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Topicos e metas da aula

Recapitular estrutura de lipideos e membranas.

 Pré-requisito para racionalizar alvos e consequéncias da lipoperoxidacao.

Inicio e propagacao da lipoperoxidacao.

« Entender os mecanismos quimicos de modificacao de lipideos e danos a membranas
e suas consequéncias.

Recapitular estrutura de nucleotideos e DNA.

« Reconhecer fatores determinantes para oxidacao do DNA e suas consequéncias.

Tipos de oxidacao no DNA e espécies envolvidas.

« Conhecer mecanismos de modificacao da molécula de DNA e seu potencial
envolvimento em mutacoes.

Sistemas de reparo do DNA.
 Racionalizar mecanismos celulares de defesa contra alteracoes no DNA e sua
importancia na homeostase celular.



Estrutura de Lipideos

Acidos graxos saturados e insaturados
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Insaturagdes contribuem para a fluidez das membranas
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Colesterol

Colesterol também contribui para as propriedades
biofisicas de membrana controlando sua fluidez
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Glicolipideo

Proteina
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(a) Acima da temperatura de transicao

Fluidez da membrana: fator a se
considerar ao analisar a acessibilidade de
lipideos a oxidantes

(b) Abaixo da temperatura de transicao
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Inicio - Ataque a cadeia de carbono

Radical OH* pode se adicionar ou abstrair H®

_CH, - +OH* — ~CH - +H,0

Outros radicais, HO,®, RO,°*, RO*® podem abstrair H*
de PUFAs, de acordo com seu potencial de reducgao

Table 2.2 Some biologically relevant standard reduction potentials.

Couple Standard
reduction
potential (V)
Highly H,0 / hydrated electron (e3,) —-2.84
reducing
— €0,/ COy” -1.80
0y, H*/HO3 —0.46
Paraquat / paraquat®~ -0.45
Fe(lll)-transferrin / Fe2*-transferrin —0.40 (pH 7.3)
0,/0% -0.35
NAD*, H* / NADH —0.32
Fe(Ill)-ferritin / ferritin, Fe2* -0.19
FAD, 2H* / FADH, -0.18
Dehydroascorbate / ascorbate®~ -0.17
Fe(lll)-EDTA / Fe?*+-EDTA -0.12
Ubiquinone, H* / ubisemiquinone -0.04
Fe(Ill)-ADP / Fe?*-ADP ~0.10
Fe(lll)-citrate / Fe?*~citrate ~0.10
Ubisemiquinone, H* / ubiquinol 0.20
Ferricytochrome ¢ / ferrocytochrome ¢ 0.26
ascorbate®”, H* / ascorbate™ 0.28
H,0,, H* /H,0, OH® 0.32
aT®, H* / aTH (a-tocopherol) 0.50
HU*™, H* /UH; (urate) 0.59
ROS, H* /ROOH (peroxyl) ~0.77-1.442
RS® /RS~ (cysteine) 0.92
03", 2H*/H,0, 0.94
HO3™, H*/H,0, 1.06
RO®, H* / ROH (aliphatic alkoxyl) ~1.60
(results variable)
0%, H* HCO3 1.78
Highly ~ OH®, H*/H,0 231

oxidizing




Propagacao da Lipoperoxidacao

R. + 02 —> ROO‘

[O,] € mais elevada na
membrana e determina a
taxa de propagacao da
lipoperoxidacao, ou seja,
formacao em cadeia de
mais radicais de lipideos
atraves de ROO®".

ROO* + CH — ROOH + C*

Direct

reaction |

with
singlet
oxygen

AN

Initiation of

peroxidationl

ANN/

Removal of H®(can
occur at several places
in the chain)

Molecular

rearrangement Carbon-centred radicals

l

Other
reactions

\ — — » 1. Oxidation of cholesterol
05 2. Attack on membrane proteins
Lipid peroxyl H® abstraction from 3. Reaction (?f two peroxyl radicals
radical adjacent membrane lipid to cause singlet oxygen
e (102) formation
—p-
OoH Lipid hydroperoxide plus

a new carbon-centred
radical that continues the
chain reaction



Propagacao da Lipoperoxidacao

ROOH + Fe?* + H* —> RO* + H20 + Fe’*
Table 5.10 Physiological forms of iron and their possible participation in RS formation.

RO. + C H H RO H + C. Type of iron Will it decompose lipid Can it form OH® from

peroxides to form alkoxyl H;0; by Fenton
and/or peroxyl radicals? chemistry?
Iron ions bound to
Phosphate esters (e.g. ADP, ATP) Yes Yes
Carbohydrates and organic acids (e.g. citrate, picolinic acid, deoxyribose) Yes Yes
DNA Yes Yes
»  Membrane lipids Yes Yes
> Loosely bound to proteins, e.g. albumin Yes Yes

Re a gé e S tl p O Iron bound to proteins

(i) Non-haem iron

F e n to n CO m Ferritin Probably no? No?

