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Resumen del proyecto

Las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno son producidas como consecuencia del metabolismo
aerodbico normal, interviniendo en diferentes procesos como la regulacién del metabolismo y en la respuesta
inmune frente a patdgenos, sin embargo, la formacién y acumulacién de productos oxidados en biomoléculas
como proteinas y lipidos se observa en varios estados patoldgicos. El peroxinitrito producto de la reaccion
entre los radicales superoxido y éxido nitrico, es una especie altamente reactiva que puede conducir a
eventos citotdxicos y muerte celular. Desde el reconocimiento de su formacidn, en organismos vivos y su
relevancia como mediador en procesos patoldgicos, se han desarrollado una variedad de técnicas para su
deteccién. Sin embargo, la mayoria de las sondas reportadas e incluso comercializadas actualmente,
carecen de una apropiada validacion fisicoquimica y bioldgica, ademds de presentar limitantes debido a la
falta de especificidad. Existe una alta demanda en el drea de la biomedicina de contar con métodos
sensibles y confiables para la deteccidn y cuantificacion de especies oxidantes en sistemas bioldgicos.

Este trabajo se centré en el desarrollo de una sonda molecular fluorescente (Red-BI), con posibilidad de
transferencia tecnolégica, disefada como una herramienta para la deteccion de especies reactivas de
relevancia bioldgica con éptimas propiedades espectroscdpicas tales que permiten su utilizacion en
bioimagenologia de procesos redox in vitro, in cellula, e in vivo. Esto permitird establecer el rol de las
especies oxidantes durante procesos de gran importancia en biomedicina, como la regeneracion de tejidos,
donde se conoce que en etapas tempranas del proceso de regeneracion hay un aumento en la produccién de
6xido nitrico. Esta herramienta de deteccion serd de gran utilidad para el avance del conocimiento en
biomedicina.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Basica / Medicina Quimica / Quimica medica

Palabras clave: Sondas / Fluorescencia / Deteccidn /
Antecedentes, problema de investigacidn, objetivos y justificacién.

Desde los anos 80s se comienza a acumular considerable evidencia experimental que relaciona a la vida
aerobia con procesos de oxidacién potencialmente peligrosos, y que éstos constituyen la base de un nimero
de fendmenos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, participando en procesos tan diversos como inflamacion,
carcinogénesis, enfermedades neurodegenerativas y muchos otros (1). Estd bien establecido que las
especies reactivas del oxigeno intervienen en la regulacién del metabolismo y en la respuesta inmune
frente a patégenos, sin embargo, la formacién y acumulacién de productos oxidados en biomoléculas como
proteinas y lipidos se observa en varias patologias, e incluso durante el proceso de envejecimiento normal.

El peroxinitrito (ONOO—/ONOOH), es una especie altamente reactiva, producto de la reaccién radicalaria
controlada por difusién entre superéxido (02e—) y dxido nitrico (¢NO), formando al anién no radicalar (ONOO
—) (2). Es un potente oxidante y un nucledfilo fuerte, con una quimica intrincada, la cual depende del pH,
pudiendo seguir vias radicalares, o participar en reacciones directas generando oxidaciones a multiples
blancos bioldgicos, lo que puede conducir a eventos citotoxicos y provocar la muerte celular (3). A su vez,
genera especies radicalarias secundarias que actidan como potentes oxidantes, como los radicales *OH,
*NO2 y CO3+— que pueden danar proteinas, lipidos y ADN mediante reacciones de hidroxilacién, oxidacién y
nitracion (4). Desde el reconocimiento de su formacidn en organismos vivos y su relevancia como mediador
en procesos patoldgicos, se han desarrollado varias estrategias para su deteccidn y cuantificacion basadas
en diferentes principios. Algunos ejemplos incluyen, immuno-spin trapping, sondas quimioluminiscentes y
fluorescentes, sensores electroquimicos e incluso sondas codificadas genéticamente. Las técnicas
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fluorescentes como métodos de deteccidn para oxidantes intracelulares, incluido el peroxinitrito, se han
convertido en ensayos de rutina en los laboratorios. La intensidad de fluorescencia se puede determinar
fdcilmente proporcionando un método analitico simple y sensible para detectar y en varias ocasiones
cuantificar, oxidantes intracelulares en tiempo real. La mayoria de las sondas fluorescentes reportadas
para la medicién de peroxinitrito dependen de la reaccién con sus radicales secundarios derivados (CO3e
—, *NO2, «0OH), siendo la falta de especificidad la mayor limitante (5). Sin embargo, en estos Gltimos 10 afos
se ha desarrollado un nuevo conjunto de sondas electrofilicas que reaccionan directamente con peroxinitrito
(ONOO—), haciendo que el proceso de deteccidn sea directo y selectivo, lo que posibilita su cuantificacion.
Su mecanismo de reaccion en la deteccidn de peroxinitrito y otros oxidantes nucleofilicos presentes en
medios bioldgicos (ROO—, HOO—, Cl0—), implica un ataque nucleofilico por el oxidante a un grupo funcional
electrofilico soportado en la estructura de la sonda, que al reaccionar genera el compuesto fluorescente.
Los grupos funcionales electrofilicos que se han destacado ampliamente, son los boronatos (dcidos o
ésteres fenilboronicos) (6-8), estudios realizados por nuestro grupo y otros, han demostrado que la reaccion
con peroxinitrito es extremadamente rdpida (k = 1E6 M-1s-1) rindiendo el correspondiente producto
hidroxilado fluorescente (6-9).

