Elemente de metabolism integrativ

In organism, desi pot fi identificate cai metabolice distincte, acestea
functioneaza simultan, interdependent si coordonat. intre cele doud laturi generale
ale metabolismului, anabolism si catabolism, este dificil de facut o demarcatie.

Astfel, deoarece catabolismul produce ATP, echivalenti reducatori si
precursori simpli pentru toate sintezele din anabolism, se poate afirma fie ca
anabolismul este o continuare a catabolismului, fie catabolismul este o etapa initiala
a anabolismului. In ambele variante este evidentiatd intricarea totald a cailor
metabolice.

De exemplu majoritatea cailor metabolice ce catabolizeaza compusi
alimentari de baza (glucide, lipide, proteine) genereaza acetilCoA, dar acest compus
este n acelasi timp si precursorul sintezei de acizi grasi, colesterol sau
prostaglandine.

O caracteristica este faptul ca toate caile de sinteza se desfasoara intr-un
singur sens, exergonic, prin cuplarea prin hidrolizda a unui numar suficient de
molecule ATP .

Controlul cailor metabolice se realizeaza in primul radnd prin controlul
activitatii enzimelor, in special a celor care catalizeaza prima etapa reversibila din
cadrul caii metabolice. Acest control are loc prin reglare alosterica - feed-back
negativ prin produs final (reglare rapida de la milisecunde la secunde) sau prin
fosforilare-defosforilare (reglare pe o perioada mai lunga, de la secunde la minute).

Caile de biosinteza si cele de catabolism sunt aproape intotdeauna distincte.
Acest lucru se realizeaza prin utilizarea unor enzime diferite in cele doua procese,
cat si prin compartimentarea diferita (de exemplu sinteza acizilor grasi are loc in
citoplasma, iar oxidarea in mitocondrie).

Exista puncte cheie unde au loc jonctiuni intre diferitele cai metabolice, de
exemplu la nivelul glucozo-6 fosfat, acetilCoA, acid mevalonic, acid arahidonic, etc.),
fapt ce permite o crestere a eficientei reglarii metabolismului.

Metabolismul energetic in principalele organe

n organismele multicelulare complexe organele au evoluat in scopul realizarii
unei funcitii fiziologice specifice. Pentru aceasta fiecare organ prezinta o serie de cai
metabolice in acord cu destinatia fiziologica. Aceasta specializare depinde de
coordonarea responsabilitatilor metabolice ale multiplelor organe astfel incat
organismul sa prospere ca un intreg.

Rezerva energetica majora la animale este glicogenul din ficat si muschi,
triacilglicerolii (grasimile) din tesutul adipos si proteinele din muschii scheletici. Tn
general, ordinea de utilizare preferentiala a depozitelor energetice este: glicogen >
triacilgliceroli > proteine.

Organ Rezerva Substratul de baza Sursa energetica
energetica exportata
Creier Nu e cazul Glucoza (corpi cetonici in Nu e cazul
infometare)
Muschi scheletici (in Glicogen Acizi grasi Nu e cazul
repaus)
Muschi scheletic (in Nu e cazul Glucoza Lactat
exercitiu prelungit)
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Figura 91. Relatiile metabolice intre principalele organe: creier, muschi,

inima, tesut adipos si ficat



(Cu sagetile groase sunt indicate caile metabolice active postprandial
precoce)

A. Creierul

Creierul prezinta doua caracteristici metabolice remarcabile. Prima
caracteristica se refera la metabolismul respirator foarte ridicat. In repaus, la adult,
aproximativ 20% din oxigenul consumat este utilizat de creier desi acesta constituie
numai 2% din masa organismului. Interesant este faptul ca nivelul consumului de
oxigen nu este influentat de activitatea intelectuala, continuand si in timpul somnului.
in al doilea rand creierul este un organ care nu prezintd rezerve energetice
semnificative. In mod normal creierul utilizeazad numai glucoza ca sursa energetica
(120 g/zi), devenind astfel total dependent de asigurarea unui flux sanguin adecvat.
Intreruperea alimentarii cu glucoza chiar pentru o scurtd perioadd (de exemplu in
atac cerebral) poate conduce la pierderea ireversibila a functiei creierului. Glucoza
este utilizata de creier pentru sinteza ATP prin respiratie celulara. Cantitatea mare
de ATP este necesard pompei Na'/K'-ATPazd care asigura potentialul de
membrana esentjal transmiterii impulsului nervos.

In timpul infomet&rii prelungite rezervele energetice de glicogen ale
organismului se epuizeaza. In aceste conditii, creierul incepe sé& utilizeze ca surs&
de energie B-hidroxibutiratul (corp cetonic), transformandu-l in acetil-CoA care mai
departe este transformat prin ciclul citric. Desi creierul nu poate utiliza direct acizii
grasi sau lipidele din sédnge ca sursa de energie, conversia acestor substante in -
hidroxibutirat in ficat asigura folosirea rezervelor de lipide ca sursa de energie pentru
creier. Aceasta adaptare energetica functioneaza pana la epuizarea in totalitate a
rezervelor de lipide.

B. Muschiul

Muschii scheletici sunt responsabili pentru consumul a 30% din cantitatea de
oxigen folositd de corpul uman in repaus. In timpul exercitiului fizic intens, procentul
de oxigen utilizat se apropie de 90% din total. Metabolismul muscular este in
principal dedicat productiei de ATP ca sursa de energie pentru contractie si relaxare
musculara. Cantitatea de energie sub forma de ATP consumata in timpul relaxarii
este aproximativ egala cu cea consumata in timpul contractiei musculare.

Deoarece contractia musculara este un proces intermitent ce apare la cerere,
metabolismul muscular s-a adaptat pentru a raspunde solictarilor tranzitorii. In
repaus muschiul utilizeaza acizi grasi liberi, glucoza sau corpi cetonici ca sursa de
energie producand ATP prin fosforilare oxidativa. Muschiul in repaus are o rezerva
de aproximativ 2% glicogen si o cantitate de fosfocreatina care asigura suficient ATP
pentru 4 secunde de exercitiu fizic. In timpul unei activitati fizice extenuante, ca de
exemplu un sprint de 100 m, dupa ce fosfocreatina este consumata, muschiul
depinde numai de rezervele de glicogen, obtinand ATP prin glicoliza. Spre deosebire
de ciclul citric si de fosforilarea oxidativa, glicoliza este capabila de o crestere
exploziva a activitatii astfel ca fluxul de glucozo-6-fosfat prin aceasta cale poate
creste de 2000 de ori practic instantaneu! Declansatorul acestei activari este Ca®* si
adrenalina.

