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I NTRODUCC 1 ON

Desde hace tiempo, al hombre le ha intrigado las causas
por las cuales uno envejece muy répido. Se piensa que esto -
se debe a lesiones que ocurren en las células y que repercu--

ten en los tejidos y brganos.

En investigaciones realizadas recientemente, se ha visto
que se producen '"particulas'" 1lamadas radicales libres, las
cuales son generadas principalmente por accidn de la luz so
lar sobre el agua o sobre el oxigeno, formandose especies muy
reactivas que van a provocar reacciones en cadena y realizar
una peroxidacién, la cual se va aumentando si hay metales co

mo fierro, cobre, etc.

Los radicales libres actGan sobre los lipidos, proteinas,
carbohidratos, acidos nucléicos (DNA, RNA), ocasionando gra-
ves lesiones a las células tanto en su corteza, como en el ma
terial genético, lesiones como céncer, amiloidosis, hiperten
sién, enfermedades pulmonares, etc. y por esta accibn se ---

cree que el organismo envejezca.

E1 organismo estd expuesto a sufrir alteraciones degene-

rativas y procesos patoldgicos, por la presencia de estos ra-



dicales libres, pero existen ciertas sustancias, las cuales -
van a inhibie su accidn y evitar que se produzca un desenca-
denamiento de estos radicales; estas sustancias son la vita-
mina E (alfa-tocoferol) y la vitamina C (4cido ascérbico) que
son antioxidantes naturales: o bien por las enzimas propias -
del organismo (Superoxido Dismutasa, Glutacidon Peroxidasa vy
Catalasa) que ayudan a la proteccidon de todos los agentes toxi
cos (radicales), pero si el dafio es producido, la actividad -
de las enzimas se vera disminuida al igual que las defensas -
inmunoldgicas, de tal forma que los radicales libres actuaran
libremente en todo el organismo agotando todas las reservas

energéticas hasta que llega el punto critico, la muerte.



ESTRUCTURA MOLECULAR DEL OXIGENO.

E1 oxigeno se encuentra en estado libre como gas (21% en

volumen atmosférico); con férmula molecular 0y, incoloro, ino

doro, insipido, poco soluble en agua y soluble en aceite, im-

portante en procesos bioldgicos (respiracién), muy activo, --

porque se combina con todos los elementos, excepto los gases

nobles, mas denso que el aire y tiene tres

y 16.900.

Propiedades del Oxigeno.

Nime GoRatomnlicolNICEEs bl Lt EEE st e SEt et
Pesoratomiicol 8 c-=--ciomcocos - o cnesnin o
Densidad @ 0 "C =--=--==-=-m-momcomooo-
Pintofidestu s ionE M= ctic oo s oo ss s ks
Puntordef ebulilicion ~-====-==-r-=ac-cim - s
Elllectronegativiidad Sosc=sns = -mocoe s e
Momentolidiipelar =t co=l st mnssinistin e s

Radiiofcovallente M == cc cosini=t oo m oo s onie s

isbtopos: 180, 17,

-- 16.00 g/mol
-- 1.4290 g/1
-- -218.9C

El oxigeno forma una molécula diatdémica (0;), es para--

magnética porque presenta dos electrones sin aparear. A al

tas temperaturas (de 300C ) reacciona facilmente con la ma-

yoria de los elementos (oxidacidn), produciendo desprendi--

miento de calor y de luz.
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Los dos electrones con mayor energia del oxigeno en esta-
do basal se encuentran en los orbitales TT (pi) degenerados --
(Teoria de Orbitales Moleculares). El oxigeno molecular con--
tiene diez electrones, en cinco orbitales moleculares formando
pares y dos electrones periféricos con spin paralelo en los or

bitales TT * (pi*).

E1 oxigeno presenta un estado de e*citacién que se desig-
na como oxigeno singulete y es diamagnético (electrones con --
spin opuesto), se designa como Z&goz y ¥ 02, en el primero, el
momento éngular estd orientado en la misma direccidén y en un -
mismo orbital, los dos electrones con su spin opuesto; en el -
segundo, el momento angular es opuesto y los dos electrones es
tadn en diferente orbital con spin opuesto de acuerdo al si----

guiente diagrama:

ESTADO BASAL PRIMER ESTADO | SEGUNDO ESTADO
EXCITADO EXCITADO
Notacibn 30, Agoz ‘ 20
Energia St 23.4 kcal. 37.5 kcal.
Orbital ocupado 11 AL "
Caracter magnético| Paramag | Diamagnético Diamagnético
nético

E1 tiempo de vida delZﬁz es muy corto (1079 seg.) pasan-
do al estado ZXgOz que tiene un tiempo de vida de 10-6 1075

seg. El cambio de oxigeno singulete a basal puede ocurrir ---



con la formacidon de un dimol (estado de exckacidn dénde un -
electrdn brinca de un nivel a otro produciendo una luminis--
cencia quimica roja a 6,334 L y 7,032 ;, en un sistema perd-
xido-hipoclorito). EI AgOZ se produce excitando un coloran-
te que absorba un fotdn de luz o por la reaccién de dismuta-

cibén del oxigeno.

PROPIEDADES DEL OXIGENO SINGULETE.

E1 oxigeno singulete ( 102) presenta un estado de excita
cidén mayor; las especies energéticas del oxigeno molecular -
se pueden generar durante el curso de reacciones biolbgicas
por la dismutacidén esponténea del anidén superdxido o como un
adjunto de varias reacciones de peroxidacién de lipidos. EI
oxigeno singulete puede ser producido por vias quimicas o fi

sicas.

Quimicas HZO2 # NaOC1 — IO2 / NaCl # H,0

/0\ 1

~
0
2He 420, — 1o # Hy0,
Fisicas 0p # sens* — 102 # Fotosensibilizacidn

1
0, # Hy — 02

La reactividad del oxigeno singulete es parecida a la --
del etileno, sin embargo, el ]Oz es mas electrofilico. Reac
ciona con hidrocarburos insaturados (dienos) produciendo dioxe

tano; es importante en la oxidacidén aérea de acidos de resi-



nas y monoterpenos tales como el acido levopimarico, =<-fe-

landreno y =c-terpineno para dar un producto llamado ascar.i

OzH
02/h »
Sens.

0, /hy
Sens
t Sensibilizacidn l

dol (dioxetano).

0,/hy

Sens

La exposicidén del oxigeno a compuestos que contienen do
bles enlaces aislados produce hidroperbxidos alilicos. Algu
nos hidrocarburos oxigenados pueden sufrir un proceso de --

abstraccidn del hidrégeno.



N g . ~/ 0-0H
A TN 2 = L

X X X
Ho- ¢~ N 0= @ =0/0=( >=<—>—o
= X = =%

Los compuestos que contienen heteroatomos tales como Ni-

trégeno o Azufre sufren oxidac ibn:

\ / oo s o
N - C-H A lo, pL e N , prod.

2(C,Hg) 25 £ o, 2(CoHg) ,5—0°

La deteccidn del oxigeno singulete (102) se determina:

—_—
.

Espectroscopia de luminiscencia
.- Resonancia paramagmética electrbénica

Espectroscopia de masas

= Ww N
i

Eliminadores quimicos.

En la fotooxidacidn, el oxigeno es potencialmente capaz
de aceptar uno, dos o cuatro electrones para formar radicales
superdxido (0,-), perdxido de hidrbgeno (H202) o agua (HZO) -
respectivamente como productos reducidos, éstos electrones en

tran a los orbitales TI'* degenerados.
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ORBITALES MOLECULARES DEL 02
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ESTRUCTURA MOLECULAR DEL FIERRO.

El fierro es una sustancia metdlica gris, se oxida répi-
damente en contacto con el aire hGmedo para formar 6éxido, a
pesar de su reactividad tanto el fierro como sus aleaciones

son los metales mas valiosos usados en las estructuras.

Propiedades del Fierro.

NGmero atémico =  =--=--=c-=coccccoc-ooo- 26

Peso atomico’ = & SsEsseomms onimme e oninnicis 55.85 g/mol

Densidad = == mesmcoscmcimesiosisiosiosios 7.87 g/ml

Punito del fusidn| ' =s-rEEsisesEestoissnisse 1,535 C

Punto de ebullicidén -------------c-------- 2,800 C
Electronegatividad =---=-==--cccemcmcoaax 1.7 (Escala Pauling)
Radio covalente = ===-=-=---=-c---o-oo-mo- 1.16 ;

E1 fierro es moderadamente activo porque tiene la ener-
gia nuclear més baja de todos los elementos. Presenta los
estados de oxidacién FeZt y Fe3*. Tiéne diferentes tipos -
de hibridacidén (estado de excitacidén que presentan los elec
trones para que cambien de niveles energéticos): sp, sp2, -
sp3, dspz, dsp3, dszsp3, este Gltimo es el mas comin en és-
te elemento y tiene una forma octaédrica regular con un &n-

gulo de 90°C .

