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RESUMEN

El metabolismo celular aerébico, al utilizar dioxigeno como ultimo aceptor de electrones en la cadena
respiratoria causa inevitablemente la produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) que oxidan
cualguier macromolécula a su alcance (DNA, lipidos y proteinas). La investigacion de los mecanismos de
oxidacion de proteinas se ha intensificado en los Gltimos 20 afios debido a la creciente evidencia que ha
correlacionado procesos como el envejecimiento y diversas patologias humanas con el aumento de la oxidacion
proteica. Las proteinas sufren varios tipos de oxidacién; una de ellas, la formacion de grupos carbonilo, ha sido
utilizada metodoldgicamente para evaluar el grado de dafio oxidativo en diferentes sistemas biol6gicos. A pesar
de que se desconocen los mecanismos que vinculan oxidacion proteica y procesos como protedlisis, apoptosis
y reproduccién nos encontramos cerca de descubrir el papel de la oxidacion proteica en la fisiologia celular.
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ABSTRACT

Production of Reactive Oxygen Species (ROS) is an unavoidable consequence of the aerobic metabolism. Due
to the accumulating experimental data relating protein oxidation to cell processes such as ageing and diverse
human diseases, research in this area has been greatly increased. Proteins undergo different types of oxidative
modifications, in particular, the formation of carbonyl groups, has been extensively used in the studies focused
on the determination of the extent of protein damage. Despite the fact that the mechanisms linking protein
oxidation and cellular processes such as proteolisis, apoptosis or reproduction have yet to be elucidated, we are
close to understand the role of protein oxidation in cell physiology.
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INTRODUCCION

E LA APARICION DEL DIOXIGENO EN LA TIERRA
AL ESTRES OXIDATIVO

En laatmosferade la Tierra primitiva prevaleciaun
ambiente reductor en € que surgieron las primeras
manifestaciones de vida hace 3.5 millones de afios. La vida
entonces era por consecuenciaanaerobica, tal vez similar alos
mi croorgani smos anaerobios de nuestros dias. Probablemente
lavida hubiera estado confinada a organi smos microscopicos
marinossi las condiciones atmosféricas no hubieran sufrido un
cambio radical: la aparicion de dioxigeno (O,) hace

Nota: Articulo recibido el 16 de mayo de 2006 y aceptado el 20 de junio
de 2006.

aproximadamente2.5millonesdeafios. Existeevidenciageol 6gica
gue sustenta la hip6tesis de que la evolucion de lafotosintesis
en las algas verde-azules o cianobacterias tuvo como
consecuencia la acumulacion progresiva de O,. Las grandes
cantidades formadas de este gas permitieron la formacion de
ozono (O,) enlaestratosfera, el cual cred unfiltro deradiacion
ultravioleta(UV) solar. Este hecho podriahaber beneficiado el
desarrollo de vida en la Tierra, no solo en las masas de agua
terrestres. Sin embargo, para la vida anaerdbica existente, e
dioxigeno pudo haber representado un agente tdxico, dado que
muy probablemente |0s organi smos presentes no contaban con
mecanismos antioxidantes que los protegieran. Muchos
organi smos anaerobios debi eron haber muerto en el camino de
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laevolucion haciala aerobiosis; otros, se confinaron a nichos
anoxicosy sontal vezlosantecesoresdelavidaanaerébicaque
hoy conocemos; alin otros, llegaron a desarrollar sistemas, no
solodeproteccioncontrael dioxigeno, sinotambiénmecanismos
queaprovecharansudiferenciadepotencial redox paraobtencion
deenergia.

Laventajaquepresentadl dioxigeno paralaobtenciéndeenergia
por medio decadenasdetransportedeel ectronesllevaaolvidar
sutoxicidad. El dioxigenoesundiradical puestienedoselectrones
no apareados pero de spin o giro paralelo por lo cua no es per
se altamente reactivo. No obstante, existen otras formas més
reactivas de oxigeno conocidas como Especies Reactivas de
Oxigeno (EROs): e oxigeno en singulete (*O,), € radical
superdxido(O,"), el 0zono(O,), €l perdxidodehidrogeno(H,0,)
y el radical hidroxilo (HO') como semuestraenlaFigural.