En sistemas celulares donde coexisten varias especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, los boronatos
son cinéticamente selectivos para la reaccion con peroxinitrito, debido a que reaccionan un millén de veces
mds rdpido con este oxidante que con H202 a pH fisioldgico, y ~ 2500 veces mds rdpido con peroxinitrito
que con HOCL (KONOO- ~ 1E6 M-1s-1; kHOCL ~ 400-600 M-1s-1; kH202 ~ 1 M-1s-1) (21-24).

Anteriormente realizamos un estudio mecanistico a nivel atémico con oxidantes marcados isotépicamente
(018)para completar la elucidacion del mecanismo de reaccidon de boronatos con oxidantes de relevancia
bioldgica (9). Como resultado demostramos inequivocamente que la incorporacion de dtomos de oxigeno
proviene del oxidante, eliminando asi cualquier tipo de ambiguedad sobre la identidad de la especie que se
va a detectar.

La gran mayoria de las sondas reportadas e incluso comercializadas actualmente, carecen de una
apropiada validacién fisicoquimica y bioldgica, principalmente respecto a la deteccidén de peroxinitrito en
sistemas celulares. Ademds existe una alta demanda en el drea de la biomedicina de contar con métodos
sensibles, conocidos y confiables para la deteccidn y cuantificacién de especies oxidantes en sistemas
bioldgicos.

Previamente, hemos trabajado en el desarrollado y validacion una sonda fluorescente derivada del
fluoréforo fluoresceina con sustitucion bordénica (fluoresceina-boronato, FI-B) para la deteccidn de
peroxinitrito (7). Contar con la sonda Fl-B como herramienta de deteccién es una gran ventaja siendo
utilizada por otros integrantes de nuestro grupo con excelentes resultados, permitiéndoles avanzar en sus
investigaciones y aportando al desarrollo de otras tesis. Ademds, permitié la colaboracién con diferentes
grupos de investigacién nacionales, e internacionales, dando lugar varias publicaciones arbitradas en
revistas internacionales (7), (9- 16), presentaciones en eventos cientificos y premios de organismos
nacionales e internacionales.

Todo el trabajo previo, el andlisis del estado del arte, y atendiendo a la alta demanda del drea, nos permite
avanzar hacia el disefo de nuevas sondas derivadas de boronatos que permitan visualizar fenémenos
bioldgicos en sistemas vivos en tiempo real. Las ventajas de la bioimagenologia fluorescente incluyen la
deteccion altamente sensible con precision temporal y resolucidn espacial bajo observacién en el
microscopio de epifluorescencia. Debido a la fluorescencia intrinseca de varios componentes celulares
(autofluorescencia) es deseable que el fluréforo posea una longitud de onda de excitaciéon mayor. Es asi que
hemos seleccionado derivados de xanteno como fluoréforo, con longitudes de onda de excitacion mayores a
500 nm de manera de no solaparse con la autofluorescencia (17).