E1 fierro se caracteriza por tener un subnivel d par--

cialmente lleno, forma iones complejos, sus compuestos son
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paramagnéticos y generalmente tienen color.

Un compuesto o ion complejo consiste de un &tomo central
(o ion) rodeado de un ndmero de atomos, iones o moléculas, -
cada uno de los cuales comparte por lo menos un par de elec-
trones con el atomo central, las especies que se encuentran
alrededor son llamados ligantes. EI ndmero de atomos 1igan-
tes donadores de electrones coordinados al atomo central se

le 1lama nimero de coordinacién del &tomo central.

Para poder explicar los complejos coordinados se necesi-
ta aplicar tres teorias de enlace, dichas teorias difieren -
en la forma en que estén distribuidos los electrones entre -
los ligantes y el atomo central al que estadn unidos. La pri
mera, la de enlace de valencia de Pauling que requiere el --
uso de orbitales atémicos hibridos. Las otras dos teorias -
de enlace son la teoria de campo cristalino de la cual forma
parte la teoria de campo ligando y la de orbitales molecula-

res.

Teoria de Campo Cristalino.

En un complejo idnico cada ion se mantiene en la posicion
que ocupa en la red, debido a la interseccidn que existe en--
tre su campo electrdnico y los campos de los iones qhe los ro
dean. E1 &tomo central del no complejo tiene orbitales hibri

dos y los pares de electrones de los ligantes que son atraidos
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hacia la esfera del atomo central, son rechazados por los elec

trones en los orbitales atdmicos dirigidos.

Esta teoria considera que cuando los ligantes se acercan -
para formar el complejo se produce una repulsidn electrostati-
ca entre éste y los electrones d que destruyen la degeneracidn
de los cinco orbitales d degenerados y excitados, por lo cual
los orbitales que quedan a lo largo de la direccidn del acerca
miento del ligante aumentan su energia debido a la repulsidn vy

los que quedan mas lejos de dicha.repulsidén pierden energia.

Los orbitales d se pueden subdividir en dos grupos:

eg 0+d y tyg 0 de
dz2, dx2-y2 dzy, dxz, dyz

Los primeros son usados para obtener orbitales de enlace -
tanto en el método de enlace-valencia como en el de orbitales
moleculares. Los orbitales eq se encuentran a lo largo de los
ejes, los electrones de éstos orbitales seran repelidos por los

ligantes con mayor fuerza que los orbitales tzg que son mas es

tables.

Teoria de enlace-valencia.

Permite predecir la geometria de las esferas de coordina--
cién. E1 ion metalico central act@ia como un &cido de Lewis, a
cepta los pares electrbnicos de los ligantes dentro de los or-
bitales disponibles del ion metdlico. Esta teoria considera -

estructuras hipotéticas.
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En la teoria enlace-valencia, cada una de las funciones
de onda que toman parte en la combinacidn lineal representan
una disposicidn especial de los electrones. Los ligantes --
comparten sus electrones a los orbitales hibridos dando una -
superposicidén méxima. EIl concepto de enlace de orbitales hi
bridos esta basado en la consideracidén de que en el proceso
de formacién del enlace los orbitales electrdénicos (que se -
af irman que existen en los &atomos libres) no retienen su in-
dependencia y sufren un rearreglo vy modificacién. Los nue--
vos orbitales resultantes son una combinacidn (hibridizacién)

de los orbitales atdbmicos.

Teoria del Campo Ligando.

En esta teoria se aplican los principios de la teoria de

orbitales moleculares a los complejos de transicion.

En los complejos octaédricos los seis orbitales de enla-
ce de los seis ligantes se combinan con los orbitales ------
(n-1)dx2-y2, (n-1)dz2, ns, nps, npy y.npz, del ion metélico
central para producir doce orbitales moleculares, seis de en
lace y seis de antienlace, la estabilidad de una molécula se

debe a que hay mas orbitales de enlace que de antienlace.
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DISTRIBUCION ELECTRONICA DE(FEO) (FET.) (FEs‘) Z =26 EN LOS
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RADICALES LIBRES

Un radical libre es una especie quimica que tiene un elec
tron desapareado en los orbitales externos. Los radicales --

pueden generarse, propagarse y suprimirse

GENERACION DE RADICALES LIBRES

Homol isis Térmica.- En este proceso se forman aniones acompa-

fiados por el rompimiento de moléculas, manifesténdose una dis
minucién en la energia de activacion del proceso
o
C]2 — = 2 (]
La generacidn de los radicales libres es favorecida por

la presencia de olefinas

Cl, f R-CH=CH2 —_— R-CH-CHZ-C] £ Cl®

En donde hay diferentes valores de entalpia ( A H) para -
la formacidén o rompimiento de los diferentes tipos de enlace
por ejemplo, se necesitan 58 Kcal/mol para romper el enlace
C1-C1, 60 Kcal/mol para abrir el doble enlace C=C, y 80 Kcal/
mol menos para la formacidén del nuevo enlace C=Cl, con un re

sultado neto de 38 Kcal/mol.

Reacciones de Oxido-Reduccidédn.- Se lleva a cabo por la catalli

sis de fierro sobre los hidroperbéxidos
Fe2+/ ROOH —» Fe3* # RO- # HO"

Fe3*/ ROOH ——+ Fe2* / R0OO. # H
2RO0H — RO- 7 R00- 7 H,0
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A su vez, los iones férricos pueden ser reducidos por pro

ductos naturales como el &cido ascbdrbico y los tioles.

Fotdlisis y Radidlisis.- Los radicales pueden ser generados -

por una absorcidn de luz o radiaciones de alta energia. Un -
ejemplo es la radidlisis del agua (HZO)’ que produce un radi-
cal catidnico Hp0t y un electrdn como especies primarias, és-
tos reaccionan nuevamente con el H,0 produciendo especies mas
reactivas como: H., HO., H,0%, e aq, H,0, vy Ho

*

+ ~ & LA t
HZOJNV¥—§@120 - e} Hooo H30 » Hy07, H-, HO-,e"aq,H,0;,H,

PROPAGAC ION DE LOS RADICALES LIBRES

Transferencias de atomos.- Los radicales reaccionan separando
el atomo mas externo de la molécula que atacan:

R- # R"H ——— RH £ R!

R- # R'Cl1 — RC] # R:

Debido al desplazamiento que hace el radical R-, la reac-
cidn se le conoce como Sustitucidn Homolitica Biomolecular --
(SHZ)’ ocurre mas frecuentemente en Adtomos univalentes. En -
este proceso influyen diferentes factores: [la fuerza de unidn
del enlace que estd siendo formado, la fuerza de unidén del en
lace que estéd siendo roto, efectos polares, efectos estéricos
y del solvente. Entre mds fuerte es la unidn del enlace for-
mado y mas débil la unidn del enlace roto, la reaccidn tende-

réd a ser espontanea.



En la siguiente tabla se observan los valores de veloci-
dad de separacidén del atomo de hidrdgeno por diferentes radi-
cales, los cuales van a formar enlaces con el hidrbgeno de
la misma fuerza, excepto el radical HO3 que forma un enlace
mas fuerte; el atomo de cloro separa al hidrbégeno con una ---
energia de activacidn més baja que la requerida por los &to--
mos de hidrbgeno o radicales metilo, ésto es debido a su elec

tronegatividad.



VALORES CONSTANTES PARA LA SEPARACION DE HIDROGENO

DE ALCOHOLES E HIDROCARBUROS.

DONADOR DE S T
HIDROGENO " i o o CH3° CH3° gglg:
’ Sol.|Sol.[ Sol. | Gas |Gas Sol. | leno
25°C |4oCj25C | 25€ 1828 | 25%C 150°
ALCOHOLES
CH3-0H o 10 O R ) (1) (1) (1)
CH3-CH2-0H 12 0185501 2.0 5.0 L.o 5.0
(CHB)ZCH-OH 78.0|15.0{11.0 25.0 L47.0 20.0
HIDROGENOS DE
ALCANO.
Primario (1) 1) (1) (1)
Secundario 3.0 L.of 7.0 8.0
Terciario 27 .0 5.0]50.0 37.0
K Absoluta para
CH30H a 257 2x10° s5x108 | 2x1019| 10 2200 |Ca25r20
X molecular M lsec
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Los radicales hidroxilo reaccionan con diferentes tipos

de hidrbgeno de acuerdo a su energia de activacidn.

