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Seminario intensivo en Ozonoterapia basica aplicado

a—eprOmo a la Medicina Interna

Ozonoterapia

Especies Reactivas de Oxigeno

Introduccion
ERO historia y conceptos generales.

ERO fundamentales y su formacion.
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Como obtenerlo?
1) Editorial Aracne (lItalia) info@aracneeditrice.it
2) AMAZON books
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1775 Descubrimiento del oxigeno
1900 Existencia del radical trifenilmetilo

1973 Leucocitos producen ERO
1978 Reactividad del «OH

1933 Linus Pauling predijo la existencia del (O,-°) 1990 Descubrimiento del NO-

1969 Descubrimiento de la SOD
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¢, Qué son los radicales libres?

Los radicales libres son especies quimicas capaces de una
existencia independiente que contienen uno o mas electrones
no pareados en el orbital mas externo. Sus tiempos de vida
medio (t%2) son muy cortos (Halliwell & Aruoma, 1989).

O @m0 @

Radical Blanco del Reducido Oxidado
libre ataque (estable)  (inestable)



ETAPAS DE LAS REACCIONES RADICALARIAS

0 0
Iniciacion: R:R — Re + Re O 0 O O O
0
Propagacion Re + H:H — He + R:H 0 020

Terminacion He + Re ->R:H 0

He + He — H:H O° O_.080
Re + Re — R:R O° 004’08
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¢, Quienes son las Especies Reactivas del
Oxigeno (ERO)?

Radicales libres: especie con
existencia independiente que posee
uno o mas electrones no pareados.

Radical (7
GO Enzimatica= 10°
Espontanea= 10°
e "OH 1095 (107-1010)
L 10%s
Oddo NO* 3-5s
Wi RO 10° s
Radical ROO. 7 S

Alquil

peroxil

No-radicales derivados del oxigeno
con una potente accidon oxidante.

ERO t %
e | H0, TR
peroxiniritc. . QONOQO- 0,05-1s
Ao HCIO 1065

hipocloroso




ANTIOXIDANTE

CUALQUIER SUSTANCIA QUE
PRESENTE AMUY BAJAS
CONCENTRACIONES COMPARADAS
CON LA SUSTANCIA OXIDABLE,
PREVENGA O RETARDE SU OXIDACION

B. Halliwell 1990 Free Rad. Res.Comms 9




ESTRES OXIDATIVO

Desbalance a corto o largo plazo del
equilibrio antioxidantes/pro-oxidantes
gue provocadisrupcion de los
sistemas de senalizacion y control a
consecuencia de favorecer los
procesos de pro-oxidacion u
obstaculizar los mecanismos
antioxidantes.

H. Sies 1985. H.K.Bieslaski. (1997) Clinical Nutrition 16: 151-155. Jones 2006. Gregorio 2008




Nuevo concepto de estrés oxidativo

H Sies 1985

Estrés oxidativo: desequilibrio entre la generacion de agentes oxidantes
y los mecanismos oxdantes.............

Jones 2006: .. Disrupcion de los mecanismos de sefializacion y

Enfermedades§
Del SNC

Dr. Gregorig Martinez Sanchez, Ph.D.

Inflamacion Activ. Fisica



HIF-1a se produce y degrada de manera
constitutiva via VHL.

1. Prolil hidroxilasa NORMOXIA ~6% O, 40 mmHg

2. Binding Hippel-Lindau tumor
suppressor (VHL)

........................... > (HIFlo, > CITOPLASMA

~< -

3. Ubiquitinilacion

N
N
N
g S 26S

4. Degradacion .
por proteasoma -

NUCLEO

SIS

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D. Bruick RK. (2002) Science. 295:807-808



La Prolil hidroxilasa es O,-dependiente

—

Activacion DEF, CAT, NO°

HIPOXIA

CITOPLASMA

Proliferacion celular

Metabolismo
Glucosa

Angiogenesis

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D. Free Rad Res 2005 39:925-936/1353-1361



Interaccion entre los sistemas antioxidantes

Tomado de (Aruoma, 1994)

Dafio tisular
/ NADP ADPH
HOCI MPO
'\ H,0 + %0,
o \ Catalasa GSH G
a-SH /
o ftlgy
4D \ bR
02°'+ 2 H* | Transferrina
Fe2* O," / Ceruloplasmina
1 I/:e/Cu
HO® Acidos grasos ——— RO* — RO, "

Peroxidacion
Lipidica
Dafio a proteinas

carbohidratos, ADN,

etc.

