
INTRODUCCIÓN
En la última década ha habido un gran aumento en el desarrollo de sondas fluorescentes para la
detección selectiva de oxidantes presentes en sistemas biológicos. El peroxinitrito (ONOO–), producto de la
reacción entre óxido nítrico (●NO) y superóxido (O2●–), es un agente nitrante y altamente oxidante capaz
de generar daño a nivel molecular. La detección de peroxinitrito se ha conseguido con el desarrollo de
sondas derivadas de ésteres y ácidos borónicos las cuales son cinéticamente selectivas para esta
especie. Si bien las sondas derivadas de boronatos son ampliamente utilizadas, están limitadas por sus
propiedades espectroscópicas, y su labilidad frente a cambios en el pH y cambios en la presión parcial de
oxígeno. Por lo tanto, en este trabajo planteamos el desarrollo de un grupo nuevo sondas denominado
Red-B (Red-BI y sus análogos estructurales Red-BII y Red-BIII) para la detección de peroxinitrito que
tienen en cuenta estos cambios a nivel del microambiente celular, permitiendo complementar y ampliar
el uso de las sondas ya existentes.
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CONCLUSIONES
o La sonda Red-BI fue sintetizada con éxito en 5 pasos de reacción con buen rendimiento.

o Red-OxI fue caracterizado mostando buenas propiedades espectroscópicas(λexc= 511nm; λem= 538nm , τF = (τF1=0,29ns (44,25%); τF2 =4,19ns
(38, 13%), τF3 = 1,3ns (17,63%), ФF= 0,092, ε= 67000 M-1.cm-1.

o Red-OxIII también fue caracterizado espectroscópicamente mostrando mayores longitudes de onda y menor rendimiento cuántico y
absortividad molar (λexc= 530nm; λem= 565nm , ФF= 0,045, εM= 7133 M-1.cm-1).

o Se determinó para Red-OxI y Red-OxIII un pKa = (5,68 ± 0,59) y (4,88 ± 0,24) respectivamente, mostrando buena estabilidad en el entorno de
pH fisiológico.

o Ambos fluoróforos Red-OxI y Red-OxIII no muestran efecto quenching por el oxígeno de forma significativa a concentraciones estudiadas.

o La reacción de Red-BI con H2O2 es de 2° orden y se determinaron las constantes cinéticas a pH=7,4 k25°C=(0,58 ± 0,07), k37°C=(4,70 ± 0,35).

o La sonda Red-BI muestra reactividad con ONOO- de forma dosis-dependiente, con un rendimiento alrededor del 88% y una constante de
reacción estimada mayor a 105 M-1.s-1.

o Futuros estudios permitirán validar la sonda como una herramienta para evaluar la formación de peroxinitrito en modelos celulares
adaptados a un amplio rango de pO2 a través de métodos espectroscópicos y de microscopía.
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RESULTADOS

Objetivo general:
Diseñar, sintetizar y caracterizar un nuevo grupo de sondas fluorescentes para la detección de
peroxinitrito en células expuestas a distintas presiones parciales de O2.

Objetivos específicos:
• Sintetizar 3 sondas derivadas de xanteno acoplando un éster o ácido borónico (Red-BI, Red-BII y Red-

BIII) para la detección de peroxinitrito en las distintas condiciones experimentales in cellula.
• Caracterizar las propiedades espectroscópicas de sus formas oxidadas (Red-OxI y Red-OxIII) frente a

cambios de pH y pO2.

Red-OxI Red-OxIII FI

λmax (nm) 515 530 490

ε (M-1.cm-1) 67000 7133 76900

ФF 0,092 0,045 0,93

τF (ns)
0,29 (44,25%) 
4,19 (38,13%)
1,30 (17,63%)

nd 4,16

pka 5,68 4,88
2,08
4,31
6,43

nd: not determinated
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Figura 1. Ruta sintética para la obtención de sondas Red-B. El fluoróforo Red-OxI se sintetizó en tres pasos de reacción. Para la síntesis de Red-BI se hace reaccionar a Red-OxI con un agente trifalnte (Tabla 1) y posterior
borilación para obtener Red-BI. Para la obtención de Red-BII, se realiza una metilación previa a Red-OxI y luego se exploraron diferentes condiciones (Tabla 3). El fluoróforo RedOxIII se obtuvo a partir de la reacción de Red-OxI
con p-dimetilamino-benzaldehído en medio ácido. Próximamente este se tratará con un agente triflante para luego incorporar un éster borónico formando así Red-BIII. Todos los productos fueron caracterizados por técnicas
de Resonancia Magnética Nuclear (1H y 13C-RMN) y análisis bidimensionales (COSY, HSQC, HSBC), y Espectrometría de Masas en tándem (ESI – MS/MS).

