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Resumen

El estrés oxidativo esta caracterizado por el aumento de especies reactivas del oxigeno (ROS),
desencadenando la peroxidacion lipidica que desempefia un papel central en el desarrollo de
diversas enfermedades y en la regulacién de procesos bioldgicos. Este estudio se enfocé en la
evaluacion de biosensores fluorescentes codificados genéticamente disefiados para detectar
lipoperoxidos (LOOHS), productos de la peroxidacion lipidica, en regiones y compartimentos
celulares clave: membrana plasmatica, mitocondrias y nucleo celular. Estos biosensores,
basados en proteinas redox-sensibles, ofrecen la posibilidad de detectar LOOHs de manera

sensible, especifica y no destructiva en células.

Partiendo como base de la construccién plasmidica del biosensor de LOOHSs no dirigida (de
localizacién citosélica), se generaron construcciones del biosensor conteniendo secuencias que
lo dirijan a las regiones y compartimentos anteriormente mencionados. La expresion de los
biosensores en compartimentos celulares especificos y su respuesta a moléculas relacionadas
con el estrés oxidativo fue evaluada en la linea celular de hepatocitos HepG2, a través de

microscopia laser confocal.

Los resultados preliminares revelaron una respuesta positiva de los biosensores ante peroxidos
en células HepG2, lo que sugiere su potencial aplicacion en estudios que involucren conocer si

se desencadena lipoperoxidacion en determinados contextos celulares.

La creciente evidencia que vincula la lipoperoxidacion con enfermedades crénicas como el
cancer y la diabetes subraya la necesidad de desarrollar métodos precisos de deteccion y

cuantificacion de las especies moleculares asociadas. Estas herramientas no solo permitirian la



deteccion temprana de procesos patoldgicos, sino también el seguimiento de su progresion y

podrian conducir al desarrollo de enfoques terapéuticos y farmacolégicos innovadores.

Este trabajo representa un avance significativo en la deteccion de lipoperdxidos. El potencial
futuro de estos biosensores se extiende a aplicaciones clinicas, terapéuticas y farmacoldgicas,
lo que podria tener un impacto considerable en la mejora de la salud humana. A medida que
esta tecnologia avance, se abrirdn oportunidades para una medicina mas precisa y
personalizada, lo que podria revolucionar el diagnéstico y tratamiento de enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo.
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1. Introduccion

1. 1 Estrés oxidativo y su rol en procesos fisioldgicos y de enfermedad

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) son moléculas
altamente reactivas que contienen oxigeno, y se generan como subproductos metabdlicos en
sistemas bioldgicos. Estas moléculas, que incluyen radicales superdxidos, peroxido de
hidrogeno y radicales hidroxilos, desempefian un papel esencial en procesos fisioldgicos, como
la sefializacion celular y la funcién inmunolégica. Sin embargo, cuando los niveles de ROS se
elevan, pueden causar dafio a nivel celular y tisular, lo que se asocia con el desarrollo y la
progresion de diversas enfermedades. Especificamente, su vinculo con patologias
cardiovasculares, varios tipos de cancer, enfermedades neurodegenerativas y otras, resalta su

importancia clinica (1).

Varios estudios han revelado que la interaccion entre las ROS con diferentes biomoléculas,
como lipidos y proteinas, desempefia un rol importante en diversos procesos fisiolégicos como
la sefalizacion celular, participando en mecanismos de transduccion de sefiales y en la
regulacion de rutas metabdlicas (2-4). Sin embargo, un desequilibrio en la produccion de las
ROS, puede generar un desbalance en el estado oxidativo celular, denominado estrés oxidativo,
dafiando por consecuencia estructuras bioldgicas, como las membranas celulares (4), las cuales
como resultado de este fendmeno aumentan su permeabilidad y fluidez (1, 2, 4). Ademas, el
estrés oxidativo esta implicado en un tipo de muerte celular programada dependiente de la

presencia de lipoperoxidos (LOOHS), y hierro ferroso (Fe?*), conocido como ferroptosis. La
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ferroptosis estd ganando atencion en la investigacion médica debido a su relacién con
enfermedades hepaéticas y otras patologias (2, 5). Por esta razon, ha surgido la necesidad de
identificar y caracterizar biomarcadores confiables que permitan la deteccion precisa de
procesos de lipoperoxidacion, siendo los LOOHs marcadores relevantes en la evaluacion del

estrés oxidativo (3).

1.1.1 LOOHs como marcadores de estrés oxidativo

Los LOOHSs son productos de peroxidacion acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) en lipidos
de las membranas celulares, la cual ocurre debido a la accion de radicales hidroperdxidos como
el radical hidroxilo (6). Este proceso comienza con la etapa de iniciacion, donde ocurre el
ataque de un radical a un PUFAS, que extrae un protén en un grupo quimico vecino a un doble
enlace, generando un radical lipidico. Luego, en la etapa posterior denominada propagacion, el
radical libre lipidico generado, reacciona con otro PUFA cercano. Estas reacciones contindan
mientras los radicales libres atacan a otros PUFAs, amplificando el proceso. Esto lleva a la
formacion de LOOHSs y otros productos secundarios que surgen de su degradacion, como el 4-

hidroxinonenal (4-HNE) y el malondialdehido (MDA) (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico de la formacién de lipoperéxidos. En este se presentan las etapas de
iniciacion, propagacion y terminacion, resultando en la formacion de LOOHSs y otros productos de

degradacién: 4-HNE y MDA. Extraido y adaptado de Evans y colaboradores (7).

Los PUFAs, como el acido linoleico y el &cido araquidonico, son particularmente sensibles a
la peroxidacion debido a su naturaleza altamente insaturada, lo que resulta en la produccién de
LOOHSs, entre otros compuestos (1, 5, 8, 9). Los LOOHSs presentan diversas funciones en el
organismo, entre las que se destaca la sefializacion celular (1, 6). Sin embargo, altos niveles de
LOOHSs, producto del desbalance entre su produccion y descomposicion, pueden generar dafio
celular irreversible. Esto genera un impacto en la bicapa lipidica de las membranas plasmaticas,
alterando la permeabilidad y fluidez de estas; asimismo, puede afectar la estructura y funcion
de acidos nucleicos y proteinas, generando dafio adicional a través de sus productos de
degradacion (1, 5, 6). La acumulacion de LOOHSs puede tener un impacto significativo en las

células, que pueden ser causantes de escenarios patoldgicos, es por esto por lo que han surgido
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como marcadores potenciales de estrés oxidativo.

En comparacion con otros productos de la peroxidacion lipidica antes mencionados, los LOOHSs
exhiben una relativa estabilidad quimica, lo que los hace mas idoneos para su deteccion.
Adicionalmente, estas especies se forman en varios tejidos en respuesta al estrés oxidativo y
pueden detectarse ademas de en células, en fluidos bioldgicos, lo que los convierte en valiosos

indicadores del desbalance oxidativo en diferentes tipos de muestras bioldgicas (8, 9).

1. 1. 2 Importancia de la deteccidn precisa de LOOHSs en células y tejidos

La importancia de detectar de manera precisa los lipoperdxidos en muestras bioldgicas radica
en su uso como biomarcadores de estrés oxidativo en estudios clinicos y epidemiologicos. Esto
permite identificar a individuos que presentan riesgo de desarrollar diversas enfermedades
como la diabetes y el cancer, ademas de brindar informacidn esencial sobre los mecanismos
que las subyacen, fomentando el desarrollo de potenciales terapias innovadoras y estrategias
preventivas (10, 11). Entre éstas, se incluyen enfoques dirigidos a restaurar el equilibrio redox
celular, el cual hace referencia al equilibrio entre las reacciones de reduccion (ganancia de
electrones) y oxidacion (pérdida de electrones) en un sistema bioldgico, la modulacion de rutas

metabdlicas disfuncionales y la mejora de la respuesta antioxidante del organismo (10-12).

En la actualidad, la deteccién de lipoperoxidos esta basada en técnicas analiticas
convencionales, principalmente la cromatografia acoplada a espectrometria de masas. No
obstante, dichas técnicas presentan la limitaciébn de ser destructivas, ya que emplean

homogenados celulares y tisulares, ademas de requerir equipamiento especializado (6, 13, 14).
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Por otro lado, los LOOHSs también pueden ser detectados mediante el uso de sondas quimicas;
estas tienen como ventaja que permiten estimar la lipoperoxidacion de forma no destructiva.
Dentro de éstas Gltimas, se destaca el uso de la sonda fluorescente Borodipirrometeno
(BODIPY) conjugada a una molécula hidrofébica (C11). Esta sonda es sensible a la
peroxidacion y emite fluorescencia roja en su forma reducida, mientras que los productos
oxidados emiten fluorescencia verde. A pesar de ser una técnica sencilla, requiere precaucion
en cuanto a su interpretacion, ya que su reaccion con los radicales hidroxilos es mas lenta que
la de los antioxidantes captadores de radicales. A su vez, una vez que detecta el analito, la sonda
no es capaz de revertir la reaccion, lo que impide una medicion dinamica del proceso de
lipoperoxidacion de la muestra. Por Gltimo, es relevante sefialar que esta sonda no es especifica

para LOOHSs, aunque su ubicacion en membranas celulares sugiere que los detecta (15, 16).

En general, la deteccion de LOOHS es llevada a cabo mediante métodos indirectos como el
ensayo del &cido tiobarbitarico (TBA), dénde se detecta el MDA, entre otras moléculas que
resultan de la peroxidacion lipidica, marcadores indirectos de estrés oxidativo, como la
actividad de enzimas antioxidantes, y la concentracion de especies reactivas como las ROS, el
uso de espectrofotometria, entre otros (8, 9, 13, 17). Estas técnicas permiten la deteccion rapida
y econdmica de los productos resultantes de la lipoperoxidacion, aspectos fundamentales a la
hora de realizar estudios clinicos e investigaciones. Sin embargo, estas metodologias presentan
limitaciones en términos de especificidad y sensibilidad (8, 9, 13, 17), identificando no solo los
LOOHs sino también otros compuestos como aldehidos y otros peréxidos. En todos los casos,
estas técnicas son incapaces de identificar los lipoperdxidos de manera sitio-especifica, y no

brindan informacién sobre los eventos moleculares relacionados a los mismos.
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Para superar estas limitaciones y comprender mejor el papel de los LOOHSs en el estrés
oxidativo, se han realizado esfuerzos para desarrollar técnicas mas sensibles y especificas que
los detecten, y ademas conserven la integridad celular. En este contexto, los biosensores
fluorescentes codificados genéticamente basados en una enzima peroxidasa, como el que se
describe en este trabajo, han emergido como una alternativa prometedora. Estos biosensores
proporcionan una herramienta de deteccion precisa de peroxidos, superando las limitaciones
inherentes a las técnicas tradicionales y generando nuevas perspectivas en la investigacion del

estrés oxidativo.

1. 2 Uso de biosensores para detectar moléculas de forma especifica

En la actualidad, la busqueda de alternativas innovadoras para la deteccion especifica y sensible
de biomarcadores, es de gran importancia, y no solo en la deteccion de enfermedades y
monitoreo de su progresion, sino que también para la deteccion de los posibles efectos
secundarios de un medicamento, contribuyendo asi al desarrollo de nuevos tratamientos y/o
farmacos (9, 17, 18). Hoy en dia, las técnicas mas utilizadas para la determinacion de
biomarcadores consisten en métodos basados en inmunoensayos enzimaticos, como el ELISA
(19, 20), métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (21, 22),
fluorescencia (23, 24), entre otros (25). En cuanto a los dispositivos empleados para detectar
biomarcadores, los mas comunes son los biosensores, ver Tabla 1. Estos, presentan dos
componentes funcionales, uno denominado unidad sensora, la cual interacciona con la molécula
blanco, y otro denominado unidad reportera, encargada de convertir dicha interaccion en una

sefial medible (18).
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Tipo de Biosensor Aplicacién

Biosensor de glucosa oxidasa Estudio de glucosa en muestras bioldgicas

Biosensor de acido drico Estudios para descubrir anormalidades

clinicas o enfermedades

Biosensor de HbAlc Medicion de hemoglobina glucosilada

Biosensor basado en nanoparticulas Diagnostico de enfermedades, entre otros

Biosensor de silicio Bioimagenologia y deteccién biologica

Biosensor microfabricado Monitoreo de demanda bioquimica de
oxigeno

Biosensor microfabricado Monitoreo de toxicidad ambiental y toxicidad

por metales pesados y pesticidas

Biosensor basado en MXenes Diagnostico de cancer colorrectal

Tabla 1. Uso de diferentes tipos de biosensores y sus aplicaciones. Extraido y adaptado de Kulkarni y

colaboradores (26).

La eficiencia de un biosensor depende de la eficacia de las unidades que lo componen y de la
selectividad de la union entre la unidad sensora y la molécula blanco (de interées). El uso de
estos dispositivos tiene grandes ventajas entre las cuales se encuentran la sencillez (en cuanto
a su preparacion y determinacion), la portabilidad y rapida respuesta (18). Por otro lado, los
biosensores presentan limitaciones relacionadas con la estabilidad frente a condiciones
ambientales, la durabilidad de estos y la susceptibilidad a interferencias en muestras complejas.

A pesar de estas desventajas, los biosensores contintian siendo herramientas de deteccion de
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gran relevancia, y su utilidad depende de la consideracion adecuada de estos factores en el

disefio experimental y la aplicacion practica (27, 28).

1. 2. 1 Biosensores fluorescentes codificados genéticamente basados en proteinas

redox sensibles

La deteccion precisa de moléculas bioldgicas y procesos intracelulares han hecho atractivo el
uso de biosensores para ser aplicados en diversas areas de la biologia celular y molecular.
Particularmente, debido a la naturaleza de las moléculas sefializadoras redox (Glutation: GSH
y Glutation disulfuro: GSSG), las cuales son altamente difusibles, reactivas y presentan un
tiempo de vida medio corto, el uso de biosensores disefiados para su deteccion ha sido una de
las innovaciones mas destacadas en esta area. En particular, el uso de biosensores fluorescentes
codificados genéticamente dio lugar a una nueva era en la investigacion de la biologia redox.
Estos presentan numerosas ventajas, siendo tecnologias no invasivas y capaces de ser dirigidas
hacia diferentes compartimentos celulares. Ademas, los genes codificantes para las proteinas
que componen los biosensores pueden ser controlados mediante el uso de promotores
especificos, y, por ende, restringir la expresion de estas construcciones, Unicamente en células
de interés. Adicionalmente, mediante la aplicacidn de técnicas de ingenieria genética se pueden
generar organismos transgénicos conteniendo estas construcciones, lo que proporciona no solo

estabilidad de sefial sino también reproducibilidad de resultados (28, 29).

Dentro de los biosensores codificados genéticamente se encuentran aquellos basados en

proteinas fluorescentes (PF) con residuos de cisteina redox activas (Figura 2). Estos sirven para

rastrear procesos celulares y moléculas de interés en organismos vivos con alta selectividad y
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baja invasividad. Asimismo, estos sensores bioldgicos pueden dirigirse hacia compartimentos
celulares especificos mediante la incorporacion de secuencias de localizacion, proporcionando

informacion sobre la dinamica espacial y temporal (30).
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Figura 2. Esquemas de algunos de los principales tipos de biosensores redox basados en proteinas

fluorescentes. Extraidos y modificados de J. Zimmermann y colaboradores (31).

Estos biosensores presentan como unidad sensora, una enzima oxidorreductasa que, al
reconocer el analito de interés, forma un puente disulfuro, que luego se forma con la unidad
reportera; este intercambio tiol-disulfuro, culmina con un puente disulfuro en la proteina
fluorescente reportera. Este intercambio de puentes disulfuro entre enzima sensora y proteina
reportera, provoca la modificacion del espectro de fluorescencia de la Gltima, reportando la

presencia del biomarcador (Figura 3) (27, 29).
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Figura 3. Mecanismo de accion de biosensores codificados genéticamente basados en proteinas

fluorescentes (PF) con residuos de cisteina redox activas. Eor: Enzima oxidorreductasa.

Desde su descubrimiento, se han desarrollado varias sondas basadas en proteinas fluorescentes
para detectar el estado redox celular, asi como también H2O,. Actualmente, los biosensores
basados en proteinas redox sensibles mas utilizados pertenecen a las familias roGFP (proteina

fluorescente verde redox sensible) y HyPer (29).

