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¢, Sabemos gue son los Radicales
Libres?
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¢, Sabemos gque son los Radicales Libres?







Modelo Atdbmico de
Dalton

Atomos de azufre

Agua: compuesto de
hidrogeno y oxigeno
(siempre en la relacion: 2

P atomos de H por 1 de- Q)

Cloruro de hidrégeno:
compuesto de cloro e
hidrogeno (siempre en la
relacion: 1 atomo de Cl
por 1 de H)




Modelo Atdbmico de
Thomson
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MODELO DE BOHR

Guinto nivel con 4 sub-nivelas
de 2, 6, 10 y14 electrones

Cuarla nivel con 4 sub-niveles
de 2, 6, 10 y 14 electrones

Tercer nivel con 3 sub-niveles
de 2, 6y 10 electrones

undo nivel con 2
Subniveles de 2y 6
electrones

. Primer nivel se
| permiten 2 electrones

Las capas de elctrones se agrupan
por niveles, estos a su vez contienen
sub-niveles




MODELO CUANTICO
ONDULATORIO ACTUAL




MODELO CUANTICO
ONDULATORIO ACTUAL
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describe el tamano del orbital, por
ejemplo: los orbitales para los cuales n=2 son mas grandes que aquellos
para los cuales n=1. Puede tomar cualquier valor entero empezando
desde 1: n=1, 2, 3, 4, etc.

describe la forma del orbital atomico.
Puede tomar valores naturales desde 0 hasta n-1 (siendo n el valor del nUmero cuantico
principal).

Por ejemplo si n=5, los valores de | pueden ser: 1=0, 1,2, 3, 4.

Siguiendo la antigua terminologia de los espectroscopistas, se designa a los orbitales
atomicos en funcion del valor del nUmero cuantico secundario, |, como:

| =0 orbital s (sharp)
| =1 orbital p (principal)
| =2 orbital d (diffuse)
| =3 orbital f (fundamental)
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, determina la orientacion espacial del

orbital.
Se denomina magnético porque esta orientacion espacial se acostumbra a

definir en relacion a un campo magnético externo.
Puede tomar valores enteros desde -I hasta +l. Por ejemplo, si I=2, los
valores posibles para m son: m=-2,-1,0, 1, 2

solo puede tomar dos valores:
+1/2 'y -1/2.

. “ El electrdn
se comprorta como si
estuviera giramndo sobre un eje
gue pasa por su centro. Este
espin o giro electronico
Senera un Campo magnetico
cuya direccidon depende del
sentido de la rotacidon. Las
dos direcciones de rotacidn
corresponden a los dos
Prosibles valores del mnamero
cuantico de espin, 7.




ORBITALES Y NUMEROS
CUANTICOS

ORBITALES S ORBITALES P ORBITALES D ORBITALES F

m=-3, -2, -1, 0, +1,

m=-2, -1, 0, +1, +2 o 13

un orbital s tres orbitales p cinco orbitales d siete orbitales f
en una subcapa s en una subcapa p en una subcapa d en una subcapa f




La imagen de los orbitales empleada habitualmente consiste en una
representacion del orbital mediante superficies limite que engloban
una zona del espacio donde la probabilidad de encontrar al electron
es del 99%.

La extension de estas zonas depende basicamente del numero
cuantico principal, n, mientras que su forma viene determinada por el
ndmero cuantico secundario, .




ORBITALES S

(I=0) tienen forma esférica. La extension de este orbital
depende del valor del numero cuantico principal; asi un orbital 3s tiene la
misma forma pero es mayor que un orbital 2s




ORBITALES P

(I=1) estan formados por dos lobulos idénticos que se
proyectan a lo largo de un eje. La zona de union de ambos I6bulos coincide
con el nucleo atomico.

Hay tres orbitales p (m=-1, m=0 y m=+1) de idéntica forma, que difieren
s6lo en su orientacion a lo largo de los ejes X,y 0 z




En un atomo no puede haber dos electrones con los cuatro numero
cuanticos iguales.

Los tres primeros numero cuanticos, n, | y m determinan un orbital
especifico. Dos electrones, en un atomo, pueden tener estos tres
ndmeros cuanticos iguales, pero si es asi, deben tener valores
diferentes del numero cuantico de espin.

Podriamos expresar esto diciendo lo siguiente: en un orbital
solamente puede estar ocupado por dos electrones y estos
electrones deben tener espines opuestos.




Al llenar orbitales de igual
energia (los tres orbitales p, los
cinco orbitales d, o los siete
orbitales f) los electrones se
distribuyen, siempre gue sea
posible, con sus espines
paralelos, es decir,
desapareados.

Ejemplo: La estructura
electronica del ;N
es: 1s2 2s2 2px1 2pyl 2pzl .

