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Como as distintas espeécies derivadas do

oxigéenio interagem com biomoleculas?

Biomoléculas: DNA, RNA, acucares, lipideos e proteinas.

Oxidantes e radicais: OH*, O,*-, CO;*-, H,0,, HOCI, 1Ag O,.
Determinantes da reatividade e raio de acao das espécies.
Modificacoes irreversiveis: dano biolégico, morte celular e patologia.

ModificacOes reversiveis: sinalizacao celular.



Como reagem e o que determina a reatividade de
radicais livres derivados do oxigenio?



« Recombinacao.

H* + H* -> H;

NO* + O — ONOOQO™ (peroxynitrite)
« Adicao.

X+Y->[X-Y]

Tipos de reacoes

- -  Abstracao de H.
envolvendo radicais 25t -

I —— CH+OH* —> ——C*'+H,0
livres. — — )

 Abstracao de e-.
Cl-+ OH* — ClI*+ HO-
- Doacao de e-.

A NN XY




Correlacao entre
reatividade (cinética) e

potencial de reducao

(tendencia em ganhar e,
termodinamica).

Table 2.2 Some biologically relevant standard reduction potentials.

Couple

Standard
reduction
potential (V)

Highly
reducing

Highly
oxidizing

H,0 / hydrated electron (egq)
C0, /1 COY”

0y, H/HO3

Paraquat / paraquat®~
Fe(lll)-transferrin / Fe2*-transferrin
0,/05”

NAD*, H* / NADH

Fe(Ill)-ferritin / ferritin, Fe?*

FAD, 2H* / FADH,
Dehydroascorbate / ascorbate®™
Fe(Il)-EDTA / FeZ*-EDTA
Ubiquinone, H* / ubisemiquinone
Fe(IlI)-ADP / Fe?*-ADP
Fe(lll)-citrate / Fe?*-citrate
Ubisemiquinone, H* / ubiquinol
Ferricytochrome c / ferrocytochrome ¢
ascorbate®™, H* / ascorbate™
H,0,, H* /H,0, OH®

al®, H* / aTH (a-tocopherol)
HU®~, H* /UH; (urate)

RO3, H* /ROOH (peroxyl)

RS® / RS~ (cysteine)

03", 2H"/H,0,

HO3™, H*/H,0,

RO®, H* / ROH (aliphatic alkoxyl)

CO3™, H* /HCO3
OH®, H* / Hy0

—-2.84
-1.80

-0.46
—0.45
—0.40 (pH 7.3)
-0.35
-0.32
-0.19
-0.18
-0.17
-0.12
-0.04
~0.10
~0.10
0.20
0.26
0.28
0.32
0.50
0.59
~0.77-1.442
0.92
0.94
1.06
~1.60
(results variable)
1.78
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Como reacoes
envolvendo
radicais livres
possuem, em
geral, baixa
barreira de
ativacao, E,
potencial de
reducao,
correlaciona com
reatividade.



Correlacao entre
reatividade (cinética) e

potencial de reducao

(tendencia em ganhar e,
termodinamica).

« E, dos intermediarios da reducao
do oxigénio.

O, +e — OE_ E®=-035V
OE_ +e +2H = H>O», +0.94V
H,O, + e + H = H,O +OH* +0.39V

OH*+ e + H = H,O

O radical hidroxila € muito reativo,

reagindo com moléculas na vizinhancga
de onde foi formado.




Em que termos
expressamos a

reatividade de
especies derivadas
do oxigéenio?

Pelas constantes de reacao de segunda
ordem.

A*+ B — products

R = ky[A®][B]

N\

M1s™).

H,0, + Fe?* — Fe(Ill) + OH + OH"

ky =76 M s (Fenton reaction)

H202 +Cut — Cu2+ + OH + OH*
ky = 4.7 x 10° M g™




Table 2.3 Rate constants for reactions of some physiological iron chelates with various peroxides.

Chelate Peroxide k(M 1s71)
25°C 37 °C
Fe2*-ATP H,0, 6.7 x 103 1.6 x 104
t-Butylhydroperoxide 1.3 x 103 2.7 x 103
Cumene hydroperoxide 3.1 x 103 6.5 x 10
FeZ*_citrate H,0, 4.9 x 103 Not determined

t-Butylhydroperoxide 1.8 x 10 34 x 10

Consideragoes
sobre a formacao R = ky [H,0;] [Fe® - ATP]
de radical OH® em =AY

. =1.6 x 107mol dm>3s!
celulas.

