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d Propiedades de Cranad-3 en TPEF
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d Separacion espectral de la sonda NIR y lipofuscina dReactivos
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1 Comparacion de la sonda CRAND-3 y MeO-X04 en TPEF o CRANAD-3

 Respuestas microgliales a CRANAD-3 dRatones con ventana craneadl
o Ratones con sobreexpresion de microglia (CX3CR1-EYFP)
o Ratones modificados para tener exceso de deposito de amiloide (APP/PS1)

de dos fotones in vivo de placas amiloides en la enfermedad del Alzheimer o Cruce de CX3CR1-EYFP y APP/PS1

d Estudio de las ventajas de CRAND-3 compara imagenes de tejido profundo

de cerebro de raton.
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B En comparacion con MeO-X04, CRANAD-3 es una sonda mas ; | o CRANAD:

Lipofuscin
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apropiada para observar en el microscopio de dos fotones imdagenes
cerebrales profundas de las placas amiloides. CRANAD-3 posee un e ) . =
rango de onda de excitacion y de emision mdas amplio que MeO-X04, -
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Esirategia efectiva para separar la fluorescencia procedente de la
lipofuscina que interferia en la fluorescencia de CRANAD-3.
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Las imdgenes de TPEF con sonda CRANAD-3 proporcionan una
penetracion mds profunda que el MeO-X04 Y QUE ADEMAS Es mds
adecuado para observaciones de las placas amiloides de two -photon
Deep brain. La distribucidon de las placas amiloides son altamente
heterogéneas en la corteza.

CRANAD-3

En el cerebro de ratones con Alzheimer, la microglia la microglia tiene
una distribucion heterogénea dependiente de la placa, puede ser mds
vulnerable al estimulo inflamatorio que en condiciones normales.
CRANAD-3 alterara la estabilidad microglial que rodea las placas. Casi - L
todas las microglias adyacentes a una placa amiloide eran " | wbr 1] e S,
estacionarias durante todo el periodo. La conclusion de que CRANAD- | ' A
3 a la dosis de imagen no induce respuestas inflamatorias microgliales
en Alzheimer ratones cerebro.
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@ Este estudio presenta una sonda NIR de proteina AB, con el reactivo CRANAD-3, para obtener imagenes a partir del microscopio de dos fotones de placas amiloides en las capas mas
profundas del cerebro en el modelo de ratéon con Alzheimer. Esta molécula presenta las cardcteristicas de emitir longitudes de onda largas de exitacion y emision con picos a 900 nm y
650 nm, respectivamente. Debido a su menor absorcion y dispersion en el tejido cerebral permite reflejar las placas amiloides en las capas corticales profundas.

€ La enfermedad del Alzheimer tiene como sello distintivo: una marana intracelular neurofibrilar (formado por microtibulos asociados a proteinas mal plegados) y placas amiloides
extracelulares (depdsitos y agregados beta amiloides). Existen distintas hipotesis para explicar esta enfermedad, pero la que mas importancia tiene es la cascada de amiloides. Las
proteinas neurotoxicas A son consideradas como los agentes causantes que pueden liderar la disfuncion sinaptica y la degeneracion neuronal.

€ En las Ultimas décadas se han encontrado muchas formas de estudiar los depositos de amiloides de una forma no invasiva o minimamente invasiva. A espestroscopia del infrarrojo
cercano por fluorescencia (NIRF) nos permite la deteccion de una forma no invasiva con una velocidad de adquisicion rapida aunque tiene defectos: no tiene una buena resolucion
espacial y no es capaz de resolver una Unica placa individual.

€ En el caso del microscopio de dos fotones (TPEF) nos permite una alta resolucion espacial y temporal gracias al uso de una ventana craneal. Esto nos permite realizar repetidas
visualizaciones de una placa amiloide y de sus estructuras circundantes en largos periodos de tiempo.

@ El reactivo MeO-X04 se utiliza en este tipo de investigaciones debido a su capacidad de unirse al amiloide y traspasar la barrera hematoencefalica, aunque esta muy restringido a una
superficie craneal (la onda emite una fluorescencia de 460nm). Debido a esta restrinccion, se estan estudiando distintas formas para llegar a zonas mas profundas, una de ellas es utilizar
marcadores con excitacion y emision en infrarrojo.

& Para aplicar estas técnicas por fluorescencia es necesario eliminar las interferencias que producen las lipofuscinas por su autofluorescencia. Estas son desechos celulares procedentes
de una degradacion lisosdmica incompleta de mitocondrias danadas (también se le conoce como pigmento de envejecimiento). Ademds, aumentan con la edad de una forma
heterogéneaq, lo cual complica la obtencion de la imagen en TPEF fluorescente debido a su fuerte emision autofluorescente. Por tanto, es necesario discriminar esta autofluorescencia ya
que influye en la obtencion de imagenes TPEF de placas amiloides marcadas por CRANAD-3 y otras células marcados por proteinas de fluorescencia. Para quitar esta fluorescencia
decidimos caracterizarlo con espectroscopia de imagen donde se obtuvo un espectro de 200nm y un tiempo de vida de 0.4ns, estas propiedades nos permite separar esta interferencia
con el uso de un espectro basado en ratio o mediante la separacion por la duracion de las distintas ondas.

® Finalmente evaluamos la respuesta inmune microglial ante la inyeccion de CRANAD-3 en la dosis de imagen en CX3CR1-EYFP y ratones APP / PS1 x CX3CR1-EYFP vutilizando un
microscopio de dos fotones con camara rapida para obtener imadgenes a través de la ventana craneadl, y los resultados demuestran que CRANAD-3 a una dosis de imagen no conducird
a la inflamacion microglial en ratones normales ni a los que tienen Alzheimer. Actualmente, la sonda CRANAD-3 tiene una eficiencia de excitacion relativamente baja, por tanto, no
esta disenado para las aplicaciones baja excitacion de dos fotones. Esto sirve como un buen ejemplo para seguir trabajando en mejorar la optimizacion de la forma de actuar de estos
fotones en sondas NIR AB.



