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ESTRES OXIDATIVO

Y LA
ENFERMEDAD NEURODEGENERATIVA




ESTRES

. Alto nive
. Bajo nive

OXIDATIVO EN EL CEREBRO
NORMAL

. Alto metabolismo
. Alta proc
A

uccion diaria de ROS y RNS
de acidos grasos insaturados
de antioxidantes

Cuando la generacion de ROS y RNS excede a
los mecanismos antioxidantes hay deterioro de
macromoléculas que lleva a muerte neuronal




EL CEREBRO
ES

MUY

VULNERABLE

AL
ESTRES OXIDATIVO

Sobre todo + 65 aﬁos! I




ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

NO se sabe si el Estrés Oxidativo es
el evento inicial

Pero hay evidencias de su
implicacion en dano celular

El Estres Oxidativo esta en el centro
de un ciclo de eventos




PRODUCCION DE ROS EN LOS EVENTOS QUE LLEVAN A ND




lonising Aerobic Radical
radiation m etabolism generators

H,0, 10, O, 0, OH RO2

' X

DNA Gene Protein
Damage Activation  Nodification
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Heart disease Cancer _ Neuradegenerative
atherosclerosis aging : Disorders




*Hay MARCADORES de estrés oxidativo
(4-HNE, MDA) en areas cerebrales
de ND:

Sustancia negra - Parkinson
Cortex, hipocampo - Alzheimer
LCR - ALS

* ROS aumenta alteraciones de proteinas
aberrantes:
B amiloide en AD

a synucleina en PD
SOD1 en ALS




DANO OXIDATIVO PRODUCIDO POR
RADICALES GENERADOS EN MITOCONDRIA

Phospholipid

- Ll'pidOS Cell Membrana

* Proteinas

Mitocondria
BLANCO de ROS




Mitocondria BLANCO de dano oxidativo

1. No hay reparacion de ADN mt
2. ADN mt no esta protegido por histonas
3. ADN mt esta cerca de donde se produce ROS

4. El numero de mitocondrias defectuosas se
acumula con el envejecimiento

* Disminucion de ATP

- Aumento de ROS
- Disfuncion mitocondrial




* Las macromoléculas danadas
deterioran arquitectura celulary
llevan a la muerte

* Se ha demostrado que Vit Cy E,
vy quelacion de metales protegen
al SNC




ESTRES OXIDATIVO EN ALZHEIMER

Reduccion de ENZ. ANTIOXIDANTES

Disminucién de ACIDO URICO

Aumenta la Nitracion de Tyr

Aumento de ROS aumenta:
Peroxidacion de lipidos
Acumulacion de Zn
Agregados de AP rapido
Apoptosis




NITRACION de TYR marcador precoz en
Alzheimer, Parkinson y ALS

RS-NO
Nitrosation

Oz
IADPH oxidase NO
xanthine oxidases
itochondria, etc '

CNO = e"D0ONO + EDE —= 05"+ Nﬂg' —_—

T
Urate
Bl Br i", NOg™ Nitrotyrosine
H202 C
Flavoproteins _,/
& oxidases

Hay nitrotirosina en tau y a synuclin
Ratones SIN iNOS son mas resistentes
a toxicidad por NMDA y MPTP

CrOH, Br-OH, |-OH, NO3-OH




Normal Aging

a8
Presenilin myvated APP
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Ap polymerization
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Reactive Oxygen Species

Oxidation and Release
of Fatty Acids
|_.|

-

Induction of Tau
Filament Formation
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ESTRES OXIDATIVO Y PARKINSON

La Sustancia Negra esta sometida normalmente a
Estrés Oxidativo y deterioro del mecanismo
antioxidante

1. AUTOXIDACION DE DA

Presencia de neuromelanina
Formacion de DA quinonas y ROS

. DEGRADACION DE DA POR MAO
Produccién de H,0, y GSSH (disminuye GSH)

. AUMENTO DE HIERRO

La reaccion de Fenton produce radical °OH




* LLa via DA nigro-estriatal es particularmente
sensible a toxicos:
6-OHDA, MPTP que producen ROS

* La L-DOPA produce ROS adicional al existente
En modelos animales L-DOPA aumenta la
toxicidad de 6-OHDA y de MPTP!!!