En el presente proyecto nos planteamos el desarrollo de Red-B, como una nueva sonda fluorescente con
propiedades espectroscopicas optimas para la deteccidn de peroxinitrito in vitro, in cellula, e in vivo. Red-B
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mejorarad las limitantes que posee la FI-B debido al efecto batocrémico del primero hacia mayores
longitudes de onda respecto al fluordforo de fluoresceina. Se trabajard en el diseno, sintesis y
caracterizacion de dos sondas fluorescentes Red-B Iy su andlogo con eléngacidn del sistema conjugado
Red-B II. Dichas sondas derivadas de xanteno acoplan un dcido o éster bordnico capaz de reaccionar
rdpidamente con peroxinitrito dando el correspondiente producto hidroxilado fluorescente con emisiéon a
longitudes de onda mayores a 500 nm. Se hard una caracterizacién completa de ambas moléculas y la que
cumpla con las propiedades deseadas serd la candidata para continuar con los estudios in vivo. El
desarrollo de la nueva sonda para peroxinitrito contribuird al avance de varias lineas de investigacion de
nuestro laboratorio (interaccidén hospedero-patégeno, disfuncién mitocondrial, enferemedades
neurodegenerativas, entre otras). En colaboraciéon con el Grupo de Complejidad Molecular y Desarrollo de la
Unidad de Gendmica Avanzada del CINVESTAV, México, se utilizard la sonda seleccionada Red-B I o Red-B
II para su aplicacién en un organismo modelo de regeneracion de tejidos como el Ambystoma mexicanum, o
ajolote. Dicho organismo es uno de los modelos en el estudio de la regeneracion de extremidades mads
usado en el mundo, dada su alta capacidad regenerativa. El trabajo en colaboracion permitié conocer que
en etapas tempranas del proceso de regeneracién hay un aumento en la produccién de «NO utilizando la
sonda comercial DAR-2. Si bien DAR-2 reacciona con *NO, no se descarta la posibilidad que también
reaccione con peroxinitrito y otros perdxidos como ya fue reportado para la sonda andloga DAF (18). Debido
a esto, y de manera de poder profundizar en los mecanismos sobre la produccién y el rol de los oxidantes
durante la regeneracion de tejidos, es fundamental la sintesis de sondas especificas y sensibles que
permitan discriminar entre éstos oxidantes. Los esfuerzos para el desarrollo de éstas sondas son
escenciales y permitirdn establecer el rol de los oxidantes producidos durante el proceso de regeneracion
de tejidos, 6rganos y extremiades de gran importancia en biomedicina.

Existen numerosos ejemplos exitosos de transferencia tecnoldgica del desarrollo de sondas de deteccidn
generadas en la academia, que actualmente son comercializadas por fabricantes multinacionales. Debido a
la gran utilidad de los boronatos, recientemente estos compuestos se han incorporado a los catdlogos de
productos quimicos de empresas lideres tales como Cayman Chemicals. Por ejemplo, el dcido cumarin-7-
borénico (CBA) descrito como una sonda fluorescente para la deteccidon de peroxinitrito por el grupo del Dr.
Kalyanaraman (Free Radical Research Center, Medical College of Wisconsin, EEUU), es actualmente
comercializada por Cayman Chemicals (https://www.caymanchem.com/product/14051/coumarin-boronic-
acid).

Otros ejemplos de boronatos desarrollados en la academia para la deteccion de perdxido de hidrégeno
(H202) y actualmente comercializadas por Cayman Chemicals son: FBBBE
(https://www.caymanchem.com/product/14606) descrita por el grupo de investigacion del Dr. Cohen
(Department of Chemistry and Biochemistry, University of California, EEUU), o MitoB reportada para la
deteccidn intramitocondrial de H202 por el Dr. Murphy (Medical Research Council Mitochondrial Biology Unit,
Cambridge, UK) (https://www.caymanchem.com/product/17116). Red-B podria ser candidata a una potencial
patente de invencién nacional dada su novedad y Gtil aplicacion en el estudio de fendmenos bioldgicos de
gran importancia biomédica. Asociarse desde la academia con empresas lideres en venta de productos
guimicos nos permitiria poder comercializar esta herramienta y hacer que sea accesible a un mayor
numero de usuarios que puedan aplicar esta tecnologia para el avance del conocimiento en biomedicina.

Existe una alta demanda en el drea de la biomedicina de contar con métodos sensibles, conocidos y
confiables para un correcto y riguroso entendimiento del sistema en estudio tanto in vitro como in vivo. En
este contexto, dada la relevancia del desarrollo de técnicas de deteccion, y la generacidon de moléculas
nuevas como herramientas que nos permiten visualizar fenomenos bioldgicos, el presente proyecto se
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enfoca en abordar este tema.

Este trabajo se centrard en el desarrollo de una sonda molecular fluorescente derivada de boronatos (Red-
B), disefiada como una herramienta para la deteccién de especies reactivas de relevancia bioldgica con
Optimas propiedades espectroscdpicas tales que permitan su utilizacién en bioimagenologia de procesos
redox en sistemas vivos.

