   Danno da radicali liberi dell’ossigeno

L’ossigeno è essenziale per i meccanismi di formazione di energia, ma ha il problema che viene ridotto monovalentemente (è un accettore di elettroni, ma li accetta uno alla volta) con formazione di O2-, H2O2, OH., 1O2 che danneggiano la cellula

La cellula ha sviluppato dei meccanismi di difesa contro questi radicali:

1) Riduzione dell’ossigeno da parte di elettroni senza il rilascio di radicali grazie ad enzimi leganti ossigeno e substrato che trattengono i radicali finchè si lega un secondo elettrone (es. catene respiratorie)

2) Sistemi di protezione: SOD, catalasi, perossidasi, scavengers (vit. C, vit. E), molecole con gruppi SH (tamponanti i radicali

Però c’è sempre una certa fuga di radicali. I problemi tuttavia nascono solo se c’è: 

1) Aumentata produzione di radicali (le difese possono non bastare)

2) Diminuzione dei sistemi di difesa 

I radicali liberi dell’ossigeno hanno un elettrone spaiato sull’orbitale più esterno: per primo si forma l’O2-, che poi dismuta a H2O2, OH., 1O2  ….  (amplificazione)

    Fonti di radicali liberi dell’ossigeno

Radiazioni ionizzanti

Radiolisi per assorbimento di energia da parte dell’acqua colpita da radiazione. L’acqua si scinde formando:

OH.  (radicale idrossile) 

H. (radicale idrogeno) 

eaq  (elettrone solvato)

Luce

Fotoionizzazione    R. + O2 --- R + O2-
I fotoni sono incapaci di espellere elettroni e formare ioni e riescono solo a spostare elettroni da un orbitale ad un’ altro più esterno (eccitazione). Però in presenza di composti organici che assorbono fotoni e trasferiscono la loro energia di eccitazione alle molecole vicine (fotosensibilizzatori) e in presenza di O2  si formano radicali liberi

Sorgenti intracellulari

a) Autossidazione di piccole molecole 

(tioli, catecolamine, flavine, farmaci, ecc….)

b) Enzimi citoplasmatici 

Xantina ossidasi

Aldeide ossidasi

Flavoproteine deidrogenasi 

Triptofano deidrogenasi

c) Sistemi di trasporto di elettroni

Catena mitocondriale

Sistema del reticolo endoplasmatico (citocromo p450)

d) Enzimi dei perossisomi (producono direttamente H2O2)

D-aminoacido ossidasi 

Urato ossidasi

L- idrossiacidi ossidasi

Acetil-CoA ossidasi

e) Enzimi di membrana

NADPH ossidasi dei leucociti

NADPH ossidasi di adipociti, endoteliociti, fibroblasti, epatociti, cheratinociti, linfociti B, miociti….

f) Cascata dell’acido arachidonico

Durante la formazione degli endoperossidi si può formare per ossidazione del NADPH un radicale libero intermedio che auto-ossida formando O2-  

         COX                  NADPH

AA ------------ PGG2 ------------  PGH2

                                     NADP.
                             O2 ----------- O2- + NADP+   

g) NO sintasi

L-arginina+NADPH+O2+FAD --- citrullina+NO .
NO . + O2-  ---------  ONOO- (perossinitrito)

NO . + H2O2 --------- formano OH. in presenza di ferro

Meccanismi di formazione dei radicali liberi dell’ossigeno

Sistema xantina deidrogenasi/xantina ossidasi:

                   (ipo)xantina+H2O+NAD+

Xantina deidrogenasi

                    Acido urico+NADH+H+
                   (ipo)xantina+H2O+O2

  Xantina ossidasi

                                         Acido urico+2O2- +2H+
Sistemi del reticolo endoplasmatico liscio (monossigenasi)

Sono sistemi di trasporto di elettroni che ossidano molecole organiche

Esempio: citocromo P-450 (e analoghi)

Catalizza reazioni di detossificazione (eliminazione di xenobiotici) tramite reazioni di idrossilazione.

I substrati sono moltissimi: farmaci, insetticidi, steroidi, cancerogeni….