Haemosiderin No? No?
I AV Lactoferrin No? No?
hidroperoxidos de il i i
L4 . Tartrate-resistant acid phosphatased Yes (if iron is released) Yes (if iron is released)
lipideos catalisadas @) Haem ion
. ;s s Haem itself Yes Probably no?
po I fe 'ro b 10 | Og 1ICO Haemoglobin Yes Yes (only if iron is released)
Leghaemoglobin Yes Yes (only if iron is released)
Myoglobin Yes Yes (only if iron is released)
> Cytochrome ¢ Yes Yes (only if iron is released)
Cytochromes P450 Yes, especially CYP2E1 Yes (only if iron is released)

Catalase Weakly? No®




Lipoperoxidacao por O, Singlete
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Colesterol tambem sofre Oxidacao
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Consequeéencias da Lipoperoxidacao

Fluidez da membrana alterada

Permeabilidade da membrana
comprometida

Perda de funcdo de proteinas
de membrana

Morte celular: ferroptosis

Maior quantidade de PUFAs,
mais suscetivel a célula esta
para morrer por ferroptosis.
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Dos Santos et al, Trends Cell Biol, 2023 Trends in Cell Biology



Estrutura do DNA
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Bases Nitrogenadas do DNA

Base Nucleosideo Nucleotideo**
Férmula da base (X=H) (X = ribose*) (X = fosfato da ribose*)
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Sitios de Modificacao no DNA

damaged base

double-strand

single-strand e

break

intra-strand
crosslink inter-strand
crosslink

mis-match £

https://sites.google.com/site/bi6101dnarepair/damage
-detection-response/types-of-dna-damage
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Radiacao UV Gera Dimeros de Timina
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Ataque ao DNA pelo OH*®

Oxidacao da Guanina
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Oxidacao da Citosina

Ataque ao DNA pelo OH*®
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Ataque ao DNA pelo OH*®

Oxidacao da Citosina
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Ataque ao DNA pelo OH*®

Oxidacao da Timina
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8-hidroxiguanine € um produto do ataque de

outros oxidantes tambeéem

v Ataque por radical carbonato e oxigénio singlete também levam a formacao de 8OHG
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HOCI e ONOO- podem causar

cloracao e nitracao de bases, respectivamente



Existe literatura indicando que o mtDNA sofre

mais oxidacao que o DNA nuclear, mas esse
assunto e controverso




Consequeéencias do dano oxidativo ao DNA?

Mal pareamento de bases > Mutacoes
G—CI—— 80HG—C ——— 80HG--A %ﬂ»

+

G—C

Silenciamento de genes
Doencas como cancer

Senescéncia e morte celular



Sistemas de Reparo

Reversao direta da lesao

« DNA-fotoliase

« Enzimas que hidrolisam bases modificadas e impedem sua
incorporacao ao DNA (Ex. NUDT1, hidrolisa 8OHdGTP e outros)

* Reparo por excisao de nucleotideos: dimeros pirimidina
« Reparo por excisao de bases: bases oxidadas (Ex: 8OHG)

« Reparo por mal pareamento (erros no processo de replicacao)
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Sistemas de Reparo

Recombinacao homologa

Uniao de extremidades nao homologas (quebra de fita dupla)



Doencas relacionadas a problemas nos sistemas

de reparo do DNA

XerOderma plgmentosum Acumulagao de dimeros de pirimidina
Q{ ° N/\\C—N/\C—O
LT
H/ \CH3
o\\ /H
’ N/C— \C—O
H/ (ﬁ\CH3

Defeitos em:

« Reparo por excisao de nucleotideos

Castro et al, Front Genet, 2022



Recapitulando as metas da aula

« Estrutura de lipideos e membranas

« Mecanismos de inicio e propagacao de lipoperoxidacao
« Consequéncias da peroxidacao de membranas

« Estrutura do DNA e nucleotideos

 LesoOes oxidativas no DNA

« Sistemas de reparo no DNA e doencas relacionadas
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Questoes de Acompanhamento

1. Esquematize o inicio e propagacao de lipoperoxidagao. Como a cadeia radicalar pode ser
terminada?

2. Como ocorre a morte por ferroptosis?
3. Explique a vulnerabilidade do DNA a metais de transicao como ferro.
4. Que modificacdo no DNA pode ser mais mutagénica?

5. Quais sistemas de reparo de DNA mamiferos devem utilizar para dimeros de timina?