HoHets—erdcamtr oo tmpcna s 104 Kcal/mol
e - 104 Kcal/mol
i M e O R e 104 Kcal/mol
HO=EN o aisssies s nn e csmn e ot 119 Kcal/mol

Los radicales son especias muy reactivos y presentan una
determinada selectividad como:
Reactividad: Cl° HO° H°e CH3°= RCH,®
Selectividad : Cle= HQ® He= CHz*= RCHy°

Se presenta también la transferencia de halbgenos, por
radicales piridinil; sus sales son reducidas para formar radi

cales por electrdlisis, ditionita, varios iones metalicos o -

fotoquimicamente X X
Reduccidn (P")
| |
R R,
P° + CC]L+ = P-C1 + CC13

Transferencia de electrones.- Consiste en la transferencia de

electrones de un radical o un ion radical a uno no radical, -
como en la radiolisis, en dénde se forma una radical catibni-
co y un electrdédn que reacciona para transferir su electrdon vy
formar determinados productos. Como ejemplo estéd la produc--
cidén del aducto timina-hidrogeno.
°
T+ e” —_— & T

T+ H0t —— +» THe + H.0

3 2
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Adicidn.- Los radicales libres se adicionan a un enlace insa

turado (C=C)
R°# CHy=CH, ———s RCH -CH,

Un atomo que tiene un exceso de densidad electrbdnica reac
cionard mas facilmente que un radical poliatdomico debido a -

que debe presentar una determinada orientacidn.

La separacidon de hidrégeno y la adicidén a un doble enla-
ce tiene un valor similar en la constante de velocidad (k),-

cuando la olfina tenga hidrbgenosalilicos reactivos

N CH3-CHCH-CHgc s —Ka s (CH3 ) ,-CH-CH-CH
2 3
KH CHy # CH3-CH=CH3
Kad = 4.5 x 107 e=7000/RT |\ ~Tgeq-]
KH = 1.8 x 107 e77300/RTy el

Los radicales libres se adicionan también a anillos aro-
maticos, teniendo un catalizador que puede ser: rayos X, luz
ultravioleta o luz de longitud de onda = 290 nm con acetona,

como un fotosensibilizador

OH NH NH CH
, e Mz CH3
CH3- C - CH, + t \Fuente de | | C-OH
' 3 . % X
H Sy rayos lumi CH
k nosos b 3
R = H (adenina) o R = Ribosa (adenosina)

Las reacciones de escisibébn son lo contrario a la adi--
cibén en la cual un grupo R°desplaza a un electrdon y se forma

una insaturaciodn
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R! 0
1 4]
R-C-0° —— R°# R'-C-R"
1
RII
E1 arreglo se lleva a cabo muy raramente en las reaccio--

nes de radicales libres.

Supresidn de las Reacciones de Radicales Libres

Una de las formas de terminacidén de los radicales libres
es la autooxidacidn de hidrocarburos a bajas temperaturas pa

ra generar hidroperoxidos.

Re # 02 e g R02°
RO,° # RH — = ROOH # R°
2R ___ + Productos no radicales

R°# RO,° . Productos no radicales

2R02° —  » Productos no radicales

La presencia de metales de transicidn cataliza la descom
posicién de hidroéperdxidos, formandose alcoholes u otros com
puestos oxigenados

QH Q0,° o RO,° Q°
Qe _0,, Q02°_Qﬂ_¢ QOOH

2Q00H ion QO° # Q02°
metalico

RH Q0° R°
QH Q0 . Qs

R e 02 R02°
R02° QH ROOH
2RO0H ion RO- # ROO-
metal ico

RO° QH o RH, ROH
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QH = Compuesto facilmente oxidable
RH = Compuesto inerte

Q0° = Radical alcohoxi

Q02° = Radical peroxi

ROOH = Hidroperdxido

Los lipidos actian como un compuesto féacilmente oxidable

(OH) y las proteinas como compuestos de menor reactividad (RH).

Deteccibébn.- Las propiedades fisicas de los radicales libres
permiten su deteccibn y analisis. Se manifiestan porque la
particula estd cargada de spin y crea un campo magnético, el
radical lo tiene débil y puede ser detectado y analizado por

espectroscopia de resonancia paramagnética de electrones.

Reqla de Markonikov.- En la adicidén idnica de un acido al do

ble enlace de un alqueno, el hidrégeno de aquél, se une al ato
mo de carbono que inicialmente ya tiene el nlmero mayor de hi

drbgenos.

Kharasch y Mayo descubrieron quela orientacidon de la adi
cién del HBr al doble enlace (C=C), queda determinada exclusi
vamente por la presencia o ausencia de perdxidos, ademas, des
cubrieron que si se excluyen cuidadosamente los perdxidos del
sistema reaccionante o si se agregan ciertos inhibidores ----
(Hidroquinona, difenilamina) la adicidén de HBr a los alque--

nos sigue la regla de Markonikov. Por otra parte, si no se -
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excluyen los perbxidos o si deliberadamente se agregan perdxi
dos al sistema reaccionante el HBr se adiciona a los alque--

nos en direccidn opuesta.

La adicidn anti-Markonikov se lleva a cabo por radicales
libres. E1 mecanismo consiste en que el hidrégeno y el bromo
se agregan al doble enlace en forma de atomo y no como iones,
el producto intermedio es un radical libre en lugar de un ion

carbonio (son reacciones en cadena).

Pasos de iniciacibn:
Perbxidos —— R’

Re /£ HBr —  R:H £/ Br°

Pasos de propagaciodn:

Bre/ SHB-CH=CHZ———+CH3-CH-CH2—Br

CHy- CH-CH,-Br # HBr —— CH,-CH,-CH_-Br # Br’ Br
]

3 3 2
CH3—CH=CH2 # HBr Perdxidos |, CH3-CH2-CH2-Br # CH3-CH-CH3
87% 13%
Adicidn idnica u orientacidn Markonikov Br
1
+ -
CH3-CH=CH2 HBr CH3-CH-CH3 Br CH3—CH-CH3

Adicién de radicales libres orientacibén anti-Markonikov.

CH3-CH=CH2 Br° CH3-CH-CH2-Br HBr | CHB—CHZ-CHZ-Br

La velocidad de la constante en este proceso de radica-

les libres estd dado por la ecuacidn de Arrhenius:

-E/R
K = Ae 7R
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donde A es el factor pre-exponencial y E 1la energia de ac
tivacién. Para la reaccidén A-B— A°# B el valor de A es apro

106 seq.; donde la energia de activaciodn

ximadamente 10'% 6
para la reaccidn inversa es aproximadamente de cero, E en la
ecuacidon de Arrhenius es igual a la energia de disociacidn --
del enlace de A-B
Keiolh e_A(A—B)/RT

usando esta ecuacidn y el factor de vida media de una reac---
cibébn unimolecular es igual a 1n2/K, entonces se podréa calcu--
lar la energia de disociacién de la molécula A-B y podrén pro

ducir radicales de 1 hora de vida media, a una determinada --

temperatura.

Temperatura a la cual, un iniciador con una determinada

longitud de enlace se descompone con 1 hora de vida media.

°C E por 1 Hr. de vida media.
100 ==-==mmmmmmmm - 30.2
5Q -======-mmmm- - 26.2
35 cm-emeceemmaaoe 25.0
30 =m-mmmmmmm——m - 24 .6
R 221

RAD ICALES SUPEROXIDO.

E1 radical superdxido (Oi) se genera durante la autooxi

dacién de ferridoxina reducida, flavinas y quinonas reduci--

das, hemoglobina y epinefrina.
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El FMN y el flavodoxin, cuando son reducidos por accidn
de la ferridosin-TPN &éxido reductasa, el oxigeno sufre una re
duccibn univalente y divalente generando radicales superdxido
y perdoxido. La menadiona (quinona) es una droga hemolitica -
la cual reduce al oxigeno a radicales Oé, a su vez, esta mena
diona reducida produce perdxido de hidrbgeno (HZOZ)’ éstos --
son generados por el sistema xantina-oxidasa. En la autooxi-
dacidén de la Hemoglobina, ésta se transforma a Metahemoglobi-

na produciéndose radicales 05.

Deteccidn. Los radicales superbxido se detectan porque oxi--
dan a la epinefrina, reducen al ferricitocromo, al nitroazul
de tetrazolio (NBT) y por inhibicidén de la Superdxido dismuta

sa (SOD).