La del ,,Ne
es: 1s2 2s2 2px2 2py2 2pz2










1. Definicion y Propiedades de los radicales libres
 Oxiradicales y especies de oxigeno reactivas (ROS)




'DEFINICION DE RADICAL LIBRE

Un radica libre es cualguier especie gue contieneia o mas
electrones desapareadaxzupando un orbital atomico o melecular
POr SI MISMO.

2p

T

Diagrama de cajas Diagrama de puntos de Lewis

Segun la definicion el oxigeno molecular seria unrddical ya que
tiene dos electrones desapareados en orbitales p.

Estos electrones desapareados tienen momentos dmgaralelos.
Debido a esta restriccion del spin la molecula dexmeno no se
comporta como un radical y presenta una menor reastidad.




'DEFINICION DE RADICAL LIBRE

Un radica libre es cualguier especie gue contienea o mas
electrones desapareadascupando un orbital atomico o molecular

por si miIsmo.
AS 2p

L LT

Diagrama de cajas Diagrama de puntos de Lewis

Tienen un alta reactividad comparada con especie®madicales y

Uuna alta Inespecificidad (sen capaces de reaccionemn muchos
lipes de moléculas).

Relacionado con la Afinidad electronica del los emeentos




'DEFINICION DE RADICAL LIBRE

AFINIDAD ELECTRONICA

Energia

Diagrama de puntos de Lewis

Cantidad de energia desprendida cuando un atomo
gana un electron adicional. Es la tendencia de los
atomos a ganar electrones. La afinidad electronica
aumenta en los periodos hacia la derecha, y en los
grupos hacia arriba.




DEFINICION DE RADICAL LIBRE

Radicales libres
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'DEFINICION DE RADICAL LIBRE

Radicales oxigenados

Anion Superoxido
(un radical)

Radicales nitrogenados
N= O N=N:

Oxido Nitrico Nitrégeno Molecular
(un radical)




2. Mecanismos de Formacion de Radicales
Oxidantes




Mecanismos de Formacion de Radicales
oxidantes

eReacciones de Transferencia de sReacciones de Transferencia de
Electrones Energia

— anién superoxido (Q ) — singlete oxigeno’Q,)

— peréxido de hidrégeno (HO,) — triplete carbonilo (°CO)
—radicales hydroxyl (HO)

— liporadicales alcoxilo (RO)

— liporadicales peroxilo (ROQO)




Mecanismos de Formacion de Radicales
oxidantes

Reacciones de Transferencia de Energia

Singlete oxigeno{0,)




Mecanismos de Formacion de Radicales
oxidantes

Reacciones de Transferencia de
Electrones

e

02 1)) 02'_ 1)) HzOz B HO" o HzO

Siempre ha de haber un
donador de electrones

Biomolecua




Reacciones de Transferencia de
Electrones

Anion Superoxido

O, i O,- P H,O, i HO® > H-,0

La adicion de un electron al oxigeno molecular condte a la formacion del
Radical anion Superdxido




Reacciones de Transferencia de
Electrones

Peroxido de Hidrogeno
El peroxido de hidrogeno se puede formar por:
adicion de dos electrones al oxigeno molecular

O, " H505

+2 H 2 e

adicion de un electron al anion superoxido




Reacciones de Transferencia de
Electrones

Radical Hidroxilo

El radical hidroxilo se forma por una reduccion deun electron
sobre el peroxido de hidrogeno

HO + ::C._):H

H:0-—0:H

+ le

H202$’ HO + HO_




Reacciones de Transferencia de
Electrones

H,O, i HO®" B> H,0

0—O0 H:0—0:H H:O

Oxigeno Anion Peroxido de Radical
molecular superoxide hidrégeno hidroxilo

Tiene dos Tiene un No tiene Tiene un
Electrones desapareadosElectron desapareado  Electrones desapareadosElectron desapareado
Es un diradical Es un radical No es un radical Es un radical
Menos reactiva debido
a restricciones de spin




Formacion de Oxido Nitrico

El oxido nitrico es generado por una enzima
—oxido nitrico sintasa (NOS-

NH,

O=0)

NH

CH), +NO +NADP”

Arginina Citrulina




Peroxinitrito

e Se forma por reaccion entre el anion superoxido J exido
nitrico formado por el enzima Oxido Nitrico Sintasa(NOS)

00 + :N=0: - :0=N::0-—0

O, = +NO: - ONOO-




Peroxidacion de lipidos

Los lipidos ricos en acidos grasos poli-msaturados son

susceptibles al ataque por radicales libres:
Iniciacion: Abstraccion de He por un oxidante