Oboseala musculara reprezinta incapacitatea musculara de a mentine lucrul
mecanic efectuat. In timpul unei activitdti musculare extenuante oboseala apare
dupa aproximativ 20 s. Oboseala nu este consecinta consumarii rezervelor de
glicogen sau a acumularii de lactat, ci se datoreaza scaderii pH-ului muscular pe
masura ce protonii sunt generati prin glicoliza. Scaderea pH-ului determina o



scadere a activitatii fosfofructokinazei deci o reducere a fluxului de hexoze in
glicoliza si in consecinta instalarea oboselii. Inhibitia fosfofructokinazei are rolul de a
salva rezervele de ATP si de a evita astfel consecintele mult mai grave ale epuizarii
rezervelor de ATP. In timpul exercitilor excesive sau a postului, proteinele din
muschii scheletici se hidrolizeaza in aminoacizi al caror schelet hidrocarbonat este
utilizat ca sursa de energie.

Cea mai mare parte din scheletele hidrocarbonate sunt convertite Tn piruvat,
care este transaminat in alanina, care este exportata in circulatie. Alanina este
transportata in ficat, unde este transaminata inapoi in piruvat, care serveste ca
substrat pentru gluconeogeneza. Desi proteinele musculare pot fi folosite ca sursa
de energie, aceasta solutie nu este una economica pentru organism si din acest
motiv este folosita numai ca solutie extrema.

C. Inima

In contrast cu lucrul mecanic intermitent efectuat de muschii scheletici,
miocardul prezinta o activitate constanta si ritmica. Inima functioneaza ca un organ
exclusiv aerob, foarte bogat in mitocondrii. Din acest motiv, orice tulburare care
afecteaza aprovizionarea cu oxigen a miocitelor va afecta si functionalitatea
acestora. Aproximativ jumatate din volumul citoplasmic al unei celule musculare este
ocupat de mitocondrii. Din totalul energiei obtinute in miocard, circa 60-70% este
utilizata in contractie, in timp ce restul sustine activitatea pompelor de calciu, sodiu si
potasiu.

In conditii normale, inima preferd acizii grasi ca sursd de energie, oxidand
acetilCoA in ciclul citric si producand ATP necesar contractiei musculare prin
fosforilare oxidativa. Tesutul cardiac are rezerve energetice minime: o cantitate
redusa de fosfocreatina si glicogen. In consecintd, miocardul trebuie hranit continuu
cu oxigen, acizi grasi liberi, glucoza sau corpi cetonici.

In cazul insuficientei cardiace se considerd ca defectele la nivelul
metabolismului energetic reprezenta un factor important ce determina progresia
bolii. Tn miocite, calciul si energia sunt profund intricati, astfel ca tulburarea unuia il
va afecta si pe cel de-al doilea. Reducerea energiei va antrena scaderea eficientei in
captarea si eliberarea calciului, acest lucru afectand contractilitatea miocardului. Ca
urmare, imbunatatirea terapeutica a energeticii celulare va ameliora si circuitul
calciului.

Desi terapia inotropica imbunatatea pe moment simptomele, pe termen lung
s-a dovedit daunatoare, deoarece crestea necesarul de energie, in conditiile de
deficit a acesteia. Tn schimb, terapia care are ca efect reducerea necesarului de
energie, cum ar fi terapia cu inhibitori ai enzimei de conversie, inhibitori ai
receptorilor beta-adrenergici sau diuretice, s-a dovedit cea mai buna optiune
terapeutica pentru cregterea timpului de supravietuire.

De asemenea agentii terapeutici care trec energetica miocitelor de pe acizii
grasi pe glucoza s-au dovedit de asemenea o buna optiune terapeutica. Astfel,
administrarea de glucoza cu insulina ofera utilizarea alternativa si rapida a glucozei,
administrarea de beta blocanti reduce consumul de energie si lipoliza, iar inhibitorii
cailor metabolice de transport si oxidare a acizilor grasi ca perhexiline, trimetazidine,
ranolazine gi etomoxir reduce utilizarea acizilor grasi ca substrat energetic. Explicatia
fenomenului se datoreste coeficientului de utilizare al oxigenului care este de 0,7
pentru acizii grasi si de 1 pentru glucoza. in conditiile reducerii fluxului de oxigen,
utilizarea cat mai eficienta a acestuia devine o conditie obligatorie.



D. Tesutul adipos

Aproximativ 65% din masa tesutului adipos este constituita din triacilgliceroli
depozitati in adipocite. Un adult normal de 70 kg prezinta o rezerva energetica sub
forma de grasimi suficienta pentru a asigura productia energetica pentru 3 luni in
conditiile in care nu apar deficiente minerale sau vitaminice.

In ciuda rolului de rezervor energetic, adipocitele prezintad o ratd metabolica
mare, sintetizadnd si degradand triacilglicerolii astfel incat in medie timpul de viata
pentru o molecula este de cateva zile. Adipocitele transforma glucoza in energie prin
glicoliza, ciclul citric si fosforilare oxidativa. In cazul in care cantitatea de glucoza
este mare, aceasta este convertitd in acetilCoA necesar sintezei de acizi grasi. In
mod normal insa acizii grasi liberi necesari sintezei de triacilgliceroli sunt obtinuti de
la ficat.

Deoarece adipocitelor le lipseste glicerolkinaza, ele nu pot recircula glicerolul
din triacilgliceroli si depind de conversia glicolitica a glucozei in dihidroxi aceton
fosfat si reducerea acestuia in glicerol-3-fosfat necesar biosintezei de triacilgliceroli.
Glucoza joaca un rol central in adipocite. Daca nivelul glucozei este adecvat, prin
glicoliza se obtine glicerol-3-fosfat iar acizii grasi liberi proveniti din degradarea
triacilglicerolilor sunt re-esterificati cu glicerolul pentru a forma noi cantitati de
triacilgliceroli. Daca nivelul de glucoza este scazut, se reduce si cantitatea de
glicerol-3-fosfat si acizii grasi liberi sunt descarcati in circulatia sanguina.