«  Considerando o numero de Avogadro: 6,02 x 1023,
« O fluxo de OH* é de 9,6 x 10" moléculas por dm? por segundo.
«  Considerando o volume da célula de 102 a 10-11 dm?3.

. A formacao de OH* iguala a 1.000 a 10.000 moléculas por célula
por segundo.




Como o radical hidroxila (OH®) reage com

biomoléculas?

 Adicao em bases do DNA.
X+ Y->[X-=-Y]

0] 0] 0

_OH . _OH
| HN N:C\H +e,+H HN N=C\H HN NH—CHO
0 I e ——— I — I

| 5 H,N XN N reduction H,N XN NH H,N NN NH

“O—=P—0—CH, 0 | | |
| DNA DNA DNA
2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine

(FapyG)
p-fragmentation

o o} oy

HN N\__OH 53 N N
J:i ><H oxidation Hj\l\)i >OH - HJN\)I >O

H,N 7SN ITI e l® H,N 7SN III H,N N ITI

DNA DNA DNA

C8-OH-adduct radical enol form keto form

8-hydroxyguanine (80HG)




Como o radical hidroxila (OH®) reage com

biomoleculas?
 Abstracao de H de bases do DNA.
Y ~
——CH+OH* —>» ——C*'+H,0
/ /
0,
O (IPI; O—4/CH;OH 1,

H
0 4'H HU OH H
' 2/ I r =
e 8,5'-cyclo-2’-deoxyguanosine
Desoxiguanosina OPO3

T

3’ end



Como o radical hidroxila (OH*®) alcanca o DNA?

Cromossomo
metafasico,
1 pm de
diametro

L ’*—; Y
4 0,4 pm
R v
AT
-

Fibra de 30 nm

B-DNA, 20 A de diametro

Grupos fosfato podem
€— coordenar ions metalicos
como Fe?* e Cu?*

Reacao de
Fenton local



@ o o o o

CH, CH, CH,OH CHO (e}
HN OH HN OH HN | HN | HN
)\ i )\ i )\ )\ )\ CH,
07 SN 0”7 SN 07 SN 0 SN 0~ SN
H H H H H H H H H OH
5-hydroxy-6-hydro- thymine glycol 5-hydroxymethyl- 5-formyluracil 5-hydroxy-5-methyl-
thymine uracil hydantoin
NH, NH, NH, NH, o (o}
A~ 5O P AN 5 OH
)N\ OH N | N | N OH HN OH HN |
o )\ )\ )\ M )\ g )\
07 NN o” >N~ H o N~ OH Y 07 S NNy o? N~ H
H H H H H H
cytosine glycol 5-hydroxycytosine 5,6-dihydroxycytosine 5-hydroxy-6-hydro- uracil glycol 5-hydroxyuracil
P cytosine
rodutos do ataque 5 ; a
OH H o} (e}

(] I [ ] I Hj\ | HN OH HNj HN
OH )\ H )\ H )\
(0] N (0) N [e) N (0] N (0]
d ralca IrOXI a H 0 o T H
5,6-dihydroxyuracil 5-hydroxy-6-hydrouracil 5-hydroxyhydantoin alloxan

(OH®) em bases do o
NH, NH, NH, /N|\N
DNA T X X G g

8-hydroxyadenine 4,6-diamino-5-form- 2-hydroxyadenine
amidopyrimidine

8,5'-cyclo-2'-deoxyadenosine

(0]
/N NH
0 0 | P
i N i NHCHO L
JJLoe ] " o
X H
H,N N ” HoN \N NHZ
H H
8-hydroxyguanine 2,6-diamino-4-hydroxy- H H

5-formamidopyrimidine 8,5'-cyclo-2'-deoxyguanosine



Como o radical hidroxila (OH®) reage com

biomoléculas?

 Abstracao de H de acidos graxos s TG I« e
poliinsaturados.

« Iniciacao da peroxidacao lipidica.

