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Resumen

El estrés oxidativo se produce por un desequilibrio entre la formacion y la destruccion de
las especies reactivas del oxigeno. Una forma indirecta de determinar la existencia de estrés
oxidativo es la medida de los productos derivados de la reaccion de las especies reactivas del
oxigeno con biomoléculas. En este sentido, la formacion de grupos carbonilo en las proteinas
ha sido uno de los marcadores de estrés oxidativo mas estudiados debido a su estabilidad y
facil deteccion. Diversas herramientas protedmicas ofrecen un gran potencial para descubrir
nuevas proteinas susceptibles al estrés oxidativo, cambios cuantitativos en el perfil de estas
modificaciones bajo distintas condiciones bioldgicas, y para caracterizar el sitio exacto y
tipo de modificacion sufrida por una determinada proteina. En el presente trabajo se revisan
las diferentes aproximaciones utilizadas para la deteccion de proteinas carboniladas y las
herramientas protedmicas que permiten su identificacion.
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Introduccion

El estrés oxidativo se describe como una situa-
cion en la cual las defensas antioxidantes son insufi-
cientes para inactivar completamente a las especies
reactivas del oxigeno (ROS) [1]. Este desequilibrio
entre la produccion y la destruccion de ROS puede
afectar a gran parte de los componentes celulares,

incluyendo lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos [2-4]. Muchos de los cambios que ocurren
durante el envejecimiento y durante la progresion de
ciertas enfermedades son una consecuencia del es-
trés oxidativo [5-7]. Las proteinas se modifican oxi-
dativamente al ser uno de los blancos principales de
las ROS. Ello conlleva modificaciones estructurales
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que, en general, suponen la pérdida total o parcial
de su funcion [4, 8, 9]. En este sentido, la oxidacion
de proteinas juega un papel muy importante en el
desarrollo del proceso de envejecimiento y de una
lista muy extensa de enfermedades entre las que
podriamos destacar la ateroesclerosis, el cancer, y
diversas enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer o el Parkinson [10]. Muchos residuos de
aminoacidos de las proteinas son susceptibles a la
oxidacion por varias especies reactivas del oxigeno.
El producto de la oxidacion de proteinas mas am-
pliamente estudiado en los ultimos afios ha sido la
formacion de grupos carbonilo debido a su estabili-
dad y facil deteccion. Por tanto, su cuantificacion se
ha convertido en el método mas aceptado para medir
el dafio oxidativo en proteinas en situaciones donde
el estrés oxidativo juega un papel relevante.

Formacion de grupos carbonilo

El estrés oxidativo puede causar modificacio-
nes reversibles o irreversibles en las proteinas. Las
modificaciones reversibles, generalmente en los re-
siduos de cisteina, pueden ser reparadas mediante
enzimas especificos como las glutaredoxinas o tiore-
doxinas [11, 12]. De la misma manera, la metionina
se oxida facilmente a metionina sulfoxido pudiendo
ser reducida por la enzima metionina sulfoxido re-
ductasa [13]. Habitualmente este tipo de modifica-
ciones tienen la funcidon de proteger ante el dafio
irreversible o de modular la funcion de las proteinas
(regulacion redox). Las modificaciones irreversibles
no pueden ser reparadas, de forma que las proteinas
inactivas se acumulan o son degradadas. Un ejem-
plo de modificaciones irreversibles es el caso de la
carbonilacion de las proteinas [14, 15].