Esta herramienta tendrd alcance y aplicacidn desde las Ciencias Bdsicas, para en el entendimiento de los
mecanismos moleculares involucrados en diferentes procesos redox, hasta la Ingenieria de Tejidos y
Medicina Regenerativa, los que aplicardn de manera directa los conocimientos técnicos generados. Serd de
suma utilidad para los integrantes de nuestro grupo, permitiéndoles avanzar en sus investigaciones y
aportando al desarrollo de otras tesis. Ademds, permitird la colaboracidn con diferentes grupos de
investigacidn nacionales, de la regién e internacionales. Asimismo, Red-B podria ser candidata a una
patente de invencion nacional dada su novedad y util aplicacion en el estudio de fendmenos bioldgicos.
Potenciar la transferencia tecnoldgica desde la academia hacia empresas lideres en venta de productos
guimicos nos permitiria poder comercializar esta herramienta y hacer que sea accesible a un mayor
numero de usuarios que puedan aplicar esta tecnologia para el avance del conocimiento en biomedicina.
Por lo tanto el Objetivo general del presente proyecto es: Desarrollo de una sonda molecular fluorescente
derivada de boronatos (Red-B), disefiada como una herramienta para la deteccidn de especies reactivas de
relevancia bioldgica, con dptimas propiedades espectroscopicas, tales que permitan su utilizacion en
bioimagenologia de procesos redox en sistemas vivos.

Metodologia/Disefo del estudio

Actividad 1.

Diseno, sintesis y elucidacidn estructural

Serie L.

La ruta sintética disenada para la obtencion de Red-B I involucra 5 pasos de reaccion. En primer lugar,
partiendo de 3-N,N-dietilaminofenol se hace reaccionar con bis(2,4,6-tricloro)malonato dando 7-dietilamino-
4-hidroxicumarina (19), la cual se somete a hidrélisis en medio dcido para obtener acetofenona (17).
Tratamiento de la acetofenona con resorcinol en medio dcido rinde el compuesto derivado de xanteno (17).
Para la obtencion del monotriflato se utiliza N-fenil-bis(trifluorometansulfonimida) como agente triflante y
DIPEA (N,N-diisopropiletilamina) como base (7), posteriormente se somete a borilacién bajo condiciones de
acoplamiento de Suzuki-Miyaura con bis(pinacolato)diboro, en medio bdsico con catalizador de Pd para dar
el compuesto de interés Red-B I (20).

Alternativamente, se trabajard en la Serie II para obtener el derivado Red-B II.

Serie II.

En primera instancia se parte del dcido (2-bromometil)fenil bordnico comercial para obtener el
correspondiente benzaldehido del dcido fenilborénico utilizando nitrato de sodio como oxidante en medio
bdsico (21). Posteriormente, se hace reaccionar el con el dcido formil-fenilborénico en anhidrido acético
rinde para dar Red-B II (17).

Cada uno de los compuestos intermedios y los compuestos finales de interés, serdn caracterizados
estructuralmente mediante técnicas de espectroscopia de RMN (1H, 13C, COSY, HSBC, HSQC) y
espectrometria de masas (IE).

Actividad 2. Caracterizacidn fisicoquimica y cinética
2.1 Evaluacién de las propiedades espectroscépicas
Una vez obtenidos los compuestos de interés Red-B I y II evaluaremos sus propiedades espectroscépicas
(longitud de onda de excitacion/emision, y rendimiento cudntico), y la reactividad frente a peroxinitrito. Para
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ello se determina la emisidon de fluorescencia tras la oxidacion de Red-B por adiciones sucesivas de
peroxinitrito (0-500 uM), evaluando el aumento de la fluorescencia emitida utilizando un espectrofluorimetro.
Los rendimientos de oxidacidn serdn obtenidos utilizando curvas de calibraciéon de concentraciones
conocidas de los productos oxidados fluorescentes Red-OH I o Red-0OH II respectivamente.

2.2 Oxidacion de Red-B por oxidantes de relevancia bioldgica: Andlisis cinético

Se determinardn las constantes cinéticas (k) de la reaccién de Red-B I y II con peroxinitrito y otros
oxidantes nucleofilicos presentes en medios bioldgicos (HOCL, H202) bajo condiciones de pseudo-primer
orden (exceso de 10 veces de sonda sobre el oxidante), a 25°C y 37°C a pH 7.4. Se realizard la técnica de
cinética rapida de flujo detenido para la determinacion la k de peroxinitrito con Red-B Iy II (7).

Para cada concentracidn de compuesto se mide la fluorescencia en funcién del tiempo y se ajusta a una
exponencial simple, obteniendo una constante cinética observada kobs para cada concentracién de
compuesto. Las kobs obtenidas, se grafican en funcién de la concentracion ajustdndose a una recta cuya
pendiente es la k cinética de la reaccion.

2.3. Efecto del oxigeno sobre la fluorescencia y estabilidad con pH.

Se estudiard la estabilidad de los fluoréforos sintetizados frente al oxigeno, midiendo la respuesta de
fluorescencia frente a distintas presiones parciales de oxigeno. Ademds, se estudiard la respuesta
fluorescente y su estabilidad frente a cambios de pH.