La familia roGFP consiste en proteinas sensibles al estado redox que se desarrollaron
fusionando roGFP con proteinas adaptadoras, y se originaron en 2004 al introducir residuos de
cisteina cercanos al cromaforo de la proteina GFP (29, 32-34). Surgen variantes de esta primera

version, destacandose roGFP1 y roGFP2 en investigaciones posteriores (34-36).
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Estas proteinas, que se basan en modificaciones de GFP, ofrecen mediciones ratiométricas de
alta velocidad y reversibilidad en respuesta a cambios en el potencial redox del entorno tanto
in vivo como in vitro (figura 4) (36). En cuanto al término ratiométrico, este se refiere a la
capacidad del sensor para medir la respuesta en relacion con la proporcién de dos sefiales de
emisién o excitacion diferentes, en lugar de depender de una intensidad de fluorescencia
absoluta. Este enfoque permite realizar mediciones cuantitativas precisas y comparativas,
independientes de la concentracion de la sonda, lo que simplifica las mediciones y mejora la
precision al compensar factores como el fotoblanqueamiento, las diferencias en los niveles de

expresion y las influencias del pH en la intensidad de fluorescencia.
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Figura 4. Espectro de excitacién de roGFP2. Debido a las modificaciones en roGFP2, el croméforo de
roGFP2 en su estado reducido experimenta un proceso de desprotonacién, lo que resulta en un pico
méaximo de excitacién alrededor de 488 nm (curva roja). Cuando roGFP2 se oxida, el cromoforo tiende
a protonarse preferentemente, lo que le otorga mayor excitabilidad a 405 nm mientras disminuye su

excitabilidad a 488 nm (curva azul). Extraido y adaptado de Meyer y Dick (2010) (32).

Por otro lado, se optimiz6 roGFP2 mediante una fusion con la enzima glutaredoxina 1 humana
(Grx1), dando lugar a la sonda Grx1-roGFP2, lo que permitié mediciones ratiométricas de pH

independiente; ademas, debido a que la enzima hGrx1 cataliza la oxidacion de glutation, la
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deteccion es mas rapida en comparacion con la dada por roGFP2 (37). También, con el fin de
evaluar el potencial redox de diversas moléculas, se desarrollaron sondas basadas en roGFP,
como el mycothiol de Mycobacterium tuberculosis y el bacillithiol de Staphylococcus aureus
(38, 39). Se han disefiado ademas, sondas especificas para H202 que se basan en esta proteina
redox sensible reportera, como por ejemplo, laroGFP2-Orply roGFP2-Tsa2ACR, siendo Orp1
una tiorredoxina peroxidasas y Tsa2ACR una mutacion de Tsa2, una tipica 2-Cys

peroxirredoxina de S. cerevisiae (33).

1. 2. 2 Deteccion de LOOHSs mediante el uso de un biosensor basado en roGFP2

Haciendo referencia a la deteccion de LOOHSs, como se menciond en la seccion 1. 1. 2, estos
son detectados mediante técnicas que presentan baja selectividad, incapacidad de realizar
medidas en tiempo real, y que carecen de resolucion sitio-especifica. A pesar de que el
desarrollo de nuevas tecnologias como los biosensores redox codificados genéticamente es una
de las posibles estrategias para superar estas limitaciones, actualmente no existen reportes de
biosensores de este tipo que sean especificos de LOOHSs. Sin embargo, en el marco del proyecto
posdoctoral de la Dra. Natalia Oddone, disefi6 y valido un biosensor de LOOHSs basado en la

fusion de una peroxidasa de lipidos de T. brucei (PxII1) con la roGFP2.
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1. 2. 2. 1. Peroxidasas de lipidos de T. brucei

Los antecedentes de este biosensor se basan en la investigacion de las peroxidasas de
Trypanosoma brucei. Las peroxidasas son enzimas redox que participan en las reacciones de
reduccion y oxidacion en las células para mantener el equilibrio del estado redox (40, 41).
Dentro de éstas, se encuentran las glutation peroxidasas (GPx), que desempefian un papel
crucial en la detoxificacion en mamiferos (31, 40-44). Las GPx contienen cisteinas o
selenocisteinas en su sitio activo y pueden clasificarse en varias isoformas, como GPx1, GPx2,
GPx3 y GPx4. Estas enzimas tienen una alta especificidad para reducir peréxidos lipidicos,
metabolitos toxicos producidos durante procesos celulares normales o como resultado del estrés
oxidativo (40, 41, 44). En particular, la GPx4 desempefia un rol fundamental en la proteccion
de las células contra la detoxificacion de este tipo de compuestos. Su importancia ha sido
demostrada en estudios en ratones, donde la ausencia de esta enzima se ha relacionado con la
muerte de embriones durante su gestacion (41, 42). En el caso de Trypanosoma brucei, un
protozoo unicelular responsable de la enfermedad del suefio africana en humanos, se han
identificado tres genes que codifican para peroxidasas que contienen cisteina en lugar de
selenocisteina (31, 40, 43, 44). Estas peroxidasas, conocidas como GPx-like (PxI-I1l), son
homologas, en cuanto a su funcion, a las GPx de mamiferos. Estas Pxs, que son virtualmente
idénticas, se encuentran en el citosol (Px I y I1) y la mitocondria (Px IlI), y al igual que en
mamiferos, la ausencia de las Pxs resulta ser letal para el parasito (31, 40, 44). En este trabajo

el biosensor en estudio presenta la peroxidasa GPxIlI de T. brucei como unidad sensora.

Melchers y colaboradores en 2007 (40) realizaron investigaciones para caracterizar la GPxI1I
de T.brucei. Para ello, eliminaron el péptido de sefializacion de la GPxIII a la mitocondria y

realizaron estudios de su estructura utilizando técnicas como la resonancia magnética nuclear
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(NMR) y la difraccion de rayos X. Los resultados obtenidos revelaron que la GPxIII es una
proteina monomérica que opera independientemente del glutatién (GSH), a diferencia de las
GPx de mamiferos. En lugar de tener una selenocisteina en su sitio catalitico como las GPx de
mamiferos, la GPxIII de T. brucei posee dos cisteinas; a su vez, este estudio permitioé dilucidar
como funciona la enzima en cuestion (40). En estudios realizados en el afio 2011 por
Diechtierow y colaboradores (43) se exploro el papel in vivo de las proteinas Px en T. brucei.
Se demostré que la PxIll recombinante presenta una alta eficiencia en la reduccion de
hidroperéxidos lipofilicos, como los derivados del &cido araquidonico, acido linoleico y
fosfatidilcolina. A partir de los datos cinéticos y los resultados in vivo obtenidos, se pudo
confirmar que las enzimas de tipo Px desempefian un rol fundamental en la reduccién de los
hidroperoxidos lipidicos libres o asociados a membranas en los tripanosomas africanos
estudiados (T. brucei, T. cruzi, entre otros), lo que subraya su importancia en la proteccion
contra el estrés oxidativo en estos organismos (43). Por otro lado, en un estudio llevado a cabo
por Bogacz y Krauth-Siegel en 2018 (45), se investigd la presencia de ferroptosis en el paréasito
Trypanosoma brucei. Se descubrié que en tripomastigotes, la falta de peroxidasas lleva a la
muerte de estos parasitos en pocas horas, sin embargo, cuando se les suministran moléculas
que previenen la oxidacion del hierro o se sobreexpresa la PxI11, los parésitos sobreviven (45).
Este estudio sugiere que la ferroptosis es un mecanismo de muerte celular antiguo presente en
T. brucei, y puede proporcionar informacion valiosa sobre la ferroptosis en otros organismos
(45), de alli el uso de estas enzimas en estudios posteriores relacionados a este tipo de muerte

celular, como lo es el caso del biosensor validado en este trabajo.

24



1. 2. 2. 2 Modulo reportero: roGFP2

En este proyecto, se utilizé la proteina fluorescente redox sensible roGFP2 como el médulo
reportero del biosensor en estudio. Esta eleccion se basa en sus caracteristicas Unicas y su
idoneidad para proporcionar mediciones precisas y estables, independientemente de factores
que podrian influir en la sefial, como la concentracion del pH intracelular. Su principal ventaja
radica en su capacidad para cambiar su fluorescencia en respuesta a las variaciones en el estado
redox, especificamente a través de la oxidacidn y reduccion de su centro activo; esto es debido,
principalmente, a la incorporacion mediante ingenieria genética de dos cisteinas reactivas, una
en la posicién 204 y otra en la posicion 147. Esta capacidad permite obtener mediciones en

tiempo real de las condiciones redox en compartimentos celulares especificos (32, 34, 39, 46).

Otra de las caracteristicas de roGFP2 es su independencia de la concentracion del pH, lo que
simplifica significativamente la interpretacion de los resultados. Esto significa que las
mediciones realizadas con roGFP2 son robustas y precisas, incluso en entornos intracelulares
donde las condiciones de pH pueden variar. Esta estabilidad es esencial para comprender los

cambios en los niveles de lipoperéxidos y su impacto en la ferroptosis.

1. 2. 2. 3 Biosensor PxIl1-roGFP2

El presente trabajo es la continuacion del biosensor validado, Px111-roGFP2, el cual est4 basado
en la fusién de la peroxidasa de lipidos PxIll de Trypanosoma brucei (unidad sensora) con la

enzima redox fluorescente roGFP2 (unidad reportera) (Figura 5A).
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Figura 5. (A): Representacion tridimensional del biosensor PxI11-roGFP2 presentando la estructura de
cada modulo y el linker entre ambos. (1) Modulo reportero: roGFP2. (2): linker. (3) Médulo sensor:
peroxidasa PxIIl. Generado en VMD. (B): Diagrama del mecanismo de oxido-reduccion del biosensor

PxI11-roGFP2. Generado en BioRender.

El funcionamiento del biosensor se basa en la proximidad espacial y la complementacién redox
de estas dos unidades (40); Brevemente, en primer lugar, la cisteina peroxidatica de la GPxIII
se oxida cuando interacciona con un LOOH, formando asi &cido sulfénico. Esta cisteina
oxidada puede ser reducida por la cisteina resolutiva de la misma enzima, generando un
disulfuro intramolecular. Posteriormente, el cido sulfénico o el disulfuro de la GPxIII pueden
ser reducidos por las cisteinas presentes en la roGFP2, lo que regenera la GPxIII en su forma
reducida y, al mismo tiempo, oxida la roGFP2 (Figura 5B). Por ultimo, la oxidoreduccion de
la roGFP2 afectan de manera ratiométrica su espectro de fluorescencia, lo que permite

cuantificar los niveles de LOOH. Esto se logra midiendo la intensidad de fluorescencia en dos
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longitudes de onda de excitacion (405 nm y 488 nm) y una longitud de onda de emision (510

nm) (40) (Figura 6).
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Figura 6. Espectro de excitacion y emision de PxII1-roGFP2 reducido y oxidado. Extraido de Oddone

y colaboradores. (Resultados no publicados).

La validacién del biosensor PxI11-roGFP2, fue llevada a cabo in vitro e in cellulo en organismos
parasitos unicelulares (Leishmania tarentolae) y en hepatocitos humanos (linea celular
HepG2). Durante estas investigaciones, el biosensor fue expresado, purificado y caracterizado
en téerminos espectrales y cinéticos, mostrando una respuesta especifica y rapida a los perdxidos
derivados del acido araquidonico (15(S)-HpETE) y linoleico (9(S)-HpODE), lo cual es
concordante con lo obtenidos en estudios previos descritos mas adelante (43). Esto se ilustra en
la Tabla 2, donde se pueden apreciar que las constantes cinéticas de 15(S)-HpETE y 9(S)-

HpODE son mas elevadas en comparacion con perdxidos simples como el H20..

27



Hidroperoxido koi (M1s)
Tertbutilico (t-Bu-OOH) 1,4 x 10
Vitamina K1-OOH 1,7 x 10*
H20, 1,36 x 10°
Cumeno-OOH 4,84 x 10°
Acido oleico-OOH 1,93 x 107
9(S)-HpODE 3,2 x 107
15(S)-HpETE 7,2x 107

Tabla 2. Constantes cinéticas de primer orden (ko1) de oxidacion de PxI1I por diferentes hidroperéxidos.
En negrita se destacan los perdxidos derivados de los acidos araquiddnicos (15(S)-HpETE) y linoleico

(9(S)-HpODE). (Resultados no publicados de Oddone y colaboradores).

A su vez, este sensor respondio de manera reversible tanto a la oxidacion quimica como a la
oxidacion mediada por sistemas redox endogenos en los dos modelos de estudio
(tripanosomatidos y hepatocitos humanos). También, se estudio la respuesta del biosensor de
LOOHs expresado de manera estable en células de L. Tarentolae inmovilizadas mediante
imagenologia de células vivas. Se observd una respuesta mas sensible y especifica del sensor

en cuestion frente al peréxido de cumeno (COOH) en comparacion con H20- (figura 7).
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Figura 7. Respuesta del biosensor PxI11-roGFP2 expresado de forma estable en células L. Tarentolae,

frente a COOH y H,0,. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado (verde/amarillo). Escala: 10 um.

Por otro lado, se realizaron ensayos comparativos entre el biosensor PxI11-roGFP2 y HyPer en
células de mamifero (linea celular HepG2) en presencia de H20O, y COOH, un oxidante
quimico. Los resultados revelaron una sensibilidad mayor de PxIII-roGFP2 por COOH,
mientras que HyPer no respondié frente a este peréxido (Figura 8). (Resultados no publicados

de Oddone y colaboradores).

29



(A) (B)

0 min 7.5 min 15 min

COOH - '
50 M R
" I8
21 um
H:0, ' :
50 uM 4
21 pum

Figura 8. (A): Respuesta del biosensor PxI11-roGFP2 frente a COOH y H,0.. (B): Respuesta del sensor

HyPer en presencia de COOH y H,0,. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado (verde/amarillo).

Escala: 21 um.

1. 3 Linea celular de hepatocitos humanos, HepG2, ferroptosis y deteccion sitio-

especifica de LOOHSs

El higado, un 6rgano con un alto contenido de hierro y propenso al estrés oxidativo, desempefia
un papel central en una variedad de funciones metabodlicas y fisioldgicas vitales para el
organismo. Ademas de su funcion principal en el procesamiento de nutrientes, el higado juega
un papel esencial en el metabolismo lipidico y la homeostasis. Sin embargo, su exposicion
constante a una variedad de factores, incluyendo el estrés oxidativo y el aumento de la carga de
hierro, lo coloca en un escenario propenso al desarrollo de enfermedades hepaticas. Entre estas
afecciones, la fibrosis y la cirrosis hepatica han emergido como problemas de salud criticos a

nivel mundial, afectando a millones de personas (2, 47-49).

La ferroptosis, es un proceso de muerte celular regulada relacionado con la acumulacion de

lipoperdxidos (LOOHS), ha ganado protagonismo como un mecanismo potencialmente crucial
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en el desarrollo y progresion de enfermedades hepéticas. Debido a la estrecha relacion entre la
ferroptosis, la acumulaciéon de hierro y el estrés oxidativo, la linea celular de hepatocitos
humanos, HepG2, es ampliamente utilizada en investigaciones biomédicas en el estudio de
diversos procesos celulares y patologicos (4, 50, 51). y por lo tanto representa un modelo ideal

para aplicar el biosensor de LOOHs.

Una de las principales cualidades de las células HepG2 radica en su capacidad para mantener
la funcidn hepatica, lo cual las transforma en un modelo importante para estudios relacionados
con el higado y sus funciones (50, 51). Esto es esencial dado que la peroxidacién lipidica y la
muerte por ferroptosis estan estrechamente relacionadas con el metabolismo hepético y la
homeostasis lipidica (52, 53). Ademaés, las HepG2 son altamente sensibles a los
desencadenantes de estrés oxidativo y tienen la capacidad de acumular hierro intracelular, lo

que las convierte en un modelo relevante para estudios relacionados con la ferroptosis (51-53).

(A) (B)

Figura 9. Imagen aumentada de la linea celular HepG2. (A): células HepG2 control, 100% viables. (B):

células HepG2 en presencia de 5 UM de Erastina. Resultados no publicados de Oddone y colaboradores.