La autooxidacidn de epinefrina es iniciada por la presen
cia de metales pesados (Cu2+), como contaminante de los reac-
tivos usados, para producir adrenocromo; la epinefrina es es-
table en medios &cidos, pero se oxida cuando el pH=10.2 produ

ciéndose los radicales superbxido.

Reaccién en cadena para la formacidén de radicales super-

6xido y produccién de adrenocromo:

RH; #  Men == RH =4 Ml
RH3°/ 0, —————» RH, ¢ Oé { Ht
- + .
RHy # 0) # HY ———— RH* / Hy0,
RH* # 0, —— = R / 0; ¢ Ht
RH, = epinefrina. R = adrenocromo

3 =
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Me = metal. Esta reaccidn es inhibida por la superdxido dis-

mutasa (SOD).

La epinefrina es un donador de electrones que no acepta
a los electrones del sistema Oxihemoglobina-Fenilhidrazina --
HbOZ-ﬁNHNHZ), reacciona con el radical superboxido para formar

el adrenocromo que se lee a 475 nm.

STSTEMA ENZIMA [ pH  [OXIDACION TIEMPO
a) HbO,-gNHNH, | ------ 7.0 daid 1 min.
b) Hb0O,"@NHNH, | Catalasa| 7.0 £ 1 min.
c) Hb0O~gNHNH, | SOD 7.0 # 1 min.
d) HbO,” #NHNH, gatgégsa 7.0 | --- 1 min.

En el sistema Metahemoglobina-Fenilhidrazina, la oxida--
cidon es mas efectiva, pero es casi inhibida por la catalasa y

totalmente por la superdxido dismutasa.

La reduccién del ferricitocromo ¢ se lee a 550 nm, depen
diendo del tipo de enzima la absorbencia aumenta o disminuye

de acuerdo a:

S ISTEMA ENZ IMA pH REDUCC ION TIEMPO

a) Hb02-¢NHNH2 catalasa 7.0 t £ 1A 1 min.

b) HbO,- gNHNH,, - 7.0 /A 1 min.

c) Hb0,-gNHNH, | catalasa 7.0 F 4 1 min.
y SOD

d) HbOz-ﬁNHNHZ SOD 7.0 ¢ 1 min.
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esta reduccidn es a través de la transferencia de un electrdn
a un aceptor (ferricitocromo c) y no al oxigeno molecular, es
una prueba sensible y cuantitativa para la formacidén de estos

radicales superdxido.

Los radicales superdxido reducen al Nitroazul de Tetrazo
lio (NBT) a Formazan, la lectura es a 560 nm. EI Ditiotrei--
tol es capaz de transferir sus electrones al NBT directamente
en condiciones anaerobias sin ser afectada por la SOD o indi-
rectamente en presencia del Oxigeno, es inhibida por la SOD;
a diferentes buffers la acumulacidn de Formazan se incrementd,
el Acido Etilen Diamino Tetra-acético (EDTA) inhibe la auto--
oxidacidon de Ditiotreitol y en ausencia de NBT disminuye la

oxidacién esponténea de ditiotreitol.

PEROX1DO DE HIDROGENO.

La formacién de perdxido de hidrbgeno en membrana mito--
condrial se lleva a cabo por la reduécién de dos electrones -
del oxigeno molecular o por la reduccidn de un electron de --
los radicales superbxido en la reaccidn de dismutacidn

= - +
0; # 0; # 2H* _SOD 0, # Hy0,

—

E1 perdxido de hidrbgeno es formado durante la fotooxida
cién de la hematoporfirina

Hematoporfirina —h¥ | Hematoporfirina*

Hematoporfirina* # 3O2 —— > Hematoporfirina / 102

‘02 4 NADPH # Ht ——— NADP* # H,0,
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Los agentes citotéxicos (6-hidroxidopamina, 6-aminodopami
na, 6,7-dihidroxitriptamina y acido dialGrico) generan perdxi-
do de hidrbgeno por el consumo de oxigeno

RHZ ¢ 0y —mm R # H202
RH2 = compuesto autooxidable

R= forma quinoidal. La enzima catalasa disminuye el consumo -

de oxigeno.

Deteccidn.- Dependiendo de la cantidad de SOD hay mayor o me-
nor formacidn de perbdxido de hidrbgeno en fragmentos mitocon-
driales, en cambio en tumores se formaran radicales superoxi-
do. La deteccién del H,0, fue hecha por el método de Escopo-
letina en donde la fluorescencia disminuye por la presencia -
de perdxido de hidrbgeno, se usa antimicina como agente ini-
ciador de la reaccibén y se determina con ayuda de la peroxida
sa del rabano la cual cataliza una oxidacidn en cadena del --
NADH o NADPH; la produccidn fue medida con un electrodo de --

oxigeno.

Otros radicales que tienen importancia son los hidroxi--
lo (HO° ), cuya formacidn puede ser por la interaccidn del ---

H202 y el radical superoéxido

H,0, # gy it HOo® # OH™ 4 O2
o bien por el rompimiento catalitico del perdxido de hidrbdge-

+
no por metales contaminantes como el Fe?

Hy0, # Fa2t o Hosd O # Fe3
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Deteccidn.- La deteccidn de estos radicales se hace con el Me
tional (O -metiltiopropionaldehido) para formar etileno. Los
agentes citotébxicos producen mayor cantidad de etileno a pH -
de 6.4; 1la produccidn de etileno es inhibida por tres atrapa

dores de los radicales hidrbxilo: benzoato, etanol y manitol.
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PEROXIDACION.

Para estudiar la peroxidacidén de lipidos en tejidos de -
sistemas vivos, es importante conocer la composicidn membrano
sa de las estructuras que los constituyen (mitocondria, micro

somas, |isosomas, etc.).

La membrana estd compuesta de proteinas, lipidos, carbo-
hidratos, DNA, y RNA, las proteinas pueden ser estructurales
y enzimadticas. Debido a su mayor contenido de amino&cidos --

alifaticos presentan un caracter hidrofdbico.

Los lipidos principalmente de éstas membranas son: Fosfo
lipidos y colesterol; 1la composicién de los fosfoldpidos in-
volucra la presencia de &cidos grasos que pueden ser satura--
dos (palmitico, estedrico) insaturados (oléico) o bien presen

tar maltiples insaturaciones (araquidonico).

Los carbohidratos contribuyen en ciertas propiedades de
la membrana como son la antigenicidad y carga eléctrica de --

los eritrocitos, esta Gltima relacionada con el acido sialico.

MECANISMO DE DETERIORACION

Radiacidén.- La radiacién ibnica produce radicales libres, sus
reacciones son la polimerizacién y la peroxidacion.

R-CHy -R'  + FEIE S R-EH-R' + R"H

R-EH—R' + R ———— R-CH-R!

Rll



RH + 0, ———= R° + HOO®
R® + 0, ——— ROO®
RO0°+ RH ——— ROOH + R°

Los radicales libres pueden ser estabilizados por:

1.- Hidratacibén.- En donde una cubierta de moléculas de agua
pueden polarizar cerca del electrdon desapareado y prote-
ger su ataque.

2.- Atrapamiento.- El electrén es deslocal izado por un siste
ma altamente polarizado, reaccionando con otros compues-
tos.

3.- Reacciones competitivas.- Especies quimicas (grupos aro-

maticos, carbonilo y sulfidrilo) pueden competir por el
electrdon desapareado.

L.-Excitacién por solvente.- El electrén desapareado es trans

ferido al solvente debido a su proximidad, como las reac

ciones que involucran el agua.

Los lipidos insaturados sufren facilmente reacciones de
radicales libres. Se ha propuesto reacciones en cadena invo
lucrando a un sistema de doble enlace C=C con el fierro del

hemo como catal izador.

Los radicales libres en soluciones acuosas y en condi-
ciones aerobias, conducen finalmente a la formacibén de perdxi
dos, los cuales tienen una vida media larga, son compuestos

reactivos y sufren una descomposicidén homolitica.



REACCIONES DE PEROXIDACION.

N N
R°® Fe/
N“ 1N
Radical lipido OH
RH ROOH
L ipo-peroxido
R
0
Lipido r 0
Insaturado 0 |
N N N N
\Fle/ N A
/ N\ Fe
N N N7, N
\\\\\\__///,7//// Complejo catalitico
RO°

DESCOMPOSICION HOMOLITICA.

R0O®* + RH —— ROH + R°

R® + 0, ——=» ROO*

2 .
RO0® + RH ——— ROOH + R°

La reaccibén de peroxidacidn de 1ipo-proteinas en un sis
tema modelo en el cual los radicales libres forman perbxidos

de lipidos ciclicos, provocando una unibén cruzada con las --

proteinas.

