerpos ciliares y la cérnea.
Comparando los resultados obtenidos en las secciones embebidas en parafina y
criogenizadas, la inclusion en parafina da lugar a resultados mas fiables ya que en el caso
de los tejidos criogénicos la cantidad de Ab primario afnadida resulta excesiva y la
fluorescencia tiene niveles de fondo elevados. Debe llevarse a cabo una optimizacidn de
la concentracién de los Ab primarios (anti-MT-1 y anti-MT-2) afiadida a los cortes
criogénicos.

En el caso de los tejidos de encéfalo, mediante los protocolos empleados no es posible
determinar la localizacién de FPN y HPC. La posible fluorescencia debida a la presencia

de los analitos queda enmascarada por la presencia de lipofuscina en los tejidos.
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VI. Trabajos futuros

A la vista de los resultados obtenidos en el desarrollo del presente TFM, y debido al
tiempo limitado que se ha tenido para el trabajo de laboratorio derivado de la situacién de

alarma generada por el COVID-19, se propone una serie de trabajos futuros:

- Con el fin de obtener IrNPs de menor tamafio (dentro del régimen de los NCs),
monodispersos y con una alta emisién fluorescente, se pueden optimizar los protocolos
propuestos en este TFM. Se propone realizar estudios donde se varie la temperatura y el pH
de la sintesis, la relacién molar sal:ligando y la relacién molar sal:reductor. Ademas, puede
resultar interesante evaluar el efecto del pH de la disolucidn en la emisién fluorescente®. Por
otro lado, en el caso de la sintesis de IrNPs empleando citrato como ligando se podria realizar
un decapado quimico con DHLA una vez se hayan sintetizado las particulas. En un estudio

realizado por Feng et al®’

parten de AgNPs con citrato como ligando y las someten a un
decapado quimico con DHLA para dar lugar a AgNCs fluorescentes.

- Una vez optimizada la sintesis de los IrNCs se deber realizar su caracterizacion mediante HR-
TEM para determinar su tamafo y morfologia. Ademads, empleando medidas de ICP-MS se
podra determinar la concentracion de NCs en la sintesis.

- Una vez optimizados y caracterizados los IrNCs se pueden emplear como marcas metalicas
para la determinacién de proteinas en muestras de interés biolégico empleando el ICP-MS
como deteccidn. En este sentido, se plantea realizar la bioconjugacién de los IrNCs con el Ab
gue reconozca a la proteina de interés (p.e. MT-1, MT-2, FPN y HPC) y utilizarse como marcas
metadlicas para hacer el bioimaging de proteinas en tejidos biolégicos mediante LA-ICP-MS.
La técnica LA-ICP-MS es mas sensible que la inmunohistoquimica tradicional y ademas
permite obtener informacién cuantitativa.

- Respecto al estudio de las proteinas de interés en tejidos oculares y de encéfalo mediante
inmunofluorescencia, en el caso de los tejidos oculares se debe optimizar la concentracion
de Ab afiadida a los cortes criogénicos. Para los tejidos de encéfalo, se debe optimizar el
protocolo de desenmascaramiento antigénico para mejorar el reconocimiento del antigeno
por parte de los Ab primarios.

- Porotro lado, se valorara el empleo de la inmunohistoquimica convencional con una tincién
con el cromégeno diaminobenzidina (DAB) como alternativa a los ensayos de
inmunofluorescencia (ya que la presencia de lipofuscina en el encéfalo enmascara la
fluorescencia de los analitos en este tipo de medidas) para validar la distribucién de proteinas

en los tejidos oculares y de encéfalo encontrada por LA-ICP-MS.
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Anexos

1. Montaje para la sintesis de IrNPs empleando citrato como ligando

En la Figura Apéndice 1 se muestra cémo se coloca el material de vidrio y el globo de

nitrogeno para la sintesis de las IrNPs empleando citrato como ligando.