Actividad 3. Caracterizacion bioldgica

3.1 Ensayo de Citotoxicidad

Antes de evaluar la utilidad de Red-B Iy II en la deteccidon de peroxinitrito en modelos celulares, se
realizardn ensayos de citotoxicidad en macroéfagos. Se incuban a las células con diferentes concentraciones
de los compuesto (1-1000 uM) por 24 h y posterior evaluacion de: i) morfologia celular; ii) incorporacién de
ioduro de propidio (pérdida de la integridad de la membrana plasmatica) por citometria de flujo y iii) por
determinacion de la actividad de deshidrogenasas dependientes de flavinas mediante la reduccion de la sal
de tetrazolium MTT (bromuro de 3-(3,4-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) midiendo la absorbancia a 570
nm (22).

3.2 Deteccidn de peroxinitrito en un modelos celulares.

Se evaluard la capacidad de Red-B Iy II para la deteccién de peroxinitrito producido endégenamente en un
modelo de macréfagos de linea celular J774A-1 estudiado en nuestro laboratorio (23). Los macréfagos serdn
activados con IFN-gamma;/LPS para la produccién de «NO dependiente de la iNOS (400 unidades mL-1y 8
ug mL-1respectivamente) durante 5 horas y luego con un éster de forbol (PMA 4 ugmL-1) para la formaciéon
de 02«— a través de la NADPH oxidasa, en presencia de la sondas sondas Red-B I y II (concentracion a
definir en los ensayos de citotoxicidad). Se medird la oxidacidn de la sonda en un fluorimetro de placas a
37°C durante 1 hora. Como controles se utilizaran los macréfagos sin activar, o estimulados para producir
uno solo de los precursores de peroxinitrito (02e— o «N0O), asi como también macraéfagos tratados con el
inhibidor de la sintesis de «NO, L-NAME (10 mM).

Por otro lado se evaluard la oxidacidn de Red-B en un modelo de infeccién por Trypanosoma cruzi, ya que
los pardsitos desencadenan una respuesta oxidativa en los macréfagos (24). Brevemente, los macroéfagos
serdn inmunoestimulados para la induccion de la iNOS, y posteriormente infectados con tripomastigotas de
T. cruzi (forma infectiva) precargados con la sonda durante 30 min en dPBS, a la vez. El curso temporal de
la oxidacidn Red-B se seguird en el lector de placas de fluorescencia a 37°C. También se analizard y
cuantificard la fluorescencia obtenida por citometria de flujo. Por dltimo, los macréfagos se analizardn por
microscopia de epi-fluorescencia para evaluar la fluorescencia obtenida en las diferentes condiciones a
nivel del pardsito internalizado.
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3.3 Bioimagenologia en un modelo in vivo de regeneracién de tejidos.

En colaboracion con el Grupo de Complejidad Molecular y Desarrollo de la Unidad de Gendmica Avanzada
del CINVESTAV, México se evaluard la sonda seleccionada Red-BlI o Red-B II para su aplicacién en un
modelo animal. Se utilizardn ajolotes de 2 a 3 cm de longitud los que se incubardn durante toda la noche en
presencia la sonda Red-B, posteriormente, los animales se anestesian con benzocaina al 0,001%, y
analizados por microscopia de fluorescencia confocal para evaluar la oxidacién de la sonda in vivo,

donde se toman registros a diferentes tiempos antes y después de la amputacion de la cola (25, 26). Como
control se incubard previamente a los animales con inhibidores de la NOS (L-NAME) para inhibir la sintesis
de «NO.

Resultados, andlisis y discusidn

Actividad 1. Sintesis y elucidacidn estructural de Red-B Iy Red-Ox I

La sonda Red-B I fue sintetizada siguiendo la ruta sintética mostrada en el Esquema 1 (ANEXO). En primer
lugar se hace reaccionar 3-N,N-dietilaminofenol con bis(2,4,6-tricloro)malonato dando 7-dietilamino-4-
hidroxicumarina 1 (R = 50%). Este Gltimo se hidroliza en medio dcido para obtener el derivado acetofenona 2
con rendimiento cuantitativo (R >99%). Luego se hace reaccionar a 2 con resorcinol para dar el derivado de
xanteno 3, el cual se precipita como sal de perclorato (R = 17%). La incorporacion del agrupamiento triflato
sobre el derivado 3 no fue posible a partir de la sal, como se describe mds adelante, por lo que a este
derivado se le agrega bicarbonato de sodio para obtenerlo como amina libre. Posteriormente se realiza la
reaccion de incorporacion del agrupamiento triflato utilizando N-fenil-bis-(trifluorometansulfonimida) como
agente triflante dando el derivado 5 (R = 29%). Posteriormente, se somete a borilacién con
bis(pinacolato)diboro, dando asi el compuesto de interés Red-B I (R = 18%).