Hay una correlacidén del efecto de la radiacidén sobre 1i

poproteinas y la formacidn de pigmentos de envejecimiento; -
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lo que se deduce que estos pigmentcs son derivados de la

oxidacidén de lipo-proteinas. Las evidencias dadas por algu--

nos

155

los

tos

investigadores son:
Radicales libres similares se forman durante la reaccidn
de peroxidacién de 1ipo-proteinas y radiacién de protei--
nas.
Diversos aminoadcidos aromaticos son peroxidados y este --
efecto se evita por la accién protectora de antioxidantes
similares a los compuestos tioles, la vitamina E y Sele--
nio son buenos agentes protectores contra el dafio en este
sistema.
El sistema peroxidante y la radiacidén involucran un exten
so dafio a proteinas, lipidos, DNA, RNA, Carbohidratos, --
etc., y producen por unién cruzada entre estas moléculas,
pol imerizacidén, que podria ser la causa de la formacidn
de pigmentos (lipofushina y ceroides durante el envejeci

miento).

REGULAC ION MEMBRANAL

La mitocondria muestra un cambio de volumen: debido a --
siguientes factores; tonicidad del medio, oxigeno, sustra

aceptores de electrones, cationes, arsenato, agentes des-

acopladores e inhibidores del transporte de electrones. Este

fendmeno puede ser controlado por el uso de agentes quelantes

o bien por la accidén de enzimas hidroliticas que liberan los

] isosomas.
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Los cloroplastos pueden tener cambios de volumen debido
a la luzy a la presidn osmbdtica. La luz impulsa el flujo de
electrones y las reacciones de transferencia de energia, esto
se realiza durante la actividad de la ATPasa: EI ADP que es
un inhibidor de 1a ATPasa o el cloruro de amonio que es un

desacoplador, retornan los cloroplastos a su volumen normal.

Los lisosomas presentan enzimas de oxido-reduccidén y no
sufren ningin cambio de volumen con la presencia de ATP, NADH

o NADPH.

Los microsomas presentan dos tipos de transporte de elec
trones en los que participan los donadores NADH y NADPH. La
oxidacidén de estos nuclebdticos NADH y NADPH se lleva a cabo
por dos mecanismos:

l.- Via oxidacidén NADH.
Il.- Oxidacidon del NADPH involucrando la transferencia de --
electrones que ocurren durante [a detoxificacidn de dro

gas y lipo-peroxidacion.

| p-CMB
NADH ----- Fp -----bg
p-CMB Co
= T CHy + 0,
P e R R e e By
20 INRH  + HCHO +H,0
Ee=RP

Lipido + 0,
Lipido-0-0

Malondialdehido
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Las flavoproteinas (Fp) de ambos sistemas pueden ser in
hibidas por agentes que se unen a grupos sulfhidrilo. La en
zima que cataliza la detoxificaciéﬁ de drogas puede ser inhi
bida por CO, lipasas y detergentes asi como reactivos que se
unen a grupos sulfhidrilo. Este complejo enzimatico se deng
mina citocromo PQSO y su inactivacién lo cambio a P-420 ----

(fraccién inactiva o desnaturalizada).

La peroxidacidén es un proceso de gran importancia en le
siones citopatolbgicas provocadas por el Tetracloruro de Car
bono, durante la intoxicacidon se forman dienos conjugados, -
producto de la peroxidacidén de lipidos del mocrosoma del hi
gado. EIl tetracloruro de carbono estimula la peroxidacidn e
inhibe la sintesis de proteinas y secresidn de lipoproteinas,
induce la acumulacidn de grasa dentro de la célula y bloquea

la secresidon de triglicéridos.

La accidn del tetracloruro de carbono es iniciada por -
la formacidn de radicales libres que activan a la peroxida--
cién celular; la potencia de los hidrocarburos halogenados -
para producir lesiones hepaticas o estimular a la peroxida--
cibn, pueden ser correlacionados con su accion hemolitica,
la gran actividad citotbxica se debe a la formacion qe radi-
cales libres producidos por la ruptura de enlaces Carbono-ha
l6geno del tetracloruro de Carbono (CClg— éC]3+él) los cua--

les son incorporados a las dobles ligaduras de los acidos; -
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fenébmeno que se favorece en presencia de iones fosfatoy com-

puestos orgénicos que contienen fierro.

El lodoformo y el CCl, reaccionan facilmente para produ
cir radicales libres formé&ndose reacciones en cadena que ac-
tGan sobre la fase lipidica de la membrana celular, produ---
ciéndose una polimerizacidén parcial de los lipidos, protei--
nas y los componentes de los &cidos nucléicos, manifesténdo-

se asi, la lesidn celular irreversible.

Deteccibén.- La determinacidn de la lipoperoxidaciébn puede -
hacerse por:
1.- Determinacién de grupos dieno en las etapas iniciales por
absorcidon de luz ultravioleta a 233 nm.
a).- Consumo de Oxigeno.
b).- Determinacién directa de la formacidén de hidroperd
xidos.
2.- Determinacidn directa de Perdxidos.
a).- Por lodometria.
b).- Por colorimetria con diferentes reactivos:
Tiocianato
Tiof luoreceina
2,6-diclorofenol- indofenol
Azul de Cresol Brillante
3.- Determinacidn de compuestos carbonilo

a).- Prueba del acido TiobarbitGrico (TBA).



37

L .- Determinacidon de productos finales polimerizados.
a).- Lipofushina.

b).- Cuerpos Ceroides.

De estas determinaciones la que se utiliza con mayor fre
cuencia es la prueba del &cido tiobarbitlrico (TBA), es un mé
todo analitico en dénde la reaccidén se forma al interaccionar
el TBA con diversos compuestos orgénicos produciéndose un va
lor de absorcién a diferente longitud de onda. Entre estos
compuestos estédn los aldehidos (Malondialdehido) que forma un
crombgeno de color rojo con una absorcién méaxima a 532 nm, --
con compuestos de cinco carbonos la absorcidén maxima es a 532
nm, un atomo de carbono entre dos moléculas de TBA tiene una
absorcién a 452 nm, con piridinas substituidas la absorcidn
es a 532 nm. Para que la reaccidén se realice se necesitan --
solventes no polares y por lo general un PH &cido, ademas de
la acidez del compuesto. El TBA es muy reactivo y forma cro
mégenos con una gran cantidad de compuestos por io cual es pg
sible que interfieran con la prueba a pesar de que a &sta se
le considera muy sensible y determina concentraciones de malon

dialdehido del orden de nanomoles.
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SUPEROXIDO DISMUTASA.

Las metaloproteinas se clasifican en tres grupos:

A.- Proteinas con fierro:

Ferritina

Hemos iderina
Transferrina
Conalbumina

Hemoeritrina

B.- Proteinas con cobre:

Hemocianina
Ceruloplasmina
Eritrocupreina
Hemocupreina
Hepatocupreina

Cerebrocupreina
C.- Otras metaloproteinas contienen: Zinc, Cadmio y Vanadio.

Las metaloproteinas mas importantes son las del grupo --
del cobre, denominadas Superdxido Dismutasa (SOD); la eritro-
cupreina se encuentra en las células rojas de mamiferos, in--

cluyendo al hombre. Contiene 0.36% de cobre, 16.53% de nitrd
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geno, y 1.05de azufre, con un peso molecular de 35000. Una
molécula contiene dos atomos de Cu, L1 de aspargina, 18 de
treonina, 20 de serina, 23 de glutanina, 11 de prolina, L5 -
de fenil alanina, 20 de lisina, 14.5 de histidina, 9 de argi
nina, 11 de cist(e)ina y 0.6 de triptofano; 3.4 de hexosami-

na, 1.8 de hexosa y 1.6 residuos de acido sialico.

La SOD puede estar constituida por otros metales como
Zinc, Mn y Fe principalmente; estd formada por dos subunida-
des de igual tamafio, su masa molecular varia de acuerdo a su
localizacidn, algunas presentan grupos sulfhidrilo (-SH) que

al polimerizarse y oxidarse forman puentes disulfuro.