Figura Apéndice 1: Montaje para la sintesis de IrNPs empleando citrato como ligando

2. Extracciony procesamiento de los tejidos de raton

A continuacidn, se describen los protocolos empleados para extraer y procesar los cortes
cerebrales y oculares de ratdén. Para mantener las estructuras del encéfalo y poder localizar
correctamente en los mismos tanto los metales de interés como las proteinas es necesario fijar
los tejidos del ratén mediante perfusién antes de proceder a la extraccion de los érganos. Dichos
procedimientos han sido llevados a cabo en los laboratorios de la Fundacién de Investigacion
Oftalmoldgica del Instituto Oftalmoldgico Ferndndez-Vega por personal cualificado para el

tratamiento de animales.



2.1. Fijacion del ratén por perfusion

Se prepara el equipo de perfusién haciendo pasar fijador, paraformaldehido (PFA) al 4%,
y solucidn salina por los tubos y se retiran todas las burbujas que se puedan haber formado. Se
anestesia al ratdn mediante una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de ketamina y xilacina
(la cantidad necesaria para que esté profundamente anestesiado y no tenga respuesta refleja).
Se pone al ratén en decubito supino (boca arriba) en una base de corcho y se le sujetan las patas
con alfileres. Se abre el abdomen con unas tijeras a la altura del diafragma y se sigue cortando
hasta retirar la caja toracica y dejar el corazén a la vista. Con unas tijeras pequefias se hace una
incision en el ventriculo izquierdo del ratén, se le introduce la cdnula de perfusién hasta que se
vea que asciende por la aorta, se pellizca con unas pinzas pequefias y se hace un corte en la
auricula derecha para abrir el circuito. Se abre el flujo de perfusidn y se hace pasar la solucidn
salina durante 1-2 min para que no se formen coagulos que perjudiquen la fijacion. Se cierra el
paso de la solucién salinay se abre el paso del fijador. El ratdn, aunque esté muerto, se empezard
a mover por la acciéon del fijador. Cuando cese el movimiento se fija durante 15 min. Se retira al
ratdn de la plataforma de perfusion y se procede a la extraccién de los érganos de interés (ojos

y encéfalo).
2.2. Extraccion y procesamiento del encéfalo

Se decapita al ratdn y por la parte posterior del craneo se retira la piel para dejar los
huesos superiores del craneo al descubierto, se hace un corte en la sutura sagital con unas tijeras
pequefias y se retiran los huesos cuidadosamente dejando el encéfalo al descubierto. Se retira
con pinzas curvas y se corta en parte rostral (a la altura del quiasma dptico) medial (corte altura
puente) y caudal. Se introduce el encéfalo en PFA al 4% en la nevera durante la noche y al dia
siguiente se hacen dos lavados con PB (buffer de fosfato) 0,1 M. Se procede a la inclusién de los

cortes.
2.3. Extraccion de ojos

Se enuclean los ojos con unas pinzas. Una vez extraidos de la drbita, se pinchan con una

aguja para favorecer la penetracion del fijador y se introducen en PFA al 4% durante 1 h.
2.4. Inclusion de cortes criogénicos

Se introduce la muestra en una disolucién de sacarosa al 30% y se deja una noche en la
nevera. Al dia siguiente, se introduce la muestra en un molde criogénico rotulado y se rellena
con solucién de OCT (del inglés Optimal Cutting Temperature Compound). Se sumerge la parte
inferior del molde en nitrégeno liquido. Cuando se congele la totalidad de la muestra, se

sumerge completamente unos segundos.



2.5. Inclusion de cortes en parafina

Se coloca la muestra en un casete de plastico que se introduce en el inclusor de parafina.
Se inicia el programa del inclusor que dura aproximadamente 16 h y va cambiando
automaticamente bafios de alcoholes y xiloles hasta acabar en parafina. Se sumerge el casete
con la muestra en el bafio de parafina de la estacién de parafinado hasta su inclusién. A
continuacidn, se saca la muestra del casete y se coloca en el molde metalico para parafina. Se
rellena de parafina liquida, se pone el casete sobre el molde y se coloca en la superficie de la

estacion a 42C. Cuando la parafina solidifica, se puede separar con facilidad del molde.