La naturaleza inespecifica de algunas de las proteinas con
actividadredox enlacadenarespiratoriaprovocal atransferencia
de electrones acualquier aceptor con mayor potencial como el
dioxigeno, cuya molécula es lo suficientemente pequefiay se
introduceen el sitioactivodeestasproteinasgenerando el anion
radical superéxido y perdxido de hidrégeno por medio de
reducciones secuenciales univalentes’. Estas especies en
realidad son poco reactivasy sutoxicidad radicaen que apartir
dedllassegeneran especiesmucho masreactivascomoel radical
hidroxilo (HO) y oxigenoensingulete(*O,). Cuandoel H,0O, se
reduceconmetalesdiva entescomoe hierroy el cobreaceptando
un electrén no apareado se produce €l HO' por medio de la
reaccion de Fenton. Por otra parte, €l 'O, se genera por la
excitacion del dioxigeno, ladismutacion espontaneade O,y la
descomposiciondeH, O, (ver Figural). EI*O,y e HO reaccionan

EF + I
B

W+

\.

répidamente con DNA, proteinasy lipidos produciendo dafios
y cambios estructurales en las células que muchas veces son
irreversibles. El desbal anceentrelaproducciony laeliminacion
deEROsintracel ularmente, afavor desu produccion, sedenomina
estrés oxidativo®4,

Aunquelainvestigacion sobrelaoxidacion de biomol éculas se
hacentradoen DNA y lipidos, alolargo delos Ultimos 20 afios,
diversosestudioshandemostradolaimportanciadelaoxidacion
de proteinas en procesos celulares como el envejecimiento y
ciertas patologias, lo cual hafomentado losestudiosen el area.
Posiblemente la complejidad del estudio de proteinas como
blancosdeoxidaciénhayarepresentadoungranretoexperimental.
Esta revision se enfoca en desglosar algunos de los aspectos
masrelevantesy delos cual estenemos mayor informacion con
respecto alaoxidacion proteica.

CAUSAS DE LA OXIDACION PROTEICA

Engeneral, cualquier factor queocasioneestrésoxidativo puede
causar oxidacion proteica, por giemplo, la disminucion en la
eficienciadelos sistemas antioxidantes de defensa, el aumento
en laproduccion de EROs, unadisminucién en lacapacidad de
reciclar lasproteinasoxidadaso unaumento enlasusceptibilidad
de las proteinas para ser oxidadas™®.

La concentracion intracelular de hierro también determinala
produccion de EROs y la carbonilacion de proteinasi©t, En
levaduras, se ha demostrado que una mutante afectada en la
sintesisdelaproteinaquea macenahierro, Y FH1p, aumentala
carbonilacion, probablemente porque aumentan también los
nivelesdehierrolibrey laproduccion consecuente de EROs'.

Los aumentos en la produccién de EROs son
caracteristicos de células fisioldgicamente vigjas. Por
ejemplo, sehademostrado quelaefectividad delacadena
respiratoria en mitocondrias de levadura depende de la
edad delacélula, puesal envejecer disminuyelaactividad
delaATPsintasay aumental aproducci 6ndesuperdxido®s,
Este aumento en la produccion de EROs se llevaa cabo
por un estancamiento en el flujo de electrones, o que
aumental aprobablidad dereducir parcia mentelamolécula
dedioxigeno.

Laactividad del proteosomatambiéndisminuyeencélulas
vigjas, endiversostejidoshumanos, en cultivosprimarios
y enbacterias, locua producelaacumulaciéndeproteinas
dafiadas por diversos estreses que tienden a
desnaturalizarse y agregarse en complejos hidrofbicos
cuya protedlisisesmas dificil y con frecuenciarequiere

peréxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (HO").

Figura 1. La fotosintesis y la respiraciéon aer6bica forman un ciclo
continuo de oxidacién del agua y reduccién del dioxigeno que
provoca que éste Ultimo se acumule en la atmésfera. Las Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs) producidas en el metabolismo aerébico
son el oxigeno en singulete (*0,), el anién superéxido (O,), el

de proteinas accesorias que desagreguen dichos
compl gjos!+6,

Adiciona mente, laoxidaci6ndeproteinasocurrecuando
aumentalaproduccién de sustratos mas susceptibles. La
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susceptibilidad en este caso se debe al mal plegamiento delas
proteinasoalaproduccién depéptidosincompl etospor errores
enlatraduccion, yaseapor €l uso deantibiéticosqueinterfieren
conlatraduccién o bien por mutacionesqueaf ectanlacapacidad
de los ribosomas de corregir errores. Esta oxidacion es poco
especifica, comparadaconlaencontradaen célulasviejaspues
cualquier sustrato no plegado o cuya sintesis fue abortada es
un posible blanco de oxidacion>Y.