ACTIVIDAD U/g ACTIVIDAD ESPECIF ICA

ORGANO U/mg DE PROTE INA.
Higado LLBO + 1115 22.1 + 6.2
Adrenal 1563 + 1053 1957 £ 5.0
Rifdn 1342 + 383 12.9 £ 3.0
Sangre 785 £ 317 3.6+ 1.0
Bazo L1 + 95 L7+ 1.1
Corazdn L21 + 109 8.6 + 2.0
Pancreas 300

Cerebro 262 + 68 2.8+ 0.6
Pulmdn 200 + 55 3.1+ 1.0
Estomago 140 + 30 6l S22
Intestino 122 + 43 25
Ovario 112 + 45 2.0+ 0.8
Timo 88 + 42 1.3 £+ 0.5
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Los estudios realizados en higado muestran dos clases de
superbxido dismutasa; la mitocondrial y la de citosol; la pri
mera es resistente al cianuro pero se inactiva por una mezcla
de etanol-cloroformo, es parecida a la SOD de bacterias (E. -
coli B), la fraccidén citosol se encuentra en numerosos euca--
riotes (Charophyta, Euglenophyta, Rodophyta, Phaeophyta y Clo
rophyta), ambas clases de SOD se diferencian por el grupo pros
tético; la mitocondrial contiene manganeso (Mn) mientras el -
citosol contiene cobre-cinc, ésta Gltima presenta varias isoenzi
mas, las cuales pueden separarse mediante un analisis electro-
forético, usando mercaptoetanol como un reactivo selectivo pa-

ra separar a la SOD de Cu-Zn.

La SOD se encuentra distribuida en todos los microorganis
mos aerobios, pero no en los anaerobios estrictos, la presen-
cia del oxigeno a una determinada concentracidén favorece la -

produccién de SOD, mientras que en ausencia, la SOD no se sin

tetiza.
AEROBI0S SUPEROX DO DISMUTASA U/mg
Escherichia coli 1.8

Salmonella tiphimurium 1.4

Halobacterium sal inarium 2.1

Rhizobium Japonicum .6

Micrococcus radiodurans 7.0

Saccharomyces cerevisiae 3.7

Mycobacterium sp. 2.9
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AEROB 10S SUPEROXIDO DISMUTASA U/mg
Pseudomonas sp. 2.0
Anaerobios Estrictos 0

Anaerobios aerotolerantes

Butyribacterium rettgeri 1.6
Streptococcus fecalis 0.8
Streptococcus mutans 0.5
Streptococcus lactis 1.4
Zymobacter ium oroticum 0.6
Lactobacillus plantarum 0

Los metabol itos activos del oxigeno: oxigeno singulete
]02, radicales superdxido OE , perbxido de hidrbgeno H202 y
radicales hidroxilo HOs producen dafio en el organismo y son
contrarrestados por la SOD. Los radicales superdxido y oxi
geno singulete son inhibidos por la SOD por medio de una --

reaccidn de dismutacibn.

0y # Oi ¢ 2Ht —————————-]02 ¢ HZOZ no enzimatica

0; # 03 # 2H" SOD 0, # Hy0, enzimatica

—_—

Deteccidn.- Los métodos mas usuales para la deteccion de la
Superdxido dismutasa son:

1.- Reduccidén de Citocromo c
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.- Oxidacidn de Epinefrina

.- Inhibicidén del NBT (Azul de Tetrazolium)
Radidlisis de Pulso

.- Autooxidacidén de Pirogalol

.- Reduccidn de tetranitrometano

N oo FowoN
1

.- Electrofbresis (Gales de Poliacrilamida)

La peroxidasa y la catalasa son enzimas que contienen fe
rroporfirinas; utilizan el perbdxido de hidrégeno como sustra-
to. E1 grupo prostético de la peroxidasa es el protohemo, el
cual, a diferencia de la mayor parte de las proteinas, esta
débilmente unido a la apoproteina. En la reaccidn catalizada
por la peroxidasa, el perbxido de hidrégeno es reducido a ex-
pensas de varias sustancias que actdan como aceptores de elec
trones, tales como el ascorbato y el citocromo c. La reac---

cidn catalizada por la peroxidasa se puede expresar como:

—_—— e Y >

Hp02 # AH, Peroxidasa . 2H,0 # A

La catalasa tiene la funcidén de destruir el perbxido de
Hidrdgeno formado por la accidn de las deshidrogenasas aero--
bias, es una hemoproteina, capaz de usar una molécula de perdxi
do de hidrbégeno como sustrato donador de electrones y otra mo

lécula de HZOZ como oxidante o como aceptor de electrones.

2H Catalasa 2H,0 4 0,

202 e
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GLUTATION PEROXIDASA.

La glutatién peroxidasa (GSH-Px), es una selenoproteina,
constituida por cuatro atomos de selenio, con un peso molecu-
lar de 84,000. Se encuentra en varios tejidos (cerebro, ri--
fibn, higado, bazo, pulmdén, pancreas, masculo y corazdbn); su -
presencia en los eritrocitos es importante porque los protege

contra la accidn del perdxido de hidrbégeno.

La distribucién intra celular de la Glutatién peroxidasa
en higado muestra que la fraccidén citosdlica contiene aproxi-
madamente 75% de GSH-Px y 58% de selenio (sitio activo de la

enzima). Se caracteriza principalmente por:

1.- Ser estable a temperatura de desnaturalizacidn
2.- Presenta un caracter hidrofébico

3.- Presenta carga negativa al incrementarse el pH.

La Glutatidn peroxidasa es capaz de bloquear la reaccidn
en cadena, autocatalitica de la peroxidacidon de lipidos, ac--
tuando como antioxidante, cataliza el rompimiento del perdxi-
do de hidrbégeno usando al glutation como el donador de hidro-
geno, reduce los hidroperdxidos, es una enzima alostérica; en
el higado compite con la catalasa por el agua oxigenada; por
lo tanto hay proteccidn contra los efectbs de peroxidacibn,--
mientras que la catalasa no presenta efecto sobre la peroxida

cién de lipidos. La enzima tiene dos sitios alostéricos, uno
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responsable de la actividad catalitica y otro involucrado en

los enlaces a nucledtidos.

Si el sustrato usado es el hidroperbdxido de cumeno se --
presentan dos tipos de glutation peroxidasa: GSH-Px I, la
cual actQia sobre el agua oxigenada, es inhibida por el cianu
ro y telurito, activada por el selenio; la glutation-S-trans
ferasa actlGa removiendo los hidroperbxidos orgénicos, presen-
ta diferente masa molecular y no es inhibida por el cianuro,-
E1 valor de la Km de la glutation peroxidasa estd en el rango

de 10 MM a 5 mM.

Glutation Glutation
reductasa peroxidasa
NADPt —» 2GSH H20, & Hidrd
Disulfitos Tioles - perobxidos
NADPH GSSG H,0, & Alco-

holes.

Deteccidén.- La glutation peroxidasa es determinada por:

1.- Polarograficamente por reduccidén de los grupos GSH a GSSH
.- Oxidacién del NADPH por la glutation reductasa
.- Reduccién de Glutation por DTNB (NTB)

2
3
L4 .- Reduccidn de Glutation por Hidroperdxidos de Cumeno
5.- Expectrofotométricamente por oxidacién del TPNH

6

.- Medicién de la concentracién de Perdxido de Hidrdgeno.



CATALASA

El perboxido de hidrbégeno es un producto de oxidacidon de
muchos tejidos, muy tdxico para las células y su acumulacidn
es controlada por la catalasa, que es una enzima el ipsoidal,
contiene cuatro cadenas de polipébtidos, cada cadena se une a
una molécula de protohemetina, con una masa molecular de ----

25,000,

Se encuentra distribuida en el higado, sangre, eritroci-
tos, microorganismos y plantas. Algunos sustratos pueden ser
oxidados in vitro por la catalasa (HZOZ, Metanol, Etanol, Aci

do Férmico, tioles y fenoles) La K, de la catalasa es de 25 mM.

Deteccidn.- Los métodos para la determinacidén de la actividad

de la catalasa son:

1.- Electroforésis (analisis cualitativo)

2.- Medicidon de la produccidn de calor en la reacciodn

3.- Determinacidén del oxigeno liberado por la descomposicidn
del agua oxigenada (Método de Clark o menométricamente).

L .- Determinacidén del perdéxido de hidrégeno residual por: titu
lacidén, espectrofotometria 230-250 nm, polarografia y medi-

ciones electroquimicas con el electrodo de platino.
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ALTERACIONES DE LAS MEMBRANAS.

La mitocéndria presenta modificaciones en su volumen, al
cual estd asociado con la formacidn de lipo-perbxidos y reac-
ciones de deterioracidon, éstas pueden ser reversibles: la con
traccidén de la mitocondria es realizada por la adicidon de ATP,
iones magnesio, suero de albGmina de bovino. etc. Este proce
so se ve relacionado con un incremento en la acumulacidn de -
productos de oxidacidn del acido tiobarbitdrico (TBA). La --
reaccibébn de deterioracidn es inducida por una mezcla de gluta
cibébn oxidado y reducido, produciéndose una expansidén junto con

la acumulacidn de TBAT.