[-DOPA espada de doble filo




ENFERMEDAD DE PARKINSON

PERDIDA DE NEURONAS Y CUERPOS DE LEWY

Healthy individuals Incidental Lewy body Advanced PD
disease (presymptomatic PD)

Lewy bodies Lewy bodies
Some cell loss Severe cell loss
Nmr‘nal dapaming concantrations dmm mncuﬂll'.ﬂ
. Glmaﬂ'im:a
Ferritin
Iron
LA formaton
Lipid hiydroparoxides
B-Hydroxydeogyguanosing
[ 1 Normal S0D
5-S-cysteinyldopamine
EI Decreased AE-EUTE'C acid
& ix-1ocophanral
B incroased Catalase
Glutathione peroxidase
-Glutamyliranspeptidass

INICIO TARDE

Disminucion GSH Disminucion de DA
Dano de Complejo |
Aumento de Hierro
Macromoléculas danadas




Compuestos derivados de oxidacion de DA
que Inhiben el Complejo Enzimatico Mitocondrial |

Possible neurotoxic action of [excessive)
extracellular cystein in dopaminergic neurons:

Neuron

dipepu:ises E‘

Glial cell




ESTRES OXIDATIVO EN PARKINSON

La oxidacion de DA, y el hierro libre pueden
estar implicados en oxidacion de a synuclein

a synuclin oxidada libera DA al citoplasma
lo que aumenta la oxidacion de DA

a synuclina oxidada no es reconocida por el
sistema de degradacion de proteinas, se

acumula y agrega en Cuerpos de Lewy




Consecuencias de OXIDACION en una neurona DOPAMINERGICA

Mitochondria . T@N
Ini( ibidores (6) Oxidacion

tocondriaIeS@ o asynuclein

m

Muerte
programada
2

Dopamine




ROL CENTRAL PERO NO INICIAL DE PROCESOS OXIDATIVOS

Oxidacion/nitracion

v
Oxidation and ﬁkylatwn of nucle’apmles Inhibman of mitesehaﬂﬁﬂa“i respiraibﬁ
decline of glutathione levels, || decline in oxidative ﬂhesﬂmwiat@n
reduemg equivalents, and - P @ and ATP levels

b
[Diease |

EN LA PATOGENESIS DE PARKINSON




ESTRES OXIDATIVO EN ALS

* En modelos de ALS SODI1 hay peroxidacion de
lipidos, oxidacion de ADN y nitracion de
proteinas

* Parece ser por “ganancia toxica” de SOD1, la cual
actua como peroxidasa y superoxido reductasa
aumentando peroxinitrito (forma mas agresiva)

anion superoxido + NO ﬂ ONOO-




* La expresion de iNOS en la glia aumenta la ND
La MINOCICLINA bloguea iNOS , disminuye

NO, disminuye ROS y previene el dano en
modelos de ALS y MPTP




ESTRES OXIDATIVO (ROS y RNS)

Yy

Disfuncion mitocondrial,
Mal plegamiento de proteinas,

Deterioro de la degradacion de proteinas




TERAPIA RACIONAL DE ESTRES OXIDATIVO

* Aumentar antioxidantes

* Reducir ROS

Quelantes
Inhibidores de iNOS




DISFUNCION MITOCONDRIAL

Y
NEURODEGENERACION




MITOCONDRIA

Organelo que genera

Al & _“I_"

'.'I:E.J‘.l-ll.-.._f 1 A
: ‘:@-‘g{‘é&‘- energia para la célula
o x

AP

Mitochondrial Compartments

Cristae mitochondriales Outer membr ane

FOSFORILACION
OXIDATIVA




Oxidacion:
Remocion de H* o0 e- de una molecula

Reduccion:
Adicion de H* o e- a una molécula

Fosforilacion
Aporte de fosfato a una moléecula




FOSFORILACION OXIDATIVA

Acoplamiento de:

1. remocion de H* de una
molécula y

2. aporte de fosfato a otra




1. OXIDACION de NADH o FADH
a » NADo FAD

2. FOSFORILACION de ADP
a » ATP




;COMO ESTAN ORGANIZADAS LAS MITOCONDRIAS
PARA SER GENERADORES DE ENERGIA?