                 NADPH         NADP+

Cyt P-450 +RH+O2 ---- Cyt P-450 +ROH+H2O 

      Fe3+                                                  Fe2+                                                  
                    Cyt P-450 reduttasi

                         FADH---- FAD+
Meccanismo di formazione di O2-
1) autossidazione della reduttasi (flavoproteina)

2) rilascio di elettroni da Cyt P-450 

Catena respiratoria mitocondriale

NADH-NADH deidrogenasi-Ubichinone-cyt.b-catena dei citocromi-   O2----2H2O
Ci può essere perdita di elettroni dalla catena quando:

1) Aumenta lo stato ridotto dei vari componenti (ipossia, alterazioni strutturali, inibitori) e il flusso rallenta

2) C’è disaccoppiamento del rapporto P/O (fosforilazione/ossidazione) con accelerazione del passaggio di elettroni e aumento del consumo di ossigeno

3) C’è iperossigenazione (es. danni polmonari da ossigenoterapia)

NADPH ossidasi

       NADPH+2O2 ----- NADP++2O2-+H+

G-6-P -------- 6-PG

        HMP shunt

Lesioni biochimiche più significative del danno ossidativo

1) Diminuzione di NAD+ e ATP per:

-aumento idrolisi ATP, ADP, AMP

-diminuita sintesi ATP per danni   

 mitocondriali

-rottura di filamenti di DNA con attivazione 

 ADP-ribosil-polimerasi (riparatore) e  

 consumo di NAD+

2) Diminuzione del contenuto di GSH nelle cellule (normale: 4mM, prevalentemente ridotto). Si forma molto GS-SG (ossidato) che viene espulso dalla cellula via ATPasi

3) Ossidazione dei gruppi SH delle proteine a S-S con alterata funzione

4) Lipoperossidazione con danni alle membrane cellulari

5) Aumento di sodio e calcio nelle cellule
Sistemi di difesa nei confronti dei radicali

a) Enzimi:

Glutatione perossidasi

H2O2+2GSH----GSSG+2H2O  

Glutatione reduttasi

GSSG+NADPH+H+----2GSH+NADP+
L’enzima usa l’NADPH che viene dall’ HMP shunt

Il glutatione ossidato può essere espulso dalla cellula, in tal caso il ciclo può fermarsi 

Catalasi (citoplasma)

H2O2+ H2O2  ---- 2H2O + O2

Perossidasi

H2O2+ RH2 ----- 2H2O + R   

(ossidazione di substrati)

Superossido dismutasi

O2- +  O2- + 2H+---- H2O2 + O2
b) Scavengers (accettori di elettroni)

Molecole con gruppi SH (cisteina, glutatione…..)

Antiossidanti (Vit. E, Vit. C, retinoidi)

Chelanti del ferro (ferritina, transferrina, lattoferrina)

Danni cellulari da radicali liberi

Alterazioni della plasmamembrana

Aumento della permeabilità, alterazione delle pompe ioniche, diminuita ricezione e produzione di segnali, aumentata uscita di enzimi,turbe dei movimenti, depolarizzazione

Alterazioni dei mitocondri 

Diminuita respirazione, diminuita produzione di ATP, diminuito funzionamento delle pompe (rigonfiamento, lisi)

Alterazioni del citoplasma

Diminuita glicolisi, acidificazione, rigonfiamento, aumento del calcio, perdita di enzimi, denaturazione delle proteine, accumuli di materiale denaturato

Alterazioni del reticolo endoplasmatico

Diminuita sintesi proteica, lipidica, diminuita detossificazione, alterazione dei trasporti intracellulari, alterazioni strutturali

Alterazioni dei lisosomi

Slatentizzazione di enzimi e loro rilascio

Alterazioni del nucleo

Alterazioni della membrana perinucleare, denaturazione delle proteine e degli acidi nucleici

Effetto finale:

- Alterazione delle funzioni cellulari

- Necrosi e/o apoptosi (i radicali liberi hanno un ruolo importante nei meccanismi dell’apoptosi)

Malattie in cui sono implicati i radicali liberi dell’ossigeno

1) Ipoperfusione (shock, stenosi arteriosa, iperemia venosa….)

a) C’è rallentamento del flusso di elettroni nella catena respiratoria mitocondriale con formazione di radicali

b) La xantina deidrogenasi diventa xantina ossidasi a opera di proteasi

c) Si accumula (ipo)xantina per aumetata degradazione dell’ATP

d) In molti casi, l’ischemia induce aumentato rilascio di catecolamine con aumento di radicali dovuto ad autossidazione

Nell’ eventuale riperfusione:

Aumenta l’ossigeno con produzione di anione superossido da parte della xantina ossidasi

Arrivano molti leucociti che vengono attivati da sostanze prodotte durante l’ischemia (eicosanoidi cellulari, complemento, ….)

