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RESUMEN 

Este proyecto se focalizó en la medición de la capacidad antioxidante en células vivas mediante el uso 

del biosensor HyPer. Para tales efectos, el manejo de técnicas de cultivo celular e imaging fue esencial. 

El biosensor está genéticamente codificado y fue usado en su forma adenoviral para introducirlo en dos 

líneas celulares endoteliales, EOMA y TIME, mediante infección. Su respuesta fue evaluada 

cinéticamente frente a pulsos de H2O2. Los resultados indican que las velocidades de incremento ( i) y 

recuperación ( r) frente a H2O2 (50M) fueron,  i=0.13±0.02min
-1  

y  r=0.04±0.004min
-1

 para EOMA 

y  i=0.14±0.01min
-1  

y  r=0.03±0.002min
-1

 para TIME. Los resultados del efecto de los tratamientos 

con antioxidantes, tales como ácido ascórbico (100M) y  EUK-134 (10nM, 100nM, 1M y 10M), 

medidos con HyPer, indican que estos influyeron positivamente en la capacidad antioxidante 

intracelular, ya sea aminorando el impacto celular frente a un reto oxidativo o acelerando la reducción 

de proteínas oxidadas. Complementariamente, HyPer fue expresado y registrado en tres 

compartimentos subcelulares, citoplasma, mitocondrias y retículo endoplasmático, todos ellos con 

diferentes propiedades redox. Además, evaluamos el impacto de la inhibición farmacológica de las 

tiorredoxinas en la recuperación del biosensor y se demostró que la tasa de recuperación de HyPer era 

independiente del pH intracelular. 
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Resumen 

 

 

Este proyecto se focalizó en la medición de la capacidad antioxidante en células vivas 

mediante el uso del biosensor redox, HyPer. Para tales efectos, el manejo de técnicas de 

cultivo celular e imaging fue esencial. El biosensor está genéticamente codificado y fue usado 

en su forma adenoviral para introducirlo en dos líneas celulares de endotelio, EOMA y TIME, 

mediante infección. Su respuesta fue evaluada cinéticamente frente a pulsos de H2O2. Los 

resultados indican que las velocidades de incremento ( i) y recuperación ( r) frente a H2O2  

(50M) fueron,   i= 0.13 ± 0.02 min
-1  

y  r= 0.04 ± 0.004 min
-1

 para EOMA y  i= 0.14 ± 0.01 

min
-1  

y  r= 0.03 ± 0.002 min
-1

 para TIME. Los resultados del efecto de los tratamientos con 

antioxidantes, tales como ácido ascórbico (100M) y EUK-134 (10nM, 100nM, 1M y 

10M), medidos con HyPer, indican que estos influyeron positivamente en la capacidad 

antioxidante del microambiente intracelular, ya sea aminorando el impacto celular frente a un 

reto oxidativo o acelerando la reducción de proteínas oxidadas. Complementariamente, HyPer 

se expresó y se registró en tres compartimentos subcelulares, citoplasma, mitocondrias y 

retículo endoplasmático, todos ellos con diferentes propiedades redox. Además, evaluamos el 

impacto de la inhibición farmacológica de las tiorredoxinas en la recuperación del biosensor y 

se demostró que la tasa de recuperación de HyPer era independiente del pH intracelular. 
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Summary 

 

 

This project is focused on the measurement of antioxidant capacity in living 

endothelial cells using the redox biosensor, HyPer. For such purposes, the management of cell 

culture techniques and imaging were essential. The biosensor is genetically encoded and it 

was used in its adenoviral form for its expression in two endothelial cell lines, EOMA and 

TIME, by infection. Its response was evaluated kinetically against pulses of H2O2. The results 

indicate that rates of increase ( i) and recovery ( r) against H2O2 (50M) were ,   i= 0.13 ± 

0.02 min
-1  

y  r= 0.04 ± 0.004 min
-1

 for EOMA and  i= 0.14 ± 0.01 min
-1  

y  r= 0.03 ± 0.002 

min
-1

 for TIME. The results of the effect of the treatment with antioxidants, such as vitamin C 

(100M) and EUK-134 (10nM, 100nM, 1M y 10M), measured with HyPer, indicate that 

these influenced positively the antioxidant capacity of the intracellular microenvironment, 

either diminishing the impact upon a oxidative challenge or accelerating the reducing activity 

on oxidized proteins. Complementarily, HyPer was expressed and was recorded in three 

subcellular compartments, cytoplasm, mitochondria, and endoplasmic reticulum, all of them 

with different redox properties. Furthermore, we evaluated the impact of pharmacological 

inhibition of the thioredoxins in the recovery of the biosensor and was demonstrated that the 

rate of recovery of HyPer was independent of the intracellular pH. 

 

Keywords: Biosensor, redox, H2O2, living cells, antioxidants. 
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