LH — L
Propagacion: Reacciéon en cadena de radicales libres organicos
Lol — 2V L)
LOO-+LH =—— LOOH +L:
Terminacion:
LOG+E00 —» L0 + LOH 0

Antioxidante: Interrupcion de cadena de radicales hibres

LOO + vitamina E —— LOOH + vitamina E (oxidada)




3. Reactividad guimica de los oxiradicales




Anion Superoxido

Se producen dos reacciones importantes en el funciongnto celuar:
» Desproporcionacion o dismutacicmeaccion del anion superoxido consigo mismay

O,—+ O,y-+ 2H" B H,0O, + O,

.0—0.- + -0—0,- —* H.O—QH + -0—0-
s e s SH+ s e s e

» Protonaciondel anion superoxido:formacion del radical hidroperoxilo

0y~ + H* P HOy:

60+ 1o G

*Es altamente selectivo y su atague es principalmenteées@s gupos FeS de las
proteinas que son muy labiles.




Peroxido de Hidrogeno

El peroxido de hidrogeno no es un radical libre yper sees muy poco reactivo.
Su reactividad en sistemas biologicos depende de dospedades

» Puede difundir a grandes distancias cruzando las membnas

» Reacciona con metales de transicion mediante rotut@molitica dando lugar

al altamente reactivo radical hidroxilo (Reaccion @ Fenton)

Fet* + H,0, Fet*+ + HO- + HO-




Radical Hidroxilo

El radical hidroxilo es el mas potente agente oxidde y reaccima

Indiscriminadamente con todas las biomoléculas.

La reactividad biogquimica del radical hidroxilo comprende dos
reacciones:
» Substraccion deHidrogeno

e Adicion

Puede actuar como Iniciador de la auto oxidacion digidos por
radicales libres y puede danar proteinas, acidos nuatcos y
carbohidratos cuando es generado en la proximidadedestas

moléculas.




Peroxinitrito

 El Peroxinitrito esta en rapido equilibrio de protonacion con el
acido peroxinitroso

ONOO~ —— ONOOH pKa=6.8

°* E| acido peroxinitroso puede descomponer a Hg NO,;

ONOOH —— [HO - NO,]

* Su reactividad guimica incluye oxidaciones y nitramnes
R+ NO,—— RNO,




Tipos de moléculas
fuertemente oxidantes

| Especies de Oxigeno
Radicales Reactivas

Superodxido (O 2¢ ) Peroxido de hidrogeno
Hidroxilo (HOs) (genera HO¢)
Hidroperoxilo (HOO¢) Ozono (O 3)

Radical alcoxilo (RO) Oxigeno Singlete (*O,)
Peroxilo (ROOs) Acido hipocloroso (HOCL)

Oxido nitrico ( NOe) Peroxinitrito (ONOO )




Nombre de la especie Simbolo
Oxigeno singlete 10,
Ozono O,
Peroxido de hidrégeno H.,O,
Anion superoxido O,
Hidroxilo -OH
Hidroperoxilo -OOH

Dioxido de nitrégeno NO,
Oxido nitrico NO
Oxido nitrico (radical) NO-
Peroxinitrito ONOO-

Alcoxilo RO-
Peroxilo ROO-
Aciloxilo R-CO-O-
Acilperoxilo R-CO-00-
Avriloxilo Ar-O-
Arilperoxilo Ar-00-

Acido hipocloroso HOCI
Semiquinona HQ-
Anién semiquinona Q-

Tiol

RS-




'OXIRADICALES |

4, Fuentes biologicas de radicales oxidantes




¢, Se producen radicales libres del oxigeno en
condiciones fisiologicas?

2 al 4 % del oxigeno que consume la célula es mktalkdo a
especies reactivas del oxigeno en condicionesdguas.

¢, Donde son producidas las especies reactivas g@nmx

a nivel celular?

Se generan en membrana plasmatica, mitocondreuilcet
endoplasmico, peroxisomas y como resultado detildead de
enzimas citosolicas.

Tambien el sistema inmune genera radicales libexiante la
actuacion de los macrofagos.




Producion celular de especies

reactivas del oxigeno

Oxidasas de funcion mixta: citocromos P -450

acrofago _ Cr¢
(NADH (metabollsm}de xenobioticos)
Oxidasa )

reticulo endo _Igco

xantina oxidasa

: hemoglobina
citoplasma s~ . .
peroxisoma  Fe® | | ~ riboflavina
CuH® mitocondria catecolaminas
~ -~ Cadena
membrang (,:e_lular respiratoria.
bicapa lipidica Transporte de
Catalasa electrones
oxidasas
flavoproteinas 1 \ lipoxigenasa

Metales de
transicion NADPH oxidasa

prostaglandina sintasa



Los radicales libres producidos
primariamente en sistemas

biologicos son O , y NO

B
& &

O0=0-: N=0

Radical Oxido nitrico
superoxido



El oxigeno consumido en las
mitocondrias esta acoplado a la

produccion del 92% del ATP
usado en los mamiferos.