Leptina (din grecescul letpo-subtire) este o proteina de 16 kDa (146 resturi
aminoacidice) produsa in principal de adipocite. Aceasta proteina injectata zilnic la
soarecii obezi determina o reducere a cantitatii de hrana ingerata si a masei
corporale cu aproximativ 40% intr-o lun&. Tn mod normal, pe mésura ce depozitele
de grasimi in adipocite cresc, cantitatea de leptina produsa creste considerabil, fiind
eliberata in cantitate din ce in ce mai mare in sénge. Nivelul sanguin de leptina
semnalizeaza sintemului nervos central nivelul triacilglicerolilor din adipocite
declansand modificari ale apetitului. Daca nivelul de leptina in sange este scazut
apetitul creste si invers.

Organismele care sufera de obezitate sunt fie deficitare in productia de
leptina, fie sunt rezistente la actiunea proteinei. Receptorii leptinici sunt localizati in
hipotalamus, iar legarea de receptorii corespunzatori inhiba eliberarea hipotalamica
a neuopeptidei Y, o substanta orexica (care stimuleaza apetitul), astfel leptina
actionand ca un agent anorexic.

E. Ficatul

Ficatul constituie un organ central de procesare metabolica. Cu exceptia
triacilglicerolilor, care sunt metabolizati in principal in tesutul adipos, cea mai mare
parte a nutrientilor care vin din tractul intestinal sunt transportati prin circulatia
portala in ficat unde sunt procesati si distribuitj.

Cea mai mare parte a activitati hepatice consta in conversia glucozo-6-
fosfatului care este transformat in glicogen, eliberat sub forma de glucoza in sange,
utilizat pentru generarea de NADPH si pentozei prin calea pentozofosfatilor,
catabolizat in acetilCoA necesar sintezei de acizi grasi sau obtinerii de energie prin
fosforilare oxidativa.

Cea mai mare parte din glucozo-6-fosfatul hepatic provine din glucidele
alimentare, din degradarea rezervelor de glicogen sau din lactatul muscular care
intra in gluconeogeneza. Ficatul joaca un rol central in reglarea metabolismului prin
mentinerea glicemiei. Tesutul hepatic prezinta doua enzime pentru fosforilarea



glucozei: hexokinaza si glucokinaza. Spre deosebire de hexokinaza, glucokinaza
prezinta o afinitate mica pentru glucoza (Ky destul de ridicat, in jur de 10mM). Atunci
cand glicemia este ridicata activitatea glucokinazei creste fosforilarea glucozei prin
hexokinaza, etapa initiala ce conduce la formarea depozitelor de glicogen.
Adrenalina, glucagonul si insulina influenteaza metabolismul glucozei in ficat
mentinand nivelul glicemiei relativ constant.

Ficatul constituie elementul central al turnoverului acizilor grasi. Atunci cand
necesarul energetic este crescut, triacilglicerolii sunt scindati in acizi grasi care sunt
catabolizati in ficat la acetilCoA pentru a forma corpi cetonici, exportati la inima,
creier si alte tesuturi. in cazul in care cererea energeticd este scazuta, acizii grasi
sunt incorporati in triacilgliceroli care sunt transportati la tesutul adipos si depozitati
ca substrat de rezerva. Colesterolul este de asemenea sintetizat in ficat pornind de
la acetilCoA.

Ficatul poate utiliza si aminoacizii ca sursa energetica prin conversia acestora
in a-cetoacizi prin actiunea aminotransferazelor. Gruparea amino este transformata
in uree prin ciclul ureogenetic, iar scheletul hidrocarbonat al aminoacizilor
glucogenici poate fi utilizat pentru sinteza glucozei, in timp ce aminoacizii cetogenici
produc corpi cetonici.

Tesutul hepatic este de asemenea principalul organ responsabil de
detoxifierea organismului. Reticulul endoplasmic al hepatocitului este bogat n
enzime care convertesc, prin hidroxilare si conjugare cu acid glucuronic, substantele
exogene, ca de exemplu medicamentele, substantele toxice, in produsi mai putin
toxici care se pot elimina pe cale urinara sau biliara.



METABOLISMUL RADICALILOR LIBERI

In conditii fiziologice, oxigenul, indispensabil vietii, este utilizat in organism in
respiratia celulara, aparare, dezvoltare embrionara, detoxifiere, etc. n cursul acestor
procese, un procent redus, care creste cu varsta, este transformat in forme
nefiziologice, toxice pentru organism cunoscute sub denumirea generica de specii
reactive ale oxigenului sau radicali liberi. Procesul este intens in special la nivel
mitocondrial ca urmare a proceselor redox din respiratia celulara. Aceste forme
toxice sunt capabile sa reactioneze, in mediul in care sunt produse, cu o gama larga
de substraturi biologice (lipide, proteine, ADN, glucoza) generand compusi toxici.

Pentru protectia impotriva acestui efect toxic al speciilor reactive ale
oxigenului, organismul a dezvoltat sisteme de aparare care neutralizeaza aceste
substante.

Speciile reactive ale oxigenului (ROS - Reactive Oxygen Species) sunt
generate de asemenea, de factorii oxidanti din mediul inconjurator: poluarea cu
diverse substante chimice, alcoolul, radiatiile ultraviolete, fumatul. Pe langa acestea,
dieta saraca in vitamine, in special vitamina A, C si E nu aduce un aport suficient de
antioxidanti naturali necesari controlului efectelor nocive ale oxigenului.

In general, stresul oxidativ este definit ca rezultatul dezechilibrului dintre
oxidanti si antioxidanti, avand ca rezultat leziuni celulare (adesea ireversibile).

Fiecare individ in parte are o anumita capacitate de a neutraliza speciile
reactive, capacitate daterminata de stilul de viatida si de mostenirea genetica.
Evaluarea stresului oxidativ concomitent cu capacitatea individului de a contracara
efectele acestuia devine o prioritate in prevenirea unor boli deoarece exista o
legatura stransa intre alterarea sistemului de aparare antioxidanta al organismului si
dezvoltarea a numeroase boli, cum ar fi ateroscleroza, cancerul, SIDA, bolile
degenerative, diabetul si chiar procesul de imbatranire.