Los grupos carbonilo pueden ser introducidos
en las proteinas en diferentes sitios y por medio de
diferentes mecanismos. Por un lado, los carbonilos
son producidos en las cadenas laterales de los ami-
noacidos, especialmente en los residuos de prolina,
arginina, lisina y treonina los cuales son oxidados a
derivados aldehidos o cetonas [2, 16]. Este tipo de
modificaciones se producen habitualmente por el
ataque del radical hidroxilo (*OH), que puede ser
originado por radiacion ionizante o por la reaccion
de cationes metalicos con el peroxido de hidrégeno
(H,0,, reaccion de Fenton). En este sentido merece
la pena comentar que la mayoria de los carbonilos
formados en las proteinas mediante la oxidacion ca-
talizada por cationes metalicos son el semialdehido
glutamico derivado de la arginina y el semialdehido
aminoadipico derivado de la lisina (Fig. 1A) [17].
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Por otro lado, los grupos carbonilo pueden también
ser generados por proteolisis de las proteinas tras el
ataque de radicales *OH, via alfa-amidacion o tras
la oxidacion de las cadenas laterales de residuos
glutamilo, dando lugar a la formacion de un péptido
en el cual el aminoacido N-terminal estd bloqueado
por un derivado alfa-cetoacilo [16]. Existen también
otros mecanismos que pueden dar lugar a la carbo-
nilacién proteica como la reaccion con productos
generados durante la peroxidacion lipidica como
4-hidroxinonenal (4-HNE") (Fig. 1B), 2-propenal
(acroleina) y malondialdehido [18]. Este tipo de
reaccion denominada “Adicion de Michael”, conl-
leva la adicion de grupos aldehidos reactivos a las
cadenas laterales de los residuos de cisteina, histidi-
na o lisina. Finalmente, grupos carbonilo reactivos
pueden ser también generados por reacciones del
grupo amino de los residuos de lisina con azucares
reducidos o por la oxidacion de sus productos de
reaccion (glicacion/glicoxidacion), dando lugar a,
por ejemplo, carboximetil lisina [2, 3].
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Figura 1. Formacion de grupos carbonilo y derivatizacion
mediante DNPH. A: productos generados por el ataque del
radical *OH a las cadenas laterales de arginina (semialde-
hido glutamico) y lisina (semialdehido aminoadipico) [17];
B: la reaccion de 4-HNE con las cadenas laterales de los
residuos de cisteina, histidina y lisina conlleva la adicion de
grupos aldehidos reactivos a las proteinas [16]; C: forma-
cion de 2,4-dinitrofenilhidrazona tras la reaccion del DNPH
con grupos carbonilo.

Medidas de dafio oxidativo a proteinas:
carbonilos

Debido a que las ROS son generalmente muy
reactivas y tienen una vida media muy corta, una

' 4-HNE: 4-hidroxinonenal
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forma indirecta de determinar la existencia de es-
trés oxidativo es la medida de los productos forma-
dos por la reaccion de las ROS con biomoléculas.
Dado que en el caso de las proteinas uno de los
productos generado son los grupos carbonilo su
cuantificacion se ha convertido en un parametro
ampliamente aceptado de dafio oxidativo en con-
diciones de estrés. Los grupos carbonilo han sido
cuantificados de diversas formas. El método mas
comunmente utilizado es el basado en su reaccion
con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH?) para formar
2.,4-dinitrofenilhidrazona. Este método se basa en
que el DNPH es capaz de unirse covalentemente a
los grupos carbonilo -formando una base de Schi-
ff- para dar lugar a hidrazonas estables (Fig.1C). El
grupo dinitrofenilo (DNP?) puede ser detectado y
cuantificado espectrofotométricamente debido a que
exhibe un espectro de absorcion caracteristico con
una absorbancia maxima a 365-375 nm [8, 19]. Asi-
mismo, debido a que existen excelentes anticuerpos
comerciales contra el grupo dinitrofenilo [20, 21], la
deteccion de grupos carbonilo puede realizarse me-
diante western blot, dot blot, inmunohistoquimica o
ELISA. Se han desarrollado diversos métodos para
la derivatizacion y la preparacion de las muestras.
La deteccion mediante western blot ha sido comun-
mente denominada Oxi-blot. [10, 22-24].