QUIMICA DE LA OXIDACION PROTEICA

Laoxidacion eslacesion o pérdidade el ectronesdelos d&tomos
de un elemento. A nivel molecular, la pérdida de electrones
conllevael cambioen el grado deoxidaci ondeungrupoquimico
yaseapor reaccioén directa con especiesreactivasdeoxigeno o
por reaccion indirecta con productos secundarios del estrés
oxidativo.

Varias especies reactivas de oxigeno pueden reaccionar
potencial mentecon cual quier moléculadentrodelacélula, yasea
acidonucleico, lipidooproteing, y oxidarla. CadaEROspresenta
un potencial deoxidacion diferentedeacuerdoasureactividad.
El dafio oxidativoaDNA y lipidoshasi do extensamentedescrito
conanterioridad'®?, porloqueenestarevisiénnosenfocaremos
al dafio oxidativo en proteinas.

El estudio de la oxidacion de proteinas mediada por radicales
libres comenzo a principios del siglo XX, en 1906%, con los
reportesdeDakin sobrelaoxidaci én deaminoéacidosensistemas
deFentony con Hopkins, quiendescribi6 el papel del glutation
como un anti y prooxidante, dependiendo de la ausencia o
presencia de metales de transicion®. A pesar de la creciente
evidenciasobre el papel delaoxidacion de proteinasen varios
sistemas biolgicos, €l estudio de este topico fue desplazado
durante muchos afios por el de oxidacion en lipidosy DNA.
Posiblemente, lasdiferenciasenlasconsecuenciasfisiol dgicas
gueanivel celular representalaoxidaci 6n deunatnicamol écula
de DNA versuslaquerepresentalaoxidacion de proteinas, de
las que normalmente existe més de una copiay ademas, son
resintetizables, asi como lacomplgjidad delas proteinascomo
blancos, de los productos y de los mecanismos de oxidacion

pudieron ser algunas de | as causas de |a poca atencion que la
oxidacion proteica tuvo durante afios.

L as proteinas poseen diversos grupos con diferentes grados
de oxidacién, los cuales pueden sufrir varios grados de
modificacional exponerseanteagentesoxidantes. Dependiendo
delaERO alaqueseexponganlasproteinaslaoxidacién puede
ser especifica(como en el caso de oxidacion catalizada por un
metal, que dafiaalas proteinas con ciimul os de hierro-azufre o
conhierrolibrepor formacionderadical hidroxilo) oinespecifica
(como ocurreenlaoxidacién por radiaciénenlaqueseproduce
oxigeno ensingulete).

La oxidacién de proteinas también puede ser clasificada en
reversible o irreversible como se resume en la Tabla |. La
oxidacion reversible constituye, en ocasiones, una forma de
activar o desactivar proteinas que tienen una funcién en la
regulacién redox, como en € caso de laformacion de puentes
disulfuro entre grupos tioles de cisteinas cercanas dentro de la
conformacion tridimensional de unaproteina. Otrasformasde
oxidacionreversiblesonlaglutationilaciony laS-nitrosilaciéon.

Laoxidacionirreversibledeproteinassedapor mediodecuatro
mecani smos: lacarbonilacién, larupturade enlaces peptidicos,
lanitraciény laformacion de enlaces proteina-proteina. Estas
oxidaciones son ocasionadas por reaccién de proteinas con
EROs, algunosdelos cuales son radicaleslibres generados por
radiacion ionizante y por oxidacion catalizada por un metal
(OCM).

Laradiaciénionizanteproducelaradidlisisdel agualocua forma
radicales hidroxilo que a reaccionar con los hidrégenosdelos
carbonos « de la estructura central de las proteinas, generan
radical esencarbonosrel ativamenteestables(por deslocalizacion
con los electrones en las funciones amida adyacentes). En
presencia de oxigeno se genera € radical peroxilo € cua
probablemente reccione por medio de una eliminacién que
produce HO, y unaiminaque subsecuentemente se hidrolizay
produce la ruptura del enlace peptidico. Alternativamente, el
radical en carbono podria obtener un &omo de hidrégeno de

N

\.