Oxigenul - element cheie in obtinerea energiei

In stadiile originare, pdmantul a fost anoxic, iar primele organisme, bacterii,
aveau un metabolism anaerob.

Oxigenul va apare mai tarziu, acum 2,5 miliarde de ani. Aparitia oxigenului
poate fi considerata ca fiind evenimentul hotarator ce a determinat evolutia vietii pe
pamant.

Utilizarea oxigenului ca agent oxidant a realizat oxidarea completa a
substratelor organice, cu eliberarea unor cantitati mari de energie, ce au putut
constitui suportul energetic a unor procese fiziologice din ce in ce mai complexe.

O ilustrare a saltului energetic o constituie oxidarea glucozei, in cele 2
variante, aeroba si anaeroba.

In conditii anaerobe are loc reactia :

Glucoza + 2 ADP + 2 P+ —> 2 Lactat + 2 ATP
Glucoza este oxidata la acid lactic, eliberandu-se 47 kcal/mol din cele 686 kcal/mol
continute in molecula de glucoza, randamentul energetic fiind de 47 x100 / 686 =
7%.

in conditii aerobe are loc reactia :
Glucoza +6 O, + 36 ADP + 36 P+ —> 6 CO, + 6 H,O + 36 ATP



Glucoza este oxidata complet la CO, si H,O, eliberandu-se astfel 100% din energia
continuta.

Se constata o crestere a randamentului de eliberare a energiei chimice continuta
in substrat (glucoza) de 16 ori.

Pentru a obtine acest surplus energetic, organismele au trebuit sa faca fata
agresivitatii acestui agent oxidant deosebit care este oxigenul. in acest sens au
dezvoltat structuri specializate ca hemoglobina, mioglobina, citocromii pentru
transportul si utilizarea oxigenului.

S-a realizat o compartimentare a utilizarii oxigenului in organite specializate
ca mitocondrie, lizozomi, peroxizomi.

S-au realizat sisteme de control si corelare complexe si integrate prin care
oxigenul sa fie utilizat strict in functie de necesitati, evitdndu-se astfel orice cantitate
excedentara de oxigen sau derivati care in aceste conditii ar ataca structurile
organismului. Pentru neutralizarea acestora s-au creat sisteme specializate, cu
actiune antioxidanta, de tip enzimatic (catalaze, peroxidaze, dismutaze) sau
neenzimatic (acid ascorbic, tocoferoli, glutation, cisteina etc).

Radicali liberi si specii reactive ale oxigenului

Radicalii liberi reprezinta orice specie chimica (molecula, atom sau ion)
capabila sa existe in mod independent i care contin cel putin un electron
neimperecheat pe un orbital exterior.

radical —__ ’

\

molecula

in general radicalii liberi sunt chimic instabili, reactionand usor cu alte
molecule. Reactiile in care sunt implicati radicalii liberi sunt autocatalitice, deoarece
moleculele care reactioneaza cu radicalii liberi devin la randul lor radicali liberi care
initiaza noi reactii ce vor forma alti radicali liberi s.a.m.d.

Oxigenul este un radical deoarece are 2 elecroni neimperecheati, ceea ce i
confera reactivitate sporita. Cei 2 electroni neimperecheati ai O atomic au spini
paraleli, ceea ce inseamna ca oxigenul poate oxida alte molecule acceptand o
pereche de electroni care au spin antiparalel astfel incat sa ocupe cei doi orbitali cu
un singur electron de pe oxigen.

In organism oxigenul se gaseste sub mai multe forme printre care unele sunt
specii reactive sub forma de radicali liberi.
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Oxigenul triplet (prescurtat *0,) este forma sub care se gaseste oxigenul
atmosferic. Este un diradical pentru ca el contine doi electroni neinperecheati - fapt
dovedit de paramagnetismul sau. In aceasta form4, electronii neimperecheati de pe
ultimul strat au spini paraleli (11). Astfel, oxigenul triplet nu este foarte reactiv
deoarece aceasta dispozitie a electronilor nu ii permite sa reactioneze cu majoritatea
moleculelor. Daca oxigenul triplet absoarbe suficienta energie, el se va transforma in
oxigen singlet.

Oxigenul singlet (prescurtat 'O,*) contine o pereche de electroni cu spin
opus (1]). Acesta, desi nu este un radical liber, este foarte reactiv.

*O - O« (oxigen triplet) (11)
l energie

O - 0. (oxigen singlet) (1) (foarte reactiv)

Reactia mai poate fi scrisa si sub forma:
%0, + energie—» '0.*

Radicalul superoxid (O,*) poate fi obtinut din oxigenul triplet prin acceptarea
unui electron. Acest proces de acceptare a unui electron poarta numele de reducere,
iar in acest caz putem vorbi de o reducere ,monovalenta” deoarece doar un singur
electron este implicat. Rezultatul reducerii monovalente a oxigenului triplet este

radicalul superoxid ce prezinta o incarcatura negativa.

*O - O« (oxigen triplet)

l Reducere monovalenta

*O — O:. (radical superoxid)



Reactia mai poate fi scrisa sub forma:

302+ e _Q.-

Radicalul superoxid poate juca rol de agent oxidant (acceptand electroni) sau
de agent reducator (cedand electroni). Totusi, superoxidul nu este cel mai reactiv
radical din sistemele biologice si nu determina de unul singur leziuni.

Efectul sau nociv consta in faptul ca el este precursor pentru numeroase
molecule reactive cum ar fi oxigenul singlet, radicalul hidroxil si apa oxigenata.

Superoxidul poate reactiona cu el insusi generand apa oxigenata si oxigen
triplet, reactie care poarta numele de dismutare. Acesta reactie poate avea loc
spontan sau sub actiunea enzimei superoxid dismutaza (SOD).

20 + 2HY = H,O» +30

Atunci cand superoxidul actioneaza ca si agent reducator, el va genera
radicalul hidroxil (HOe). Aceasta reactie are lor prin reducerea unui ion metalic (de
exemplu, ionul Fe**) care va converti apa oxigenata in radical hidroxil.