En la Figura 9, se ilustra el impacto de la ferroptosis en la linea celular hepatica HepG2. En la

Figura 9A, se muestran células HepG2 creciendo en un medio de cultivo correspondiente,
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representando un entorno celular normal y saludable con un 100% de viabilidad. En contraste,
en la Figura 9B, se presentan células HepG2 después de la adicion de 5 UM de erastina, un
conocido inductor de la ferroptosis (resultados no publicados de Oddone y colaboradores). La
erastina, al aumentar la acumulacion de hierro intracelular, desencadena la peroxidacion
lipidica y, finalmente, conduce a la ferroptosis. Como resultado, se observa una alteracion

significativa en la morfologia celular y una reduccidn en la viabilidad celular (54, 55).

En este contexto, la deteccion precisa de lipoperdxidos en compartimentos celulares especificos
es esencial para comprender como estos compuestos afectan a la célula en distintos niveles,
particularmente en el contexto de la ferroptosis. Estos compartimentos incluyen la membrana
plasmatica, donde los lipoperdxidos pueden influir en la permeabilidad y fluidez de la misma;
la mitocondria, donde impactan en la respiracion celular y la produccion de energia; y el nucleo,
donde interfieren con la replicacion del ADN vy la transcripcidn génica (3, 6, 56). La utilizacion
de biosensores redox fluorescentes, como el abordado en este trabajo, se presenta como una
herramienta fundamental para llevar a cabo esta deteccion precisay, de esta forma, profundizar
en la comprensién de procesos celulares y patolégicos relacionados con la peroxidacion

lipidica, la ferroptosis y la relevancia de esta ultima en las enfermedades hepéticas.

1. 3. 1 Transfeccion transitoria

La transfeccidn es una técnica moderna utilizada para insertar 4cidos nucleicos foraneos dentro
de células eucariotas, modificando asi el contenido génico de las células huésped. Esta
metodologia puede ser empleada con el fin de estudiar procesos celulares, mecanismos de
enfermedades a nivel molecular, e inclusive, analizar los efectos de una terapia génica, entre

otros. Ademas, puede ser utilizado para descubrir biomarcadores especificos que puedan ser
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utilizados para el diagnéstico y prondstico de enfermedades. Existen diferentes metodologias
para obtener los niveles de transfeccion deseados, presentando todos varias limitantes y
ventajas; la eleccion del método de transfeccion a utilizar depende de diversos factores, como
el tipo y el origen de la célula hospedera, el tipo de acido nucleico a ser introducido, el nivel de
expresion génica que se requieray la eficiencia de transfeccion deseada, por mencionar algunos

(57, 58).

La transfeccidn puede clasificarse en dos tipos (Figura 10). Por un lado, se tiene la transfeccion
estable, en la cual el acido nucleico de interés es integrado al genoma nuclear de la célula
huésped o se mantiene como un vector episomal en el nucleo de la célula hospedera, y por otro
la transfeccion transitoria. Esta Gltima no requiere de la incorporacion del 4cido nucleico al
genoma de la célula hospedera, por ende, la expresion del transgen se perderé eventualmente
luego de algunos ciclos de replicacion de la célula (57, 58). La eleccidn para el uso de un tipo
de transfeccion u otro depende en su mayoria de las células en estudio y el objetivo del
experimento a realizar. La transfeccion estable es utilizada para la produccion a gran escala de
proteinas, la generacion de lineas celulares estables y para terapia génica, mientras que la
transfeccidn transitoria puede ser empleada para estudiar el efecto de genes expresados en corto

tiempo (58).

33



A) Transfeccion estable B) Transfeccion
transitoria

Citosol

ADN NP -
exogeno ntegracion g

¢ 2
Rags”

O==031—2 w—’%ﬁ%

Expresion

Nucleo

Célula Célula

Figura 10. Diagramas esquematicos de dos tipos diferentes de transfeccion. (A) Transfeccidn estable:
el ADN exdgeno (rojo) se transporta al ntcleo celular al atravesar las membranas celulares y nucleares.
Este ADN se incorpora al genoma del huésped (azul) y se expresa de manera continua. (B) Transfeccion
transitoria: el ADN exdgeno se introduce en el ndcleo, pero no se integra en el genoma. Las flechas

negras indican la entrega de acidos nucleicos exdgenos. Extraido y modificado de Kim y Eberwine (44).

Dentro de las técnicas para llevar a cabo la transfeccion mas utilizadas se encuentran la
microinyeccién, el uso de vectores biolégicos como el adenovirus, y la transfeccion quimica
mediada, por ejemplo, por lipidos cationicos (Figura 11). Esta tltima, denominada lipofeccion,
emplea un complejo lipidico para la incorporacion del ADN a las células blanco. Esta
tecnologia utiliza liposomas, estructuras vesiculares que presentan la misma composicion que
la membrana celular, los cuales pueden ser endocitados o pueden fusionarse directamente con
la membrana celular con el fin de liberar el ADN dentro de las células (17). Esta metodologia
puede utilizarse en una amplia variedad de células, presentando niveles de eficiencia de
transfeccién elevados en la mayoria de los casos. A su vez, puede ser utilizada tanto para la

transfeccidn estable como para la transfeccion transiente de las células (58).
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Figura 11. Esquema de las diferentes técnicas de transfeccion. Generado en BioRender.

Dado el papel critico del estrés oxidativo en una amplia gama de enfermedades y procesos
fisiolégicos, y la necesidad de detectar con precision compuestos producidos por la
peroxidacion lipidica en células y tejidos, se ha impulsado la creacion de herramientas efectivas
y altamente especificas para el monitoreo de estos marcadores. Entre estas herramientas, los
biosensores fluorescentes han surgido como una prometedora solucion, ofreciendo la capacidad
de detectar lipoperoxidos (LOOHs) de manera altamente especifica en compartimentos
celulares clave. En este contexto, este estudio se enfoca en la evaluacion de biosensores
fluorescentes disefiados para detectar LOOHs en la membrana plasmatica, mitocondria y
nucleo celular de las células HepG2. La relevancia de esta investigacion no se limita a la
evaluacion de estos biosensores, sino que se extiende hacia su potencial para servir como punto
de partida en futuros estudios sobre la deteccion de LOOHSs y el estrés oxidativo. Esto allana el
camino hacia investigaciones posteriores y abre las puertas a posibles aplicaciones clinicas,
terapéuticas y farmacologicas que podrian revolucionar el diagnéstico y tratamiento de

enfermedades asociadas al estrés oxidativo.
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2. Objetivos

2. 1 - Objetivo general

Evaluar la expresion y funcionalidad de un biosensor fluorescente de lipoperéxidos dirigido a

membrana plasmatica, mitocondria y nucleo celular, en células HepG2.

2. 2 - Objetivos especificos

e Obtencidny caracterizacion de construcciones de plasmidos conteniendo las secuencias
codificantes de los biosensores dirigidos a citosol, membrana plasmética, mitocondria
y ndcleo celular.

e Generacion de lineas celulares HepG2 con las distintas construcciones plasmidicas
caracterizadas, y evaluacion de la transfeccion.

e FEvaluacion de la expresion del biosensor en los diferentes compartimentos celulares en
las células HepG2 transfectadas.

e Andlisis de la respuesta de los biosensores dirigidos a LOOHs en las ceélulas

mencionadas.

Se espera evaluar la expresion y funcionalidad de biosensores fluorescentes para la deteccion
de lipoperdxidos en diferentes compartimentos en células HepG2. Los biosensores estaran
dirigidos al citosol, a la membrana plasmatica, la mitocondria y el nacleo celular, permitiendo

la deteccion sitio-especifica de los LOOH.
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3. Metodologia

3. 1 - Materiales y reactivos generales

3. 1.1 Medios de cultivo

Todos los medios utilizados en este trabajo fueron esterilizados mediante autoclave a 121°C

durante 20 minutos. La composicion detallada de los medios y el uso de estos se resume en la

Tabla 3.

Tabla 3 - Medios de cultivo utilizados en el trabajo

Medio Ingredientes

Uso

LB 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de

levaduray 5 g/L NaCl.

Cultivo general de bacterias en

medio liquido

LB Agar (LAB) 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de

levadura, 5 g/L NaCl y 15 g/L de agar.

Cultivo general de bacterias en

medio sélido

LB Agar con 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de
Ampicilina levadura, 5 g/L NaCl, 15 g/L de agar y

Ampicilina 100 mg/mL.

Cultivo selectivo de bacterias

en medio sélido

DMEM with Indicados por el fabricante.
GlutaMAX™

Supplement (Gibco™)

Medio basal para el crecimiento

de células de mamifero
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3. 1. 2 Soluciones

Las soluciones utilizadas para este trabajo se enumeran en la Tabla 4. Todos los antibioticos

fueron esterilizados mediante filtracion utilizando filtros de jeringa de 0.22 pm.

Tabla 4 - Soluciones utilizadas en este trabajo

Solucion Ingredientes/Concentraciones
Ampicilina 100 mg/mL 1 g de Ampicilina en 10 mL de agua
ultrapura.

3. 1. 3 Buffers

Los buffers utilizados en este proyecto se presentan en la Tabla 5. La composicion se detalla a

continuacion.
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Tabla 5 - Buffers utilizados en este proyecto

Buffer Ingredientes

Buffer de carga 6X ADN Azul de bromofenol 0,25% (w/v), Xylene Cyanol 0,25% (w/v) y glicerol

30% concentracion final.

Buffer TAE 50X Tris Base 2M, Acido acético glacial 1 My EDTA 50 mM pH 8.0.

HBSS KCI5.33 M, KH2PO4 0.44 M, NaCl 138 M, NaHCO3 4 M, Na2HPO4 0,3

My glucosa 5,6 M.

HEPES buffered imaging NaCl 750 mM, HEPES 100 mM, CaCl2 5 mM, KCI 25 mM y MgCI2 5

medium mM.

3. 2 Generacion de la linea celular HepG2-plasmidos

3. 2. 1 Crecimiento de células DH5-a

Se utilizé un stock de bacterias Escherichia coli células DH5-a brindadas por la Dra. Cecilia

Ortiz; estas fueron sembradas en placas de Petri con medio LB en condiciones de esterilidad, y

se crecieron a 37°C ON.
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3. 2. 2 Generacion de células quimiocompetentes

Se prepararon células DH5 alfa quimiocompetentes. Brevemente, se crecieron colonias DH5-
o en medio LB y se incubaron a 37°C ON en agitacion (250 rpm). Posteriormente, se inocul6
1 mL del cultivo anterior en 20 mL de medio LB y se midié el OD a 600 nm. Luego de realizada
la medida, se incubd el cultivo a 37°C en agitacion (250 rpm) y se midi6 el OD cada 30 minutos.
Este paso se repitié hasta alcanzar un ODgoonm de 0.5 U. A. Luego, el cultivo fue retirado del
agitador y se incubd en hielo. Se continu6 con el protocolo, para ello, se centrifugaron 6 mL
del cultivo durante 20 minutos a 4000 g, el sobrenadante fue descartado y se resuspendieron
las bacterias en 3 mL de CaCl; 0,1 M frio. Se centrifugaron nuevamente las células a 4°C
durante 20 minutos a 4000 g, se descart6 el sobrenadante, y se repitieron estos dos Gltimos
pasos. Por ultimo, se resuspendieron las células en 600 uL de CaCl2 0,1 M frio y se mantuvieron

a -80°C hasta la transformacion.

3. 2. 3 Generacion de células electrocompetentes

Se seleccionaron colonias aisladas de bacterias DH5-a crecidas en placa; estas fueron
subcultivadas en medio LB y se incubaron a 37°C ON en agitacion (250 rpm). Luego, se
inocularon 5 mL de este cultivo en 250 mL de medio LB y se midié el OD a 600 nm. Después
de realizada la medida, se incubo el cultivo a 37°C en agitacion (250 rpm) y se midi6 el ODsoonm
cada 20 minutos. Esta medida se repitié hasta alcanzar un ODeoonm entre 0,35 a 0,4. Una vez
alcanzado este parametro, se retir6 el cultivo del agitador y se incub6 en hielo por 30 minutos.
Seguidamente, se transfirié el cultivo a tubos falcon de 50 mL para realizar una centrifugacién

a 4°C durante 15 minutos a 1000 g. El sobrenadante fue descartado, y el pellet celular se
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resuspendio en 50 mL de agua estéril. Las células se centrifugaron a 4 °C durante 20 minutos a
1000 g, se descartd el sobrenadante. Se continu6 el protocolo con la centrifugacion de las
células a 4°C por 15 minutos a 1000 g; el sobrenadante fue descartado y las células se
resuspendieron en 10 mL de glicerol 10%. Por ultimo, se centrifugaron las células a 4°C durante
20 minutos a 1000 g, se descarto6 el sobrenadante y se resuspendié el pellet celular en 250 uL
de glicerol 10%. Se alicuotaron 50 L de las células competentes, se les afiadio 15 uL de glicerol

70%, y se mantuvieron a -80°C hasta su transformacion.

3. 2. 4 Transformacion de DH5-a con diferentes construcciones

Se descongelaron 4 alicuotas conteniendo 600 uL de bacterias E. coli DH5-a
quimiocompetentes cada una; 3 de estas alicuotas fueron destinadas a contener los diferentes
plasmidos dirigidos a los compartimentos celulares correspondientes, por lo que se les adiciond
1 uL del ADN plasmidico correspondiente: pcDNA3.1 Zeo (+) con el inserto dirigido hacia la
membrana plasmatica PM-PxI1I-roGFP2, pcDNA3.1 Zeo (+) con el inserto dirigido hacia
mitocondria M-PxII1-roGFP2, y pcDNA3.1 Zeo (+) con el inserto dirigido hacia el nucleo
celular N-PxI11-roGFP2. La alicuota restante fue utilizada como control negativo. Las células
se incubaron en hielo durante 30 min, y luego, se procedié a realizar el choque de calor por 45
seg en un termobloque a 37°C, y se las colocé en hielo durante 2 min. Posteriormente, se
adicionaron 900 puL. de medio LB y se las incubd a 37°C por 1 h en agitacion (250 rpm). Por
Galtimo, se sembraron 100 uL de las suspensiones celulares en placas de Petri con LB-
Ampicilina. Adicionalmente, se sembré una dilucion al medio de las células en placas de Petri
LB conteniendo ampicilina (100 ug/mL). Las placas mencionadas fueron incubadas a 37°C

hasta el dia siguiente.
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Por otro lado, en referencia a las células electrocompetentes, estas fueron sometidas al
protocolo de electroporacién. Resumiendo, se descongelaron e incubaron 30 minutos en hielo
tres alicuotas de 100 pL de bacterias E. coli DH5-q, y se les adiciond 1 uL de los plasmidos
correspondientes. Seguidamente, se procedié a realizar la electroporacién aplicando un pulso
de 1,8 KV por 4.4 ms en electroporador (MicroPulserTM Electroporator, BIORAD). Una vez
culminada la misma, se incubaron las células en 900 L de medio LB a 37°C en agitacién (2500
rpm) durante 40 minutos. Por Gltimo, se sembraron 100 uL de las células transformadas en
placas de Petri con LB-Ampicilina; Ademas, se sembraron 100 pL de una dilucion al medio de
la suspension bacteriana en placas de Petri con antibidtico. A diferencia de las células
quimiocompetentes, se sembraron 100 uL de las células transformadas con los plasmidos
dirigidos al nucleo y a la membrana plasmatica concentrados. Para ello, previo a realizar la
siembra, se centrifugaron las células conteniendo dichas construcciones durante 5 minutos a

5000 g. Todas las placas fueron incubadas a 37°C ON.

En ambas metodologias de transformacion, las células se transformaron con 0.315 ng de ADN
de la construccion N-PxI11-roGFP2, 0.288 ug de ADN de la construccion PM-PxII1-roGFP2 y
0.488 ug de ADN de la construccion M-PxIl1-roGFP2, respectivamente.

Adicionalmente, se transformaron células DH5-a electrocompetentes con 0.476 ug de ADN de
la construcciéon con expresion citosolica: C-PxII1-roGFP2 empleando el protocolo descrito

anteriormente. Estas células fueron utilizadas como control.
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3. 2.5 Obtencion de los plasmidos de interés y almacenamiento de stock bacteriano

Se parti6 de las bacterias E.coli DH5-a conteniendo los plasmidos correspondientes crecidas
ON en las placas de Petri. Se picd 1 colonia de cada placa crecida en el medio de seleccion, y
se incubaron en tubos falcon estériles conteniendo 6 mL de medio LB + 6 uL de ampicilina

100 pg/mL en agitacion a 37°C ON, a 250 rpm.

A partir de los cultivos liquidos obtenidos, se tomé 570 uL del mismo y se lo colocd en un

criovial, adicionando al mismo 430 pL de glicerol al 70%. Los crioviales fueron almacenados

a-80°C.