Mecanismos reparadores

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.

Radical
B carotenoide

poli-insaturados

3 caroteno
o tocoferol o tocoferol O
OH%

Acido dehidro
ascoérhico

=S

Ascorbato Dafio
tisular



ENFERMEDADES EN CUYA FISIOPATOLOGIA
ESTA INVOLUCRADO EL DESBALANCE
REDOX

AGUDAS

Trauma

Apoplejia

Dafo IR

Sindrome Distrés Resp.

Rechazo agudo
(transplantes)

Inflamacién Aguda
Paracetamol (sobre dosis)
Xenobidticos

Ejercicio agudo

CRONICAS

4

Parkinson

Alzheimer

Hipertension, Aterosclerosis
Fibrosis cistica

Rechazo cronico (transplantes)
Inflamacion crénica

Cancer

Envejecimiento

Entrenamiento sistematico
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PRINCIPALES FUENTES INDUCTORAS DEL
DESBALANCE REDOX

INEVITABLES e EVITABLES

Transporte L 2% Metabolismo de

electrc')nic_o S - "8 farmacosy
mitocondria o b P& T xenobidticos

lones Metalicos : Humo del cigarro y
transicion A contaminantes
Inflamacion ambientales

Enzimas SO Radiaciones

generadoras i . ' Célula danada por
Célula intacta ERO
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Produccion de O,'- por la
NADH deshidrogenasa

« El otro mecanismo de produccion de OZ-' en la mitocondria es la flavoproteina NADH

deshidrogenasa
« El grupo flavina de esta enzima es reducido durante el transporte electrénico al radical

flavina semiquinona que al reaccionar con el O, produce OZ-' en una reaccion similar
a la de la ubisemiquinona.

Produccion del anion radical superoxido por la cadena de transporte electronico mitocondrial

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



FUENTES O MECANISMOS GENERADORES DE ERO

lones de metales de transicion

Reacciones de Haber-Weiss vy Fenton

O,- + Fe¥——» 0, + Fe*

Reaccion de
Fenton

H,0, + Fe2——»'0OH + OH + Fe**

Fe/C %
02._ + H,0 A’OH + OH + O, Reaccﬂuon de
Haber-Weiss

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Cbha
N-formil-Met-Leu-Phe

Complejos inmunes
LTB,

/
(+) b NADPH

¥ OXIDASA

(activa)
NADPH
OXIDASA
(latente)

Ensamblaje

MPO

Mieloperoxidasa
(Granulos citoplasmaticos)

Elastasa
Colagenasa
Gelatinasa

Lactoferrina
Defensinas

Catepsina G Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.




Produccion de ERO por la Monoamino-oxidasa (MAQO)

RCH,NH, + O, + H,0O * RCHO + NH; + H,0,

HO—
MAO HO—
NH, ——»
HO—@/\ 2 70, Ho - NHe + H0, +H@/\CHO

3,4-dihidroxifenil

Fe3 acetaldehido
Fe2+j

NH,
HO~

Dopamina

Dopamina _ »
Semiquinona Auto-oxidacion Acido dihidroxifenil-
Fe3 de dopamina acético (DOPAC)

F o4 Catecol-O-metil-
S transferasa

(COMT)
o:@/\"\'HZ HyCO™ @/\
COOH

Dopamina HO™
Quinona Acido homovanilico
(HVA)

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Cell Membrane
Phospholipids

Phospholipase A2

ad Arachidonic
Acid

Cyclic Endoperoxides

Isomerases

N YT

Lipoxins Prostaglandins Leukotrienes

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.




FUENTES O MECANISMOS GENERADORES DE ERO
CONTAMINANTES AMBIENTALES

El agente oxidante mas importante en la atmosfera
terrestre es el ozono (O,).