El PIRUVATO de la
glicolisis anaerobica
entra a la mitocondria

y se convierte en
Acetil CoA

Acetil CoA
se une al
88 OXALOACETATO

para comenzar

el Ciclo KREBS




Metabolismo energetico

B
.1 %
NP - .

mAle I

NADH CiCIO

| glicolisis

A

\

PdHe

Lactate m\p— KREBS It

MITOCONDRIA """"-‘
II

NADH

Fosforilacion
oxidativa

;De DONDE vienen los H* para la cadena de transporte de e-?




* Los H* se producen en el Ciclo de KREBS

(matriz mitocondrial)

*NAD o FAD toman los H* (NADH y FADH)

*NADH y FADH se dirigen hacia los Complejos

Enzimaticos MItocondriales
(repliegues de membrana interna mitocondrial)




CADENA RESPIRATORIA

5 complejos enzimaticos:

| NADH ubiquinona oxidoreductasa
Il Succinato ubiquinona oxidoreductasa
Il Ubiquinona Citocromo c reductasa

IV Citocromo c oxidasa

V ATP sintetasa

2 transportadores de electrones:

Ubiquinona o Coenzima Q
Citocromo C




Los IONES HIDROGENO dan:

Protones para las bombas H*

Y

Electrones @ para la cadena
respiratoria




Cadena de transporte NADH y FADH2 del
de e- Ciclo de Krebs

Cristae I
-

Cadena de transporte de e-
Bombas sacan H+ de la matriz

i Gran gradiente EQ del H*
m. interna m.externa mueve la ATP sintetasa a

la sintesis de ATP




1. NADH y FADH AL PERDER H*

SE
OXIDAN

ESTAN LISTOS PARA
ACEPTAR H+* NUEVAMENTE




gradiente
de pH
adentro
alcalino

Sintesis de
ATP
movida por
la fuerza de
H+

Potencial
eléctrico
adentro

negativo

ESPACIO |
INTERMEMBRANA

Membrana int




GRAN ’
GRADIENTE ELECTROQUIMICO

H+

Desde el espacio
intermembrana a la matriz




2. FOSFORILACION DE ADP

Gradiente EQ H*

'

ATP
sintetasa

ADP + P — ATP




FOSFORILACION OXIDATIVA

CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES
Establecimiento de gradiente de H+

. SINTESIS de ATP

nH' Cltocromo C
; |$ HEowr o ATP synthase

@uﬂase

NADH ] $ 4
Deh}rdrngenasef#— : E’.;tﬂt‘]ﬂ‘nme "I

Matrix

Ubiquinona * § ' - CADP -

NAD % 0, + 2H* = H20 |,

H* T
" L matriz fosforilacion
oxidacion 3

i




3. REDUCCION FINAL DE OXIGENO
PARA FORMAR AGUA

2H+ + yZ 02 5 HzO

PARA MANTENER EL GRADIENTE DE H+
Y PODER FORMAR ATP




Citoplasma@

Mitochondrial
Outer Membrane

Espacio entre
membranas

s Y f YT g
S |/ Yo
Matriz (!I I

.. NADH g "
S NaDt Fap W O

FADH, H2O dm
Succinate

ATP
NADH va a | Pate Succinyl-Co-A
L-Malate Ciclo u-Ketoglutarate

FADHvaall 1 \naok Krebs i Yoo

H Oxaldacetate cx-Ketoglutarate
e Dekjro AcetylCET G . aﬁ.eA
- cetyl-Co- &Wﬁﬂ!’ﬂ c;b-am‘-_'lsg{ﬁtf NADH