Sin embargo otros métodos estan emergiendo
como alternativas al DNPH debido a que algunos
autores cuestionan la estabilidad de la 2,4-dinitro-
fenilhidrazona en condiciones alcalinas o durante
el almacenamiento prolongado. Entre los métodos
alternativos mas utilizados se encuentran los que
utilizan la quimica de la hidrazida. Las hidrazidas
reaccionan especificamente con los carbonilos de
proteinas (principalmente en su forma aldehido)
mediante la formacion de una base de Schiff, la cual
puede ser estabilizada por reduccion con cianoboro-
hidruro [25-27]. Las ventajas de esta aproximacion
no son so6lo una mayor estabilidad del producto
final de reaccion sino también la presencia de un
amplio catadlogo de grupos funcionales acoplados
a la hidrazida que permiten el disefio de diversas
estrategias para la captura o deteccion de las pro-
teinas carboniladas [28]. Entre estos grupos funcio-
nales encontramos biotina, digoxigenina y diversos
compuestos fluorescentes. De esta forma los grupos
carbonilo pueden ser derivatizados con digoxigeni-

2 DNPH: 2,4-dinitrofenilhidrazina
> DNP: 2,4-dinitrofenilo
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na-hidrazida, e identificados utilizando anticuerpos
contra digoxigenina [29]. Una técnica similar puede
ser utilizada derivatizando los grupos carbonilo con
biotina—hidrazida, identificando las proteinas deri-
vatizadas utilizando avidina marcada con fluorescei-
na [30]. Otro compuesto utilizado para la deteccion
fluorescente de grupos carbonilo es la fluoresceina-
S-tiosemicarbazida. El grupo tiosemicarbazida pre-
senta una reactividad frente a los grupos carbonilo
similar a la hidrazida [31].

Finalmente, otra aproximacion para medir el
contenido de carbonilos totales en una muestra bio-
logica es la determinacion de productos especificos
como el semialdehido glutamico y el semialdehi-
do aminoadipico mediante cromatografia de gases
y espectrometria de masas con dilucion isotopica.
Esta aproximacion fue desarrollada por Requena y
colaboradores y posteriormente utilizada para ca-
racterizar la naturaleza de los distintos productos
carbonilo presentes en muestras de enfermos de
Alzheimer [17, 32].

Identificacion de proteinas oxidadas me-
diante herramientas prote6micas

Podemos definir la “protedmica redox” como
el conjunto de aproximaciones protedmicas que
permiten la identificacion de proteinas modifica-
das oxidativamente. La protedmica redox ofrece un
gran potencial para descubrir nuevas proteinas sus-
ceptibles al estrés oxidativo, correlacionar cambios
cuantitativos en el perfil de estas modificaciones
con el estado de una enfermedad o con el envejeci-
miento, y para caracterizar el sitio exacto y tipo de
modificacion via analisis MS/MS [3, 33]. Este tipo
de aproximaciones pueden dar lugar a la identifica-
cion de grupos de proteinas selectivamente oxidadas
en determinadas patologias y por tanto contribuir a
aclarar los mecanismos moleculares involucrados
en ellas. En esta revision nos centraremos en la
identificacion de grupos carbonilo, uno de los pro-
ductos de la oxidacion de proteinas. Hasta la fecha
diversos estudios protedmicos han demostrado que
la carbonilacidn es altamente selectiva, debido a que
en diferentes modelos de estudio se han identificado
grupos de proteinas particularmente sensibles al
estrés oxidativo. A continuacién se revisan algunas
de las estrategias utilizadas para la identificacion de
proteinas carboniladas. Un resumen de los estudios
referidos puede encontrase en la Tabla 1, mientras
que en la Figura 2 se presenta una vision esquema-
tica de las principales estrategias utilizadas.
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Tabla 1. Estudios en que se identifican proteinas carboniladas