H H CH3(CH,)4 CH, CH,(CH,)sCOOH CH3CH, CH, CH,(CH,),COOH
N 7 % 7 % b4 R " 4
Ce=C — g C=—=(C C=C = C=C
ﬁ X P4 \ / % 7 N N 4
(CH,), (CH,), H ~ HH ~H H H H HH H
v N cis Cis cis cis cis
CHs COOH Linoleic acid

Linolenic acid

cis-oleic acid

Vulnerabilidade a oxidantes aumenta com aumento do numero de insaturacoes



Intrinsic 3
& e protein
Extrinsic -
protein alz
» Membrane bilayer O=0 O=A—0
o d
Fosfolipidios mI 0
’ podem coordenar S—e—%
ions metalicos 9
como Fe?* e Cu?* o=y

4 Intrinsic protein
~  (membrane spanning)

Initiation of Removal of H®(can Retroa“metn}?gzo da Ilpopteromdagao
~ peroxidation| occur at several places catalisada por metais
Propagacéo da | N
< ROOH + Fe** — Fe(Ill) + OH™ + RO*
[ [ [ V 4 [ == — —
eroxidacao lipidica . -
rearrangement ——] RO°+L-H - ROH+L
Direct s
fe_i;t'on ROOH + RO* — ROO" + ROH
wi = s e
singlet .
oxygen 0,
s it Radical alcoxila
\ reactions e .  hol I
. . — - 1. Oxidation of cholestero
Radical PerOX"a (o} 2. Attack on membrane proteins
Lipid peroxyl H® abstraction from 3. Reaction (_)f two peroxyl radicals
radical adjacent membrane lipid to cause singlet oxygen
g ('0,) formation
Hidroperoxido de lipidio ~ = _
OyH Lipid hydroperoxide plus

a new carbon-centred
radical that continues the
chain reaction




Terminacao da

peroxidacao lipidica

Arachidonic acid

-

— — _— COOH
e13 OH
COOH
j 0
A OH
Al COOH isofuran
A

O0—O0
/\/\/\/\NWMﬁOOH /\/\/\/\A)YE/\/\
COOH
12 Lo

‘Et>’//\\‘ mgh?%/
R* 0—oO
/NVAVA\/\/ka=\¢F=\/\v£OoH /“v”\f\/\/kv)\/\==/\/\
g COOH

O—0-

O-0—T

12
Monocyclic peroxide
Internal H*abstraction
(favoured at low O,)

COOH

5
reaction with o d
0, and reduction** 0 11
l Bicyclic endoperoxide
an F,-isoprostane
0,

hydrolysis or heat

m + other products
(@)

O
MDA



0) ([oF-To-Tolo [=
lipidios induzida

por oxigenio
singlete

Formacao de hidroperoxido de lipidio

H)) OOH

12-hydroperoxide
oy (:\H OOH

13-hydroperoxide



Como o radical hidroxila (OH®) reage com

biomoléculas?

o Abstragéo de H da Backbone Backbone Backbone
. . s g= oxidation peroxyl radical alkoxyl radical
cadeia polipeptidica. s i
O
H I (@) @)
H I H I
X+ Y- [X-Y] NGO~ O, N C.. - . ., _NJcC.
OHs O : :
% i R R
H __n Side-chai _
C. % ide-chain . )
# N~ B ackbor Loss of HO, B-scission
H , reaction
radical transfer
R o)
O A H
H I N - M- 9
/N\‘{C\N/ e \\[ ” /’@+ 'C\N/
=T H - H
HZO " " Acyl radical
: cyl radica
Side-chain Hydrolysis l d
oxidation 0 Cleaved backbone
_NH, +%‘m/

R

Cleaved backbone

Hawkins e Davies, JBC, 2019




Como o radical
hidroxila (OH®)
reage com
biomoleculas?

Adicao em cadeias
laterais de residuos de
aminoacidos.

e N

(5
& Phenylalanine
O‘H/ \Oﬂ. R
o kg,
ortho-Tyrosine @\ meta- Tyrosme
NO,

3- Nltrophenylalanlne

@*“i’[@?éﬁfbfﬂ

Tyrosine Tyrosyl radical

O RNS
@\ ‘40 HO\ l
OH OH
DOPA 3- Nltrotyrosme
o 00

3- Chloro(bromo)tyrosme R R

R
(Br)Cl : Cl(Br)
OH

3,5-Dichloro(bromo)tyrosine

3,3'-Bityrosine



Como o radical superoxido (O,*) reage com

biomoléeculas?

O superoxido existe em equilibrio acido-base.
0,*- + H* —— HO,®

F°'=0,94 V PKa=48  po= 106V
(oxidantes moderados de 1e7)

 Pode atuar tanto como redutor quanto como oxidante.

(i) reducao de ions de metais de transicdo coordenados a compostos de baixa massa e/ou a proteinas
e/ou acidos nucleicos

™~ ~ +2
Fet3 + Oy —> Fe™ +0,
/N 7

(i) oxidacao de centros Fe-S em proteinas
k>10°M-1gs! (aconitase)
[4Fe-4S]?* + O, + 2H" — H,0, + [4Fe-4S]** — [3Fe-4S]" + Fe?*
~——

Reacéo de Fenton



Como o radical
carbonato (CO,*)
reage com
biomoléculas?