3 A




El CEREBRO necesita:
Glucosa
Oxigeno

Mitocondrias

v

ATP
v

Alto consumo energetico
de las
neuronas




* Las Neuronas son altamente
dependientes del metabolismo
energeético oxidativo

* Se ha propuesto a la
Disfuncion mitocondrial como
mecanismo patogénico
unificador para ND




La FOSFORILACION OXIDATIVA
genera la mayor parte de ATP

El deterioro para producir energia puede
tener consecuencias catastroficas:

1. Disminuye ATP
2. Aumentan ROS
3. Se altera homeostasis del calcio




LA MITOCONDRIA ES EL UNICO ORGANELO
CON PROPIO GENOMA (ADN mt)

* El ADN mt codifica para un pequeno numero de
proteinas para Respiracion Celular
-algunos ARN ribosomicos y ARN transportadores-

* El ADN mt solo se hereda de la madre, se divide y replica
independientemente del ciclo celular y se distribuye al azar

* Las mutaciones en ADN mt tiene que afectar alto porcentaje
para causar alteraciones funcionales pues la mayoria de las
Enf. Mitocondriales por mutaciones son recesivas




ENF. ND POR DISFUNCION MITOCONDRIAL

* Mutaciones de ADN mitocondrial

Tipicamente heterogeneas y multisistémicas
Encefalocardiomiopatias (tej. dependen energia)

* Mutaciones ADN nuclear

cuyos productos van a la mitocondria
Ataxia Friederich
Enf. Wilson

* De causa desconocida y asociadas a
mutaciones no mitocondriales

La MAYORIA de las Enf. ND




; ENF. NEURODEGENERATIVAS
UBICACION INTRAMITOCONDRIAL DE PROTEINAS MUTADAS

Ll




DISFUNCION MITOCONDRIAL

Y
ENFERMEDAD NEURODEGENERATIVA




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN ALZHEIMER

* En la Hipotesis Amiloide el péptido
amiloide beta (AB) derivado de APP se
considera el centro de |la patogenia

* En AD familiar hay evidencia de disfuncion
mitocondrial, AB inhibe cadena respiratoria.

En trisomia 21 hay aumento de ARy
alteracion de Vm mt

* Para algunos ND comienza en la sinapsis
donde hay mas mitocondrias




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN ALZHEIMER

Presynaptic |NICIO en sinapsis?

terminal

Inflammation

Oxidative stress » Membrane
B-amyloid | damage

Exposicion a B amiloide: disregula calcio, activa caspasas, genera
ROS y NO, reduce Vm mt, apoptosis




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN PARKINSON

Falla del Complejo |
(NADH oxidoreductasa)

Disminucion de ATP
Aumento de ROS
Apoptosis




Complejo |
NADH oxidoreductasa

K
=
A.'

A TPt ]
EE} fq Iﬂmﬁ f

NADH NAD

ESPACIO |
INTERMEMBRANA

membrana interna




INHIBICION DEL COMPLEJO |

. Disminuye funcion mitocondrial (disminuye ATP)
. Aumenta el estrés oxidativo (aumenta ROS)

. Aumento de DA en citoplasma porqgue no es
cargada dentro de la vesicula (se necesita ATP)

. Se generan mas productos de oxidacion de DA

. Se oxida a synuclein, se agrega y aumentan
Cuerpos de Lewy




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN PARKINSON

Factores ambientales toxicos
inhibidores selectivos Complejo |

MPTP (MPP+)

ROTENONE
PARAQUAT

Producen: Cuerpos

° Inclusiones con a synuclein o de Lewy
°© Muerte Neuronas DA




;Defecto en Complejo |

es central en la patogenesis
de Parkinson?




MPTP (1metil4 fenill ,2,3,6 tetrahidropiridina)

Al inicio de los anos 80 adictos a narcoticos
subitamente se volvieron parkinsonianos!!!