Referencia Organismo Modelo Compuesto Estrategia P di:;;i':tlisas
Sistemas basados en electroforesis bidimensional
[40] Levadura Deficiencia en frataxina DNPH 2DE Oxi-blot 14
[39]  Cerebro humano Enfermedad de Huntington =~ DNPH 2DE Oxi-blot 4
[38] Levadura Envejecimiento DNPH 2DE Oxi-blot 16
[37] Cerebro humano Alzheimer DNPH 2DE Oxi-blot 4
[31] Raton Envejecimiento Fluorescein-5-Tiosemicarbazida ~ 2DE/deteccion fluorescente 12
[30] Levadura H,0, Biotina hidrazida 2DE/avidina-fluoresceina 20
[25] Rata Diabetes Biotina hidrazida 2DE avidin blot 7
[48]  Arabidopsis thaliana  Ciclo de vida DNPH 2DE Oxi-blot 5
Sistemas libres de gel
[28] Levadura H,0, Biotina hidrazida Afinidad/LC/proteolisis/MS-MS 99
[26] Mitocondria derata ~ Basal Biotina hidrazida + iTRAQ Afinidad/proteolisis/iTRAQ/LC-MS-MS 200
[27] Cerebro de raton Envejecimiento Biotina hidrazida Afinidad/LC/proteolisis/LC-MS-MS 100
[43] Células tumorales Tratamiento fotodindmico Biotina hidrazida Afinidad/1DE/proteolisis/ LC-MS-MS 81
[47] Levadura H,0, Reactivo de Girard LC-MS/MALDI-MS-MS 36
[44] Tejido adiposo Obesidad Biotina hidrazida Afinidad/proteolisis/ LC-MS-MS 37
’ T ———— ‘ viamente derivatizada con este
compuesto [35-37]. Un ejemplo
boroatedios ' Noretegics, de este tipo de aproximacion se
R ‘ Extraccién de Proteinas ‘—+ muestra en la Figura 3. En otros
Marcaje de carbonilos Marcaje de carbonilos casos. los carbonilos reactivos
(DNPH, Biotina hidrazida) (Biotina hidrazida) ’
] " son marcados covalentemente
oo Purificacién por afinidad con biotina-hidrazida y detecta-
(avidina-agarosa) dos en el gel mediante avidina-
Tincién de Deteccién de l fluoresceina [30] o avidina-pe-
Proteina Carbonilos roxidasa [25]. El uso de geles

Digestion en gel de spots

Anélisis y cuantificacién
carbonilados

N.I;rcaje iTRAQ
MALDI-TOF MS o MS/MS

l

Identificacién de proteinas carboniladas

Digestion triptica

Identificacion de proteinas carboniladas

bidimensionales ha demostrado
ser muy util para la identificacion
de proteinas oxidadas, especial-
mente cuando se comparan dos
condiciones fisioldgicas [38-40].
Presenta la ventaja de poder con-
tar por un lado con las imagenes

LC-MS-MS

4_I<—

Figura 2. Vision esquematica de diversas estrategias ana-
liticas utilizadas para la identificacion y cuantificacion de
proteinas carboniladas.

Sistemas basados en electroforesis bidi-
mensional

La electroforesis bidimensional (2DE) ha sido
ampliamente utilizada para la identificacion de pro-
teinas carboniladas a partir de muestras complejas.
La deteccion de esta modificacion oxidativa se puede
realizar mediante western blot con anticuerpos que
reconocen directamente la modificacion carbonilo en
la proteina (por ejemplo: anti —-4-HNE)[34], o bien
con anticuerpos anti-DNP si la muestra ha sido pre-