Se emplearon 3 estrategias de extraccion del ADN plasmidico donde se realizaron Minipreps a
partir de 4 mL del cultivo bacteriano crecido ON, utilizando diferentes kits comerciales: Zippy
Plasmid Miniprep, ZR Plasmid Miniprep y NucleoSpin®Plasmid. Cada una de las extracciones

se realizo por triplicado.

Haciendo uso del kit comercial Zyppy Plasmid Miniprep (Zymoresearch), brevemente, las
bacterias se centrifugaron y el pellet bacteriano se resuspendié en 200 pL de Buffer P1. Luego,
se le agregd 200 pL de Buffer P2, se homogeneiz6 la solucion invirtiendo el tubo varias veces
y se incubd la reaccion durante 1 a 2 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de
incubacidn, se le adicion6 400 puL de Buffer P3, se mezcld y se incubd durante 1 a 2 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 13000 g durante 2 minutos y el
sobrenadante obtenido fue cargado en una columna Zymo-Spin™ [IN. La columna se
centrifugd a 13000 g por 1 minuto, se descarté el eluido y se le agrego 200 uL. de Endo-Wash

Buffer. Se centrifugé nuevamente, se descarto el eluido y se agrego 400 uL. de Plasmid Wash
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Buffer. Por ultimo, se colocé la columna en un tubo eppendorf de 1,5 mL y se adicion6 sobre
la matriz 30 uL de agua miliQ, se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugd

a 13000 g por 1 minuto. Los plasmidos fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

Utilizando el kit comercial ZR Plasmid Miniprep (Zymoresearch), se centrifugaron 1.5 mL
del cultivo bacteriano crecido previamente ON a 4000g durante 8 minutos, se descarto el
sobrenadante, y se resuspendio el pellet en 200 pL de Buffer P1. A continuacion, se agreg6 200
uL de Buffer P2, se homogeneizo la solucién invirtiendo el tubo varias veces y se incubo la
reaccion durante 1 a 2 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubacién, se
le adicionaron 400 uL de Buffer P3, se mezcld y se incub6 nuevamente durante 1 a 2 minutos
a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a maxima velocidad durante 2 minutos
y el sobrenadante obtenido fue cargado en una columna Zymo-Spin™ [IN. La columna se
centrifugd a 13500 g por 1 minuto, se descarté el eluido y se le agrego 200 uL. de Endo-Wash
Buffer. Se centrifugé nuevamente, se descart6 el eluido y se agrego 400 uL de Plasmid Wash
Buffer, seguido de un paso posterior de centrifugacion a 13500 g por 1 minuto. Por ultimo, se
coloco la columna en un tubo eppendorf de 1,5 mL y se afiadieron 30 puL de agua miliQ a la
columna, se centrifugd a 13500 g durante 30 segundos. Los plasmidos fueron almacenados a -

20°C hasta su uso.

A su vez, se utilizé el kit comercial NucleoSpin®Plasmid (MACHEREY-NAGEL) para
realizar Minipreps a partir de los gliceroles realizados. Se siguieron las instrucciones indicadas
por el fabricante con ciertas modificaciones; a continuacion, se detalla el protocolo utilizado.
Se partio6 de pellets celulares congelados transformados con las construcciones de interés. Los
pellets se obtuvieron luego de centrifugar 1.5 mL del cultivo bacteriano crecido previamente

ON a 4000g durante 8 minutos; el sobrenadante fue descartado y almacenado a -20°C hasta su
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uso.
Se descongeld el pellet a temperatura ambiente y se resuspendié en 250 uL de Buffer Al. A
continuacion, se incub6 el Buffer A2 a 40°C durante 5 minutos. Culminado este tiempo, se
adicionaron 250 pL de dicho Buffer y la solucion fue homogeneizada invirtiendo el tubo varias
veces; se incubd la reaccion durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo
de incubacion, se adicionaron 400 uL de Buffer A3, se mezcld la solucion invirtiendo el tubo
varias veces, y se incubO0 nuevamente durante 6 a 8 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugaron las muestras a 11000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente y el
sobrenadante obtenido fue cargado en una columna NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid)
Column. La columna se centrifugd a 11000 g por 1 minuto, se descarté el eluido y se agregaron
500 pL del Buffer AW para lavar la membrana de la columna. Se centrifugd nuevamente a
11000 g durante 1 minuto, se afiadié 600 pL de Buffer A4, y se volvi6 a centrifugar. Se descartd
el sobrenadante, y luego se centrifugo la columna a 11000 g durante 5 minutos con el fin de
secar la membrana de esta. Por Ultimo, se coloco la columna en un tubo eppendorf de 1,5 mL
y se afiadi6 50 puL de Buffer AE a la misma, se incub6 durante 1 minuto a temperatura ambiente
y se centrifugd a 11000 g por 1 minuto. Los plasmidos fueron almacenados a -20°C hasta su

uso.

3. 2. 6 Cuantificacion del ADNp

La concentracion de ADN presente en las minipreps realizadas en el punto 3. 2. 3, se determiné
mediante absorbancia a 260 nm, y el grado de pureza del mismo se estimo a través del cociente
260 nm/280 nm. Para llevar a cabo estos procedimientos se utilizd el equipo de

espectrofotometria Nanodrop (DeNovix).
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3. 2. 7 Ensayo de restriccion enzimatico

3. 2. 7. 1 Ensayo de enzimas de restriccion del plasmido pcDNA3.1 Zeo (+)_ dMTS_PxllI

C76S-roGFP2

A partir de los plasmidos extraidos en el punto 3. 2. 3, y con el fin de verificar la presencia del
inserto, biosensor dirigido hacia la mitocondria, se realizdé un ensayo de restriccion con las

enzimas Nhel (Thermo Fisher) y BamHI (Thermo Fisher) (Figura 12).
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Figura 12. Plasmido pcDNA3.1 Zeo (+) con el biosensor dirigido hacia la mitocondria.

Mapa plasmidico en el cual se observan los sitios de corte de las enzimas de restriccion seleccionadas,

Nhel(895) y BamHI(2401).
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Utilizando la herramienta DoubleDigest Calculator de Thermo Fisher, se seleccioné el buffer a
utilizarse y las condiciones de incubacién. En la Tabla 6, se presenta el protocolo recomendado

por el fabricante para realizar la digestion.

Tabla 6 - Protocolo de digestion enzimatica

Buffer Tango 1 X 2 uL

Nhel 1 uL
BamHI 1 puL
ADN* 2,8 uL
H.O c.s.p 16 uL

* El volumen de ADN agregado en la reaccion corresponde a 1 ug de ADN plasmidico. El

fabricante recomienda utilizar entre 0.5a 1 g de ADN.

Esta solucion fue incubada durante 2 horas a 37°C.

Adicionalmente, se ensayaron 2 digestiones mas de este plasmido, utilizando diferentes pares
de enzimas: Nhel (Thermo Fisher) y Pstl (Thermo Fisher), y por otro lado, Nhel (Thermo
Fisher) y EcoRV (Thermo Fisher). En la figura 13 se presenta el mapa plasmidico conteniendo

los sitios de corte de las enzimas de restriccion mencionadas.
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Figura 13. Plasmido pcDNA3.1 Zeo (+) con el biosensor dirigido hacia la mitocondria.
Mapa plasmidico en el cual se observan los sitios de corte de las enzimas de restriccion seleccionadas,

Nhel(895), Pstl(2433), y ECORV/(2436).

Como en el caso anterior, se utilizo la herramienta DoubleDigest Calculator para seleccionar el

buffer a utilizarse y las condiciones de incubacién. En la Tabla 7 y 8, se presentan los protocolos

recomendados por el fabricante para realizar las digestiones.
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Tabla 7 - Protocolo de digestion enzimatica

Buffer Tango 1 X 2 uL

Nhel ims

Pstli 2 uL
ADN* 2.8 uL
H.O c.s.p22uL

* El volumen de ADN agregado en la reaccion corresponde a 1 ug de ADN plasmidico. El

fabricante recomienda utilizar entre 0.5a 1 ug de ADN.

Tabla 8 - Protocolo de digestion enzimatica

Buffer Tango 1 X 2 uL

Nhel 1 uL
EcoRV 4 uL
ADN* 2,8 uL
H.0O c.s.p 30 uL

* El volumen de ADN agregado en la reaccion corresponde a 1 ug de ADN plasmidico. El

fabricante recomienda utilizar entre 0.5a 1 ug de ADN.

Las soluciones fueron incubadas durante 2 horas a 37°C.
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3.2.7. 2 Ensayo de enzimas de restriccion del plasmido pcDNA3.1 Zeo (+) _PMLS_PxIII

C76S-roGFP2

Partiendo de los plasmidos extraidos en el punto 3. 2. 3, y con el fin de verificar la presencia
del inserto, biosensor dirigido hacia la membrana plasmatica, se realiz6 un ensayo de restriccion

con las enzimas Nhel (Thermo Fisher) y BamHI (Thermo Fisher) (Figura 14).

CMV enhancer’

Nhel (895)
/ —Kozak + START codon

pcDNA3.1 Zeo(+)_PMLS_
L/ PxIII C76S5-roGFP2_FINAL
6643 bp

BamHI (2557)

Figura 14. Plasmido pcDNA3.1 Zeo (+) con el biosensor dirigido hacia la membrana plasmética. Mapa
plasmidico en el cual se observan los sitios de corte de las enzimas de restriccion seleccionadas,

Nhel(895) y BamHI(2557).

Utilizando la herramienta “DoubleDigest” Calculator de Thermo Fisher, se selecciond el buffer

a utilizar y las condiciones de incubacién. A continuacién, en la Tabla 9, se presenta el
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protocolo seguido para llevar a cabo la digestion de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.

Tabla 9 - Protocolo de digestion enzimatica

Buffer Tango 1 X 2 uL

Nhel ims
BamHI 1uL
ADN~* 1,2 uL
H.O c.s.p 16 uL

* El volumen de ADN agregado en la reaccion corresponde a 1 ug de ADN plasmidico. El

fabricante recomienda utilizar entre 0.5a 1 ug de ADN.

Esta solucion fue incubada durante 2 horas a 37°C.

3. 2. 7. 3 Ensayo de enzimas de restriccion del plasmido pcDNA3.1 Zeo (+) _PxIll C76S-

roGFP2_GSlinker_NLS SV40

A partir de los plasmidos extraidos en el punto 3. 2. 3, y con el fin de verificar la presencia del
inserto, biosensor dirigido hacia el nucleo celular, se realiz6 un ensayo de restriccion con las

enzimas Hindlll (Thermo Fisher) y BamHI (Thermo Fisher) (Figura 15).
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Figura 15. Plasmido pcDNA3.1 Zeo (+) con el biosensor dirigido hacia el ndcleo celular

Mapa plasmidico en el cual se observan los sitios de corte de las enzimas de restriccion seleccionadas,

Hind11(911) y BamHI1(2234).

Utilizando la herramienta DoubleDigest Calculator de Thermo Fisher, se seleccion el buffer a

utilizarse y las condiciones de incubacién. Se presenta en la Tabla 10 el protocolo recomendado

por el fabricante para realizar la digestion.
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Tabla 10 - Protocolo de digestion enzimatica

Buffer BamHI 10 X 2 uL
Hindl1I1 2uL
BamHl| 1uL
ADN* 12,8 uL
H.O c.s.p 16 uL

* El volumen de ADN agregado en la reaccion corresponde a 1 ug de ADN plasmidico. El

fabricante recomienda utilizar entre 0.5a 1 ug de ADN.

La solucion fue incubada ON a 37°C. Finalizadas las reacciones de restriccion, se inactivaron
las enzimas mediante incubacion a 65°C durante 20 minutos; los productos obtenidos en las
diferentes digestiones se visualizaron mediante una electroforesis en un gel de agarosa 1% a
100 V. Se esperaba observar una banda de 1500 pb, otra de 1644 pb, y por ultimo, una de 1314
pb aproximadamente, correspondientes a las secuencias genéticas de los biosensores dirigidos
a mitocondria, membrana plasmatica y ndcleo celular respectivamente. La visualizacion del gel
se realiz6 mediante la obtencion de imagenes a partir del software E Gel® Imager System

(Thermo Scientific).

Por altimo, cabe destacar que no se realiz6 la confirmacion del biosensor que se expresa en

citosol, C-PxIlI-roGFP2, ya que este fue previamente caracterizado y validado en estudios

previos realizados por Oddone y colaboradores (resultados no publicados).
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3. 2. 8 Electroforesis de ADN

Se prepararon geles de agarosa en buffer TAE 0,5X al 1% en base al tamafio de los fragmentos
de ADN a separar. Resumiendo, se disolvio la agarosa (BI0-41025, Bioline) en el buffer TAE
0,5X (20-6000-50, Thistle Scientific) calentando la solucion en microondas. Posteriormente, la
solucion se enfrid y se le afiadio el agente intercalante GoodView™ (SBS Genentech Co. Ltd,
#HGV-2). La solucion se vertio en un cassette de gel con un peine y se dejé solidificar. Las
muestras de ADN provenientes de las minipreps, las digestiones con enzimas de restriccion y
los controles, fueron cargadas en el gel utilizando Buffer de carga 6X (NEB, #B7024S). En
referencia a los controles, estos consistieron en las construcciones plasmidicas conteniendo los
biosensores dirigidos hacia los compartimentos celulares en estudio. Se empled el marcador de
peso molecular GeneRuler 1kb DNA LaddeMixTM (Thermo Scientific, #SM0331). La
electroforesis se realizé utilizando buffer TAE 0,5X como buffer de corrida en una cuba
electroforética Bioer Mini Run (GE-100) a 100 V. La duracion de la corrida fue determinada
segun el tamafio de las muestras y el grado de resolucion deseado en el gel. En este caso, el
tiempo de corrida determinado fue de 40-45 minutos. La visualizacion del gel se realizd
mediante la obtencion de iméagenes a partir del software E Gel® Imager System (Thermo

Scientific).

54



3. 2.9 Cultivo de las células HepG2

3. 2.9. 1 Descongelado y subcultivo de las células HepG2

Las células HepG2 fueron cultivadas a 37°C y 5% CO- en medio DMEM with GlutaMAX™
Supplement (Gibco™) suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (SFB). Las células
fueron previamente descongeladas. A continuacion, se detalla el protocolo de descongelado
para lineas celulares a partir de crioviales almacenados en tanques de nitrégeno liquido.
Brevemente, se prepard un tubo falcon conteniendo 9 mL de medio de cultivo suplementado
con 10% SFB; éste fue termostatizado a 37°C. El criovial fue retirado del tanque de nitrégeno
liquido y se descongel6 en un bafio termostatizado a 37°C. Una vez que el contenido del criovial
estaba en estado liquido, fue agregado al falcon conteniendo el medio completo preparado
anteriormente, y se centrifugd a 125 g durante 7 minutos. Posteriormente, se realiz6 un recuento
celular en camara de Neubauer utilizando azul de tripan 0,4% (Gibco™) para estimar la
viabilidad de las células. Finalmente, se transfirieron las células a una botella de cultivo celular

T25 y se incubaron hasta su uso.

Posteriormente, se procedio a realizar subcultivos de las células. A modo de resumen, las
células se observaron al microscopio para evaluar su confluencia; una vez que el cultivo alcanzé
una confluencia de 85-90%, el medio de cultivo fue descartado, y se le agregé 1 mL de dPBS
(Gibco™) con el fin de lavar la monocapa celular. Este paso se realizo 2 veces. Se adicioné 1
mL de Tripsina-EDTA (Gibco™) previamente descongelada y termostatizada a 37°C; las
celulas se incubaron durante 5 minutos a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo, se observaron

las células al microscopio para verificar que estas se habian despegado correctamente. Luego,
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se neutralizo la tripsina al adicionar 2 mL de medio de cultivo completo. Seguidamente, se
tomo una alicuota de 20 uL de la suspension celular, se homogeneiz6 utilizando 20 uL de azul
de tripan, se armo la cAmara de Neubauer y se le agregd la muestra para realizar el conteo
celular. Se calculé la concentracion celular en el cultivo segun la ecuacion 1, presentada a

continuacion.

[células] = nro.de células promedio X 104(mL‘1) X Factor de Dilucion (FD)

(Ecuacion 1)

En este caso, el Factor de Dilucion (FD) corresponde a 2, ya que, por el agregado de azul de

tripan, la suspension celular se encuentra diluida al medio.