Qs + Feit = 30, + Fe?t

Metalul redus (de exemplu, Fe?") intervine in ruperea legaturii O—O din apa
oxigenata cu producerea unui radical hidroxil si a unui ion hidroxil

Fe?* + H,Oy = Fet +HO- +HO

Superoxidul poate reactiona si cu radicalul hidroxil cu formarea oxigenului
singlet

Oy +HO 2 10* +HO

In organism, rolul radicalului superoxid si a moleculelor derivate din el este in
primul rand de protectie Tmpotriva microorganismelor.

Apa oxigenata (H,O;) este produsa in special din radicalul superoxid prin
reducere monovalent. Prin aceasta reducere ia nastere ionul peroxid (0,?) avand o
incarcatura negativa, dar care in sistemele biologice este neutralizata de catre doi
protoni formand peroxidul de hidrogen (apa oxigenata, H,O,).

*O — O:. (radical superoxid)

l Reducere monovalenta

HO: - O:H (peroxidul de hidrogen)



Apa oxigenata poate trece rapid prin membranele celulare. Ca si radicalul
superoxid, ea nu este o substanta foarte reactiva dar efectul sau nociv se manifesta
prin generarea radicalului hidroxil.

Radicalul hidroxil (HOe) este cea mai reactiva specie. El reactioneaza cu
orice molecula. Poate extrage atomul de hidrogen generand un alt radical liber.

Apa oxigenata in prezenta ionilor metalici este convertita in radicalul hidroxil
(HOe) si ionul hidroxil (HO"). lonul metalic este necesar pentru a desface legatura O-
O din structura peroxidului de hidrogen. Aceasta reactie poarta numele de reactia
Fenton si poate fi catalizata la nivel celular de catre fier, cupru sau alte metale
prezente aici.

HO: - O:H (peroxidul de hidrogen)
l lon metalic

HOs + HO"
Radical lon
hidroxil  hidroxil

Acesta reactie mai poate fi scrisa (cu fierul ca si ion metalic):
Fe** + H,Op = Fe* +HO- +HO

La fel ca si apa oxigenata, radicalul hidroxil trece prin membranele celulare. in
prezenta unui substrat organic ce contine o catena de carbon ca de exemplu, in
cazul acizilor grasi, (reprezentata prin R in exemplul nostru), formeaza un compus
hidroxilat care este el insusi un radical.

HO- + R - HOR:

Radicalul hidroxil poate de asemenea, sa oxideze substratul organic prin
extragerea unui electron.
HO: + RH—>R: + H;O
Substratul oxidat rezultat este el insusi un radical si poate reactiona cu o alta
molecula pritr-o reactie in lant. Reactia are loc cel mai adesea cu oxigenul triplet
generand radicalul peroxil (ROQe).

R+ 30; & ROO

Radicalul peroxil este la randul lui foarte reactiv si va reactiona cu un alt
substrat organic tot printr-o reactie in lant.

ROO + RH - ROOH + R

Acest tip de reactie in lant este caracteristica alterarii oxidative a acizilor gragi
si a altor lipide. Modificari similare apar si in cazul proteinelor si a acizilor nucleici (in
special a ADN-ului).



A 0-0;

' ‘0-0 =~ -0-0:H
*22 S 76
KcaI./nb 0 Kcal/mol l“21’7 Kcal/mol
H:0O-O:H
l -8.8
Creste energia libera Keal/mol
(Kcal/mol) H:-O-+H:0:H
,l, -53.7 Kcal/mol

H:O:H

Figura 92. Formarea speciilor reactive ale oxigenului
VII.3. Surse de radicali liberi ai oxigenului in organism (ROS)

In organismul uman contactul permanent cu oxigenul, element deosebit de
agresiv, genereaza permanent radicali liberi ai oxigenului. De exemplu, fiecare
inspiratie genereaza la nivelul plamanului peste 1 miliard de molecule ROS.

Atunci cand ROS sunt produse in cantitati excesive, genereaza leziuni
celulare majore ce induc apoptoza celulara.

Principalele surse de ROS:

1. Lantul respirator joaca un rol cheie la nivel celular, el fiind responsabil de
conversia a oxigenului in doua molecule de apa. Aceasta reactie de reducere directa
cu participarea a 4 electroni este posibila datorita unui sistem complex de proteine,
enzime, citocromi localizate la nivelul membranei interne a mitocondriei.

In cazul procesului, 0,4-4% din oxigen evolueaza spre ROS.
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Figura 93. Lantul respirator si transformarea O, in ROS



2. Enzime ce contribuie la producerea de O,*. Cel mai bine studiatd este
xantin oxidaza, enzima ce oxideaza bazele azotate din acizii nucleici la acid uric si
apa oxigenata, prezenta atat in plasma cat si legata de glicozaminoglicani in
peretele arterial.

3. La nivelul neutrofilelor, in procesul fagocitozei, sursa majord de O,* este
un complex enzimatic denumit NAD(P)H oxidaza. Acest complex produce o
eliberare rapida si masiva de O,*. Mutatiile genetice ale componentelor complexului
se intélnesc in granulomatoza cronica caracterizata prin producerea de infeciii
repetate. ROS pot fi generati de celulele imune (neutrofile) care fagociteaza
bacteriile sau alte substante straine. Dupa fagocitare, in neutrofile se intensifica
procesele oxidative, creste cantitatea de oxigen consumat, avand ca rezultat
producerea de cantitati crescute de superoxid si peroxid de hidrogen folosite pentru
distrugerea bacteriilor fagocitate.

Anticorpii pot genera ROS, atunci cand se leaga de antigen. Sunt peste 100
de tipuri de anticorpi care genereaza peroxid de hidrogen, in timpul reactiei dintre
oxigenul singlet (generat de neutrofilele fagocitare in cadrul proceselor oxidative) si
apa.

Reactia este:
2H,0+ 'O, (oxigen singlet) > H,03+H,0 > H,0,

Anticorpii nu produc doar H,O ci si 0zon (O3). Ozonul este folosit pentru a
distruge antigenii, dar in acelasi timp intervine gi ca agent declansator in procesul
inflamator. Anticorpii, in prezenta oxigenului singlet pot distruge antigenele chiar gi in
absenta celulelor imune sau a altor proteine (cum ar fi proteinele complement).