obtenidas tras la deteccion del
grupo funcional unido a los carbonilos y por otro
con aquellas obtenidas tras la tincion de los geles
mediante colorantes de proteinas (tincion con plata,
Sypro Ruby, Coomassie Brilliant blue, etc.). Esto
permite la normalizacion de la sefial de carbonilo
respecto a la cantidad de proteina. Hay que tener en
cuenta que como en cualquier analisis protedmico, el
estudio de las proteinas carboniladas esta sesgado a
favor de aquellas proteinas mas abundantes. Por tanto
la determinacion del nivel de carbonilacion relativo
de una determinada proteina es mas informativo que
el contenido total de proteina modificada. De lo con-
trario, aquellas proteinas abundantes pero con bajo
contenido de carbonilos especificos pueden apare-
cer como predominantes en oxi-blots, mientras que
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proteinas poco abundantes pero con niveles altos de
carbonilacion especifica podrian pasar desapercibidas
[10]. Asimismo un cambio en el nivel de expresion
de una determinada proteina entre dos condiciones
de estudio podria identificarse erroneamente como
un cambio en el grado de dafio de dicha proteina.
En este sentido conviene destacar que diversos estu-
dios basados en geles bidimensionales han permitido
identificar proteinas poco abundantes como altamente
sensibles al estrés oxidativo. Un ejemplo serian las
chaperonas mitocondriales [40-42].
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el dafio a una proteina determinada. Sin embargo,
esta estrategia no se acostumbra a utilizar ya que
para resultar concluyente requeriria del desarrollo
de aproximaciones especificamente encaminadas a
ese fin. Una forma indirecta de validacion de los re-
sultados es la medida de las actividades enzimaticas
de aquellas proteinas identificadas como oxidadas.
Esta aproximacion ha sido utilizada con éxito en
diversos estudios [9, 38, 40], aunque su principal li-
mitacion se encuentra en el hecho de que solo puede
aplicarse a enzimas para los cuales exista un método
eficaz para medir su actividad

enzimatica.
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Figura 3. Formacion de grupos carbonilo y deteccion
mediante anticuerpos anti-DNP (Oxi-Blot). A: El ataque
de un radical *OH a la cadena lateral de un aminodcido
genera un grupo carbonilo. El DNPH reacciona especifi-
camente con el grupo carbonilo formandose una hidrazona
estable que puede ser detectada inmunologicamente por
medio de anticuerpos especificos anti-DNP. B: Deteccion
de proteinas carboniladas en extractos celulares de dos
cepas de levadura mediante 2DE y Oxi-Blot. C: La tincion
de proteinas mediante plata de la misma region del gel
bidimensional permite la normalizacion de los niveles de
carbonilacion. Puede observarse que diversas proteinas pre-
sentan un mayor grado de carbonilacion en la cepa Ayfhl
(para detalle ver ref. 40).

A pesar de la gran informacion obtenida me-
diante el analisis protedomico basado en geles, exis-
ten limitaciones de este tipo de aproximacion para
el caso de andlisis a gran escala asi como para la
identificacion de proteinas de membrana o proteinas
poco abundantes. Por otro lado, el uso de geles bi-
dimensionales presenta como principal problema la
validacion de los resultados obtenidos. La compara-
cion de las imagenes obtenidas mediante tincion es-
pecifica (anti-DNP, por ejemplo) y proteina total no
siempre es facil, y el criterio a seguir en cada trabajo
queda en manos del investigador. La doble tincion
fluorescente permite, en teoria, un mejor empareja-
miento entre las distintas imagenes obtenidas. La
confirmacion mediante MS de la presencia de pép-
tidos modificados podria ser una forma de confirmar