El fluréforo Red-OxI (el correspondiente producto hidroxilado del éster bordnico Red-B I) se sintetiz6 para
su posterior caracterizacion. Para esto se lleva a pH bdsico al derivado 3, utilizando bicarbonato de sodio
como base obteniendo la amina libre, la cual precipita como un sélido rojo llamado Red-0xI, Esquema 2
(ANEXO).

Cada uno de los compuestos intermedios y los compuestos finales de interés , fueron caracterizados
estructuralmente mediante técnicas de espectroscopia de RMN (1H, 13C, COSY, HSBC, HSQC) y
espectrometria de masas (IE). En la Figura 1 (ANEXO) se muestra el espectro obtenido de TH-RMN de Red-B
I y Red-OxI.

Si bien Red-B I fue sintetizado con éxito, la masa obtenida (unos pocos miligramos) se utilizé en su totalidad
para la caracterizacion inicial incluyendo los ensayos in vitro (como se detalla mas adelante). Por este
motivo, fue necesario sintetizar un nuevo lote, escalando a mayores cantidades, con el fin de disponer de
suficiente masa para los andlisis in cellula e in vivo previstos. Para lograr este escalado, se exploraron
nuevas condiciones de reaccion de manera de mejorar los rendimientos finales. En primer lugar,
exploramos la posibilidad de armar el heterociclo de xanteno a partir de 1,4-dietilamino-2-hidroxi-
acetofenona y resorcinol mono-sustituido por un ester borénico, como muestra la Figura 2 (ANEXO). La
sintesis del derivado acetofenona ya fue puesta a punto anteriormente, obteniendose en buenas cantidades.
Para la obtencion del derivado de ester bordnico (Figura 3, ANEXO) se hace reaccionar resorcinol con un
agente triflante para obtener el correspondiente derivado 3-hidroxifenil-trifluorometanosulfonato 1a, segin
se muestra en la Tabla 1. Una vez obtenido el derivado monotriflado se lo traté con bis(pinacolato)diboro en
presencia de catalizador de Pd y base, segin se muestra en la Tabla 2. El producto 2a es aislado a partir
de una TLC preparativa con un bajo rendimiento (R=2%). Por lo cual se decide no continuar explorando esta
ruta.
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A continuacion, se procede a la sintesis del heterociclo xanteno 3 (Fig. 4 ANEXO) mediante la ruta sintética
inicialmente planteada partiendo de 3-N,N-dietilaminofenol mediante tres pasos de reaccion escalando a
mayores cantidades para contar con mas masa y asi poder explorar los siguientes pasos de reaccion. La
incorporacion del agrupamiento triflato y posterior borilacidn, son las reacciones mds sensibles al escalado
por lo que se exploran varias condiciones de reaccién para mejorar su eficiencia como se describen las
Tablas 3y 4, (ANEXO).

Paralelamente, se trabajé en la sintesis de Red-B II, a partir de 3 y dcido o-/p- formil-fenilborénico en
anhidrido acético sin éxito, por lo que se decide explorar un nuevo fluoréforo Red-0X III para estudiar sus
propiedades. El fluoréforo RedOxIII se obtuvo a partir de la reaccién de Red-OxI con p-dimetilamino-
benzaldehido en medio dcido (R= 66%), Figura 5, ANEXO. Proximamente este se tratard con un agente
triflante para luego incorporar un éster borénico formando asi Red-BIII.

Actividad 2. Caracterizacidn fisicoquimica y cinética

2.1 Evaluacion de las propiedades espectroscépicas de los fluoréforos Red-0x I y Red-Ox III.

Se determinaron las propiedades espectroscdpicas de los fluoréforos Red-Ox I y Red-0x III, como se
muestra en la Figura 6 y 7 ANEXO.

Red-0xI muestra buenas propiedades espectroscépicas(lamda exc= 511nm; lamda em= 538nm , QY= 0,092,
epsilon= 67000 M-1.cm-1. Red-OxIII también fue caracterizado espectroscépicamente mostrando mayores
longitudes de onda y menor rendimiento cudntico y absortividad molar (lamda exc= 530nm; lamda em=
565nm , QY= 0,045, epsilon= 7133 M-1.cm-1).

Determinacion del tiempo de vida media (Tau) de Red-OxI: Se determiné el tiempo de vida media de la
fluorescencia (tau) que es el tiempo promedio que un fluoréforo permanece en su estado excitado antes de
emitir un foton. Se realizé un andlisis mediante Phase Delay Measurement, comparando con el fluoréforo de
fluoresceina a pH bdsico como como patroén (tauFluoresceina = 4.16 ns a pH 13). Los valores experimentales
de Red-OxI (5 uM, pH 7.42) se ajustan a un modelo exponencial de 3 tiempos discretos, obteniendo los
valores de tiempo de vida media TauF = (TauF1=0,29ns (44,25%); TauF2 =4,19ns (38, 13%), TauF3 = 1,3ns
(17,63%) Figura 7, ANEXO.