Las mitocondrias producen
continuamente O,y NO, dos
radicales libres.

Las mitocondrias son la fuente
Intracelular mas importante de O,-.

y | =24 La produccion primaria de O,
yr:.j':h;-wa:;gﬂ#nm"j,_f-ﬂﬂ‘:f;w T st sna sk d I 1 % d I
CemEE o e corresponde al 1 % del consumo
- o de oxigeno en corazon e higado
de rata.




Produccion mitocondrial de anion
superoxido
La Cadena respiratoria y los oxiradicales

Succinate / -OH-
O, —— H,0, —

O,

NADH

Complex | (NADH-UQ reductasa) Complex Il (succinatoDH Complex Il (Cit reductasa) Complex IV (Cit oxidasa)




LA PRODUCCION MITOCONDRIAL DE
RADICALES SUPEROXIDO

FMNH + O, => FMN+ H" + O,". El

Complejo | es el origen del 20 % de la
produccion mitocondrial de O,. Considerada
relevante en la neurodegeneracion. Oy

UQH + O, => UQ+ H" + O,
k=8x103M-1s-1

Complejo Il es el origen del 80 % de la
produccion mitocondrial de O, . Las UQH de las
caras C (80 %) y M (20 %) producen O,".
Considerada el marcapaso del proceso de
envejecimiento.




Produccion mitocondrial de anion

superoxido
4+ ESPACIO INTERMEMBRANA

MATRIZ



LA PRODUCCION MING

MITOCONDRIAL DE OXIDO
NITRICO

La actividad de la mtNOS originalmente observada

en mitocondrias de higado (Ghafourifar y Richter, 1997,
Giulivi y col. 1998), ha sido también determinada en
cerebro, corazon, rifidn, timo, y musculo.

La mtNOS de higado, secuenciada es nNOSa (Giulivi,
2002) con modificaciones post-traduccionales.

La produccion de NO da cuenta de aproximadamente 0.25
% del consumo de oxigeno de los 6rganos.

La mtNOS utiliza NADPH, Arginina y Ca?* de la matriz
mitocondrial.




LA TRIADA O ,, NO Y ONOO EN LA REGULACION,
LA PATOLOGIA Y EL ENVEJECIMIENTO

MITOCONDRIAL
O, NO

Producido en la auto oxidacion de Producido por la mtNOS

componentes de la cadena como regulador de la
respiratoria. La mayor parte respiracion. Es mayormente
(88 %) dismuta a H,0.. convertido en ONOG.

k=1.9x18°M 1s-1
ONOQOO-

Potente oxidante. Normalmente reducido por NADB,
UQH,y GSH. Cuando es producido en exceso (por
ejemplo, en isquemia/reperfusion o inflamacion) prduce
nitracion de tiroxinas y disfuncion mitocondrial. Qu efecto
acumulativo contribuye al envejecimiento tisular.



ROH RH

2

(ROH) Fef"‘T'—

/1

Cit P450 e

|(Re) (FeOH)™ Reductasa | (RH) Fe?
6
RH (FeO)" 3 )/ 0
i 5 (RH) Fe (0,)
(RH) Fe** Oy 4
2H* Cit b5
T

Funcionamiento de las oxidasas
dependientes de Cit P450 (CYP)

Mecanismo de accion del
citocromo P450. Este
esquema es una
simplificacion del
mecanismo de accion del
citocromo P450 (CYP)
propuesto por Coon. En él,
el Fe3+ representa al
hierro del grupo hemo del
CYP oxidado, RHy ROH a
los sustratos y productos
respectivamente. En este
ciclo de 6xido-reduccion se
liberan anion superoxido
(O2e-) y peroxido de
hidrégeno (H202).



hypoxanthine xanthine uric acid

xanthine oxidase xanthine oxidase

;P %-1 Hmr . HsN

1

Nitric Oxide Synthases (NOS):

neuronal nNOS (1) M"‘L’PH Narm NO-
endothelial eNOS (lll)
inducible INOS (II) @,/”‘&