espectrometria de masas. Estas
aproximaciones permitirian en
teoria obviar algunas de las limitaciones de los siste-
mas basados en 2DE descritas en el apartado anterior.
Sin embargo la desventaja de estas aproximaciones
es que no permiten un analisis cuantitativo del grado
de carbonilacion de las distintas proteinas identifica-
das en diferentes muestras, lo que limita su utilidad
como herramienta para el estudio de cambios en el
patrén de oxidacion de proteinas en distintas condi-
ciones biologicas. El sistema mas utilizado para el
enriquecimiento de las proteinas carboniladas es la
cromatografia de afinidad de avidina, para carboni-
los previamente derivatizados con biotina-hidrazida.
Posteriormente las proteinas enriquecidas son dige-
ridas y los péptidos obtenidos son identificados me-
diante LC-MS/MS [26-28, 43, 44]. Utilizando esta
tecnologia Soreghan y colaboradores identificaron
100 proteinas carboniladas en un inico experimento
a partir de homogenados de cerebro de ratones de di-
ferentes edades. Entre ellas destacan receptores poco
abundantes y proteinas mitocondriales implicadas en
el metabolismo energético y en la respuesta a estrés,
asi como receptores con residuos de tirosina fosforila-
bles. Ademas, fueron capaces de observar carbonilos
en proteinas citoplasmaticas abundantes previamente
identificadas mediante electroforesis bidimensional
[27]. Una extensién de esta tecnologia utilizando
iTRAQ ha permitido distinguir las proteinas carbo-
niladas de aquellas con afinidad a la avidina. De esta
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forma se han logrado identificar 200 proteinas car-
boniladas en extractos mitocondriales de misculo
de rata, lo cual muestra la gran susceptibilidad de
este tipo de proteinas ante el estrés oxidativo [26].
Otra alternativa consiste en el fraccionamiento me-
diante LC de las proteinas derivatizadas con biotina-
hidrazida tras su purificacion mediante cromatografia
de afinidad de avidina y previamente a su digestion.
Utilizando esta aproximacion “top-down” Mirzaei y
Regnier identificaron 99 proteinas carboniladas en
levaduras tratadas con H,0, [28].

Identificacion del sitio de carbonilacion

En los ultimos afios se han intentado desarrollar
metodologias para identificar el aminoacido modi-
ficado oxidativamente. Esta informacion es impor-
tante para entender en profundidad los mecanismos
oxidativos por los cuales se estan produciendo los
grupos carbonilo, asi como para conocer los efectos
funcionales que una modificacion a un determinado
aminoacido puede causar en la proteina. Existen
diferentes estrategias analiticas para la deteccion
del aminoacido modificado. La mayoria de estas
metodologias estan basadas en la observacion de
la variacion de la masa molecular especifica de un
aminoacido modificado covalentemente, que es fa-
cilmente detectable mediante mediciones de espec-
trometria de masas. En algunos de los estudios en
que se ha usado la biotina-hidrazida para el marcaje
y purificacion de proteinas carboniladas, la identifi-
cacion de péptidos biotinilados ha permitido confir-
mar la modificacion oxidativa y asimismo conocer
su localizacion [28, 43]. Por otro lado, la reaccion
de 4-HNE con los residuos de lisina, histidina y cis-
teina puede ser monitorizada en proteinas intactas,
detectando los productos correspondientes con un
incremento de 156 Da. Asimismo, puede ser identi-
ficado el péptido especifico que lleva esta diferencia
de masa [3, 34, 45]. Existe otra aproximacion que
permite la identificacion mediante MALDI-TOF
de péptidos modificados oxidativamente mediante
la adicion de DNP por reaccion con 4-HNE. Los
péptidos carbonilados pueden ser identificados por
la diferencia de masa de 180 Da (correspondiente al
DNP) existente entre muestras derivatizadas y sin
derivatizar. Dada la baja estabilidad de la hidrazo-
na en las condiciones habitualmente utilizadas en
MALDI-TOF, esta estrategia requiere del uso de
DNPH como matriz de ionizacion [46]. Finalmente,
Mirzaei y Regnier utilizaron dos formas isotopicas
del reactivo de Girard (que contiene un grupo hi-
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drazida) para caracterizar el lugar de carbonilacion
de proteinas provenientes de extractos de levaduras
tratadas con H,O, [47].

Queda claro que las técnicas protedmicas estan
ayudando a profundizar en la deteccion, identifica-
cion y los mecanismos subyacentes en las modifica-
ciones oxidativas de las proteinas. Con ello se con-
tribuye a una mejor comprension de la trascendencia
de estas modificaciones a nivel celular. El impacto
de ellas sobre la fisiologia celular serd, sin duda, el
proximo reto, es decir, como se afecta el metabolo-
ma de la célula como consecuencia de la alteracion
en la funcion de determinadas proteinas.
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