Cresterea ROS in sepsis are importanta fiziopatologica, iar antioxidantii reduc
leziunile pulmonare gi Tmbunatatesc hemodinamica. Pacientii cu sepsis care au o
capacitate antioxidanta normala in plasma prezinta un potential de supravietuire
crescut.

4. Unele enzime metabolic active genereaza ion superoxid O,* ca parte a
functiei lor normale sau atunci cand existd un substrat necorespunzator. De
exemplu, enzimele citocromului P450 pot produce O,* atunci cand actioneaza in
cadrul procesului de detoxifiere, asupra diferitelor substrate.

1. Ciclooxigenaza poate genera, de asemenea, 0, ca parte a
metabolismului
acidului arahidonic, in cadrul caruia se produc agenti implicati in procesul inflamator
ca prostaglandine, tromboxani, leucotriene.

2. 0," poate fi produs in prezenta O, prin autooxidarea unor molecule cum
ar fi
gliceraldehida, FMNH,, FADH,, adrenalina, noradrenalina, dopamina si a
moleculelor care contin grupari tiol, cum ar fi cisteina.



Factori ce contribuie la cresterea stresului oxidativ

In vivo, unele sisteme biochimice pot determina cresterea productiei ROS.
Alterarea transportului electronilor in mitocondrie este prima cauza a cresterii
stresului oxidativ.

Acest lucru se intampla in procesul de imbatranire si in situatiile de ischemie-
reperfuzie.

O sursa importanta de ROS este reprezentata de activarea leucocitelor.
Atunci cand o substanta straina patrunde in organism, aceste celule trec dintr-o
stare de repaus la una activata, avand ca si consecinta o crestere a consumului de
oxigen cu 400%. Diverse sisteme enzimatice transforma o parte din oxigen in ROS
care ataca tesuturile sanatoase, acest fenomen numindu-se inflamatie. Alte
mecanisme contribuie si ele la productia masiva de ROS: activarea xantin oxidazei,
oxidarea hemoglobinei, eliberarea de fier liber, activarea metabolismului
prostaglandinelor si activarea celulelor endoteliale.

Atat factorii de mediu céat si stilul de viata pot cauza cresterea nivelului
stresului oxidativ in organism. Acesti factori sunt:

- expunerea prelungita la soare;

- expunerea la radiatii;

- contactul cu agenti carcinogeni (de exemplu, azbestul);

- fumatul,

- medicatie contraceptiva;

- exercitji fizice excesive sau incorect executate;

- consum excesiv de alcool;

- stres intelectual;

- soc termic;

- poluarea,;

- agentii infectiosi, etc.

- dieta dezechilibrata reprezinta un factor major de stres oxidativ. Fructele si
legumele sunt principalii constituenti ai ratiei alimentare care contin
antioxidantj, fiind bogate in vitamine (A, C, E), oligoelemente si polifenoli.
In contrast, consumul regulat de alimente tip fast-food, Tn special la
persoanele tinere, aduce un aport scazut de substante antioxidante.

Modificari oxidative ale ROS asupra componentilor celulari

Datorita reactivitatii lor crescute, radicalii liberi au fost implicati in etiopatologia
a numeroase afectiuni.

Componentele celulare {inta pentru actiunea radicalilor liberi includ ADN-ul,
proteinele si lipidele (lipoproteinele cu densitate mica).

VII.5.1. Modificarea oxidativa a ADN
Cel mai reactiv dintre toti radicalii liberi ai oxigenului este OH’, care
reactioneaza rapid cu deoxiriboza si bazele ADN.

Actiunea asupra deoxiribozei:
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Figura 94. Actiunea ROS asupra acizilor nucleici

ADN-ul mitocondrial este mai susceptibil la oxidare decat ADN-ul nuclear.
Mitocondriile umane au propriul lor genom (16,5 kb, comparativ cu genomul nuclear,
de 3 Gb) care codifica 13 subunitati proteice implicate in respiratie, 22 tRNAg si 2
RNA;s ribozomali (mitocondria este un vestigiu al unei bacterii care a invadat o celula
primitiva si a stabilit o relatie simbiotica cu celula). Mitocondria reprezinta tinta
majora de actiune a speciilor reactive ale oxigenului in tesuturile imbatranite. Exista
o corelatie inversa intre ADN-ul mitocondrial oxidat si durata de viata a unui
organism, in timp ce aceasta corelatie nu se observa la ADN-ul nuclear. ADN-ul
nuclear este protejat de stressul oxidativ prin legarea de proteine de tip histona, iar
leziunile ADN sunt reparate de enzime specifice ce actioneaza permanent (atat
proteinele de tip histona cat si enzimele reparatorii lipsesc mitocondriilor).

Cresterea ratei de deteriorare a ADN si reducerea capacitatii de reparare a
ADN-ului pot accelera viteza procesului de imbatranire, scazand durata vietii.



Speciile reactive ale oxigenului sunt cunoscute a fi implicate in diferite
mecanisme pro- si anticarcinogene. Examinarea tumorilor vezicale si pulmonare
primare au aratat o frecventa crescuta a mutatiilor ADN mitocondriale.

Doi produsi de reactie ai OH cu ADN servesc la cuantificarea deteriorarii
ADN-ului: glicol timina si 8-hidroxideoxiguanina. Aceste baze modificate sunt
eliminate de catre enzimele reparatorii ale ADN.

Modificarile oxidative ale proteinelor

Radicalii liberi ai oxigenului pot altera structura si functia proteinelor. Se
modifica preferential catenele laterale ale resturilor urmatorilor aminoacizi :
metionina, valina, histidina, arginina, lizina, fenilalanina, tirozina, cisteina. Dintre
acestia:

- metionina este transformata in metionina-sulfoxid;

- oxidarea Phe duce la formarea de o- si m- tirozina, iar oxidarea Tyr duce

la formarea ditirozinei;

- cisteina oxidata la gruparea -SH se transforma in cistina.

La nivelul intregii proteine se produce o crestere a susceptibilitatii la proteoliza
(schimbarea conformatiei faciliteaza actiunea proteazelor).
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Figura 95. Actiunea ROS asupra proteinelor
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in cazul enzimelor, efectul ROS consta, in general, in diminuarea capacitatii
catalitice. Nivelele proteinelor oxidate cresc dramatic cu varsta, in special dupa 40
ani.