Otro de los contaminantes atmosféricos de gran
importancia es el dioxido de nitrégeno (NO,), el cual
absorbe la luz UV generando otros compuestos con

By .
T - g o
3 - .~ as
- - ¥ Pt

elevada reactividad:

i ﬁ'!.'

,.;‘."-' -'
k=

fotolitico

del NO,

Los efectos toxicos fundamentales del NO, y el O, ocurren fundamentalmente en las vias
respiratorias.

El O, genera una cascada de ERO altamente reactivas e inestables (aldehidos, ozonidos,
H,O,, hidroperoxidos lipidicos) que casi instantaneamente reaccionan con componentes de
las membranas y del citoplasma celular.

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Paracetamol (Acetaminofeno)

\

Dosis altas
leidasas de funcion

Dosis terapéuticas

mixta Cyt P450 (2E1)

Reacciones de conjugacion N-acetil-B-benzoquinona
(glucuronico, sulfato) imina (NAPQI)
Conjugacion con Agotamiento severo
. GSH — mercapturatos de GSH
NO TOXICO / \

Union de la NAPQI  Estrés oxidativo
a macromoléculas
celulares N /

DANO CELULAR
Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



MECANISMOS ANTIOXIDANTES

Mecanismos antioxidantes endogenos

a) Enzimas antioxidantes
SUPEROXIDO DISMUTASA

Cataliza la dismutacion del anion superoxido en H,O, y O.,,.

SOD

)
Cu/ZnSOD Todas las isoformas catalizan

Humanos { MnSOD la dismutacion del O,-- con
EC-SOD (Cu/zn) similar eficiencia

\

Unica enzima que se conoce actta sobre un radical !!

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



MECANISMOS ANTIOXIDANTES

_ . ) Hemo Hemo
Mecanismos antioxidantes endogenos

a) Enzimas antioxidantes Hemo Hemo

CATALASA

Es un tetramero que contien 4 subunidades de 60 kDa cada con un grupo hemo.

Existen muchas formas de catalasa, la mayoria presenta Fe (grupo hemo), pero algunas
poseen Mn

La mayoria de las bacterias anaerobias NO presentan catalasa

="Es una de las enzimas mas eficientes que se conoce y de las mas abundantes
=~ Reacciona con el H,O, para generar agua y oxigeno

=~ Se localiza en la matriz de los peroxisomas y en la mitocondria (tejido cardiaco,

solamente), mientras que en eritrocitos se encuentra en citosol

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Para que pueda mantenerse la actividad de la GPx es
necesaria la actividad de la Glutation reductasa (GR), una
enzima que emplea el NADPH como cofactor. La GR tiene

una distribucidon celular muy similar a la GPx.

=
N
\/

Glucosa
\
A / \ pesas
y <
N GSSG NADPH d

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.

GSH \

Glucosa




Glutation

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



MECANISMOS ANTIOXIDANTES

ANTIOXIDANTES OBTENIDOS DE LA DIETA

Selenio Es un elemento esencial

1817 Jons Jakob Berzelius y G Hahn descubre y nombroé este elemento
en honor a la diosa de la luna Selene

1957 Dr. Klaus Schwarz. Establece el Se como nutriente esencial en la
nutricion animal

1973 Dr John Rotruck (Univ. Wisconsin) Demostroé la incorporacion de
Se a GPx

1980 Requerimientos diarios 50-200 ug (Nat. Acad Sci. EEUU)

1989 Requerimientos diarios 75-55 ug

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.
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Secuestro de Fe por la transferrina

En el humano, la proteina
transferrina mantiene
secuestrado practicamente todo
el Fe extracelular debido a su
extremadamente alta afinidad
por este ion