Abstracao de e-.

P+ CO3.' +Ht - Pt + HCO3'

R

O

Phenylalanme

O‘H/ \
cli=re!
R OH
ortho-Tyrosine @\ meta-Tyrosine
NO,

3 Nltrophenylalanlne

@cﬁf[@@@@

Tyrosine Tyrosyl radical
OH RNS
@ - “°\ @L 1
OH OH
DOPA 3- Nltrotyrosme
o0
3- Chloro(bromo)tyrosme R R

3,3'-Bityrosine

R
(Br)Cl : Cl(Br)
OH

3,5-Dichloro(bromo)tyrosine



Antioxidantes
endogenos e suas

reacoes com
oxidantes

Gscorbate (AAﬂ
)

GS AA*~
GS‘WL ¢
GSSG™ AA + DHA

Ozi\u
. GSSG GSH = glutationa

Winterbourn, Nat. Chem. Biol., 2008



Reacao com
glutationa como
referencia de
reatividade.

Mecanismo de

1 elétron:
GSH+R°* - GS* +RH

2 elétrons:
GSH + ROH —- GSOH + RH

Oxidante + GSH —£— Produtos (GS*/GSOH/GSSG/GSSG*)

c
o
|
wid
2
o
F

2 elétrons

Oxidante

Radicais (1 elétron)?

NO*/*NO-

RS*/RS- (Cys)

U 2._, 2H+/H202

HOz‘_, H+IH202

ROO*, H*/ROOH

NO,*/NO,

RO*, H*/ROH

T

U 3._, 2H+IH20, 02

HO*, H*/H,0

Nao radicais (2 elétrons)®

ONOOH, H*/NO,-, H,0

HCIO, H*/CI-, H,0

H,0,, 2H*/2 H,0

H,CO, 2H*/2 H,0

Potencial de
redugao

non detectable
8.0 x 108

~10 to 103

n.d.

n.d.

3.0x 107

n.d.

4.6 x 107

7.0 x 107

1.0 x 1070

T poder oxidante
T reatividade

Potencial de
reducao e
eatividade nao
correlacionam




A acao dos oxidantes depende de sua

compartimentalizacao e raio difusao

As constantes de [GSH] = 2 mM
velocidade de reacao de
segunda ordem das
diferentes espécies
oxidantes com seus alvos
bioloégicos, alem da
abundancia e localizacao
dos mesmos, determina as
principais vias de oxidacao
biologica.

Zell diameter (20 um)

-
-
-
-
-
-
§ -
o -
4 -
& -
-
3 -
p -
-
-
-
-
-
-
-
e
-

[Prx2] = 20 uM

. .~ Winterbourn, Nat. Chem. Biol., 2008
Potente oxidante em condicOes

inflamatérias; ataca grupos
amina e enxofre (metionina)



A acao dos oxidantes depende de sua

compartimentalizacao e raio difusao

 Oxidacao relativa dos alvos intracelulares do H,0,.

 Local de producao deve ser determinante para efeitos biolégicos.

h PTP1B 0.1 uM: k = 20 M-1s-" Com esta competicao, sera

1 HIVE viavel a reacao de Fenton?
I Cdc25B 0,1 uM; k= 160 M-1s-? /(
I GSH 2 mM; k= 0,89 M-1s-?
e — Prx2
0.000001  0.0001 0.01 1 100

Percentage of hydrogen peroxide reacting

Wlth eaCh Component (|Og Scale) Winterbourn, Nat. Chem. Biol., 2008



Questoes e Exercicios

Explique a correlacao entre potencial de reducao e reatividade de radicais livres.

A 8-hidroxiguanina pode ser detectada na urina como marcador de estresse
oxidativo. Discuta o mecanismo de sua formacao.

Que espécies oxidantes podem participar da iniciacao da peroxidacao lipidica?
Como a oxidacao de membranas biolégicas pode ser propagada? Quais sao as
possiveis consequéncias da peroxidacao lipidica?

Comente o porqué do acido hipocloroso ser primariamente um agente citotéoxico e o
peroxido de hidrogénio um mensageiro celular. Argumente em funcao da
compartimentalizacao da producao destas espécies, seu raio de acao estimado, e
alvos biolégicos.

Danos oxidativos em células e tecidos estao associados a modificacoes reversiveis
ou irreversiveis? Por qué? Exemplifique.
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