T (°C) kpH=7,4 (M
-1.s-1)

25 0,58 ± 0,07

37 4,70 ± 0,35

Table 1
Entry Reagents Solvent Syntethic procediures Comments

1 K2CO3, N-Phenyl-bis(trifluoromethanesulfonimide) Acetonitrile Room temperature, N2, 72hs. No reaction

2 DIPEA, (OTf)2O CH2Cl2 Room temperature, N2, 1,5hs
Low purity
Y= 43% 

3 DIPEA, N-Phenyl-bis(trifluoromethanesulfonimide) CH2Cl2 Room temperature, N2, 72hs. Y= 10%

4 DIPEA, N-Phenyl-bis(trifluoromethanesulfonimide) DMF Room temperature, N2, 24hs Y=29%

5 DIPEA, N-Phenyl-bis(trifluoromethanesulfonimide) DMF Room temperature, N2, 24hs

Not able to

isolate the

product

6 DIPEA, N-Phenyl-bis(trifluoromethanesulfonimide) CH2Cl2 Room temperature, N2, 24hs No reaction

Table 2
Entry Reagents Solvent Syntethic procediures Comments

1 B2pin2, Pd(OAc)2, DIPEA, CyJohnPhos* Dioxane Room temperature, N2, 48hs No reaction

2 B2pin2, Pd(dppf)Cl2.CH2Cl2, KOAc Dioxane Reflux, N2, 24hs Y=15%

*CyJohnPhos= Cyclohexyl JohnPhos

Table 3
Entry Reagents Solvent Syntethic procediures Comments

1 Ac2O Reflux, 5min No reaction

2 PTSA* Dioxane Reflux, 5min No reaction

3 MeSO3H Dioxane Reflux 1hs No reaction

*PTSA= p-Toluensulfonic Acid

RUTA DE SÍNTESIS

Kinetic properties

kpH=7,4 25°C >105 M-1.s-1

Yield 88%

CARACTERIZACIÓN DE LA SONDA Red-BI

Figura 2: Caracterización espectroscópica y cinética de Red-BI A) Espectros de emisión y excitación de fluorescencia de Red-BI (100 μM) en buffer fosfato de sodio10mM pH= 7,4. B) Caracterización cinética de la reacción de
Red-BI con H2O2. Las constantes de velocidad observadas (kobs) fueron calculadas a 25°C y 37°C, pH 7,4 y una concentración de Red-BI 50μM. C) Efecto de la concentración de peroxinitrito en la intensidad de fluorescencia de
Red-BI a 25°C, pH 7,4 y una concentración de Red-B 50μM.
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Figura 6: Evaluación de la estabilidad de los fluoroforos Red-OxI y Red-OxIII frente a cambios de pH. A) Dependencia de la fluorescencia de los fluoróforos Red-OxI (12,5μM) y Fl (5 M) en un rango de pH (2-8) a 25°C. B) Dependencia de la fluorescencia de los fluoróforos Red-OxIII (9,2μM) y Fl
(5 μM) en un rango de pH (0,5-8) a 25°C.
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Figura 5: Evaluación de efecto quenching del oxígeno sobre la intensidad de fluorescencia de Red-OxI, Red-OxIII y Fluoresceina (FI). A) Pendientes (URF/μM) calculadas a partir de curvas de calibración de Red-OxI (0 - 0.33 - 0.46 - 0.73 - 0.96 - 1.23 - 2.72μM) expuestas a distintas pO2 (2, 6, 
21%); λexc= 511nm; λem= 538nm. B) Pendientes (URF/μM) calculadas a partir de curvas de calibración de Red-OxIII (0 - 5 - 10 - 15 - 20 - 25 - 30μM) expuestas a distintas pO2 (2, 6, 21%); λexc= 530nm; λem= 565nm. C) Pendientes (URF/μM) calculadas a partir de curvas de calibración de FI (0 – 0,2 –
0,5μM) expuestas a distintas pO2 (2, 6, 21%); λexc= 490nm; λem= 520nm. D) Tabla comparativa con de distintas propiedades espectroscópicas (λmax , εM, ФF, τF ) y sus pKa calculadas para los fluorofóros Red-OxI, Red-OxIII y FI. Todas las constantes espectroscópicas se determinaron en buffer 
fosfato de sodio 10mM a pH= 7,4 y 25°C.

pKa= 5,68 ± 0,59 pKa= 4,88 ± 0,24

Figura 4: Caracterización espectroscópica de los fluoróforos Red-OxI y Red-OxIII. A) Espectros de emisión y excitación de fluorescencia de Red-OxI realizados a pH=7.4, 25°C y [Red-OxI]=10μM. B) Espectros de emisión y excitación de fluorescencia de Red-OxIII realizados a pH=7.4, 25°C y [Red-
OxIII]=15μM. C) Tabla con resumen de los λex y λem de ambos fluoróforos.
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