La alteracién en cloroplastos ocurre como respuesta a --
cambios de osmolaridad, este cambio de volumen se puede deter
minar por la concentracidn de sacarosa y otras moléculas sus-
pendidas en el medio, ocurre si las condiciones no son favora
bles para la sintesis de ATP o hidrdlisis. La radiacidn oca
siona una deformacidén en los cloroplastos por su abundante --
produccibén de perbxidos, siendo la fosforilacidn mas sensible

que el transporte de electrones.

Los lisosomas in vitro al estar en contacto con detergen
tes, liquidos frios, sufren un shock osmbético. La adicion -
de la vitamina A y la lipoperoxidacidén mediada por radicales
libres producen dafios a la membrana porque activan las enzi--

mas |lisosomales.



VITAMINA E EN LA LIPOPEROXIDACION.

La vitamina E (alfa-tocoferol) es un antioxidante biol6-
gico, que act@ia inhibiendo la peroxidacién de lipidos que con
tienen acidos grasos polinsaturados. Esta vitamina se encuen
tra presente en las mismas membranas biolbgicas acompafiando a

los demas lipidos.
El1 alfa-tocoferol funciona en tres formas:

1.- Incrementando la asociacidén de lipidos de la membrana por
sus interacciones de Van der Waals, protegiéndolas del -

ataque del oxigeno o de fosfolipasas endbgenas.

2.- Atrapando radicales lipoperéxido que se forman durante el

paso del oxigeno o bien durante la transferencia de elec

trones.

3.- Atrapando a los radicales del oxigeno producidos durante

las reacciones fisiolbgicas.

El mecanismo antioxidante de la vitamina E, lo realiza -
mediante la donacidén de atomos de hidrégeno a los radicales -
libres formando moléculas neutras e inhibiendo la peroxida---

cion.

Lo # O2 — L02°
L02° # LH » LOOH # %°




53

L0, # <-TH ———— LOOH £ ot

L02° f <-TH — L02°‘~_._ «< -TH

E02°4__J£'TH] —_— Productos Inactivos.

LO,® f « T° —— LOOH # =<TQ

L* y LO,° = Radicales libres

o< - TH

<-T° =

LOOH

=<-TQ

El

tuyente

Alfa-tocoferol
Alfa-tocoferol activado
Hidroperdxidos

Alfa-tocoferol quinona.

selenio actla también como un antioxidante, es consti-

principal de la glutatidn peroxidasa, el selenio y la

vitamina E son importantes para prevenir el dafio celular pro-

ducido por los radicales libres e hidroperéxidos.

1
HZO # 302
Catalasa I Dafio quimico a proteinas
A T SH
Sistemas enzimaticos — H,0, ZHZO
Estresores oxidantes 2GSH GSSG

Lipidos insaturados —— ROOH _:i]::/;;H # Hy0

Vitamina E l
L ipoperoxidacién
Malondialdehido

Dafio celular.
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ENVEJEC IMIENTO CELULAR.

El envejecimiento es un proceso metabdlico caracterizado
.por la disminucidén de las reservas funcionales, conforme pasa
el tiempo, este proceso puede ocurrir verticalmente en dife--
rentes niveles: a nivel molecular, a nivel celular y final--
mente a nivel tisular y, horizontalmente, a un nivel citoldgi
co, bioquimico, fisioldgico y por Gltimo, a nivel comporta---

miento.

Citolégicamente.- En las células viejas el ndcleo se contrae,

el cuerpo de Golgi se empieza a fragmentar, el nucleolo se --
alarga, hay una acumulacién de vacuolas, disminuye la masa --
muscular, algunos érganos aumentan (prbstata) y otros disminu

yen (cerebro).

Bioguimicamente.- Con el paso del tiempo las células muestran

un aumento de lactato, aumenta el entrecruzamiento de la cola
gena, histonas y lipofushina, disminuye el ATP (adenosin tri-

fosfato) y hay variaciones en ciertos sistemas enzimaticos.

Fisiolbdgicamente.- Hay pérdida de cabello, endurecimiento de

las venas, menos produccidn de sangre en médula y esto se ma-
nifiesta clinicamente con la blancura del pelo, arrugamiento

en la piel y aumento de la pigmentacidon de la piel.



57

Comportamiento.- Hay cambios en la capacidad motora-sensorial

(disminucién de la visibn, oido, equilibrio, gusto y olfato).

Hay varias teorias que tratan de explicar la etiologia -

del envejecimiento, entre ellas estéan:

l1.- Teoria Genética.- Una falla en la replicacidn, transcrip
cién o translacidén de DNA; o un mal funcionamiento en el
RNA, o en enzimas relativas provocan el envejecimiento,
el rompimiento del genoma, con la edad, provoca la pro--
duccidn de proteinas que contienen errores, estas protei
nas pueden ser:
a) inertes y privar a la célula de sus funciones necesa-

rias;

b) letal y matar a la célula, o
c) llegar a ser antigénicas. La mutacidén en los genes -

también puede producir errores.

2.- Teoria de la Autoinmunidad.- E1 cuerpo puede reacciodnar

consigo mismo para producir antigenos, y los nuevos antil
genos pueden ser estimulados por la produccidn defectuo-
sa de las proteinas y con la edad puede haber una pérdi-
da de tolerancia inmunoldgica produciéndose un aumento -

en la respuesta a los antigenos.

La actividad de las células B (derivadas de la médula --

osea) y las células T (derivadas del timo) disminuyen con la
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Edad; Jlas cé&lulas B producen los anticuerpos que provo
can la inmunidad y las células T son linfocitos que ata
can a cuerpos extrafios al organismo y ayudan a regular

la respuesta inmune. Una disminucidén en la actividad -
de las células T puede provocar cambios inmunoldgicos,

asociados con la edad por la disminucidén de las células
B, lo que determina un aumento de la autoinmunidad (des

truccién por el sistema inmune de los tejidos del pro--

pio organismo).

Teoria de los Radicales Libres.- Los radicales libres --

son altamente reactivos y pueden provocar un dafio en el
DNA y en otras estructuras. Son sustancias liberadas --
por las grasas poliinsaturadas, actlan con las membranas
de las células y con ciertas enzimas producen reacciones
oxidativas que destruyen a la membrana, dafian a la mito-
condria y lisosoma, provocan cambios en los cromosomas,

acumulacién de pigmentos y alteran a la coléagena. Para
controlar las reacciones de los radicales libres, se mo-
difican las cantidades de alimentos naturales en la die-
ta de cada individuo, asi como la adicidn de inhibidores

adecuados de estos radicales.

Teoria Transmisora de Vectores de Virus.- Una transmi---

sibén vertical por un virus juega un papel importante en

el envejecimiento. EIl Papel de RNA, del tumor de un Vil
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rus es transmitido horizontalmente (de persona a perso-
na) y verticalmente (de madre a hijo). Existe un geno-
ma virulento en cada organismo, la forma de las particu
las C pueden inhibir 1la transcripcidon del RNA y provo-

car una autoinmunidad.

La redundancia en la informacidn genética, produce una
degeneracién del Cédigo Genético en el cual casi todos los -
aminodcidos tienen mas de un cddigo mal y la sistesis de pro

teinas tiene un error que aumenta con la edad.

Existen inhibidores que han sido usados como agentes an
tienvejecedores, entre los cuales estan la: 2-mercaptoetang
lamina, NN-difenil-p-fenilendiamina, dietilditiocarbamato, --
eficientes contra las radiaciones; el butilhidroximol usado
para los alimentos; la etoxiquina (antioxidante) usado para
los alimentos animales, la vitamina E un antioxidante natu--

ral.

Debido a la elevada reactividad quimica de los interme-
diarios de los radicales libres, hay un gran nimero de produc
tos. Estas reacciones se pueden llevar a cabo en el medio -
ambiente debido a las radiaciones ionizantes, la polucidn at
mosférica, etc. que son reacciones irreversibles. La reac
cidon entre el oxigeno y compuestos organicos se ve aumentada

con la presencia de metales como cobre, fierro y manganeso.
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La accion de los radicales libres puede formar diversas

lesiones celulares como cancer, amiloidosis, senilidad, arte

roesclerosis, hipertensién y enfermedades pulmonares; el en-
vejecimiento cerebral se acompafia de cambios en la corteza -

del cerebro, los surcos son mas profundos y las circunvolu--

ciones mas pequefas, el peso del cerebro disminuye al igual

que el volGmen sanguineo.