Punerea in evidentd a proteinelor oxidate se face prin detectia tirozinei
hidroxilate.



Afectiunile asociate cu Tmbatranirea prematura (ex. Progeria, sindromul
Werner) prezinta nivele crescute de proteine oxidate la varste fragede. Fibroblagtii
copiilor de 10 ani ce sufera de Progeria au nivele de proteine oxidate care in mod
natural nu se intélnesc sub 70 ani.

Scleroza amiotroficad laterald (boala Iui Lou Gehrig) este o afectiune
caracterizata prin degenerarea neuronilor motori (incidenta este de 1 la 100000, cu o
prevalentad familiald de 10-15%). In cazurile familiale, aproximativ 25% prezintd o
mutatie a superoxid- dismutazei | (enzima antioxidanta Cu-Zn dependenta, ce
inlatura oxigenul singlet din nucleu si citoplasma).

VII.5.3. Modificari oxidative ale lipidelor

O tinta majora a atacului ROS sunt lipidele membranare, datorita prezentei
dublelor legaturi in structura acizilor grasi polinesaturati (in structura fosfolipidelor
membranare, acizii grasi polinesaturati cei mai frecvent intalniti sunt: acidul linoleic,
acidul linolenic si acidul arahidonic).

Reactia are loc in 3 etape:

- 1) initiere — formarea de peroxizi;

- 2) propagare — amplificarea oxidarii acizilor grasi sub actiunea peroxizilor;

- 3) intreruperea procesului de oxidare prin neutralizarea radicalilor liberi

format;:
procesul are loc in prezenta vitaminei E, care actioneaza ca agent reducator.
Ulterior, forma oxidata a vitaminei E se reface in prezenta vitaminei C:

Vit E-OH + Lipid oxe —> VitE-Oe + Lipid red
Vit E-oxe + VitCred —> VitE-OH + VitCoxe
2 VitCoxe —> VitCred + VitCoxp.
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Consecintele oxidarii lipidelor membranare sunt reducerea fluiditatii i
modificarea permeabilitati membranei celulare, iar n final dezorganizarea
membranei celulare. In aceste conditii, toate procesele realizate la nivelul
membranei (transport, transfer semnale extracelulare, endo si exocitoza, etc) vor
fi afectate pana la anularea functionalitatii.

Actiunea radicalilor liberi asupra lipidelor se constituie ca un factor important
n etiopatogenia unor afectiuni cardio-vasculare ca : ateroscleroza, hipertensiunea
arteriald, neoxigenarea post-ischemica. In cazul acestor patologii, un indicator
important este gradul de oxidare al fractiunii lipoproteice circulante LDL.
Masurarea LDL oxidate se face in prezent prin metode imunologice: oxidarea LDL
duce la aparitia anticorpilor impotriva LDL oxidate (Ab-ox-LDL). Nivelele crescute
de Ab-ox-LDL sunt asociate cu progresia aterosclerozei la nivelul arterei carotide.

Valori normale ale LDL oxidate in plasma: 26-117 U/L. Valori normale ale
anticorpilor anti-LDL oxidate Tn ser: 200-600 UI/L.



Sisteme de neutralizare a speciilor reactive ale oxigenului

Productia de ROS este inevitabila datorita utilizarii oxigenului, fiind de aceea
strict controlata de catre organism, care a dezvoltat sisteme de aparare antioxidanta
cu efect protector impotriva consecintelor potential distructive ale ROS. Aceste
sisteme de aparare sunt formate din:

- enzime (Cu-Zn si Mn superoxid dismutaze, catalaze, glutation peroxidaze,
hem oxigenaza, proteinele socului termic);

- proteine transportoare de Cu si Fe (feritina, transferina, ceruloplasmina);

- molecule mici antioxidante (glutation, acid uric, bilirubina, glucoza, vitaminele

A, C, E, ubiquinona, carotenoizii, flavonoizii);

- oligoelemente (cupru, zinc, seleniu) indispensabile activitati enzimelor
antioxidante.

1. Superoxid dismutaza (SOD)

Superoxid dismutaza asigura eliminarea anionului superoxid, prima specie
toxica ce se formeaza din oxigen, reprezentand astfel prima linie de aparare
impotriva stresului oxidativ. Pentru a functiona corect, este necesara prezenta unor
oligoelemente: cupru si zinc (pentru SOD din citosol) si mangan (pentru SOD din
mitocondrii).

200, +2 [ N O, + H,0,

Scaderea concentratiei SOD se poate datora deficitului de oligoelemente.
Absenta acestei enzime este incompatibila cu viata. De asemenea, concentratiile
prea mari de SOD determina leziuni tisulare datorita productiei unei cantitati mari de
apa oxigenata.

2. Catalaza

Catalaza este o hemoproteina ce catalizeaza reactia de desfacere a apei
oxigenate in oxigen si apa. Este prezenta in toate celulele, in peroxizomi, cu
exceptia eritrocitelor care nu contin aceste organite, caz in care ea este o enzima
citoplasmatica. Catalaza are un rol protector asemanator glutation peroxidazei.

2 H202 M} 02 + Hzo

3. Glutation peroxidaza

Este o enzima cu localizare citoplasmatica si mitocondriala cu rol de
neutralizare a apei oxigenate din celule prin transformarea ei in apa. Este o seleno-
proteina dar nu exista o corelatie intre nivelul seleniului seric si glutation oxidaza din
eritrocite.

H,0; + 2 glutation redus (GSH) —SLUTATIONPEROXIDAZA 5 glutation oxidat (GSSG) +
H,O

Actiunea glutation peroxidazei este cuplata cu cea a glutation reductazei cu
coenzima NADPH + H”, care reface glutationul redus.

GSSG + NADPH + H" —SHATORREDEAAA 5 9 GSH + NADP?
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4. Tioredoxinele si tioredoxin reductaza

Tioredoxinele sunt enzime cu o activitate antioxidanta intrinseca si, ca si
majoritatea proteinelor, poseda grupari tiol. Ele contribuie la reglarea sistemului
imun. O data oxidate, tioredoxinele sunt reduse de tioredoxin reductaza (o enzima
ce poseda o grupare selenocisteina in situsul sau activ). Tioredoxin reductaza
intervine de asemenea, in degradarea peroxizilor lipidici si a apei oxigenate si in
regenerarea acidului ascorbic de la radicalul ascorbil.

