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Produccién de 0,7, "NO y ONOO™ a distintas concentraciones
de oxigeno, en un tiempo de exposicién de 20 minutos.

AC.Casella et al Free Rad. Biol. and Med. ,2024 A. Carreau et al. J. Cell. Mol. Med., 2011 Z. Mi et al. Cell cycle, 2008.
DCJ Ferguson et al Free Rad. Biol and Med, 2018

Tejido pO2 (%)
aire en el alveolo 14,5
sangre arterial 13,2
sangre venosa 5,3

tejido nervioso 4,1-4,7
mucosa intestinal 7,3-7,9
hepatocitos 4,7 -6,1
tejido muscular 3,6-4,0
rifAon 6,9-12,1

Rango de %p0, dependiendo del te?ido
en el cuerpo humano./\



Antecedentes

Deteccidn de peroxinitrito en células
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Oxidante k(M's')CBE

FI-B Fluoresceina N 6
ONOO (1,30+0,60)x 10
H202 1,47+ 0,56
A}i Tabla 8. Comparacion de Aexc y em maximas de los diferentes fluoréforos obtenidos.

Entrada N° de Estructura quimica Aexc Aem
ONOO
\@j m compuesto (nm) (nm)
7-hidroxicumarina HO 0. _.0
1 COH w 332 470

N. Rios et al Free Radic Biol Med, 2016 A. Sikora et al Free Radic Biol Med, 2009 J. Zielonka et al JBC, 2010

kM's")FI-B
(1,70 £0,05)x 10°
1,70 % 0,20
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Obj. Esp. 1

Actividad de la iINOS en macrofagos J774-A1
adaptados a distintas pO,
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Resultados

Actividad INOS medida a 21 % pO, en macrofagos pre-adaptados a distintas pO,
x=1,6,15,21%
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La tasa de produccién de *“NO es mayor durante la reoxigenacion

debido al aumento en la expresién de la iINOS.
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Produccion de ONOO- en macrofagos J774-A1 adaptados a
distintas pO,
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Expresion de Il-1B en macrofagos J774-A1
de2%vy21%
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Ruta sintética de Red-B
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Resultados

Caracterizacion de Red-Ox

Espectro de excitacion Espectro de emision RHef';)Z
1500 + 8000~ PR
(Red-Ox) (Red-Ox) *
— Red-Ox — N
6000 Red-Ox )\ex (nm) )\em (nm)
1000
L
'!.D'E & 4000 (Red-Ox) * 490 538
500
2000
Red-Ox 511 538
0tV T T T T 0-4 T LA B i mm
400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
ns ns _
0.5 2000
400000~ ~ . 6%
” 300000 & m_ 0,0924 0.4
S 200000~ H E
m .
& 100000 - 8 037 Efecto  quenching
£ 30000} . ¢ Red Ox E 0.2 del oxigeno no
g 20000+ . =) significativo en
< 10000 e 0.1 [Red-Ox] < 1uM "
2
0--I-I-I-I-I-I-I-I-I-|-I-I-I-I-I-I-I-I-I-|-I-I-I-I-I-I-I-I-I-| 0_0—
0.00 0.05 0.10 0.15 0.5 1.0

Abs [Red-Ox] (uM)



e Resultados

Caracterizacion de Red-B H,0,

0.004
\| OJ& 0.003
N 0 B.g o Cinética de segundo orden
O O H,0 3 para la reaccién con H,0,
0.001 Kosec pH=7.4 =(0,58 + 0,07) M".s™"
0.000 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
[H202] (mM)
600
‘AA Dependencia de la reaccidn
N 9& £ 400- I con la concentracion de
e ® ° ® 0" oo < 1 peroxinitrito
14 i L A
S 200-
0 1 1 1 1
0 5 10 15 20

[ONOO™ J(uM)




nclusiones parcialesy

perspectivas

La expresion de iINOS aumenta durante la adaptacion de macrofagos a bajas pO..

El aumento de INOS genera que el flujo de *NO sea similar en todas las pO,
estudiadas a pesar de la variacion de sustrato (O,).

La produccion de peroxinitrito no sigue la tendencia de lo observado para la *NO.

Red-B fue sintetizada en 6 pasos y presenta propiedades 6ptimas para la futura
deteccion de peroxinitrito en este trabajo.

El efecto del O, en la expresion de NOX-2, su regulacion y la produccion de
superoxido.

Influencia del oxigeno sobre los sistemas antioxidantes del macrofago.

Calcular la constante de la reaccion de Red-B con peroxinitrito y validar la sonda
para su uso en este trabajo.
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Curva calibracion de COH
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Integrated areas
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