f{ .
HyM coo H3N oo HN

Laggomne  P.hydroxr.L.aginme  LouiwBay



Peroxisomes as a source of ROS and RNS

=] Fatty Acid
Metabolites | Fatty acyl-CoA
synthetase
Gysosor Acyl-CoA <«
Acyl-CoA oxidase l—' H,0,
s, Enoyl-CoA
il NOS NO
o l— > _ ¥ Enoyl-CoA hydrolase
MnSOD o
4_" ‘OH 4— H:0: 4 cyzps0p ™ °= Hydroxyacyl-CoA
‘ | omoo' Hydroxyacyl-CoA
hydroperoxldes Caéa;ise = hydroxides dehydrogenase Ketoa CYI—C oA
‘l Thiolase /\
H,0 + 0, Acetyl-CoA Acyl-CoA shortened
by two carbons
Enzymes in mammalian peroxisomes that generate ROS
Enzyme Substrate ROS
L. Acyl-CoA oxidases
a) Palmitoyl-CoA oxidase Long chain fatty acids H-0,
b) Pristanoyl-CoA oxidase 2-Methyl branched-chain fatty acids H-05
¢) Trihydroxycoprostanoyl-CoA oxidase Bile acid intermediates H-0,
2. p-Amino acid oxidase b-Proline H>05
3. p-Aspartate oxidase D-Aspartate. N-methyl-p-aspartate H-0»
4. a-Hydroxyacid oxidase Glycolate, lactate H-0-
5. Pipecolic acid oxidase L-Pipecolic acid H>0,
6. Polyamine oxidase N-Acetyl spermine/spermidine H-0»
7. Urate oxidase Uric acid H-0-
8. Xanthine oxidase Xanthine 05
9. NO synthase L-Arginine NO

Schader & Fahimi, Histochem Cell Biol, 2004



Lysosome as a source of ROS and RNS

J“'" P(.}
Cl* + H- 0~ + H*? ) HOCT + H-O
t AH
(E"fn?pﬁﬁﬂc‘f )1) _C,,A-w Myeloperoxidase undergoes a complex

or 26" 4 MPO Fe(lv) | array of redox transformations and
o ”H7°:» (Compound 1|  produces HOCI, degrades H,0, to oxygen
MPO-Fe(ll)-NO <5 MPO Fe(lll) 4" and water, converts tyrosine and other
(Ground State)w phenols and anilines to free radicals, and
EH eﬂ MPO-Fe()-0,| hydroxylates aromatic substrates via a
o o (Compound I} cytochrome P450-like activity
MPO-Fe(l)-NO < MPO-Fe(ll) 0,

Chlorotyrosine
Cly —= | Chiorohydrins
Chlorinated sterols
Protein crosslinks
/Hf //"‘ Other products [ Chloramines
A - = [ Proteinfipid adducts
Cl HOCI Aldehydes { Advanceg glycation end-products
\—,/’f ?iﬁyrosine
rityrosine
’”‘} Pulcherosine
Tyr o Tyr Isodityrosine
HEOE E’ M(P)ETE Isoprostanes
Lipid peroxidation | E‘%FQSODE Sﬁys':gig'me"cs
| KETEs
NOQ‘
\“*——z- Nitrotyrosine, Nitrated Lipids




Fuentes de Anion Superoxido

- Reacciones enzimaticas . Factores ambientales
NADH oxidasa luz ultravioleta
NADPH-P450 reductasa Rayos X
Xantin oxidasa Productos quimicos

. Fuentes celulares

Leucocitos y macrofagos

Cadena transferencia electrones
mitocondrial

Monoxigenasa microsomal




Fuentes de Peroxido de Hidrogeno

- Generacion enzimatica - Dismutacion de Q-

(no radical) (radical)

Glicolato oxidasa O,- + Oy~ + 2H+HP H,O, + O,
Acetil-CoA oxidasa

D-amino acido oxidasa

NADH oxidasa

Urato oxidasa

Monoamino oxidasa (MAO)

Superoxido Dismutasa (SOD)




Fuentes de Radical Hidroxilo

La mayor parte del HO generadoin vivo procede de la rotura
del H,O, viareaccion de Fenton

La reaccion de Fenton consiste en la reduccion depaadte de unmetal de
transicion de H,O, a HO:
Fett+ + H,0O, ) Fe+*+ HO- + HO-

La reaccion requiere de un metal de transiciomeducida acoplado al Q-
Fe** + OZI_ b Fe't + OZ

La reaccion global engloba la reduccion del hierro por @~ y su oxidacion por
HZOZ
Fet**+ O,- b Fe* + O,
Fett + H,0O, ) Fet+*+ HO- + HOr