M odificacién por oxidacion Tipo Consecuenciay/ofuncién
Carbonilacion Irreversible Degradacion o agregacion de proteinas
Nitracion Irreversible Degradacién o agregacion de proteinas
Formacién de enlaces proteina-proteina Irreversible Degradacion o agregacion de proteinas
Ruptura de enlaces peptidicos Irreversible Degradacion o agregacion de proteinas
Glutationilacion Reversible Proteccion de cisteinas o regulacion de funcion proteica
S-nitrosilacion Reversible Proteccion de cisteinas o regulacion de funcién proteica

Tabla I. Posibles consecuencias del estrés oxidativo en la funcién proteica. La produccién de EROs puede causar modificaciones
quimicas en proteinas. Dichas modificaciones, si son irreversibles, estin normalmente asociadas con la pérdida permanente de
la funcién y puede producir eliminacién o acumulacién de las proteinas dafiadas. Las modificaciones reversibles normalmente se
dan en cisteinas y pueden activar una funcién proteica o proteger al residuo de la oxidacién.
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algin grupo cercano, para generar un hidroperéxido que se
descompondria en un radical acoxiloy finalmente produciria
también la ruptura del enlace peptidico®?. En ausencia de
oxigeno, unradical en carbono puedereaccionar con otroigual
paraformar derivados proteina-proteina.

La oxidacién catalizada por un metal (OCM) se produce por
reaccion del H,O, con un metal de transicion (Fe*/Fe*)
produciendo €l radical hidroxilo (HO') (Reaccion de Fenton) el
cual, a su vez, reacciona con las cadenas laterales de los
aminoé&cidosadyacentesal sitio deunionametal delaproteina.
Lalocalizacion delareaccion deoxidacion proteicasedebeala
altareactividad del radical hidroxilo, el cual nosedifundefuera
del sitio donde se genera, sino que reacciona inmediatamente
con los residuos cercanos?.

Existen modificaciones extensas en cadenas lateraes de las
proteinas, producto de la oxidacion, entre ellas se encuentrala
aparicién de grupos carbonilo (aldehidosy cetonas), oxidacion
de residuos de histidina a oxo-histidina y otros productos de
degradacion®, de fenilalanina a orto y metatirosing®, la
conversi 6n demetioninaametioninsulféxido® oladegradacion
oxidativa de triptofano a quinureninas™.

BLANCOS DE OXIDACION

En general, el grado de dafio oxidativo de un blanco especifico
depende de varios factores: la concentracion del blanco, la
constantedereacciéndel oxidanteconel blanco, lalocalizacion
del blanco con respecto al lugar de generacion del oxidante,
eventos oxidantes secundarios (reacciones en cadena),
reacciones antioxidantesy reacciones de reparacion. Con base
en estas consideraciones de natural eza meramente cinética, se
han disefiado sistemas computacionales que predicen el grado
dedafiodediferentesmacromol éculas®. Sinembargo, dentrode
unacélula, parecen ser muchasmaslasconsideracionesatomar
en cuentaparapredecir el grado dedafio deunamacromolécula
dada, pues, alafecha, os datos de model aje computacional no
son consistentes con la evidencia experimental .

Todaslaproteinasson potencial esblancosdeoxidacion. Dentro
delas principal es modificaciones que sufren ante la oxidacion
son la pérdida de la actividad catalitica, modificaciones en
aminoé&cidos, formacion de grupos carbonilo, alteracion de la
estabilidad térmica, cambio en la viscosidad, fragmentacién,
formacion deenlacescoval entesinter ointraproteicos, formacién
de puentes disulfuro y mayor susceptibilidad a protedlisis®.
Aunque se ha demostrado que individualmente algunos
aminoacidos son més susceptibles a oxidarse que otros, una
proteina, dependi endo desu conformaciontridimensional , puede
exponer 0 no esos aminoéacidos ala oxidacion.

Lacarbonilacién ocurreprincipalmenteenlosresiduosprolina,
argininay lisina, puessonlosresiduosmassuceptiblesaOCM*,
Los productos de la carbonilacion de estos residuos son €l

semialdehido glutédmico (producto delaoxidaciondeargininay
prolina) y semial dehido aminoadipico (productodelaoxidacion
delisina, ver primerapartedelafiguradosparalaformaciénde
ambossemialdehidos).

L aoxidacion por generaci ndegruposcarbonilosellevaacabo
quimicamente por cuatro rutas principales. La primera es la
oxidacion directa de proling, lisina, arginina y treonina por
reaccion con EROs; los productos de la oxidacion de dichos
aminoacidosson: 2-pirrolidonaapartir deprolina, semia dehido
o-aminoadipicoapartir delising, semial dehidoglutamicoapartir
deargininay prolinay &cido 2-amino-3-cetobutirico apartir de
treonina. Recientemente se demostré que los productos
carbonilados, quecuantitativamenterepresentanlamayor parte
deunamedi ciéndecarbonilacion, son el semialdehidoglutamico
y enmenor grado, el semialdehido aminoadipico®.