5. Hemoxigenaza (HO)

Sistemul hem-oxigenazic este constituit din trei izoenzime: forma HO-1
inductoare, forma HO-2 constitutivd si forma HO-3. in sistemele biologice HO
catalizeaza conversia hemului la monoxid de carbon, biliverdina si fier. Efectul
protector al HO Tmpotriva stresului oxidativ este indirect: o data formata, biliverdina
este convertita la bilirubina ce are o activitate puternica antioxidanta. De asemenea,
fierul produs stimuleaza sinteza de feritina, care are un raspuns antioxidant.

6. Proteinele de soc termic

Proteinele de soc termic formeaza o familie de proteine care au rol in
stabilizarea, translocatia si asamblarea proteinelor. Ele intervin si in repararea
modificarilor de structura a proteinelor cauzate de stresul oxidativ. O crestere a
nivelului acestor proteine reprezinta un raspuns adaptativ la stresul oxidativ produs
de hipo- si hipertermie, acidoza, ischemie-reperfuzie, infectii virale, exercitii fizice,
etc.

7. Carotenoizii

Carotenoizi ca B-carotenul sunt precursori ai vitaminei A. Majoritatea
carotenoizilor si vitamina A interactioneaza cu oxigenul singlet si astfel, previn
oxidarea unor substraturi biologice, in special a acizilor grasi polinesaturat;.

8. Vitamina C

Vitamina C (acidul ascorbic) nu este sintetizata Tn organismul uman si din
aceasta cauza nivelul sau plasmatic depinde de dieta si de modificarile survenite in
fluxul sangvin hepatic. Vitamina C are rolul de a proteja substraturile biologice
(proteine, acizi grasi, ADN) impotriva oxidarii. La concentratii fiziologice, vitamina C



previne oxidarea fractiunii LDL-colesterolului cauzata de ROS (neutrofile activate,
celule endoteliale activate). Radicalul ascorbil, un intermediar in oxidarea acidului
ascorbic, joaca un rol important in regenerarea vitaminei E de la forma oxidata la

forma redusa:
RO >< Vit E ‘>< VitCe GSH
RH Vit E® ><

Vit C GSSG

Unele studii arata ca o scadere a concentratiei vitaminei C creste riscul
dezvoltarii bolilor cardiovasculare.

9. Vitamina E

Caracterul hidrofob al vitaminei E determina inserarea acesteia printre
lipoproteinele si acizii grasi din structura membranei celulare, unde joaca un rol
protector Tmpotriva peroxidarii lipidelor determinata de stresul oxidativ. Tofi
tocoferolii, Tn special, tocoferolii a si y au proprietati antioxidante.

10. Glutationul
Glutationul este un tripeptid format din acid glutamic, cisteina si glicocol.
Glutationul redus (GSH) poate interactiona direct cu SRO, dar in primul rand
serveste ca substrat glutation peroxidazei. GSH influenteaza expresia genelor ce
codeaza unele proteine pro- si antiinflamatorii. Concentratiile scazute de GSH
determina slabirea apararii organismului prin mecanisme imune. GSH este oxidat la
GSSG (glutation oxidat) in cursul stresului oxidativ, iar o evaluarea a acestuia se
poate face calculand raportul GSH/GSSG.
Valori normale (in sange): GSH: 753-958 uM
GSSG: 1,17-5,32 uM
Raportul GSH/GSSG: 156-705.

11. Proteinele ce contin grupari tiol

Majoritatea proteinelor poseda grupari tiol (-SH) care reactioneaza rapid cu
ROS. Deoarece in plasma exista o abundenta a acestor proteine (6-8 g%) proteinele
plasmatice indeplinesc pe langa alte roluri si pe cel de protectie antioxidanta.

12. Acidul uric

Acidul uric reprezinta produsul final de catabolism al bazelor purinice din
ADN. El poseda proprietati antioxidante, puténd interactiona cu speciile reactive ale
oxigenului in special cu radicalul hidroxil.

13. Coenzima Qqo

Ubichinona sau coenzima Qo (Co Q10) joaca un rol important in producerea
de energie la nivel mitocondrial. Co Q1o redusa (ubichinol-10 sau Co Q4oH>) poseda
proprietati antioxidante. La fel ca si vitamina E, ea inhiba peroxidarea lipidelor. Pe de
altd parte, nivelul Co Qo poate fi un parametru important pentru depistarea
pacientilor cu risc crescut pentru boala coronariana. Unele studii au aratat faptul ca
nivelul CoQqo Tn sénge este scazut la pacientii crarora li se administreaza statine



(pentru reducerea nivelului colesterolului). Statinele inhiba enzima hidroxi-metil-
glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductaza; ca urmare scade cantitatea de acid
mevalonic, un intermediar comun in sinteza colesterolului si a CoQo.

14. Seleniul

Acest oligoelement nu este el insusi antioxidant, dar participa la apararea
organismului impotriva ROS ca si cofactor al enzimei glutation peroxidaza. Scaderea
concentratiei serice a seleniului sub 45-50 ug/L se asociaza cu aparitia bolii
coronariene.

15. Cuprul

Cuprul este unul din cofactorii enzimei superoxid dismutaza (SOD).
Concentratiile crescute ale cuprului pot indica o crestere a stresului oxidativ. S-a
evidentiat o crestere a cuprului seric in cursul procesului de imbatranire.

16. Zincul

La fel ca si cuprul, zincul este si el unul din cofactorii enzimei superoxid
dismutaza (SOD). De asemenea, zincul are efect protector asupra gruparii tiol din
structura proteinelor si poate inhiba partial reactiile de producere a ROS. Deficitul de
zinc creste sensibilitatea la leziuni produse de stresul oxidativ. Studii efectuate pe
persoanele varstnice cu boli degenerative au pus in evidentd un raport Cu/Zn
crescut in comparatie cu pacientii apartinadnd aceleiasi categorii de varsta dar fara
boli degenerative.