PIGMENTOS DE ENVEJECIMIENTO

Existen pigmentos que se acumulan con la edad, aparecen
cuando las manifestaciones metabdlicas y fisioldgicas de las
células se estéan deteriorando, principalmente en el sistema
nervioso, misculo (cardiaco, esquelético y voluntario) higa-
do, adrenales y tejido graso, son granulos de lipofushina que
presenta una fluorescencia caracteristica a 450 nm; su presen
cia es debida a la peroxidacién de lipidos insaturados de las
membranas subcelulares; el andlisis del material seco muestra
contener lipidos, carbohidratos y proteinas, vistos al micros
copio aparecen grénulos de color amarillo-café y a la luz ul-
travioleta fluorece de amarillo-verde a naranja. Se cree que
el ceroide y la lipofushina son el mismo pigmento, pero con -
un estado de evolucidn diferente, se pueden diferenciar por -
sus caracteristicas de solubilidad, agentes quelantes o las
resinas de intercambio catidnico pueden disolver los ceroides
pero no a la lipofushina; vistos al microscopio los granulos
de lipofushina raramente exceden de una micra de diametro y -
los gréanulos de ceroide son largos. Ambos pigmentos tienen -
una cubierta compuesta de una simple membrana, lo cual sugie-
re que son de origen lisosomal. Existe una substancia que --
puede remover a la lipofushina Ilamada Centrofenoxina, la ---
cual se utiliza para tratar condiciones confusionales en la -

edad.



EFECTO DE LAS DROGAS EN LA PEROXIDACION

En los microsomas se encuentra un pigmento que unido al
mondxido de carbono es reducido por el TPNH el cual es res--
ponsable de la hidroxilacidon microsomal de esteroides, deme-
tilacidn oxidativa e hidroxilacidén de drogas; dicho pigmento
es el citocromo P-450 que forma un complejo CO reducido que
posee una banda de absorcidén a 450 nm. Los tipos de reaccio

nes que se le atribuyen son:

Hidroxilacion aliféatica Peroxidacion
Hidroxilacidon aromatica Deaminacion
N-oxidacidn Desulfuracidn
Sulfoxidacion Dehalogenaciodn
Epoxidacidn Azoreduccidn
N-dealquilacidn Nitroreduccidn
S-dealquilacidn N-oxido-reduccidn
O-dealquilacidn - Epbdxido reduccion

Dichas reacciones pueden formar productos facilmente ex
cretables o bien sustancias de gran actividad biolbégica o toxi
ca. Existen tres fracciones microsomales que son requeridas
como cofactores de hidroxilacién.
l1.- Citocromo P-450 identificado como un complejo de CO y en

estado reducido.
2.- NADPH-citocromo c reductasa

3.- Fosfolipidos (Fosfatilcolina).
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No se requiere de NADPH y oxigeno, la hidroxilacion de -

una gran variedad de sustratos, incluyendo acidos grasos, hidro

carburos, drogas y esteroides la reaccidn es:
R-H + 0, +NADPH + H ———— ROH + H,0 + NADP*

Existen diferentes tipos de citocromo P-450 y cada uno

presenta un sustrato mas o menos especifico.

CLASE EJEMPLOS

Lipidos Fisioldgicos Acidos grasos, prostanglandinas,
esteroides, Vitamina D.
Drogas Numerosos compuestos: narcdticos,
tranquilizantes, sedativos, anti-
coagulantes, antihistaminicos, --
analgésicos, estimulantes, anti--
depresivos, sulfonamidas.
Productos de Petrdleo Hidrocarburos Alifatices, alici-

clicos, y aromaticos

Anestésicos Metoxiflurano, Fluroxena
Insecticidas Paration Dieldrin
Carcinbdgenos Hidrocarburos policiclicos aro-

maticos, acetilamino-fluoreno.
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El citocromo P-450 tiene un papel importante en la carci
nogénesis quimica, el benzo (a) pireno se convierte a un pro-
ducto altamente mutagénico por accidén del P-450 y de gran ac-
tividad carcinbégenética, el resultado es un epdxido diol de -

alta reactividad en las uniones para los acidos nucléicos.

La activacién del oxigeno por el P-450 se cree que invo-
lucra la adicidon de dos electrones para el oxigeno molecular
con pérdida de agua y formacidn de un oxenoide de fierro, ca-
paz de atacar a un radical carbono intermediario, para dar un

producto hidroxilado.

ROH £ H
h) F3+§a)

(ROH)Fe3* (RMEe3*
/,t \/e- b)
(R)(Fe-OH)3+ // (RH)Fe
7
9 | # \/02 c)
/
RH (Fe~0)3" ——7?rii————— X00H (RH)Fe2"(0,)
H,0 XOH #f .
o (RH)Fe37(03) d)

2H+ (R )FEBW e

e)
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a).- P-L50 oxidado Fe3™ + Sustrato RH

b).- E1 fierro heme es reducido a ferroso por accidn de la
reductasa.

c).- E1 oxigeno es afadido para formar un complejo ternario.

d).

El producto estd en equilibrio con el complejo Férrico
superbxido, requiriendo solo transferir un electron pa-
ra este cambio.

e).- Un segundo electrdn es donado por la reductasa o cito--
cromo bg dando una especie de perbxido de hidrbdgeno.

f).- E1 anibn perbdxido sufre una protonacidon y eliminacidn -
de agua con formacién de un complejo Fe-0, la actividad
del oxigeno puede ser una especie de oxenoide.

g).- El sustrato sufre una abstraccién de hidrbégeno para dar
un radical carbono intermediario.

h).- Por Gltimo, se combina el radical sustrato con una ade--
cuada posicidén del oxigeno para producir un producto hi-
droxilado.

i).- Con renovacidn del producto oxidado se puede generar el

P-450.

Se ha visto que una dosis de tetracloruro de carbono pro
duce una considerable acumulacién de grasa con una necrosis
extensa centrilobular en el reticulo endoplasmico, el P-450
interacciona con el CCl, y forma radicales endbgenos, indu---
ciendo la formacién de perbxidos de lipidos con una propaga--

cidn de la peroxidacidbn por el sistema NADPH-ADP-Fe2" .
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COENFC T IENUNSTNORNEESS S

La peroxidacidn es un mecanismo degenerativo celular que
se produce poraccidn de los radicales libres y se involucran

con algunos metales, FeZt, Cu2*, Va2+ y la presencia de oxige

no.

Estos radicales se producen de diferentes formas; la ===
principal es por accién de rayos solares que provocan una fo-
tolisis en las células (la luz actCia sobre el agua celular) -
formando a los radicales libres, que en esta forma son muy ac
tivos y empiezan a actuar sobre los lipidos de las membranas
celulares, principalmente, polimerizandolos y haciendo que la
membrana sea mas rigida e inestable,manteniendo el dafio celu-
lar, las reacciones en cadena consecutivamente, el dafio celu-
lar irreversible se observa, primordialmente, en personas de
edad avanzada, porque en ellas ademés, las defensas inmunold-
gicas se han visto disminuidas al igual que las enzimas que -
actdan en céntra de la peroxidacidn, estas enzimas al estar -
disminuidas permiten que los radicales act@en y formen los pe

réoxidos; las enzimas que act@ian en contra de los perdxidos -
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son principalmente tres: La Superdxido Dismutasa (soD), que
actlla sobre los radicales derivados del oxigeno,como el oxi-
geno singulete, y radicales superdxido; la Glutatidn Peroxi
dasa (GSH-Px) sobre los radicales hidroxilo y perbéxido, vy,
por Gltimo, la Catalasa, la cual act@a sobre los radicales pe
réxido. Existen otros inhibidores o atrapadores biolbgicos
de radicales libres, el principal es la vitamina Ey laVita-
mina C los cuales evitan la peroxidacion. Los radicales que
se escapan de la accidon de las enzimas atrapadoras, son los
que van a provocar el dafio celular, en forma silenciosa, la--
que va aumentando conforme la edad avanza ya que las enzimas
van disminuyendo en su actividad y la accidon de los radicales

va incrementandose.

Una perspectiva que se podria utilizar para evitar el en
vejecimiento y el dafio celular seria: la de purificar las en
zimas antioxidantes e introducirlas al organismo; esto toda--
via no es factible, tal vez, por la posible antigenicidad de
estas enzimas que pueda ser mayor y sean rechazadas o bien --
prevenir €l efecto peroxidante con sustancias antioxidantes
que deben ser consumidas durante toda la vida, ya que toda es
pecie biolbgica tiene una vida maxima determinada por el Reloj

Bioldgico que estéd localizado en su genoma nuclear.
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