Lasegundarutadeformacién de gruposcarboniloinvolucrala
ruptura de la cadena polipeptidica por medio de laruta de o-
amidacion o por laoxidacion deresiduosde écido glutamicolo
cud conllevaalaformaci ondepéptidosenl oscual esel aminoacido
N-terminal esta bloqueado por un derivado o-cetoacilo.

Las dos rutas de oxidacion restantes implican reacciones
secundarias con moléculas que presentan grupos carbonilo
reactivos formados previamente por reaccion directa de
biomol éculas con EROs; por jempl o, por reaccion de Michael
del grupo amino delisina, laentidad imidazol de histidinao el
grupo sulfidril de cisteina con malondialdehido 4-hidroxi-2-
nonena y 2-propenal (ambos productos de la peroxidacion
lipidica) y por reaccion de cetoaminas, cetoaldehidos y
deoxiosonas, que son productos de la reaccion de azlcares
reductores o susproductos de oxidacion, con el grupo amino de
residuosdelisina(glicaciony glicoxidacién, respectivamente)®.

Aunqueen principio, cual quier proteinapuede ser oxidadapor
carbonilacién, los andlisis de diversos organismos han
demostrado que existe un patron especifico hacialaoxidacion
por carbonilacion en organismos filogenéticamente no
relacionados. Por ejemplo, en Escherichacoali, seidentificoque
el proteoma no se carbonila por igual, y que los blancos
especificosno dependen delacantidad deciertaproteinaen un
momento dado en el citoplasma. LasproteinasDnaK y GroEL
(chaperonasdelafamiliadelasHsp70y Hp60, respectivamente),
laproteinatipohistonaH-NS, losfactoresdeelongacion EF-Tu
y EF-G, glutamino sintetasa, glutamato sintasa, aconitasa,
malato deshidrogenasa y piruvato cinasa son los blancos de
oxidacion preferenciales en E. coli®®* y homdlogos de estas
proteinas también han sido identificadas como blancos
especificos en plantas®’ y en cerebros de pacientes con
Alzheimer®,

A lafechanoexisteunpatronclaroqueindiquel ascaracteristicas
estructurales que debe tener una proteina para carbonilarse




38 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol.9,No. 1

preferencialmente. Anteriormentesecreiaquelasproteinasque
unenmetal esdetransicion, al ser massensiblesaOCM, deberian
ser las mas susceptibles a carbonilacion. Sin embargo, pocas
proteinasidentificadascomolasmascarboniladasunen metales
detransicion, probablemente porque lacoordinacion ametales
esdiferenteen cadaproteina, lo cual cambiael potencial redox
del metal detransicion.

SISTEMAS DE REPARACION CELULAR DE PROTEINAS
OXIDADAS

Laoxidaciénes, enlamayoriadel oscasos, unamodificacionno
reversibleanivel celular por lo que unaproteinaoxidadapuede
perder su funcién, en especia si las oxidacionestomaron lugar
en aminoacidos directamente involucrados con el correcto
plegamientotridimensional del péptido, obien, si tienenpapeles
en las interacciones proteina-sustrato-producto, en €l caso de
enzimas. Lapérdidadelafunciényaseaestructural oenzimatica
tiene como consecuencia un desequilibrio en el metabolismo
celular. Confrecuencia, latnicamaneradereparar laoxidacion
de proteinas es la protedlisis de los sustratos oxidados y la
sintesis de novo de dichas proteinas. Sin embargo, no han sido
descritoslosprocesosfisiol 6gicosqueinvol ucranladegradacion
deaminoéaci dosprovenientesdeproteinasoxidadas; tal vez sean
degradados como aminoacidos no oxidados, o bien dichos
sistemas podrian no existir, por lo que la generacion de novo
implica el uso de aminoéacidos recién adquiridos del medio o
sintetizados.

De las diversas formas de oxidacién proteica posibles, solo
existen mecanismos de reparaci én para cisteinas oxidadas que
han formado puentesdisulfuro y parametioninas oxidadas que
han formado sulfoxidos.

Aungue laformacién de puentes disulfuro implica un proceso
oxidativo, anivel celular existendiversosejemplosdecambiode
conformaciony funcién deproteinasdeacuerdo al estadoredox
de sus cisteinas, por ejemplo, laproteina OxyR, que sensalos
niveles intracelulares de H,0O, y actia como un factor
transcripcional en presencia de esta ERO. En este caso, la
oxidacion deun par deaminoacidosimplicaunaactivaciondela
funcion y no una pérdida total de la misma. Laformacién de
puentes disulfuro parece ser la Unica oxidacién proteica con
finalidadfuncional.

