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Introduccidén

Dentro de la respuesta oxidativa de los macrofagos, la produccion de especies oxidantes es dependiente del
oxigeno. Estas células cuentan con la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la NADPH oxidasa 2 (NOX-2),
capaces de sintetizar éxido nitrico (‘(NO) y superdxido (O,™), respectivamente. Ambas especies son altamente
reactivas y capaces de modificar distintas biomoléeculas de forma directa o a partir de la formacion de

derivados como el peroxinitrito (ONOO7). Al ser mecanismos dependientes de O, como sustrato, es 0"
importante considerar como el microambiente celular. En este trabajo se evalua el rol del oxigeno en la ONOO~ < +
respuesta oxidativa de macréfagos adaptados 48hs a un rango de presiones de oxigeno (pO,) entre 1-21%. 'NO NO + citrulina

Ademas se planted el desarrollo de tres nuevas sondas derivadas de boronatos (Red-Bl, Red-BIl y Red-Blll)
para la cuantificacion selectiva de peroxinitrito con reactividad similar a las comunmente utilizadas pero con
mayor estabilidad a los cambios en el microambiente celular.

Objetivo General Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la concentracion de O, en la o Determinar el efecto de la exposicion prolongada a distintas pO,en la expresion y actividad de INOS
respuesta oxidativa de macrofagos y NOX-2 responsables de la produccion de ‘NO y O,™, y el oxidante derivado ONOO".

o Sintetizar y caracterizar un nuevo grupo de sondas denominadas Red-B, derivadas de xanteno para la
deteccion de peroxinitrito en las distintas condiciones experimentales in cellula.
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Figura 1: Efecto del oxigeno sobre la iNOS y produccién de ‘NO. Macréfagos murinos J774A-1 fueron cultivados a distintas pO, (1, 2, 6, 10,
15 y 21%) por 48hs e inmunoestimulados a las 24hs con IFN-y y LPS para inducir la expresién de la iNOS. A. Produccién de ‘NO medido por

ensayo de QGriess a las 48hs. B. Expresion de iINOS luego de 48hs relativizado a la condicidon a 21% de pO,. C. Prueba de concepto:
actividad de la INOS luego de re-exposicion a 21% en los macréfagos pre-adaptados a distintas pO, .
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Figura 2: Efecto del oxigeno sobre la Nox-2 y produccion de O,~. Macréfagos murinos J774A-1 fueron cultivados a distintas pO, (1, 6, 10,
15 y 21%) por 48hs e estimulados por 40 min con PMA inducir el ensamblaje de la Nox-2. A. Produccién de O, medido con Amplex Red. B.
Expresion de subuidad gp91°"* de NOx-2 por RT-PCR normalizado contra el gen constitutivo de actina, en macréfagos luego de 48hs a
5% pO, . Se expresa relativizado a la condicion a 21% de pO.. C. Prueba de concepto: actividad de la Nox-2 luego de re-exposicion a 21%
en los macrdéfagos pre-adaptados a distintas pO, .

Figura 6: Caracterizacion del fluoréforo Red-Oxl. A. Calculo del rendimiento cuéantico (®) teniendo como
referencia a fluoresceina (Fl) a pH 12,5. B. Pendientes (URF/uM) calculadas a partir de curvas de calibracién
de Red-Oxl (0- 0.33-0.46-0.73-0.96-1.23-2.72uM) expuestas a distintas pO; (1, 6, 21%); Aexe= 51INM; A=
538nm. C. Dependencia de la fluorescencia con el pH para los fluoréforos Red-Ox y fluoresceina (FL).
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Figura 3: Efecto del oxigeno sobre la produccion de ONOO". A.
Produccion de ONOO™ en macrofagos murinos J774A-1 fueron
cultivados a distintas pO, (1, 2, 6, 10, 15 y 21%) por 48hs,
inmunoestimulados a las 24hs con IFN-y y LPS para inducir la
expresion de la INOS y PMA para el ensamblaje de la Nox-2.

Figura 4. Efecto del oxigeno sobre la expresion de NRF-2 y Mn-SOD
como mecanismos antioxidantes. A. Expresion de Mn-SOD y NRF-2 en Figura 7: Reaccion de Red-Bl con distintos oxidantes. A. Reaccion de Red-Bl con H,0,. Efecto de las

concentraciones crecientes de H,0, en las constantes de velocidad observadas (keps) @ 25°C, pH 7,4 y una

macrofagos expuestos a una pO, 1% y 21% e inmunoestimulados por
25, 5, 9 y 24hs. B. Expresion relativa de Mn-SOD luego de 48hs
relativizado a la condicion a 21% de pO..

concentracion de Red-Bl 50uM. B. Efecto de la concentracion de peroxinitrito sobre la intensidad de
fluorescencia resultante de la oxidacion de Red-BI (50uM) a 25°C, pH 7,4.

Kl Conclusiones Agradecimientos

o La expresion de INOS aumenta durante la adaptacion de macrofagos a bajas pO, de manera compensatoria
a la disminucion de sustrato de sustrato (O,).

COMISION AGENCIA NACIONAL
. - . C ACADEMICA DE INVESTIGACION
e La produccion de superdxido disminuye al disminuir la pO.. DE POSGRADO E INNOVACION

o La produccion de peroxinitrito no sigue la tendencia de lo observado para la "NO ni para O,™.

e La adaptacion de los macrofagos a bajas pO, se asocia con una disminucion de la expresion de Mn-SOD vy
NRF-2 como parte de mecanismos antioxidantes.

e Red-Bl fue sintetizada en 6 pasos y presenta propiedades Optimas para la futura deteccion de peroxinitrito COMISION SECTORIAL DE

. INVESTIGACION CIENTIFICA
en este trabajo.