En base a la concentracion celular obtenida, se procedio a centrifugar y resuspender las células

en el volumen requerido para alcanzar la concentracion deseada en cada ensayo.

3. 2. 9. 2 Transfeccion transiente de la linea celular HepG2 con los plasmidos dirigidos

hacia diferentes compartimentos celulares

Se realizo el protocolo de transfeccion de la linea celular HepG2 con plasmidos empleando el
reactivo Lipofectamina 3000, tal como lo indica el fabricante, Thermo Scientific, de acuerdo a
la superficie donde se sembraron las células. Se procedié de dos formas diferentes segun la
superficie empleada: (A) la transfeccion fue realizada en una placa de 6 pocillos conteniendo
cubreobjetos de vidrio que sirvieron como soporte para la adhesién de las células en

crecimiento, y (B) en placas de vidrio compartimentalizadas “CellView cell culture dish”
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(Figura 16). En ambos casos las células fueron analizadas mediante ensayos de microscopia

confocal.
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Figura 16. llustracion correspondiente a las placas de cultivo celular utilizadas para realizar la
transfeccion. (A) Placa de cultivo celular de 6 pocillos, sembrada con células HepG2 y las
construcciones correspondientes en cada pocillo. (B) Placa de vidrio compartimentalizada “CellView
cell culture dish”. Amarillo: Células transfectadas con PM-PxI11-roGFP2. Rosado: Células transfectadas
con M-PxI1I-roGFP2. Violeta: Células transfectadas N-PxII1-roGFP2. Marrén: Células transfectadas

con C-PxIll-roGFP2,

Con respecto al protocolo seguido para realizar la transfeccion en la placa de 6 pocillos (A)
(Figura 16A), las células a transfectar fueron sembradas en pocillos el dia -1 (dia previo a la
transfeccién). Para ello, se sumergieron 6 cubreobjetos en un vaso de bohemia conteniendo
alcohol 70% y se dejo dentro de la cabina de flujo con la luz UV durante 15 minutos. Luego de
transcurrido este tiempo, el exceso de alcohol de los cubreobjetos fue retirado con papel, y con
una pinza se transfirieron a los pocillos de la placa; ésta fue dejada sin tapar en la camara de
flujo con la luz UV encendida durante 20 minutos. Una vez culminado este tiempo, se procedid
a sembrar el numero de células calculado previamente en el recuento celular sobre los

cubreobjetos dentro de los pocillos de la placa; en el ensayo realizado se sembraron 1.5x10°

57



células en 4 pocillos. Cada uno de estos pocillos fue utilizado para transfectar una de las
construcciones dirigidas a los compartimentos celulares: mitocondria, nucleo, membrana

plasmatica y citosol.

En cuanto a la transfeccion realizada en placas de vidrio compartimentalizadas “CellView cell
culture dish” (B) (Figura 16B), un dia previo a realizar la transfeccion, las células fueron
crecidas. Luego, se procedio a realizar el sembrado de 1.5x10° células en cada uno de los 4
compartimentos presentes en la placa; cada uno de estos contenia una de las construcciones

dirigidas hacia las regiones subcelulares de interés.

Al dia siguiente de plaquear las células, éstas fueron observadas al microscopio para evaluar si
las mismas se encontraban entre 75-80% de confluencia al momento de ser transfectadas. Se
prepararon 2 tubos eppendorf conteniendo el tubo 1: 3.75 pL del reactivo Lipofectamina 3000
y 125 uLL de medio Opti-MEM, y 5 uL del reactivo P3000, 125 uL. de Opti-MEM, y ADN en
el tubo 2. Se agrego el contenido del tubo 2 en el tubo 1, se mezcld y se incubé a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se agreg6 el contenido total del tubo resultante
en las células dentro de los pocillos 0 compartimentos correspondientes. Esto se realizé con
cada uno de los pldsmidos conteniendo los biosensores; 4 horas luego de realizada la
transfeccion se retir6 la solucidn de transfeccion de las células y se afiadieron 500 pL de medio
de cultivo completo. A las 24 h post-transfeccidn se les hizo un cambio de medio, y finalmente,

transcurridas las 48 horas, las células fueron analizadas mediante microscopia confocal.
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3. 3 Ensayos de localizacion y co-localizacion de los biosensores en la linea celular

HepG2

Se realizaron dos ensayos, uno con células fijadas y otro con células vivas. En cuanto al
experimento con células fijadas, como se detalla en la seccion 3. 2. 9. 2, primero se prepararon
las células HepG2. Luego se procedié a sembrar 1.5 x 10° células/pocillo en una placa de 6
pocillos conteniendo cubreobjetos de vidrio, y a las 24 h se realizd el procedimiento de
transfeccion celular. Al cabo de las 48 horas post-transfeccion, se agregaron los marcadores
especificos para las regiones en estudio: membrana plasméatica y mitocondria. Para ello, se
sigui6 el protocolo de montaje de preparados presentado a continuacién. En primer lugar, se
retiré el medio de cultivo de las placas y se lavo 3 veces con 1mL de PBS 1X. Luego, se fijaron
las células con paraformaldehido 4% durante 15 minutos. Se realizaron posteriormente 3
lavados con PBS 1X y con una pinza se coloco un cubreobjetos sobre un portaobjetos; este
ultimo ya poseia medio de montaje con DAPI incorporado. Se secd el exceso de medio de
montaje, se presionod con papel absorbente sobre el cubreobjetos y al dia siguiente, se sellaron
los preparados con esmalte de ufias. Una vez culminado este procedimiento, se procedio a

visualizar las muestras mediante microscopia.

En cuanto al protocolo realizado con células vivas, se realizaron adquisiciones sobre habitaculo
termostatizado a 37°C. Previo a realizar los experimentos, las células fueron mantenidas en
incubadora a 37°C y 5% CO,. Para realizar las adquisiciones, se retird y descarto el medio de
cultivo presente en las placas, y se agregd buffer HEPES. Luego, se procedio a visualizar las

células utilizando el microscopio confocal, como se detalla mas adelante en la seccién 3. 5.
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3. 4 Ensayos de funcionalidad de los biosensores en la linea celular HepG2 con

diferentes peroxidos

Se realizaron adquisiciones sobre habitaculo termostatizado a 37°C y 5% CO3 y agregando
COOH y H20> como estimulos de la oxidacion celular. Previo a realizar los experimentos, las
células fueron mantenidas en incubadora a 37°C y 5% CO,. Para realizar las adquisiciones, se
retird y descart6 el medio de cultivo presente en las placas, y se lavaron las placas con PBS.
Luego del lavado, el PBS fue retirado y se agrego el buffer correspondiente para realizar el
ensayo. Se emplearon 2 buffers para estos experimentos: HBSS y HEPES. En ambos casos,
luego de agregar el buffer, se procedio a visualizar las células utilizando el microscopio
confocal. Posteriormente, se procedio a estudiar el efecto de los perdxidos seleccionados en las
células. Para ello se incubaron las muestras, conteniendo 1.5 x 10° células/pocillo, con 50 uM
de H2O2, y 50 uM de COOH durante 15 minutos;

Cabe destacar que cuando se utilizo el buffer HEPES no se inyectd COo.

3. 5 Microscopia

3. 5. 1 Microscopia de epifluorescencia

Las células transfectadas se visualizaron 24 horas post transfeccion mediante un microscopio
invertido Olympus 1X81 conteniendo una camara monocromatica (Hamamatsu ORCA ER) con

lente objetivo de inmersion en aceite. Para obtener informacion sobre la morfologia general de
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las células se utilizé campo claro. Ademas, para corroborar la marca del sensor se utilizé el

filtro FITC.

3. 5. 2 Microscopia confocal

Se observaron las células transfectadas mediante un microscopio de epifluorescencia invertido
Axio Observer 7 acoplado a modulo confocal LSM 880, con lente objetivo de inmersion en

aceite 63X.

En el ensayo realizado para evaluar la localizacion y co-localizacion de los sensores en la linea
celular se utilizaron dos metodologias; Por un lado, las células se incubaron con marcadores
especificos para las regiones en estudio, siendo las mismas fijadas previamente; estos
marcadores presentan espectros de emision corridos al rojo. Se utilizaron los marcadores
MitoTracker™ Red FM (Invitrogen) y CellMask™ Deep Red Plasma Membrane Stain
(Invitrogen) para evaluar la co-localizacion 48 horas post transfeccién. La dilucién de trabajo
utilizada para ambos marcadores fue de 1/300. Para visualizar los marcadores mencionados se
utilizaron las siguientes longitudes de onda, A.y/Aq, de 561 nm/597 para MitoTracker, y
Aex/Aem de 663 nm/665 nm para CellMask. En la seccion 3.3, se detalla el procedimiento

realizado para llevar a cabo esta metodologia.

Por otro lado, se realizaron ensayos de imagenologia con células vivas para evaluar la
localizacion y co-localizacion de los biosensores. En este caso también se utilizaron los
marcadores MitoTracker™ Red FM (Invitrogen) y CellMask™ Deep Red Plasma Membrane

Stain (Invitrogen), 48 horas post transfeccion. Ademas, se utilizé el marcador Wheat Germ
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Agglutinin, WGA-1 (Invitrogen™) para membranas plasmaticas. La dilucion de trabajo
utilizada para ambos marcadores fue de 1/300. En ambas metodologias se configuraron los
settings para determinar la sefial de los marcadores utilizados; cabe destacar que el marcador
dirigido a nicleo, DAPI, estaba incluido en el medio de montaje Fluoroshield™. Para
visualizar los marcadores se utilizaron las siguientes longitudes de onda, A../A., de 561

nm/630 para WGA-1, Y Ay /Aem de 405 nm/460 nm para DAPI.

En cuanto al ensayo realizado para evaluar la funcionalidad de los biosensores, las
adquisiciones se realizaron sobre habitaculo termostatizado a 37°C y 5% CO3, agregando 50
M de COOH y H,0, como estimulo de la oxidacion. Adicionalmente se realizaron imégenes
de las muestras sin estimulo. En estos ensayos se empleé una relacion A, /A.,, de 405 nm/510
nm para detectar la forma oxidada del biosensor, y una relacion A, /2., de 488 nm/510 nm
para detectar la forma reducida del mismo.

Con el propdsito de optimizar la obtencion de imagenes se realizaron adquisiciones en ausencia

de CO», ademas de variar otras condiciones en el ensayo detalladas en la seccién 3.2.5.

Las imagenes se capturaron a diferentes tiempos en el segundo ensayo, y distintos niveles de
profundidad (planos Z) en el ensayo de co-localizacion. A su vez, se registraron imagenes de
campo claro con el objetivo de adquirir informacién sobre la morfologia general de las células
en estudio. Las imagenes obtenidas se analizaron con el software Zen 2.3 SP1 (ZEISS ZEN

Microscopy Software).
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3. 6 Programas computacionales

3. 6. 1 Procesamiento de datos e imagenes

Las imagenes obtenidas por microscopia confocal para los ensayos de funcionalidad de los
biosensores en la linea celular de trabajo se analizaron mediante el programa Image J. Ademas,
para procesar las imagenes obtenidas se utilizo el programa denominado Macro GP. Este
automatizo el célculo de polarizacion generalizada (GP) de las imagenes tomadas durante el

tiempo del experimento. Se calculd este pardmetro segun la ecuacion 2, descrita a continuacion.

1488y — 1405,
(1488 + 1405,m)

(Ecuacion 2)
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4. Resultados y Discusion

4. 1. Obtencion y caracterizacion de construcciones de plasmidos con biosensor de

LOOHs dirigido a membrana plasmatica, mitocondria y nucleo celular

Con el objetivo de amplificar el plasmido de interés, se transforman bacterias E.coli DH5-a

quimio y electrocompetentes, tal como se describe en la seccion 3. 2. 4 de Metodologia. La
transformacion comprende el proceso por el cual se introduce ADN exdgeno dentro de una
célula bacteriana. La eleccién de la cepa DH5-a, esta relacionada con su capacidad de
almacenamiento y replicacion, ambas caracteristicas esenciales para realizar una

transformacion eficiente de nuestros plasmidos (59).

A modo de resumen, las bacterias E.coli DH5-a son transformadas con 0.288 ug de ADNp de
la construccion dirigida hacia la membrana plasmatica, 0.315 g de ADNp de la construccion
dirigida a nucleo, y 0.488 ug de ADNp dirigido hacia mitocondrias, por electroporacion, en
caso de las celulas electrocompetentes, y mediante shock térmico, para las células
quimiocompetentes. Se seleccionan mediante resistencia colonias aisladas resultado de la
transformacion; se espera que las colonias supervivientes y, por ende, resistentes a ampicilina,
contengan adicionalmente los plasmidos de interés. Para ello, las bacterias transformadas se
crecieron en medio LB, se plaquearon y se realiz6 la purificacion plasmidica de las mismas con
el fin de confirmar la presencia del plasmido. Posteriormente, se procede a la amplificacion de
los plasmidos para obtener cantidades suficientes del ADN para su posterior uso. Cabe destacar
que, con el objetivo de obtener la cantidad de ADN de cada construccion requerida para

continuar con el proyecto, se ensayaron diferentes protocolos de extraccion de ADN a partir de
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3 kits comerciales distintos. Los resultados presentes en la Tabla 11 corresponden a la
concentracion de los plasmidos obtenidos en cada triplicado utilizando el kit comercial ZR
Plasmid Miniprep. Mediante este kit se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a la
concentracion de ADNp, ademas de presentar los valores de relaciones 260 nm/230 nm y 260

nm/280 nm mas elevados.

Tabla 11 - Cuantificacion del ADNp extraido mediante ZR Plasmid Miniprep

Muestras Concentracion [ng/pL] 260/280 260/230

M-PxI111-ro-GFP2 827.9 1.830 2.243

(quimiocompetentes)

352.6 1.786 2.184

437.8 1.788 2.206
PM-PxI11-roGFP2 895.0 1.839 2.245
(electrocompetentes)

31.6* 1.819 1.845

37.5* 1.780 1.696
N-PxI11-roGFP2 81.3* 1.774 1.731
(quimiocompetentes)

78.3* 1.835 1.619

123.1* 1.748 2.063

* Estas muestras no fueron utilizadas en ensayos posteriores debido a la baja concentracion de
ADN obtenida; adicionalmente, los valores obtenidos en las relaciones 260 nm/230 nm y 260

nm/280 nm fueron bajos.
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Es importante destacar que, a pesar de que se realizaron las transformaciones de C-PxIII-
roGFP2, biosensor con expresion citosolica, en las células DH5-q, la extraccion de ADNp
realizada posteriormente presentd niveles de concentracion de ADN muy por debajo de lo
esperado; lo mismo sucedid con respecto a la construccion dirigida hacia el nacleo, N-PxI1I-
roGFP2, por lo que en ambos casos se decidié utilizar el stock de ADNp de estos sensores para
continuar con el trabajo. Por otro lado, debido a que el biosensor C-PxI11-roGFP2 fue validado
en estudios previos realizados por Oddone y colaboradores (resultados no publicados), no se

realizo el ensayo de restriccion para esta construccion.

A partir de las concentraciones obtenidas, se calcula la cantidad de ADNp presente en cada
caso. Para cada construccién se obtienen mas de 6 ug de ADN para ser utilizados

posteriormente en los experimentos de transfeccion.

Por otro lado, con el fin de confirmar la presencia de los insertos de interés en cada una de las
construcciones amplificadas, se procede a realizar un ensayo de restriccion, tal como se detalla
en la seccion 3. 2. 7 de Metodologia. Con respecto a esto, se esperaban obtener bandas de
alrededor de 1.3 a 1.6 kb para cada caso, es decir, para M-PxIl1-roGFP2, PM-PxI11-roGFP2 y
N-PxI1I-roGFP2. A continuacion se presentan las Figuras 17 y 18, donde se observan los

plasmidos y las digestiones.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos sin digerir y digeridos. La digestion se
realiza con las enzimas Nhel (Thermo Fisher) y BamHI (Thermo Fisher) para el caso de los plasmidos
dirigidos hacia mitocondria y la membrana plasmaética, y las enzimas Nhel (Thermo Fisher) y Xbal
(BioLabs) para el plasmido dirigido hacia el nacleo. Carril 1: Marcador de peso molecular GeneRuler
1kb DNA Ladder Mix™ (Thermo Scientific, #SM0331). Carriles 2: plasmido pcDNA3.1 Zeo (+) con
el biosensor M-PxI11-roGFP2 sin digerir. Carril 3: control de Membrana Plasmatica. Carriles 4-6:
plasmidos digeridos correspondientes a N-Pxlll-roGFP2, M-PxIIl-roGFP2 y PM-PxlIIl-roGFP2

respectivamente.