Ozl_ -r H202 D Oz + HO_ -r HO
Reaccion de HabeANeiss




Fuentes de Oxido Nitrico

Oxido Nitrico Sintasas (NOS)en tejidos de mamiferos

arginina -+ O, -+ NADPH — citrulina -+ ‘NO - NADP™"
NOS

NOS NOSII NOSHII

Neuronal Macrofago Endotelial
Constitutiva Inducible Constitutiva
Ca?t Ca?t




Resumen de las Fuentes de Radicaleks
Oxidantes

- Reacciones enzimaticas
NADH oxidase
NADPH-P450 reductase
xantina oxidase

- Fuentes celulares

leucocitos and macrofagos « Fuentes no celulares
mitocondrial electron transfer

microsomal monooxygenase » Reaccion de Fenton
» Fuentes ambientales 027y H20;

| |
O, b O,- b -0, Hp O B H,O
NOS_’ NO » Generacion enzimatica

(no radical)
v glycolate oxidase
acetylCoA oxidase
D-amino acid oxidase
O N O O— NADH oxidase
urate oxidase
monoamine oxidase




Tiempo de vida media de algunas especies rea

Radical libre

Vida media

10°s
10° s
10°s
0.05-1 s
1-10 s
7S

dias




LA CADENA BIOQUIMICA DE REACCIONES DE
RADICALES LIBRES

Camino de
Fenton/Haber-Weiss

Lipoperoxidacion




No siempre la produccion celular de
O,y NO es perjudicial

(por lo menos para el huésped
vertebrado; hay dudas desde el
punto de vista de las bacterias)




Produccion de O ,;, NO y ONOO-
nor células inmunocompetentes

Neutrofilos

E-?:‘:Id.ﬂlp:lﬂ?-l.d.éﬂ .i







'OXIRADICALES |

5. Defensas antioxidantes especificas y no
especificas.




'ANTIOXIDANTES

Toda sustancia que hallandose presente a baj
concentraciones respecto a las de un sustrato
oxidable (biomoléculas), retarda o previene la
oxidacion de dicho sustrato.

Halliwell




'ANTIOXIDANTES

2 Previene la formacion de radicales libres en carattbes
perjudiciales para el organismo

2 Estimula los mecanismos de reparacion enddégenaaial
causado por el ataque de radicales libres.

4 Suministra entidades quimicas que aumentan la
capacidad enddgena de secuestro de radicales libres




e Preventivo.

- Diversas proteinas con nucleos enlazados o
coordinados a metales (albumina,metalotioneinay
ceruloplasmina (cobre) ; ferritina, transferritinay
mioglobina (hierro).

- Previenen la formacion de ROS por encima de los
niveles normales del organismo

- Reparador:
- Enzimas que reparan o eliminan las biomoléculase
han sido danadas por el ataque de ROS.




ESTRUCTURA DE LA FERRITINA (1)




[ Mecanismos de defensa antioxidante

Enzimas Antioxidantes especificas

Superoxido dismutasa
Catalasa

Glutation Peroxidasas
Glutation Reductasas




El descubrimiento de la superoxido

dismutasa
En 1969 McCord y Fridovich describieron la activida
enzimatica de la superoxido dismutasa (SOD) en

eritrocitos de sangre bovina:

20,- + 2H =>H,0, + O,

La existencia de la enzima implicaba la existedeigu
sustrato, el radical anion superoxido, en los sakes.

La idea fue revolucionaria y confirmatoria de leditia

de Gerschman” que postulaba a los radicales ldekEs
oxigeno como el mecanismo molecular de |la toxicidad
del oxigeno y la radiaciol




El dogma de Fridovichen biologia y
patologia

La observacion inicial de una Cu;B80D en
eritrocitos fue extendida a todos los citosoles y
complementada con la descripcion de una$@D en
las mitocondrias de las células aerobias (1B91b).

En la misma época, se establecio el “dogma de
Fridovich” acerca de la toxicidad del radical hixilo y
el papel protector de la SOD vy la catalasa

O, O, H,0, HO H,0

SiD Catatsa

H,0,+0, H,0+O0,



Enzimas Antioxidantes especificas

Retirada del anion superoxido

» Dismutacion espontanea no enzimatica
Oy~ + O~ + 2H* - HO, + O; 10> M~ts+

e Dismutacion catalizada enzimaticamente
Oy~ + O~ + 2H* N HO, + O; 100 M~ts+
Superoxido

dismutasa
(SOD)

Cu,Zn—-SOD citosol Cu,Zn-SOD
Mn—-SOD mitocondria (ug/mr proteina)
Cu,Zn-SOD extracelular Higado 4.7
Cerebro 3.7
Testiculos 2.2
Cortex renal 1.9
Musculo cardiaco 1.8

Actividad Pulmon 0.5
metabolica




Enzimas Antioxidantes especificas

Retirada del Peroxido de hidrogeno

» Catalasa— peroxisomas
H,O, + H,0, b 2 H,O + O,

» Glutation peroxidasa— citosol, mitocondria
H,O, + 2GSH b H,O + GSSG

Catalasa GPx

(unidades / mg proteina)
Higado 1300 190
Eritrocitos 1000 19
Cortex Renal 430 140
Pulmon 210 53
Pancreas 100 43
Corazon 54 69
Cerebro 11 79