2.2 Oxidacion de Red-BI por oxidantes de relevancia bioldgica: Andlisis cinético

Una vez determinadas las propiedades espectroscopicas, se evallia la reactividad de la sonda Red-B I
frente a peroxinitrito (ONOO—) y peroxido de hidrégeno (H202). Para ello se determina la emision de
fluorescencia tras la oxidacién de Red-B I por adiciones sucesivas de peroxinitrito, o peréxido de
hidrogeno, respectivamente, evaluando el aumento de la fluorescencia emitida, Figura 8 ANEXO.
Determinamos las constantes cinéticas de la reaccién de Red-B I con perdéxido de hidrégeno (H202) a 25°Cy
37°C a pH 7.4 bajo condiciones de pseudo-primer orden, Figura 9, ANEXO. La reactividad del Red-BI con
oxidantes biolégicamente relevantes mostré un comportamiento comparable al de sondas derivadas de
boronatos descritos previamente. Se determiné una constante de velocidad de k = 0,58 M-1s-1a 250C y 4,70
M-1s-1a 370C para el H202, mientras que se obtuvo una k estimada mayor a 1E5 M-1s-1 para el peroxinitrito
apH 74y 25 °C, Tabla 6 ANEXO.

2.3. Efecto del oxigeno sobre la fluorescencia y estabilidad con pH

Dado que el 02 actiia como uno de los principales agentes "apagadores” de la fluorescencia, atenuando su
intensidad mediante distintos mecanismos, se evalué la respuesta fluorescente de los fluoréforos Red-OxI y
Red-Ox III frente a diferentes presiones parciales de oxigeno (p02). Se realizaron curvas de calibracién de
Red-OxI (0 -0.33-0.46-0.73-0.96 -1.23 - 2.72uM) expuestas a distintas p02 (2, 6, 21%); lamda exc=
51nm; lamda em= 538nm, y de Red-OxIII (0 -5-10-15 - 20 - 25 - 30uM) expuestas a distintas p02 (2, 6,
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21%); lamda exc= 530nm; lamda em= 565nm. Las pendientes obtenidas se comparan con la pendiente
calculada a partir de curvas de calibracion del fluoréforo de referencia fluoresceina (FI) (0 — 0,2 — 0,5uM)
expuestas a distintas p02 (2, 6, 21%); lamda exc= 490nm; lamda em= 520nm. Figura 10, ANEXO. Ambos
fluoroforos Red-0xI y Red-OxIII no muestran efecto quenching por el oxigeno de forma significativa a
concentraciones estudiadas, lo que le otorga una ventaja a los nuevos fluoréforos Red-OxI y Red-Ox III, a
diferencia de otros fluoréforos comunmente utilizados que presentan una alta variabilidad con las
diferentes pO2 haciendo que la respuesta fluorescente no sea lineal con la concentracién del analito.

Posteriormente, se estudio la estabilidad de los fluoréforos Red-B Iy Red-B III frente a cambios de pH y se
determinaron sus valors de pKa, Figura 11, ANEXO. Se determiné para Red-0OxI y Red-OxIII un valor de pKa
=(5,68 £ 0,59) y (4,88 + 0,24) respectivamente.

Ademds, evaluamos la dependencia de la fluorescencia con los cambios de pH, comparando Red-OxI y Red-
Ox III con fluoresceina (Fl) como uno de los fluoréforos de referencia, mostrando Red-Ox I y Red-Ox III
buena estabilidad en el entorno de pH fisioldgico, Figura 11, ANEXO.

Actividad 3. Deteccion de peroxinitrito en modelos celulares

Se evalud la capacidad de Red-BI para detectar la produccién enddégena de peroxinitrito en la respuesta
oxidativa de macréfagos como modelo celular de inflamacién. Los macréfagos de la linea celular J774A-1,
fueron inmunoestimulados para la induccién de iNOS (IFN-gamma;/LPS para la produccién de «NO
dependiente de la iNOS, 400 unidades mL-1y 8 ug mL-1 respectivamente, durante 5 horas y luego con un
éster de forbol (PMA 4 ugmL-1), para la produccién enddgena de 02--). Se logro evidenciar por oxidacion de
Red-BI un flujo enddgeno de produccion de peroxinitrito por durante 30 minutos. Figura 12, ANEXO.