Il danno da ischemia/riperfusione avviene:

-Negli organi trapiantati

-Nel miocardio (infarto, angina, riperfusione  

           post-infartuale)

-Nell’ischemia intestinale, cerebrale…..

2) Iperossigenazione

Ossigenoterapia: danno a polmone, sistema nervoso, occhio. I radicali derivano dalla catena respiratoria mitocondriale.

3) Cataratta

Probabilmente i radicali derivano da fotoeccitazione

4) Infiammazione acuta e cronica

Nell’infiammazione parte dei danni al tessuto è dovuta a liberazione di radicali liberi che derivano principalmente dalla NADPH ossidasi dei leucociti

I radicali possono anche fungere da mediatori della sintesi e degli effetti di molte citochine 

5) Fotosensibilità

Porfirie: si ha accumulo di precursori dell’eme fotosensibilizzatori 
6) Sovraccarico di ferro e rame
Emocromatosi, Morbo di Wilson

C’è aumento della reazione di Fenton con aumentata produzione di OH.
7) Neoplasie
I radicali liberi sono mutageni e possono causare neoplasie

Nei tumori c’è talora deficit di GSH-perossidasi (o di altri sistemi difensivi nei confronti dei radicali) es. epatomi

Inoltre molti tumori producono radicali liberi dell’ossigeno (non chiare le fonti) e posseggono molti sistemi antiossidanti (difensivi). In questi casi i radicali liberi possono:

1) Aumentare l’instabilità genetica dei tumori con accumulo di mutazioni e induzione della progressione tumorale
2) Danneggiare i tessuti circostanti promuovendo l’invasività del tumore

3) Inibire antiproteasi (quali ad es . l’inibitore di 1-proteasi, di 2-plasmina,  2-macroglobuline, ecc..) per ossidazione del sito catalitico con conseguente aumentato effetto delle proteasi e diffusione della neoplasia

4) I radicali liberi sono nella via Ras-dipendente che porta a proliferazione cellulare in seguto a stimolazione con fattori di crescita e possono pertanto stimolare la proliferazione tumorale
Di solito sono prodotte basse quantità di radicali, talora però tante quante ne produce un leucocita (tumori ad alta produzione di radicali: linee di melanoma, cancro del colon, del pancreas, neuroblastoma, carcinoma mammario, ovarico..)

Fonti dei radicali prodotti dalle neoplasie: sono ossidoreduttasi varie (flavoproteine simili a quelle microsomiali, pigmenti autossidabili, ecc…) diverse da quelle delle cellule normali

Talora la produzione di radicali correla con l’espressione di oncogeni
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8) Invecchiamento

Teoria molto accreditata: l’invecchiamento è dovuto ad un accumulo di danni irreversibili di tipo ossidativo (con alterazione di enzimi, acidi nucleici, membrane….)

Osservazioni:

-Le specie longeve producono più SOD

-Nell’invecchiamento ci sono danni da radicali ai mitocondri (il DNA mitocondriale è più vulnerabile perché non protetto dagli istoni)

-Nell’invecchiamento c’è diminuzione dei sistemi di riparazione e di protezione nei confronti dei radicali

9) Carenze di antiossidanti

Deficit di vitamina E, C, A

Deficit di SOD, catalasi, GSH-perossidasi 

In queste condizioni ci può essere danno neurologico (es sclerosi laterale amiotrofica)

Queste molecole possono essere usate farmacologicamente (es. nell’ischemia)

10) Aumenti della respirazione cellulare
Iperlavoro muscolare, febbre, ipertiroidismo

(attivazione del metabolismo ossidativo cellulare)