Defensa Antioxidante en sistemas
biologicos

NADP+

@)
zZ
Heme-Fe 2t=NO 2? \/ NADPH

superoxido . j>\

dismutasa

NO sintasa

L—Arg

Yo) VN NADPH
Hp Op +0 SO osH ( glutation

— reductasa
k NADP+

Ho O+GSSG

Catalasa

glutation
peroxidasa




Regulacion por Nrf2

Farmacos, dieta, xenobioticos, antioxidantes

Citoesqueleto Keapl > Keapl
Nrf2 Disociacién

Activacion transcripcional

»
»

v
Catalasa, SOD Sintesis de glutation Enzimas de fase Il

] e |

Proteccion celular




[ Mecanismos de defensa antioxidante }

Pegquenas moleculas Antioxidantes

Vitamin E
Vitamin C

Glutation ‘
Coenzyme Q ‘

Flavonoides
Carotenoids




Lipid peroxyl

radical LOOH
LOO-

VIT E,,
hydroxyl radical (OH-) Of
ﬂuperoxide radical anion (O,)

Glutathione,oy  +H,0, Glutathione,,
(GSH) - (GSSG)

Vit E,oq

XX

VIT Cox Vit Cred

reduced products

X

Glutathione reductase

X

NADP* NADPH, H*

Pentose phosphate pathway

X

Glucose-6-P Ribulose-5-P

Cascada antioxidante



'OXIRADICALES |

5. Que es el Estrés oxidativo?
 Causas Yy patologias que ocasiona.




LAS DEFENSAS
ANTIOXIDANTES




Concentraciones celulares en
estado estacionario

Estrés oxidativo como un aumento de las
concentraciones en estado estacionario de
las especies reactivas del oxigeno y del

nitrégeno.

La concentracion intracelular aumentada,
de por lo menos una, de las especies
reactivas del oxigeno o del nitrogeno es la
base quimica del estrés oxidativo




Concentraciones celulares en
estado estacionario

Anion superoxido 10 1t M

Peroxido de hidrogeno 10 7-10° M

Radical hidroxilo 10 18 M

Oxido Nitrico 10 ' M




Condiciones Radicales libres Situaciones
fisiol6gicas S smd patoldgicas

Controlados por los
mecanismos defensivo
de las células

Su produccion se
Incrementa

- Metales pesado sustancialmente

- Humo del tabaco

Drogas

- Radiacion UV B-Dieta hipercaldrica,
- Hiperoxia insuf. en antioxidant
- Diabetes Mellitus
1 -Ejercicio extenuante

\4

\4

Estrés oxidativo-




ENFERMEDADES ASOCIADAS AL
ESTRES OXIDATIVO

Psoriasis

Diabetes tipo |l

nsuficiencia cardiaca cronica
eCancer

eParkinson

*Alzheimer

cAsma

*Diabetes tipo I.

eAccidentes cerebrovasculares




'OXIRADICALES |

6.Que danos producen en las células a nivel molecufar




Radical Hidroxilo

La toxicidad biologica de' deriva de su capacidad
de abstraer hidrogeno de todas las especiaicas

Dano y Muerte celular

Fe2+3r
02-- + H202 02 + HO- +




Efectos sobre las células

~
@
6 Radical

Va




/‘

| carbohidratos
membranas < proteinas

1 5 lipidos

Formacion de perc')xidos lipidicos

Alteracion de las propledades de membrana

Alterac_loln de Inactlvac:lon de receptores
potencia ligados a Tembranas

Cambio de permeabllldad Perdida de integridad

Disminucion de descenso de Ca aumento de la susceptibilidad de la

fluidez y otros Iones membrana al ataque enzimatico
\

S
LISIS CELULAR O APOPTOSIS




2 gque pasa en la membrana?

Rotura de
cadenas

Puentes entre
cadenas

Puentes
Intracadenas.
Endoperoxidos




Peroxidacion lipidica por Estrés oxidativo
Destruccion de la Membrana

a)La destruccion de los fosfolipidos de membrana va
a generar acido araquidonico.

b) La oxidacion del acido araquidonico por ROS va a
propagar la cadena de peroxidacion lipidica.

c) Ademas se va a poner en marcha la cascada
infamatoria con la activacion de lipooxigenasas y
ciclooxigenasas.