Analizando el gel se puede observar en el carril 2 la presencia de un patron de bandas entre las
6000 y 8000 pb (Figura 17). Este corresponde al producto de purificacion, plasmido dirigido
hacia la mitocondria, y en el carril 3, una banda posicionada alrededor de la misma posicion la
cual pertenece al control de Mitocondria. Esto es consistente con lo esperado ya que, el vector

presenta unos 4987 pares de bases, que, junto con el inserto, de aproximadamente 1500 pb,
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suman unas 6487 pb totales. En los carriles 4, 5y 6, se presentan los productos de la digestion
enzimatica. En los carriles 4 y 6 se observan dos fragmentos, una banda correspondiente al
tamario de los insertos (alrededor de 1300 a 1700 pb) y otro correspondiente con el tamafio de
los plasmidos vacios pcDNA3.1 Zeo (+) (4800 a 5200 pb aproximadamente). Esto confirma la

presencia de los insertos en el ADN plasmidico obtenido a partir de las minipreps realizadas.

8000 —

6000 —

3500 —

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa del plasmido conteniendo el biosensor M-PxI11-roGFP2 sin
digerir y digerido. La digestidn se realiza con las enzimas Nhel (Thermo Fisher) y Pstl (Thermo Fisher),
Nhel (Thermo Fisher) y EcoRV (Thermo Fisher), y Nhel (Thermo Fisher) y BamHI (Thermo Fisher).
Carril 1: Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder Mix™ (Thermo Scientific,
#SMO0331). Carril 2: control de Membrana Plasmaética. Carriles 3-5: plasmido conteniendo el biosensor

M-PxI11-roGFP2 digerido con diferentes pares enzimaticos.
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En cuanto a la construccion M-PxIl1-roGFP2, dirigida hacia la mitocondria, inicialmente se
probd realizar la digestion con un unico par de enzimas de restriccién, en particular Hindlll y
BamHI. Dado que el plasmido conteniendo la secuencia del biosensor M-PxII1-roGFP2 carece
del sitio de restriccién para la enzima Hindlll, se probo realizar 3 digestiones adicionales con
los pares Nhel-BamHI, Nhel-Pstl y Nhel-EcoRV. Con respecto al gel correspondiente a estas
digestiones, en el carril 2 se visualiza la presencia de un tenue patron de bandas entre los 8000
a 6000 pares de base (Figura 18). EI mismo corresponde al control de membrana plasmatica.
Esto es consistente con lo esperado, ya que el vector presenta unos 4999 pares de bases, que
junto con el inserto, de aproximadamente 1500 pb, suman unas 6643 pb totales. En los carriles
3,4y 5, se presentan los productos de la digestion enzimatica realizada con las enzimas Nhel
(Thermo Fisher) y BamHI (Thermo Fisher), Nhel (Thermo Fisher) y Pstl (Thermo Fisher), y
Nhel (Thermo Fisher) y EcoRV (Thermo Fisher), respectivamente. En los carriles 3, 4y 5 se
observan dos fragmentos, una banda correspondiente al tamafio de los insertos (alrededor de
1300 a 1700 pb) y otro correspondiente con el tamafio de los plasmidos vacios pcDNA3.1 Zeo
(+) (4800 a 5200 pb aproximadamente). Esto confirma la presencia del inserto en el ADN

plasmidico obtenido a partir de las minipreps realizadas.

Estos resultados permiten confirmar que la transformacidn de la cepa DH5-a con los plasmidos
conteniendo las variantes de biosensor PxIII-roGFP2 en estudio se realiz6 de forma exitosa

mediante shock térmico y electroporacion.
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4. 2 Transfecciones transientes de la linea celular HepG2 con construcciones en

pcDNAS3.1 del sensor sitio-especificas.

4. 2.1 Evaluacion de la transfeccidon y expresion de los biosensores

Con el proposito de evaluar la transfeccion y expresion de las distintas formas biosensor PxI11-
roGFP2 en la linea celular HepG2, se observaron las células transfectadas al microscopio de
epifluorescencia 24 h post-transfeccion. De esta forma, se analizaron los patrones de
fluorescencia exhibidos por las células transfectadas en estudio. Los resultados obtenidos
revelaron patrones de fluorescencia que podrian ser coincidentes con los compartimentos
celulares a los que estaban destinados los sensores (Figura 19). Esto sugiere que el biosensor
PxI11-roGFP2 se estd expresando en los compartimentos celulares para los cuales éste fue

disefiado, membrana plasmatica, mitocondria y nucleo.

(A): C-PxIlI-roGFP2 (B): M-PxIl1-roGFP2 (C): N-PxI1I-roGFP2 (D): PM-PxI11-roGFP2

r
10 ym

Figura 19. Células HepG2 transfectadas con las construcciones PxIll-roGFP2 observadas al

microscopio de epifluorescencia, magnificacion 20X. Escala: 10 um. (A): célula HepG2 transfectada
con C-Pxlll-roGFP2. (B): célula HepG2 transfectada con M-PxIlI-roGFP2. (C): célula HepG2

transfectada con N-PxIl1-roGFP2. (D): célula HepG2 transfectada con PM-PxI11-roGFP2.
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En el caso del biosensor disefiado para dirigirse hacia el nucleo (figura 19C), se observa una
Gnica marca en la célula correspondiente al tamafio y a la forma de un nucleo celular, por lo
que, para esta construccion, se puede afirmar que el biosensor N-PxII1-roGFP2 se encuentra

efectivamente en la region sub-celular de destino.

4. 3 Evaluacion de la expresion del biosensor en distintas regiones sub-celulares en

las células transfectadas

Con el fin de evaluar la expresion del biosensor PxI11-roGFP2 en las regiones sub- celulares de
estudio, membrana plasmatica, mitocondria y nucleo celular, se utilizaron dos metodologias:
fijacion de las células e imagenologia de células vivas. En un principio, se penso resolver este
objetivo utilizando unicamente la fijacion de las células conteniendo las construcciones, sin
embargo, en el transcurso de este ensayo se identificd que ciertos marcadores, en particular
MitoTracker™ Red FM (Invitrogen), se visualiza mejor en células vivas que en células fijadas.
Es por ello que se procedid a realizar un segundo ensayo con este marcador, utilizando células
vivas; A su vez, se probé el uso de Wheat Germ Agglutinin, WGA-1 (Invitrogen™), como
marcador de membrana plasmatica mediante el uso de imagenologia de células vivas. Para
llevar a cabo ambos ensayos, las células HepG2 fueron transfectadas 48 horas antes como se

describe en la seccién 3. 2. 9. 2.

Como se describe en la seccion 4. 2. 2, las células HepG2 transfectadas fueron visualizadas 24
horas post-transfeccion para evaluar la expresion de los biosensores en estudio. Una vez
confirmada la expresion de estos, se continto con la evaluacion de la localizacion de estos en

los compartimentos de interés. Para ello, se observaron las células HepG2 al microscopio
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confocal 48 horas post-transfeccion. En cuanto al ensayo de fijacion celular, las células
debieron de ser fijadas previo a ser llevadas al microscopio confocal; este procedimiento se

encuentra detallado en la seccion 3. 4.

Con respecto al biosensor PM-PxIII-roGFP2, disefiado para ser dirigido a membrana
plasmatica, su expresion fue evaluada tanto por imagenologia de células vivas, como por la
fijacién celular. Haciendo referencia a ésta ultima, como se puede observar en la figura 20, las
células transfectadas con el biosensor presentan patrones de fluorescencia similares a los
esperados de acuerdo con el marcador utilizado, CellMask™ Deep Red Stain. Este se puede
utilizar para tincion de la membrana plasmatica en células vivas y fijadas de mamiferos, como
es el caso de HepG2, siendo ideal para estudios de translocaciéon y dinamica de la membrana
plasmatica, asi como para la identificacion celular en imagenes. En este caso, su uso esta
relacionado con la identificacion celular, permitiendo delimitar las células entre si, ademas de
poder visualizar si las células presentan una morfologia adecuada (60). En la figura 20 se puede
apreciar la distribucion de CellMask; en este caso, se observa que la misma es difusa,
distribuyéndose de manera dispersa en lugar de aparecer como una estructura bien definida.
Esto no concuerda con lo descrito segun el fabricante, donde se reporta una tincion homogénea
del biosensor para células de mamifero (60). La distribucién dada en este trabajo puede deberse
a problemas de manipulacion cuando se realizé la incubacion con dicho marcador, 0 a
problemas en el proceso de fijacion. También puede estar atribuido a la concentracion utilizada
del marcador. A pesar de esto, si se pudo ver delimitacion celular en las células de estudio
(figura 20), y, en cuanto a la marca del biosensor PM-PxI11-roGFP2, esta se visualiza bordeando
la membrana plasmaética, sugiriendo la localizacion del biosensor en la region subcelular
destino. Cabe destacar que la secuencia sefializadora utilizada para el disefio del biosensor PM-

PxI11-roGFP2 corresponde a un fragmento de 78 aminoacidos (del aminoacido 75 al 153) de la
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secuencia peptidica de la proteina transmembrana AKAP-79, proteina perteneciente al conjunto
de proteinas de anclaje de la A-quinasa, la cual tiene como funcion principal el anclaje de
proteinas a la membrana plasmatica y otras estructuras intracelulares; puede que la marca dada
por CellMask sea inespecifica en cuanto a la secuencia sefializadora utilizada, y por ende, la
marca del biosensor y el marcador en cuestion sean distintas entre si. Esto podria explicar la
razon por la cual no se observa la co-localizacion entre el sensor de localizacion en membrana

y CellMask.

(A) (B) (©) (D)

Figura 20. Estudio de la co- localizacion del biosensor PM-PxIll-roGFP2 con membranas
plasmaticas en HepG2 en células fijadas. Imagenes de microscopia confocal de células HepG2 48 h
post transfeccién con el biosensor. Ndcleos (azul), membrana plasmatica (magenta) y biosensor (verde).
(A): Células HepG2 transfectadas, objetivo 40X. (B): visualizacion de la célula transfectada con el
biosensor PM-PxI1I-roGFP2 en el canal correspondiente al marcador del nucleo, objetivo 40X. (C):
visualizacion de la célula transfectada con el biosensor PM-PxIII-roGFP2 en el canal del biosensor,
objetivo 40X. (D): visualizacion de la célula transfectada con el biosensor PM-PxI11-roGFP2 en el canal

del marcador de membrana plasmatica, objetivo 40X.

En cuanto al biosensor M-PxIIl-roGFP2, dirigido a mitocondria, se presentaron ciertas
limitaciones técnicas durante los experimentos asociadas al uso del marcador de mitocondrias

MitoTracker™ Red FM, el cual no fue posible de visualizar. En consecuencia, se decidio
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evaluar la localizacién y co-localizacion de esta construccion en ensayos con células vivas,
donde finalmente se logrd una resolucién satisfactoria. La falta de resolucion del marcador
utilizado podria deberse a varios factores relacionados con la interaccion entre el marcador y
las mitocondrias. Es posible que la dilucién utilizada del marcador, 1 L de marcador en 300
uL de buffer, no fuera la adecuada para resaltar la sefial de manera dptima o que las condiciones
experimentales, como el tiempo de incubacidn hayan influido en la falta de resolucién. Luego
de leer bibliografia asociada con el uso de MitoTracker Red FM, se encontrd que este marcador
se aplica Unicamente en células vivas debido a que el mismo no es retenido luego del protocolo
de fijacion (61). En consecuencia, se concluye que la ausencia de visualizacion del marcador
de mitocondrias MitoTracker es debida a la incompatibilidad del mismo con la metodologia

empleada, es decir, con la fijacion celular.

Como se visualiza en la Figura 21, las células HepG2 transfectadas con el biosensor N-PxI1I-
roGFP2 dirigido hacia el nucleo, tienen los patrones de fluorescencia esperados segun el
marcador correspondiente, DAPI (62). Esto permite confirmar la expresion del biosensor N-

PxI11-roGFP2 en el nucleo.

iA) iBi (9] (D)

Figura 21. Estudio de la co- localizacién del biosensor N-Px111-roGFP2 con el nicleo celular en

HepG2 en células fijadas. Imagenes de microscopia confocal de células HepG2 48 h post transfeccion
con el biosensor. Nucleos (azul), membrana plasmaética (magenta) y biosensor (verde). (A): Células

HepG2 transfectadas, magnificacion 95X. (B): visualizacién de la célula transfectada con el biosensor
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N-PxII1-roGFP2 en el canal correspondiente al marcador de nucleo, magnificacion 95X. (C):
visualizacion de la célula transfectada con el biosensor N-PxII1-roGFP2 en el canal del biosensor,
magnificacion 95X. (D): visualizacién de la célula transfectada con el biosensor N-PxI11-roGFP2 en el

canal del marcador de membrana celular, magnificacién 95X.

En el caso del biosensor sin péptido sefial, C-PxIll-roGFP2, se visualiza una marca de
fluorescencia correspondiente con una distribucion homogénea en toda la célula, a excepcion
del ndcleo celular (figura 22); esto evidencia la presencia del biosensor en el citosol, y, por lo

tanto, se confirma la expresion del biosensor C-PxI11-roGFP2.

(B) (O (D)

Figura 22. Estudio de la co- localizacion del biosensor C-PxI11-roGFP2 con el citoplasma en
HepG2 en células fijadas. Imagenes de microscopia confocal de células HepG2 48 h post transfeccion
con el biosensor. Nucleos (azul), membrana plasmatica (cyan) y biosensor (verde). (A): células HepG2
transfectadas con el biosensor C-PxlIl-roGFP2, magnificacion 12X. (B): células transfectadas con el
biosensor C-PxIlI-roGFP2 en el canal correspondiente al ndcleo, magnificacion 12X. (C): células
transfectadas con el biosensor C-PxIlI-roGFP2 en el canal del biosensor, magnificacion 12X. (D):
células transfectadas con el biosensor C-PxlIl-roGFP2 en el canal correspondiente al marcador de

membrana, magnificacion 12X.

Por otro lado, como es mencionado con anterioridad, se llevaron a cabo ensayos de

imagenologia con células vivas para evaluar la localizacion y co-localizacion de los
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biosensores, particularmente de M-PxIII-roGFP2 y PM-PxIII-roGFP2, 48 horas después de
efectuada la transfeccion. Siguiendo el protocolo detallado en la seccién 3. 4 de Metodologia,
se emplearon marcadores especificos, MitoTracker™ Red FM (Invitrogen) para las
mitocondrias y Wheat Germ Agglutinin, WGA-1 (Invitrogen™), para la membrana plasmatica.
Ademas, como en el ensayo con células fijadas, el marcador nuclear DAPI esta incluido en el

medio de montaje Fluoroshield™, permitiendo la identificacion de los niicleos.

En busca de una mayor calidad en las imagenes obtenidas, se opt6 por utilizar el marcador
WGA-1 como indicador de la membrana plasmatica. Este marcador mejord la resolucion de las
iméagenes, como se ilustra en la figura 23. En este caso en particular, la marca del biosensor no
corresponde en su totalidad a la marca dada por el marcador de la membrana plasmatica. Esto
podria deberse a que WGA-1 y el biosensor en cuestion, PM-PxII1-roGFP2, se localizan en
diferentes regiones de la membrana plasmatica; WGA-1 se une especificamente a
glicoproteinas y glicolipidos en la superficie celular, compuestos que se encuentran
normalmente en la cara externa de la bicapa lipidica (63), mientras que el péptido que dirige el
biosensor a la membrana lo dispone en la cara interna de la misma. A pesar de esto, la
distribucion de la marca del biosensor en cuestion se encuentra rodeando las células; esto
sugiere que el biosensor estd en el compartimento destino: membrana plasmatica (64). En
futuros experimentos, podria utilizarse un marcador mas idéneo, que permita marcar de forma
especifica la region interna de la membrana plasmaética, zona donde se estaria expresando el

biosensor en cuestion.
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Figura 23. Estudio de la co-localizacién del biosensor PM-PxIll-roGFP2 con membrana
plasmatica en HepG2 mediante imagenologia de células vivas. Imagenes de microscopia confocal
de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor. Membrana plasmatica (amarillo) y biosensor
(verde). (A): visualizacion de células HepG2 transfectadas con el biosensor PM-PxlIlI-roGFP2. (B):
visualizacion de células transfectadas con el biosensor PM-PxI11-roGFP2 en el canal correspondiente al
marcador de membrana. (C): visualizacién de las células transfectadas con el biosensor PM-PxIII-

roGFP2 en el canal correspondiente al biosensor.