Conclusiones y recomendaciones

En el marco del presente proyecto desarrollamos una sonda fluorescente roja (Red-BI) derivada de éster
borénico acoplada a xanteno para la deteccidn selectiva de peroxinitrito, un agente oxidante y nitrante de
gran relevancia bioldgica. Red-BI fue sintetizada con éxito en 5 pasos de reaccién con moderado
rendimiento global. El fluoréforo correspondiente (Red-OxI) también fue sintetizado y caracterizado
exhautivamente mostando buenas propiedades espectroscépicas para su aplicacién en técnicas
fluorescentes y bioimagenologia (lamda exc= 511nm; lamda em= 538nm, TauF = (tauF1=0,29ns (44,25%);
tauF2=4,19ns (38, 13%), tauF3=1,3ns (17,63%), QY= 0,092, epsilon= 67000M-1. cm-1,

Paralelamente, sintetizamos un floréforo andlogo pero con elongacion del sistema conjugado Red-OxIII, que
también fue caracterizado espectroscépicamente mostrando mayores longitudes de onda y menor
rendimiento cudntico y absortividad molar (lamda exc= 530nm; lamda em= 565nm, QY= 0,045, epsilon= 7133
M-1.cm-1 que Red-Ox L.

Se determiné 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 fisioldgico. Ambos fluoréforos Red-OxI y Red-OxIII no muestran
efecto quenching o apagamiento por el oxigeno de forma significativa a concentraciones estudiadas. Esta
caracteristicas representan una ventaja significativa frente a otras sondas fluorescentes que se utilizan
habitualmente y que suelen ser sensibles a estas condiciones. Estas caracteristicas hacen posible avanzar
hacia una deteccion celular mas precisa del peroxinitrito, aportando ademds nuevos conocimientos sobre el
rol del oxigeno en la generacidn de especies oxidantes dentro del microambiente celular.

La reactividad de Red-BI con oxidantes biolégicamente relevantes mostré un comportamiento comparable
al de sondas derivadas de boronatos descritos previamente. Se caracterizé la reactividad de Red-BI con
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H202 y se determinaron las constantes cinéticas a pH=7,4 k25°C=(0,58 + 0,07)M-1s-1, k37°C=(4,70 + 0,35) M-
1s-1 para H202, mientras que se obtuvo una k estimada mayor a 1E5 M-1s-1 para peroxinitrito a pH 7,4 y 25
°C.

La sonda Red-BI muestra reactividad con ONOO- de forma dosis-dependiente, con un rendimiento estimado
de 88%.

Actualmente, se estd finalizando el escalado de la sintesis para obtener cantidades suficientes de los
compuestos, lo que permitira evaluar su toxicidad celular y continuar posteriormente con ensayos in vivo en
colaboracién con el Grupo de Complejidad Molecular y Desarrollo de la Unidad de Gendmica Avanzada del
CINVESTAV, México donde se evaluardn en modelos animales tal como estaba inicialmente planteado.
Estudios posteriores nos permitirdan validar la sonda como una herramienta para evaluar la formacion de
peroxinitrito en modelos celulares adaptados a un amplio rango de pO2 a través de métodos
espectroscopicos y de microscopia.

Por lo tanto, en este proyecto se generaron nuevos conocimientos asociados al desarrollo de nuevas sondas
fluorescentes, las cuales presentan potencial de proteccién mediante herramientas de propiedad
intelectual. En el presente trabajo se desarrollaron y se continta validando sondas fluorescentes para
aplicaciones en bioimagenologia de procesos redox. Ademads, el estudio exhaustivo de las moléculas
desarrolladas nos permitié identificar propiedades relevantes: los fluoréforos sintetizados no presentan
apagamiento por oxigeno en las concentraciones estudiadas y muestran una alta estabilidad frente a
variaciones de pH, a diferencia de las sondas fluorescentes cominmente utilizadas. Estas caracteristicas
abren nuevas posibilidades para el estudio de fendmenos oxidativos en rangos fisiolégicos de presion
parcial de oxigeno (p02: 2-15%), los cuales difieren significativamente de las condiciones estandar de
laboratorio (20—21%). Por lo tanto, el proyecto aporta herramientas novedosas para la generacién de nuevos
conocimientos sobre el rol del oxigeno en la generacion de especies oxidantes dentro del microambiente
celular, con potencial impacto cientifico y tecnolégico.

Los resultados obtenidos en el marco de este proyecto fueron presentados en un total de nueve eventos
cientificos (nacionales e internacionales) con excelentes criticas, el trabajo fue ganador de un premio de un
organismo internacional de referencia en el drea de la biologia redox (Travel award otorgado por la Society
for Redox Biology and Medicine para exponer los resultados en la 32nd Annual Conference en Washington
DC, EEUU 2025) y forma parte del estudio de posgrado de la estudiante Josefina Pereyra (Maestria
académica por el programa ProlInBio).
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