B HOOC AU NAN LH
niciacion *OH ; ‘ (arachidonic acid)
HOOG iz

NAVSVEVEVEWAA L

HOOC,

Propagacion

L

LOO
peroxyl radical




LOOs
peroxyl radical

/ 2

malondlaldeh|do 4-hidroxi -2-nonenal

(activador de c-Jun N-terminal quinasas)




a) La abstraccion de un hidrogeno alilico del acido araquidonico
genera un radical en un carbono.

b) El radical puede migrar provocando una isomerizacion de los
dobles enlaces (Cis-trans)

c) En presencia de oxigeno se general el radical peroxilo.

d) Este radical peroxilo reacciona con otra molécula lipidica,
generando un nuevo radical que propaga a reaccion.

e) La lipoperoxidacion conduce a la rotura de los acidos grasos
y a la formacion de numerosos derivados toxicos: los
hidroperoxidos, 4-hidroxialguenales, malondiadehido (MDA),
8-isoprostanos y otros.







Tipos de modificacion oxidativa
de las proteinas

Hidroxilacion de los aminoacidos aromaticos y del anillo imidazol de
la histidina

Los aminoacidos de cadena alifatica (valina, leucina, prolina,...)
resultan peroxidados

Oxidacion de grupos sulfuro (Cys disulfuros, S-tiolacion; Metionina
sulfoxido) lo que conduce a la inactivacion de su actividad bioldgica

Oxidacion de los grupos amino de los aminoacidos a grupos carbonilo
(principalmente en lisina, arginina, prolina e histidina)

Tiroxina crosslinks, cloracion, nitracion, hidroxilacion
Modificaciones del Triptofano

Cloraminas, deaminacion

Interconversiones de Amino acidos (e.g., His a Asn; Pro a OH-Pro)

Como resultado del ataque de ROS se producen entrecruzamientos
(Cross-links) de las cadenas polipeptidicas, agregacion y rotura del
enlace peptidico




Mecanismos de oxidacion de proteinas

Tyr-Tyr dimer
OH

@ + oxidant —— Tyr > TyrNO,

R ——— Hydroxylation O
Tyrosine I

\ C—
Proline + F&*/0, - 4 hydroxyproline Q

H OH

Carbonyl Formation R

o 3 R
R _, R 0, ~NHCHCO~red i chco-
~NH-CHCO~  _NH-CHCO- O

o O
° _~ OH

Peptide cleavage and carbonyl




Oxidacion de grupos sulfuro

oxidant
RSMe » RS=0OMe Methionine sulfoxide

Methionine \

Cysteine

Ethylene methionine sulfone
and other products

RSMe —

Intracellular antioxidant (Glutathione or GSH)

+RSH_+ O
RSH—— RS ——» RSSR—> RSSR + O

- o . s

RS(O,)H + RS+— RSO0 —— RSOH
+RSH




Amino acidos mas susceptibles de oxidacion y
sus principales productos de reaccion

+(




Oxidacion de grupos sulfuro

En general, Cys and Met son los amino acidos mas
susceptibles a la oxidacion

Se distinguen de otras modificaciones oxidativas de
proteinas en que las celulas tienen mecanismos para
revertir la oxidacion

e.g., metionina sulféxido reductasa
e.g., sistemas redox glutation o tioredoxina
Puede tener una funcion reguladora

La reversible oxidacion/reduccion de metionina
puede proteger las proteinas de otros dafios y
modificaciones oxidativas (e.g., formacion de
carbonilos)*




Oxidaciéon de DNA




Radical Hidroxilo

Reactividad guimica
hacia el DNA

., .. Esta base oxidada, que
H substraccion Adicion d

puede aislarsan vivo,
es la huella dactilar del

atague de un radical
Roturas en la cadena 8-OH-dG libre sobre el DNA.

O
HNDZN +" OH
LYy —
: N
R

Cu** Cu**
e | desoxy-

o — = Rotura de a cadena— guanosine
Substraccion de hidrogeno

O

H20;




Lesiones sobre el DNA

DIMERO DE
PIRIMIDINA

ROTURA DE LA
HELICE SIMPLE

La Oxidacion de
la Ribosa
conduce a la
Rotura de
cadenas

ROTURA DE PUENTES
DE HIDROGENO

El dano puede ocurrir
en la base, el
azucar o el fosfato.

AZUCAR

La Oxidacion de Bases
conduce a:

* Puentes entre bases
y con proteinas
*Rotura de enlaces de
hidrogeno
Deaminacion de
bases




Puentes DNA -Prote ina (DPC):
Producidos por luz UV o HO

CHa
Protein Protein




Deaminacion de Bases

e Las bases nucleotidicas bajo
ciertas condiciones pueden
espontaneamente perder sus
grupos amino exociclicos
(deaminacion).

Bajo tipicas condiciones
celulares la deaminacion de
citosina a uracilo en el DNA
ocurre en alrededor de uno de
cada 10’ residuos de citosina
en 24 horas.

Ay G deaminacion ocurre a
1/10 de esta velocidad.