En relacidn con el biosensor M-PxI11-roGFP2 dirigido a la mitocondria, como se menciond
anteriormente, debido a que no fue posible visualizar el marcador MitoTracker Red FM
mediante el uso de células fijada, se procedid a realizar un ensayo con células vivas 48 horas
post-transfeccion. Para ello, se siguid el protocolo detallado en la seccion 3. 4 de Metodologia.
Como se observa en la figura 24, las células transfectadas con el biosensor presentan un patron
de fluorescencia concordante con lo esperado segun el marcador mitocondrial utilizado (61).
Cabe destacar, que esta imagen se obtuvo aplicando la funcion ZetaStack, por lo que se puede
confirmar que la marca del biosensor esta en la mitocondria; Esto indica que el biosensor M-

PxI11-roGFP2 se esta expresando en el compartimento celular para el cual fue disefiado.
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(A) (B) ©

Figura 24. Estudio de la co-localizacion del biosensor M-PxIII-roGFP2 con mitocondria en
HepG2 mediante imagenologia de células vivas. Imagenes de microscopia confocal de células HepG2
48 h post transfeccidn con el biosensor. Mitocondria (rojo) y biosensor (verde). (A): Células HepG2
transfectadas con el biosensor M-PxIII-roGFP2. (B): visualizacion de la célula transfectada con el
biosensor M-PxI11-roGFP2 en el canal correspondiente al marcador de mitocondria. (C): visualizacion

de la célula transfectada con el biosensor M-PxI11-roGFP2 en el canal del biosensor.

El analisis realizado mediante estas dos técnicas permite evaluar de forma cualitativa la
expresion subcelular del biosensor Px111-roGFP2 en diferentes compartimentos celulares. Esto
proporciona una comprension inicial de su localizacidn y funcionalidad. Se observo, en todos
los casos, que los patrones de fluorescencia de las células HepG2 transfectadas coincidian con
los compartimentos celulares a los cuales el sensor estaba dirigido, es decir, la membrana
plasmatica, la mitocondria y el nucleo celular. Esto respalda la expresién efectiva del biosensor

en su destino previsto.

Es importante destacar que, aunque estos experimentos se llevaron a cabo con lineas celulares

transfectadas de manera transitoria, los resultados obtenidos en este estudio sientan las bases

para investigaciones futuras con lineas celulares estables que expresen estos biosensores.
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Se destaca ademas que, los marcadores se utilizaron una sola vez con el propdsito de confirmar
la localizacion de las diferentes variedades del biosensor. Posteriormente, se realizaron
numerosas repeticiones de los ensayos, en cada una de las cuales se observaron patrones de
fluorescencia consistentes y concordantes con los resultados previos. Esto permitio diferenciar

las distintas variantes del biosensor.

4.4 Andlisis de la respuesta de los biosensores de LOOHSs en la linea celular HepG2

4. 4. 1 Puesta a punto de las condiciones del ensayo para analizar la respuesta de

los biosensores frente a estimulos

Con el objetivo de mejorar las condiciones del ensayo para evaluar la respuesta de los
biosensores ante estimulos oxidantes, se realizaron ajustes en dos aspectos fundamentales: el
tipo de buffer utilizado y la presencia de CO2. Ambos factores resultan criticos para mantener

las células en su estado 6ptimo durante la adquisicion de las imagenes.

Inicialmente, se realizaron ensayos empleando el buffer HBSS (Solucién Salina Equilibrada de
Hank), con el agregado de 0.45 g/L de glucosa y 0.30 g/L de glutamina, junto con la presencia
de 5% de CO.. Aunque estas condiciones permitieron la visualizacion de las células y el estudio
de la respuesta de los biosensores tras la exposicion a diferentes moléculas oxidativas, se
observo que las células eran mas susceptibles a la muerte celular, incluso en ausencia de
estimulos oxidantes; esto sugiere que las células estaban estresadas. Ademas, se notd que el
medio de cultivo se volvid de color violeta en el transcurso del estudio; el medio de cultivo

presenta como componente rojo fenol, este es un reactivo indicador de pH. El cambio del medio
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hacia el violeta sugiere que el medio se encuentra en condiciones alcalinas, lo cual puede dar
lugar al estrés celular. Posteriormente, al retirar el medio y agregar el buffer a las células para

ser observadas al microscopio, se observaron anomalias en la morfologia celular.

Para abordar esta problematica, se modificaron las condiciones del ensayo. Se evaluaron las
siguientes condiciones: el uso del buffer HEPES, con el agregado 0.19 g/L de glucosa y 0.19
g/L de glutamina, recomendado para la microscopia de células vivas, y la ausencia de COa.
Este buffer es recomendado para su uso en imagenologia de células vivas debido a su capacidad
para mantener el pH del medio de cultivo independientemente de la concentracion de COo,
gracias a la presencia de componentes quimicos especificos en el buffer (65-67). HEPES (acido
2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]etanosulfonico) es un buffer organico que contiene grupos
amino y etilo, los cuales permiten la regulacion del pH al aceptar o liberar protones segun sea
necesario, manteniendo asi el pH del medio en un rango adecuado para el crecimiento celular.
Esta capacidad de ajuste del pH independientemente de la concentracion de CO2 es fundamental
en situaciones donde el suministro de CO; es irregular o no controlable, evitando cambios
bruscos en el pH del medio de cultivo que podrian dafar las células durante la observacion en
tiempo real en el microscopio. A su vez, el HEPES proporciona flexibilidad al permitir la
observacion de células en su medio de crecimiento normal en el microscopio, sin necesidad de
controlar la concentracion de CO2en la platina, lo que facilita la manipulacion experimental al
prevenir fluctuaciones en el pH al realizar cambios en el medio de cultivo o agregar

compuestos, como es el caso de los ensayos presentes en la siguiente seccién (65-67).

En el primer experimento utilizando este buffer, debido a un error en la concentracion final del

buffer y una densidad celular inicial baja, junto con una muerte celular parcial relacionada con

el proceso de transfeccion, las células se vieron significativamente afectadas. Esto se evidencio
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en lamorfologia celular, en la coloracion del medio de cultivo y en el estado redox del biosensor

incluso sin la adicion de estimulos, lo que indicaba un estado de estrés celular.

En un segundo experimento, se corrigio la concentracidn del buffer y se mantuvieron las células
en la incubadora el tiempo maximo posible, extrayendo las placas sélo cuando se iban a
observar al microscopio. Estas condiciones mejoradas permitieron observar una mejora
significativa en el cultivo celular, evidenciada en la morfologia celular y en la viabilidad celular
al momento del estudio. Ademas, las células mostraron una mayor resistencia a las condiciones
de oxidacion sin que su morfologia se viera comprometida significativamente, y se observo un

patron de oxidacion del biosensor coherente con lo esperado.

En estos ensayos, ademas de haber probado que las distintas versiones del biosensor PxIII-
roGFP2 es funcional, se fijaron los tiempos en los cuales las células transfectadas
transitoriamente con los mismos pueden ser mantenidas en un entorno estable y adecuado para
la imagenologia de células vivas. Al realizar los ensayos con el buffer HBSS y presencia de
COo,, se observé que pasadas la hora y media aproximadamente de estar analizando las muestras
en el microscopio confocal en el microambiente dado, la morfologia de las células se veia
afectada, y el biosensor presente en algunas de estas comenzaba a perder su fluorescencia. A
su vez, se observaba un viraje del color del medio de cultivo al violeta, concordante con
cambios en el pH que pudieron haber afectado las células, dando a lugar a la muerte de estas.
Por otro lado, cuando los ensayos fueron realizados con el buffer HEPES y en ausencia de CO2,
las células podian mantenerse en buen estado durante un periodo de alrededor de dos horas o
dos horas y media. Por esta razon, se decidi6 proceder con el buffer HEPES y en ausencia de

CO. para realizar los demas experimentos.
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4. 4. 2 Respuesta de los biosensores frente a moléculas oxidantes

Para evaluar la respuesta del biosensor a moléculas oxidantes y su capacidad para detectar
lipoperdxidos, se expusieron las células transfectadas con los biosensores a dos moléculas
oxidantes, H2O2 y COOH, ambas a una concentracion de 50 uM durante 15 minutos. También
se realizaron adquisiciones de 15 minutos sin estimulos para determinar el estado redox inicial

del biosensor y de las células.

La respuesta del sensor a estos estimulos se evalud utilizando la férmula de GP, que relaciona
las intensidades de fluorescencia medidas a 405 nm y 488 nm. Esta ecuacién proporciona
valores de GPs en una escala de -1 a 1. La variacion en el valor de GP se traduce en cambios
cromaticos que permiten visualizar de manera sencilla el estado redox del biosensor. En este
contexto, un valor de GP mas positivo, es decir, mas cercano a 1, indica que el sensor esta mas
reducido, lo que se refleja en tonalidades azules en las imagenes de GP. Por otro lado, valores
de GP mas negativos, es decir, mas cercanos a -1, indican que el sensor estd mas oxidado y se

reflejan en tonalidades rojas en las imagenes asociadas a estos valores.

En cuanto a la variante del biosensor sin péptido sefial, C-PxIlI-roGFP2, cuando se fue a
realizar la medicion en ausencia de estimulos oxidativos habian transcurrido més de 2 horas y
media desde que se comenzo la toma de imégenes al microscopio; esto resultd en una afectacion
significativa de las celulas en este entorno, causando una disminucion en la fluorescencia del
biosensor en cuestion. Debido a estas condiciones adversas, los resultados obtenidos se
consideran no representativos y, en caso de continuar con la linea de investigacion, seria de
suma importancia repetir este ensayo, ya que, evaluar el comportamiento del biosensor en

condiciones normales permite establecer su estado basal, determinar su especificidad para
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LOOHSs, analizar posibles efectos de la auto-fluorescencia celular y comprobar la viabilidad

celular antes de la exposicion a estimulos oxidantes.

Por otro lado, al analizar el biosensor C-PxIlI-roGFP2 en presencia de 50 uM COOH, se
observo una variacion a nivel de los valores de GP, los cuales tienden a valores negativos; esto
sugiere una modificacién en el estado oxidativo del biosensor (figura 25A). Como se mencioné
anteriormente, la variacién del valor GP se traduce en cambios cromaticos de las imagenes
asociadas a estos; particularmente, en este caso se observo un cambio en la coloracion de las
imagenes de GP, pasando del tono celeste/verdoso, que representa el estado oxidativo inicial
del biosensor, al amarillo/anaranjado (figura 25B). En su totalidad, dado los valores obtenidos
de GPy latendencia de las imagenes asociadas a estos a tonalidades calidas, se puede confirmar

la oxidacidn del biosensor en presencia de 50 uM de COOH.
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Figura 25. Evaluacion de la oxidacion o reduccién de células HepG2 expresando el biosensor C-

PxI11-roGFP2 desafiado con 50 uM de COOH. (A): Variacion del GP del biosensor C-PxIlI-roGFP2
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en las células HepG2 transfectadas en presencia de 50 uM de COOH. (B): Iméagenes de microscopia
confocal de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor a diferentes tiempos, 0, 5, 10 y 15
minutos. Magnificacion: 63X. Escala: 10 um. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado

(verde/amarillo).

Con respecto a la respuesta del biosensor C-PxI1I-roGFP2 ante el H,O2, cuando se realizd la
medicion las células ya se encontraban oxidadas desde el comienzo del experimento. Esto
podria deberse a las condiciones experimentales, en particular, para la adquisicion de imagenes
se empleo el buffer HBSS y presencia de CO, y, a su vez, el experimento se llevo a cabo mas
de dos horas y media después de iniciada la toma de imagenes al microscopio; En consecuencia,
el resultado obtenido no es representativo de acuerdo con el objetivo principal de este analisis,
que es evaluar la respuesta del sensor frente al H>O,. Se recomienda repetir el ensayo en

condiciones mas optimas.

Por otro lado, se realizé un ensayo con una concentracion de 500 uM de H»Oz, la cual supera
los niveles fisioldgicos (figura 26). En este caso, el biosensor muestra una respuesta similar a
la obtenida con 50 uM de COOH; en particular, los valores de GP variaron, tendiendo a valores
negativos; esto sugiere la oxidacion del biosensor bajo estas condiciones (figura 26A). Esto se
corresponde con el cambio en la coloracién de las imdgenes de GP, pasando del tono
azul/celeste al amarillo/verdoso (figura 26C). Estos resultados sugieren que el biosensor C-
PxI11-roGFP2 responde de manera méas rapida a compuestos como el COOH, lo cual es acorde
a lo esperado, dado que el modulo sensor del biosensor, PxI11, presenta una mayor sensibilidad

a los compuestos derivados de hidrdxidos lipidicos que al H20> (41, 43, 45).
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Es importante destacar que los resultados obtenidos con esta concentracion de H2O2 son

preliminares y requieren un analisis mas exhaustivo.
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Figura 26. Evaluacion de la oxidacion o reduccidn de células HepG2 expresando el biosensor C-
PxI11-roGFP2 desafiado con 500 uM de H,0,. (A): Variacion del GP del biosensor C-PxII1-roGFP2
en las células HepG2 transfectadas en presencia de 500 uM de H20.. (B): Histograma de donde se
obtuvo el valor de GP correspondiente al minuto 15. (C): Imégenes de microscopia confocal de células
HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor desafiado con 500 uM de H,O; a diferentes tiempos, 0,

5, 10 y 15 minutos. Magnificacién: 63X. Escala: 10 um.

En estudios previos llevados a cabo por Oddone y colaboradores, se estudio la respuesta del
biosensor C-PxI11-roGFP2 transfectado transitoriamente en células HepG2 frente a diferentes

concentraciones de COOH y H»0- (resultados no publicados). Con respecto al estudio del
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biosensor en presencia de 50 uM de H20O., se observd un leve cambio en el patron de
fluorescencia; este cambio es correspondiente con la oxidacion del biosensor bajo las
condiciones estudiadas. Por otro lado, se observo también una respuesta oxidativa por parte del
biosensor luego de adicionar 50 uM de COOH a las células transfectadas con esta construccion.
En este caso, se observé una respuesta mas rapida en comparacion con la respuesta frente al
perdxido de hidrogeno, indicando una mayor sensibilidad del biosensor por el COOH que por
H20,; esto fue concordante con lo descrito en estudios anteriores (41, 43, 45). Si bien en este
trabajo no fue posible realizar una comparacion de este tipo debido al resultado obtenido con

C-PxI11-roGFP2 frente a 50 uM de H2O., se esperaba tener la misma respuesta.

En relacion al biosensor PM-PxI11-roGFP2, dirigido hacia la membrana plasmatica, en ausencia
de estimulos oxidantes no se observo un cambio significativo en los valores de GP. Esto es
concordante con lo esperado, dado que en un entorno sin estimulos oxidantes se esperarian

valores de GP relativamente constantes a lo largo del ensayo.

En cuanto a la respuesta del biosensor en cuestion, PM-PxIlI-roGFP2, en presencia del
peréxido de cumeno, los resultados se presentan en la figura 27. En este caso, se observa una
disminucion en los valores de GP (figura 27A), lo cual es correspondiente con el cambio en la
coloracidn de las iméagenes asociadas a estos, pasando del azul, estado reducido del sensor, al
verde, estado oxidado del mismo (figura 27B). En conjunto, los resultados sugieren la

oxidacion del biosensor en presencia de 50 M de COOH.
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Figura 27. Evaluacion de la oxidacion o reduccion de células HepG2 expresando el biosensor el
biosensor PM-PxI11-roGFP2 desafiado con 50 uM de COOH. (A): Variacion del GP del biosensor
PM-PxII1-roGFP2 en las células HepG2 transfectadas en presencia de 50 uM de COOH. (B): Imégenes
de microscopia confocal de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor a diferentes tiempos,
0, 5, 11 y 15 minutos. Magnificacion: 126X. Escala: 10 um. Biosensor reducido (azul) y Biosensor

oxidado (verde).