Sitio de unién del Fe3* a
la transferrina humana

Nhistidina

Fel'Tf(CO,2)
Ky ~1020 M

Fe3* + Apo-Tf + CO;*

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



MECANISMOS ANTIOXIDANTES CAROTENOIDES

ANTIOXIDANTES OBTENIDOS DE LA DIETA

Estructura quimica de los carotenoides mas comunes obtenidos de la dieta

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



MECANISMOS ANTIOXIDANTES

ANTIOXIDANTES OBTENIDOS DE LA DIETA

Vitamina E

Descubierta en 1922 por Evans y Bishop al observarse que las ratas sometidas a una
dieta que contenia solamente grasas purificadas, proteinas, carbohidratos y minerales
presentaban problemas en la reproduccion

En 1936 Evans et al. aislaron la vitamina pura y sugirieron el nombre de tocoferol, el cual
se deriva del griego tocos (nacimiento) y phero (portar). En el 1938 ya se habia hecho la
caracterizacion de su estructura

La actividad biol6gica de la Vitamina E no se limita a un solo compuesto sino que es
compartida por varios derivados del 2-metil-2-(4’,8’,12’ trimetiltridecil)-6-cromanol,
conocido como tocol. Estos compuestos pertenecen a dos series que difieren en el grado
de insaturaciones en la cadena lateral fitil.

El a-tocoferol es el que presenta mayor actividad biologica y representa aproximadamente
el 90% de todos los tocoferoles presentes en los tejidos de los mamiferos.



RRR-a-Tocoferol

HO
H,C ‘ s S
CH, CH;H CH;H
CH,
2R 4'R 8'R
d-a-Tocoferol

Dr. Gregorio Martinez Sdnchez, Ph.D.
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Vitamina E en los alimentos

Alimento

Aceite de germen de trigo
Aceite de Girasol
Aceite de mais
Aceite de oliva
Mayonesa
Germen de trigo
Cacahuete / mani
Esparragos
Espinaca fresca
Atun en aceite
Pollo frito

Camarodn congelado

mg/ 100 g

119-118
49
26

13-22
13
11

8,30
2
1,8
1,7
0,5
0,6

1 mg d-a-tocoferol =1,49 Ul /

Ul

177-191
73
39

19-32
19
17
13

3
2,7
2,6
0,7
0,9

RDA 12 Ul -15 Ul



Vitamina E

Evento
Rupturade  |picjador
cadena + Radical libre
O,
R-OO-Hy R®
Hidroperdxido /3
Reaccclion
en cadena
R-H1 ROQO®

Peroxyl Radical / a—TOH
il A o

Acido graso poli-insaturado  R-QQ-H
Hidroperoxido

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.

Iniciacion

Propagacion

Terminacion
via
Antioxidante

Burton & Traber Annu. Rev.
Nutr. 10: 357-382; 1990



o-Tocoferol en plasma en respuesta a |la
suplementacion

100 o-tocoferol (o -T) y a-tocoferil
_ acetato (a -TAC):
80 _ - _ 11U RRR-a-TAC entre
-tocoferol en 1 AN S
o 60 o " o 11U all rac a. -TAC entre 2 =
Plasma é. mg 2R-a-TAC
UM 40 B 400 IU Vitamin E =
oL 1 T ®allrac 294 mg RRR-0-TAC
20 6 268 mg RRR- o -T
® RRR-
0 200 mg 2R- a TAC
0O 200 400 600 8000 182mg2R-o-T
a-tocoferol (mg/dia) Devaraj et al. Arterio Thromb Vasc

Biol 17:2273, 1997

Dr. Gregorio Martinez Sdnchez, Ph.D.



MECANISMOS ANTIOXIDANTES i

ANTIOXIDANTES OBTENIDOS DE LA DIETA rﬁ‘}“"

. : Citrus, Collagen, Cold ' =%,
Vitamina C ‘

1500 a.n.e se describen estados carenciales
(fatiga, inflamacion bucal, caida de los dientes = escorbuto)

1700s Se descubre que el jugo de citricos previene en los marinos el
escorbuto

1932 Fue cristalizada y obtenida en forma pura a partir del jugo de limon por
los bioguimicos norteamericanos C.G. King y W.A. Waugh

* Es el mas potente antioxidante de fase acuosa presente en mamiferos

« Cumple una funcion muy importante en la regeneracion del a-
tocoferol.