11) Alcolismo
Nell’alcolismo i radicali liberi dell’ossigeno si formano perché:

1) L’alcool è smaltito ad acetaldeide dal 

MEOS (oltre che da alcool deidrogenasi   

e catalasi), con intermedia formazione di   radicali liberi

2) L’acetaldeide è ossidata dalla xantina ossidasi

3) C’è aumentato metabolismo degli xenobiotici da parte del reticolo endoplasmatico attivato

4) C’è epatite alcolica con infiltrazione del fegato da parte di cellule infiammatorie

5) C’è rilascio di radicali dai mitocondri danneggiati

12) Traumi
Esempio: traumi cerebrali

C’è ipoperfusione (ischemia) ed emorragia (uscita di ferro dai vasi)

13) Radiazioni ionizzanti
Per radiolisi dell’acqua (es. terapia, incidenti nucleari, ecc….)

14) Malattie degenerative
C’è degradazione di ATP, ADP, AMP con accumulo di ipoxantina

Si forma la xantina ossidasi per attivazione di proteasi

Malattie degenerative del sistema nervoso centrale:

Malattia da Alzheimer

La -amiloide si deposita nel parenchima cerebrale e stimola la microglia ed i neuroni a produrre NO e O2-    

Sclerosi Laterale Amiotrofica

E’ caratterizzata da una progressiva degenerazione dei motoneroni midollari e cerebrali con paralisi e morte (complicazione della paralisi)

Nelle forme autosomiche dominanti c’è mutazione del gene codificante la SOD  con diminuzione dell’attività dell’enzima, deficit di protezione nei confronti dei radicali liberi e apoptosi dei neuroni

Non è chiara la fonte dei radicali nelle forme sporadiche

Morbo di Parkinson

Malattia caratterizzata da rigidità, tremore, bradicinesia. C’è degenerazione dei neuroni contenenti melanina (substantia nigra, caudato, putamen) che sarebbe dovuta ai radicali liberi per:

1) Aumentato catabolismo della dopamina intraneuronale (MAO) nella substantia nigra, con produzione di H2O2 (il turnover della dopamina aumenta con l’età, con l’uso di certi farmaci es. anfetamine) 

2) Diminuzione del GSH nella substantia nigra con possibile diminuita protezione nei confronti dei radicali

3) La neuromelanina della substantia nigra può reagire con l’ossigeno formando radicali liberi. Questo è amplificato dalla ricchezza di ferro della substantia nigra.

Il ferro lega la melanina e aumenta la formazione di OH.

4) In modelli murini della malattia si è vista attivazione della microglia con produzione di radicali liberi da parte della NADPH ossidasi e inibizione della respirazione mitocondriale nei neuroni

Corea di Huntington

Malattia autosomica dominante con turbe motorie e demenza progressiva

C’è degenerazione dello striato 

Le lesioni sarebbero dovute ad eccitotossicità da glutammato.

Ci sarebbe una eccessiva liberazione di glutammato dai terminali nervosi che causa:

1) Depolarizzazione (eccitazione) con turbe idroelettrolitiche (fino alla lisi osmotica)

2) Aumento di calcio intracellulare con:

a) Danni alla catena respiratoria mitocondriale e rilascio di radicali liberi dai mitocondri

b) Attivazione di proteasi (calpaina) con formazione di xantina ossidasi
c) Attivazione della NOS con formazione di NO. che poi regisce con l’anione superossido per formare perossinitrito

d) Aumentata attività della fosfolipasi A2 e formazione di acido arachidonico e anione superossido 

I radicali prodotti poi causano degenerazione dei neuroni

Tale meccanismo sarebbe implicato anche nella patogenesi del morbo di Parkinson, Epilessia, Sclerosi Laterale Amiotrofica, e nelle conseguenze dell’anossia cerebrale 

Il Sistema Nervoso è particolarmente vulnerabile ai radicali liberi perché:

- E’ ricco di grassi insaturi (lipoperossidabili)

- Consuma molto ossigeno (facili danni mitocondriali)

- I neuroni sono ricchi di lisosomi (bersagli dei radicali) e ferro (reazione di Fenton)

- La degradazione dei neurormoni (es. catecolamine) produce H2O2