La exposicion del biosensor PM-PxI11-roGFP2 frente a perdxido de hidrégeno se presenta en
la figura 28. En este caso, el sensor se encuentra oxidado desde el comienzo del experimento,
lo cual es reflejado en los valores de GP, siendo estos negativos desde el inicio del ensayo
(figura 28A). Asimismo, se observa una disminucion progresiva de la fluorescencia del
biosensor a lo largo del tiempo, siendo casi nula al finalizar el ensayo. Esto es indicativo de la
muerte celular inducida por el estrés oxidativo del entorno. Esto podria deberse a las

condiciones subdptimas del ensayo, utilizandose el buffer HBSS y la presencia de CO para su
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realizacién. A su vez, habian transcurrido mas de 2 horas desde que se comenzé la toma de
iméagenes, lo cual podria haber afectado el estado del cultivo celular. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en estas condiciones no son concluyentes para el proposito del estudio y requieren
una optimizacion. Para una evaluacion precisa de la respuesta del sensor ante el peroxido de
hidrégeno, se recomienda la repeticidn del ensayo en condiciones mas adecuadas. En particular,
se sugiere realizar el ensayo dentro de las primeras 2 horas desde el inicio de la adquisicién de
imagenes con el microscopio, y el uso del buffer HEPES, con el fin de garantizar que las células

estén en buen estado para la ejecucién del ensayo.
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Figura 28. Evaluacion de la oxidacion o reduccion de células HepG2 expresando el biosensor PM-
PxI11-roGFP2 desafiado con 50 uM de H,O-. (A): Variacion del GP del biosensor PM-PxI11-roGFP2
en las células HepG2 transfectadas en presencia de 50 uM de H,0;. (B): Imagenes de microscopia
confocal de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor a diferentes tiempos, 0, 5, 10 y 15

minutos. Magnificacidn: 63X. Escala: 10 um. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado (verde).
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Para el caso de la variante del biosensor PxIlI-roGFP2 con localizacion en la membrana
plasmatica, si bien se pudo evaluar la funcionalidad de este en cuanto a su respuesta frente a
COOH, como se menciona con anterioridad, se deberia repetir el ensayo de respuesta del
biosensor frente a H20- con el fin no solo de evaluar dicha respuesta, sino también para evaluar
la especificidad del biosensor frente a los estimulos estudiados. Se esperaria que el biosensor
tenga una mayor especificidad por COOH, un derivado de los lipoperdxidos, en comparacion
con H20», dada la afinidad del mddulo PxII1 del biosensor por este tipo de especies (41, 43,

45).

En relacion al biosensor M-PxI11-roGFP2, dirigido hacia mitocondria, en ausencia de estimulos
oxidantes no se observo un cambio relevante a nivel de la variacion de GP. Esto es concordante
con lo esperado, dado que en un entorno sin estimulos oxidantes se esperarian valores de GP

constantes a lo largo del ensayo.

Con respecto al comportamiento del biosensor M-PxI11-roGFP2 en presencia del peroxido de
cumeno, los resultados se presentan en la figura 29. En este caso, se observa una modificacion
significativa en los valores de GP, tendiendo estos a ser negativos (figura 29A). Esto, en
conjunto con las imagenes relacionadas con estos valores, las cuales tienden a tonalidades mas
calidas a medida que avanza el experimento (figura 29B), sugieren la oxidacion del sensor bajo

las condiciones en estudio.
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Figura 29. Evaluacion de la oxidacion o reduccion de células HepG2 expresando el biosensor M-
PxI11-roGFP2 desafiado con 50 uM de COOH. (A): Variacién del GP del biosensor M-PxlI11-roGFP2
en las células HepG2 transfectadas en presencia de 50 uM de COOH. (B): Iméagenes de microscopia
confocal de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor a diferentes tiempos, 0, 7, 12 y 15

minutos. Magnificacion: 126X. Escala: 10 um. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado (verde).

Por otro lado, evaluando la respuesta del biosensor M-PxIlI-roGFP2 frente a peroxido de
hidrogeno, como se muestra en la figura 30A, se observa una modificacién en los valores de
GP. Estos tienden a valores negativos, lo que indicaria la oxidacion del sensor en cuestion.
Asimismo, las imagenes de los valores de GP tienden a colores mas calidos, lo cual es

concordante con lo anteriormente descrito.

Frente a este estimulo, las variaciones observadas no son tan evidentes como en el caso del
agregado de COOH. Esto es consistente, como se menciond anteriormente, con la especificidad

del mddulo PxIlI del biosensor, que tiende a reaccionar mas lentamente frente al peréxido de
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hidrégeno en comparacion con los perdxidos lipidicos y sus derivados, como el COOH (41, 43,

45).
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Figura 30. Evaluacion de la oxidacion o reduccién de células HepG2 expresando el biosensor M-
PxI11-roGFP2 desafiado con 50 uM de H;0,. (A): Variacion del GP del biosensor M-PxI11-roGFP2
en las células HepG2 transfectadas en presencia de 50 uM de H.0,. (B): Imagenes de microscopia
confocal de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor a diferentes tiempos, 0, 5,9y 15

minutos. Magnificacion: 126X. Escala: 10 um. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado (verde).

Con respecto al biosensor N-PxIl1-roGFP2, dirigido hacia el nucleo celular, cuando se fue a
realizar la medicion sin estimulos en las células transfectadas con el biosensor, al igual que en
el experimento de C-PxI11-roGFP2 sin estimulos, ya habian transcurrido mas de 2 horas y media
desde que se comenzo con la toma de imagenes al microscopio con estas células. Esto afecto
la medicidn ya que cuando se realizé el experimento, las células no estaban en su estado 6ptimo,

resultando en una disminucién casi completa en la fluorescencia del biosensor, lo cual indica
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que las células en estudio murieron. Se sugiere la repeticion de esta medicion, ya que la misma
es esencial para evaluar la autofluorescencia de las células, lo cual podria afectar la

interpretacion de las imagenes obtenidas con esta version del biosensor.

Haciendo referencia al biosensor N-PxIlI-roGFP2 dirigido hacia el nucleo celular, y en
presencia del peroxido de cumeno, los resultados obtenidos se presentan en la figura 31. En
este caso, se puede visualizar un cambio significativo en los valores de GP, sugiriendo su
oxidacion (figura 31A). Esto es consistente con lo esperado. Por otro lado, al analizar la
coloracion de las imagenes asociadas a estos valores, también se observa un cambio, pasando
del color azul al celeste (figura 31B). En conjunto, estos resultados indican que el biosensor N-

PxI11-roGFP2 se oxida en presencia de COOH.
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Figura 31. Evaluacion de la oxidacion o reduccion de células HepG2 expresando el biosensor N-
PxI11-roGFP2 desafiado con 50 uM de COOH. (A): Variacién del GP del biosensor N-PxI11-roGFP2
en las células HepG2 transfectadas en presencia de 50 uM de COOH. (B): Iméagenes de microscopia
confocal de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor a diferentes tiempos, 0, 5, 12 y 19
minutos. Magnificacion: 63X. Escala: 10 um. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado

(celeste/verde).

Al examinar la respuesta del biosensor N-PxIl1-roGFP2 frente al per6xido de hidrégeno, se
observa un leve cambio en los valores de GP, indicando una posible oxidacién (figura 32A).
Sin embargo, es importante tener en cuenta que desde el comienzo del experimento los valores
de GP tienden a ser bajos en relacion a los obtenidos con las demas variantes del biosensor.
Esto podria deberse a un ambiente celular méas oxidado de lo esperado, lo cual es reflejado a su
vez en a la oxidacion parcial inicial del biosensor, la cual se puede apreciar en la imagen

asociada al valor de GP del minuto 0 (figura 32B). En este contexto, habria sido esencial haber
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evaluado el estado de oxidacion del biosensor en ausencia de estimulos para descartar, si fuera
necesario, esta oxidacion inicial. A pesar de esto, la tendencia del valor GP hacia valores mas
negativos en conjunto con el cambio en la coloracion de las imagenes asociadas a estos

respaldan la oxidacion del sensor frente a este estimulo.

Mediante estos experimentos se evidencié una respuesta correspondiente a la esperada de la
variante N-PxI11-roGFP2 frente a la presencia de los estimulos oxidantes H,O, y COOH. Cabe
destacar que, si bien la coloracion de las imagenes de GP parecen indicar una mayor oxidacion
del sensor frente al H2O,, los valores de GP, a partir de los cuales se extraen estas imagenes,
sugieren lo contrario; en este caso, al igual que con las demas variantes del sensor en estudio,
el biosensor presenta una oxidacion mas rapida frente al COOH en comparacion con el otro
compuesto oxidante. Esto es concordante con la sensibilidad de la unidad PxII1 del biosensor

en estudio (41, 43, 45).
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Figura 32. Evaluacién de la oxidacion o reduccion de células HepG2 expresando el biosensor N-
PxI11-roGFP2 desafiado con 50 uM de H20.. (A): Variacion del GP del biosensor N-PxI11-roGFP2
en las células HepG2 transfectadas en presencia de 50 uM de H,0;. (B): Imagenes de microscopia
confocal de células HepG2 48 h post transfeccion con el biosensor a diferentes tiempos, 0, 5, 12 y 15

minutos. Magnificacion: 63X. Escala: 10 um. Biosensor reducido (azul) y Biosensor oxidado (verde).

Utilizando técnicas de microscopia confocal y el programa ImageJ junto con Macro GP, se
llevé a cabo un andlisis de la respuesta del biosensor PxIII-roGFP2 en diferentes
compartimentos celulares, en presencia de 50 uM H20; y 50 uM COOH. Este estudio permitié
evaluar la funcionalidad del biosensor en las condiciones examinadas. Con la excepcién de las
variantes C-PxIl1-roGFP2 y PM-PxIII-roGFP2, en todos los casos, el biosensor mostré una
respuesta mas rapida ante la exposicion a COOH que a H20-, lo que sugiere su especificidad
para detectar compuestos derivados de lipoperoxidos. Estos resultados confirman la utilidad

del biosensor PxI11-roGFP2 para su propdsito original. Es importante destacar que en los casos
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en los que no se pudo comparar la respuesta del biosensor ante los estimulos, se debid a

problemas en las condiciones experimentales.

Por altimo, es de importancia destacar que, en este proyecto, se esta trabajando con un sensor
ratiométrico; Estos, desempefian un papel crucial en la investigacion bioldgica al proporcionar
mediciones precisas y estables en una variedad de entornos celulares. Presentan como
caracteristica distintiva, la capacidad de realizar mediciones ratiométricas, basadas en la
relacion de intensidad entre dos sefiales fluorescentes generadas al excitar a dos longitudes de
onda diferentes, en este caso, 405 y 488 nm. Esta capacidad se debe al comportamiento de doble

excitacion asociado con una unica longitud de emision de la proteina roGFP2 (32, 34, 38, 69).

La ventaja mas destacada de los biosensores ratiométricos radica en su capacidad para reducir
o eliminar errores experimentales, como cambios en la concentracion del indicador,
fotoblanqueo, variaciones en los niveles de expresion y la inestabilidad en la iluminacion.
Ademés, estas mediciones ratiométricas permiten cancelar la influencia del pH en el rango
fisiologico, sobre la intensidad de fluorescencia, lo que mejora la precision y fiabilidad de los

datos (32, 34, 38, 69).

En comparacion con estos, los biosensores intensiométricos, que miden la intensidad de
fluorescencia en una sola longitud de onda, requeririan controles en cada experimento
realizado. En este caso, los controles serian el uso de agentes oxidantes y reductores de tioles,
como la diamida y el DTT, respectivamente. Mediante el uso de éstos, se obtendria el valor de
intensidad de fluorescencia maxima dada por el biosensor en su estado basal reducido
(intensidad de fluorescencia 100%), y el valor de intensidad de fluorescencia minima dada por

el biosensor en su estado basal oxidado (intensidad de fluorescencia 0%). Esto aumentaria la
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complejidad de los procedimientos y la necesidad de analizar un mayor nimero de muestras

para garantizar resultados confiables.

En el contexto de la microscopia de células vivas y en aplicaciones asociadas a la investigacion
celular, trabajar con un biosensor ratiométrico como el PxI11-roGFP2 es sumamente ventajoso.
La capacidad de obtener mediciones precisas y estables, independientes de factores como la
concentracion del pH, simplifica la interpretacion de los resultados. Esto es especialmente
relevante en investigaciones que requieren mediciones precisas del estado redox en condiciones

desafiantes, como microscopia de células vivas.
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5. Conclusiones

En este estudio, se abordd la evaluacién de la expresion y funcionalidad del biosensor
fluorescente PxI11-roGFP2 disefiado para detectar LOOHSs en zonas y compartimentos celulares
especificos, incluyendo la membrana plasmatica, las mitocondrias y el ndcleo celular, en

células HepG2.

Se logré la caracterizacién de las construcciones plasmidicas conteniendo las secuencias
codificantes de las diferentes versiones del biosensor PxIll-roGFP2 dirigido a membrana

plasmética, mitocondria y nucleo celular.

Se obtuvieron las lineas celulares HepG2 con las construcciones caracterizadas, sumado a la
obtencion de la linea celular HepG2 con el biosensor PxII1-roGFP2 sin péptido sefial, y se

optimizé la técnica de transfeccion utilizada.

Se evalu6 exitosamente la expresion del biosensor PxIlI-roGFP2 en los compartimentos
celulares de destino en células HepG2 transfectadas con las construcciones plasmidicas

correspondientes, mediante microscopia confocal.

Se logré definir un protocolo adecuado para evaluar la funcionalidad de las variantes de PxII1-
roGFP2, donde se optimizaron las condiciones del experimento (buffer utilizado y
presencia/ausencia de COz) y se monitoreo la respuesta del sensor frente a concentraciones
fisiologicas de H202 y COOH siguiendo la fluorescencia de los biosensores por microscopia
confocal. Se obtuvo una respuesta mas rapida con COOH, verificando la especificidad del

biosensor PxI11-roGFP2 por compuestos derivados de acidos organicos.
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Es importante destacar que los resultados generados en este trabajo se utilizardn como
informacion relevante dentro de un proyecto mas grande implicado en la obtencion de la linea
celular HepG2 transfectada de forma estable con las diferentes versiones del biosensor PxIl1-

roGFP2.
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6. Perspectivas

Este proyecto sienta las bases para una serie de investigaciones prometedoras que pueden
expandir nuestro entendimiento sobre el estrés oxidativo, la ferroptosis y las aplicaciones de

estos biosensores.

En investigaciones futuras, se sugiere la realizacion de experimentos adicionales con el
propdsito de abordar la necesidad de una evaluacion mas exhaustiva del biosensor N-PxIII-
roGFP2 en condiciones sin estimulos oxidantes, asi como la repeticion del ensayo con el
biosensor PM-PxI111-roGFP2 frente a H20.. Estos experimentos resultan esenciales para obtener
una comprensién mas detallada del comportamiento del biosensor ante estos estimulos y para

evaluar su estado inicial de oxidacion.

Una direccion importante para futuras investigaciones es la generacion de lineas celulares
estables que expresen de manera continua los biosensores en los compartimentos celulares de
interés. Esto permitiria una evaluacion a largo plazo de la expresion subcelular de los
biosensores y brindaria la oportunidad de realizar estudios funcionales detallados y el analisis
de los efectos de diferentes condiciones experimentales y tratamientos, incluyendo la
ferroptosis. En este contexto, seria relevante llevar a cabo una evaluacion fisioldgica del

biosensor PxI11-roGFP2 en respuesta a inductores de la ferroptosis.

Ademas, existe un potencial significativo para mejorar la especificidad y sensibilidad de los
biosensores de LOOHSs. Esto podria lograrse mediante modificaciones en la estructura del
biosensor o en su estrategia de deteccidn para optimizar su rendimiento. A su vez, se podrian

explorar estrategias de expresion del biosensor en otros medios; en este sentido, el uso de
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nanoparticulas conteniendo los biosensores dirigidos a las regiones subcelulares de estudio se

han estado desarrollando.

El impacto clinico y terapéutico de estos biosensores es considerable. Futuras investigaciones
pueden centrarse en aplicar estos biosensores en contextos clinicos, incluyendo la deteccién
temprana de moléculas indicativas de enfermedades de interés médico. Ademas, podrian
emplearse en ensayos farmacoldgicos para evaluar el impacto de diferentes compuestos en el

metabolismo redox celular y su potencial toxicidad.
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7. Analisis Econémico

El contexto de este trabajo de grado no justifica realizar ain una evaluacion del impacto

econdmico del producto.
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