El responsable fue MPTP un intermediario
en sintesis de meperidina

El metabolito activo es MPP+
(1 metil4fenilpiridium)




Neuron

dopamine transporter

Astrocyte

MPP+ es selectivamente tomado en N. DA
No hay defecto sistémico de complejo | por lo que
se considera no es buen modelo de Parkinson




, Metabolizm via MAO Peripheral
MPTP and other enzymes :| tissupes
— BEBB

MAO-B W
inhibitors MPTP

-

k.
MFDP-

(—-—-—r Free radicals

Uptak ¥ _
inﬁﬂitﬁm MPP+ Dopamine 4

Membrane
damage

MPPs = ‘ufesicle

'L-_,, EBreakdown of

calcium homeostasis

Dopaminergic
terminal
Mitochondrion

Aumenta ROS, disminuye ATP, aumenta DA en citoplasma,
aumentan productos oxidados de DA que se unen a GSH vy
dan GSH-DAQ que inhiben Complejo |




ROTENONE

* Es un insecticida y veneno para peces,
causa parkinsonismo en ratas por
administracion cronica iv

* Produce inhibicion sistémica de complejo |
Bloquea transferencia de e- en la NADH

reductasa, previene su uso como sustrato para
la fosforilacion oxidativa

* Es considerado un mejor modelo de Parkinson




Estructura diferente a MPTP

Rotenone

Pero, ;poOr que sélo dafia N. DA
nigroestriatales si su accion es
sistémica?




PARAQUAT

* Herbicida comun que causa intoxicacion
inadvertida mortal y tambiéen es agente en
suicidios, no hay tratamiento antidoto.

Muerte horrible por falla sistémica de organos!!!

* Tiene estructura similar a MPTP
Afecta también a neuronas DA

Glial
MMAO-B

U019 3




Possible neurotoxic action of [excessive)
extracellular cystein in dopaminergic neurons:

o,
=

Inhibition of complex 1

5.Cys-DA es un derivado

7¢!§:I metabolismo de DA Neuron

que inhibe al Complejo @[E%I:E

| Mitocondrial

dipeptidases '_(.:;_SH '
N“ L

Glial cell




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN PARKINSON

Complex | dysfunction

¥ ATP

V

f Free radical

e

Cell death

Neuronal depolarization
¢ ‘fa-Synuciein aggregatio
Excitotoxic activation
of NMDA receptors /
NO / ONOO- Proteasomal dysfunction €—>Active proteasome

+

Cell survival




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN ALS
MODELO DE ALS SODI

* Motoneuronas con degeneracion mitocondrial
masiva, dano oxidativo y apoptosis via mitoc

* La Cu-Zn SOD esta en citosol y en el espacio

intermembranas mitocondriales, la SOD podria
danar directamente la mitocondria

* Acumulacion de mitocondrias anormales en
motoneuronas en pacientes ALS

MINOCICLINA inhibe directamente permeabilidad
mitocondrial, evita apoptosis y aumenta sobrevida
de los animales




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN HUNTINGTON

MODELO DE HUNTINGTON (huntingtin mutada Htt )

* Htt mutada se ha encontrado en membrana
mitocondrial

* Mitocondrias cerebrales tienen un bajo potencial
de Vm mt y tendencia a despolarizarse a
bajos niveles de calcio y vulnerabilidad a excitotox.

* Htt mutada interacciona con factores de trascripcion
criticos en el metabolismo energético mitocondrial
y en la apoptosis via mitocondrial




A pesar de muchas evidencias del
dano funcional mitocondrial en estas
enfermedades, todavia hoy continua

el dilema:

QUIEN ES PRIMERO




En las
ENF. NEURODEGENERATIVAS

hay
APOPTOSIS

e

implicacion de:
ESTRES OXIDATIVO
DISFUNCION MITOCONDRIAL




ESTRES — > DISFUNCION
OXIDATIVO € MITOCONDRIAL

N

APOPTOSIS




sigue...

2da. parte
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Moleculares