 La ingestion de vitamina C se ha asociado a una disminucion del
riesgo de cancer

« Los efectos a escala sistémica estan relacionados con su actividad
antioxidante e inmunoestimulante. Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Vitamina C en los alimentos

s

Alimento

Acerola / Cereza
Aji maturo
Brocol

Guayaba

Fruta bomba / Papaya
Aji verde

Kiwi

Naranja

Freza

Limon

Toronja

Lima

mg/ 100 g

1 300
369
300
300
168
130
100

70
59
50
40
37

RDA 60 mg



El &cido ascorbico es un Di-acido

... .
5 = -H,—-e -e
A~ O @) pK - 4.2 A 0. [®) ' (o) 0 o
o L - =N -~
HO ¥ —> HO" Y 7 —> HO Y O —> HOT Y ¥
N /l N - H"‘. +e ,-'F_\ + e V4 N
HO OH (©) OH (0] (@) ) O
Ascorbic acid Ascorbate Ascorbate Dehydroascorbate
monoanion (AscH’) radical (Asc )

A pH 7,4; 99,95% de la vitamina C estara
presente como AscH; 0,05% como AscH, y
0,004% como Asc®. Asi, las propiedades
antioxidantes de la vitamina C se deben al

ASCH-

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Ingesta de Vitamina C

DOSIS OBSERVACIONES:
0-10 mg Riesgo de escorbuto, baja resistencia a las infecciones. Pequefias hemorragias y
hematomas. Disminuye la velocidad de cicatrizacion.
10-20 mg Previene el escorbuto.
35-50 mg Dosis en nifios de hasta 14 afos.
60 mg Dosis RDA
80 mg Embarazo
100-150 mg Lactancia ~ 200 mg — niveles plasmaticos 6ptimos ~70-80 uM
Elevaciéon Fiebre, Enfermedades Virales, Alcoholismo, Estrés emocional, Estrés ambiental (Pb, Hg,
de los Requerimientos Cd, CO, Derivados del petréleo). Fumadores, Uso de corticoides, aspirina, sulfas,

estrogenos en la menopausia, anticonceptivos orales.

600-1200 mg Estimado basado en la extrapolacion de dietas vegetarianas

59 Elevacion de la produccion de interferon, accion antiviral

2-9 9 Dosis recomendada por Linus Pauling (Resfriados y Cancer)

>10g Signos toxicos: Diarreas, Nauseas, Disuria, Sensibilizacién cutanea, hemolisis, Acumulacion

de calculos de oxalato de Ca en los rifiones, Pérdida de Cu.

1-30g (Oral) 3-100 g (l.V.) Cancer

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Vitamin C Phramacokinetic

Lumen Extracellular Extracellular space
spacc Fig. 3.1
DHA —G) <& vua

Fig.3.2 Fig.3.3 e G2 GLUT N

' A %—» A

A- ¢
Y A- Nas | SVCT2 SVCTI Na
N sveT1R . A-
Fig. 3.4 =5 Fig. 3.5 Brain, skeletal muscle, placenta, Epithelial cells
DHA eye
A e + +
High affinity | Low velocity Low affinity | High velocity
~ ~

200 mg v 5 ~100 pM

SVCTs. Sodium Vitamin C Transporters

Rodrigo Figueroa-Méndez and Selva Rivas-Arancibia. Frontiers in physiology 6 (2015)



Almacenamiento / Refrigeracion - Contenido de Vit. C

Vegetal iy Cocido Refrig. 1d  Recalentado
Esparrago 8 86 82 66
Brécoli 88 68 60
Guisantes 88 52 43
Berza 73 44 33
Espinaca 52 48 32
Habas 83 41 29

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Porcentaje de Vit. C en Brocoli cocido por varios métodos

Meétodo %
Frita 6
Micro-ondas, poca agua ' 75
Hervida, poca agua 4
Micro-ondas, abundante agua 56

Hervida, abundate agua 44

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Esimulacion de los mecanismos de reparacion del
ADN durante la suplementacion con Kiwi

1607

120

P<0.001

o0]
it

407

DNA reparacion (unidades arbitrarias)

1 2 3

Kiwis por dias
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