El ambienteredox citopl asméti co esfuertementereductor, por lo
cual bajo condicionessin estrés, no seencuentran proteinascon
rastrosdeoxidacion, comolospuentesdisulfuro. El aumentode
losnivel esdepuentesdisulfuroenlasproteinas, ocasi onado por
estrés oxidativo se hareferido como estrésdisulfuro, el cual es
reversiblepor laacciondedossi stemasdereducci dndependientes
de NADPH: e sistema tioredoxina (tioredoxina reductasa y
tioredoxina) y el sistema glutaredoxina (glutation reductasa,
glutation y tres glutaredoxinas). Estos sistemas estan
conservados tanto en procariotes como en eucariotes®4°,

L asegunda oxidacion reversible eslaoxidacion de metioninas
queesreparadapor laenzimametionin sulfoxido reductasa. La
produccién de sulféxidos genera dos estereoisdmeros. La
estereoespecificidad de la metionin sulfoxido reductasa, hace
gue no todos|os meti oninsul f 6xidos generados sean reparables
por lamismaenzima. Existen dosisoformasdelaenzima: MsrA
y MsrB, laprimerareduceed isdmeroR-(L-) y lasegudad S-(D-).
Ambas isoformas se encuentran altamente conservadas en
todos los organismos*™43,

El porcentgje de produccion de los dos estereocisdmeros es
variabley dependedel oxidantey del sitioqueocupelametionina
dentrodelaestructuraprotel ca*. Existenreportesquesugieren
gue dentro de unaestructura proteica, |as metioninas a rededor
del sitio catalitico podrian ser preferencial mente oxidadas para
evitar el paso de EROsadl centro cataliticoy asi, lapérdidadela
actividad®.

METODOS ANALITICOS PARA MEDIR LA CARBONILACION
L aoxidaciéndeproteinasprovocadapor dafiodirectoenlisinas,
argininas, prolinas o treoninas, puede generar derivados
carbonilos como aldehidos y cetonas®. La carbonilacién de
proteinas es una oxidacion mas severa que la generacién de
metionin sulfoxidosy derivados de cisteina por lo queindican
un estrés oxidativo mas severo y representan un marcador de
oxidacion proteicaestable.

Aunque la carbonilacién es un indicador de oxidacion no
especifico, analiticamente ha resultado mas factible y
reproducible lamedicién del grado de carbonilacion que el de
otrostiposdeoxidacion protel cacomolaconversiondetirosina
a3-clorotirosina, 3-nitrotirosinao ditirosina. En general, otros
marcadores de oxidacion proteica ocurren con una frecuencia
menor en varios 6rdenes de magnitud, comparados a la
carbonilacién; por lo que se requiere de métodos mucho mas
sensibles y con frecuencia mas costosos*,

L os grupos carbonilo han sido detectados y cuantificados por
conjugacioncon 2,4-dinitrofenilhidrazina, fluorescein hidrazida
o tiosemicarbazida, fluoresceinamina o bien, midiendo la
incorporaciéndetritio despuésdelareduccion conborohidruro
tritiado. L amedicién por conjugacién delasentidadescarbonilo
con 2,4-dinitrofenilhidrazina se realiza tanto
espectrof otométricamente como por ensayosinmunogquimicos
(verFigura2).

La inmunodeteccion hace uso de anticuerpos contra el grupo
dinitrofenilo y puede llevarse a cabo tanto por la técnica de
Western Blot, separando | asproteinasen unao dosdimensiones,
como por Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

CONSECUENCIAS METABOLICAS DE LA OXIDACION
A) LA OXIDACION PROTEICA Y LAS CHAPERONAS MOLECULARES
La oxidacion proteica es una condicion de estrés celular que
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Figura 2. Carbonilacién y derivatizacién. Formacién de un
semialdehido glutadmico a partir de un residuo de arginina
como consecuencia de OCM Para detectar el grupo carbonilo
formado se derivatiza con 2,4-dinitrofenilhidrazina. El grupo
resultante, 2,4-dinitrofenilhidrazona puede ser detectado con
anticuerpos monoclonales o policlonales (Modificado de
Nystréoms34).

ocasionalainduccion delas proteinas de un regul 6n especifico
de choque caldrico o Heat Shock Proteins (Hsp). Aunque
originalmenteestasproteinasfueron descritascomo derespuesta
achoquecal éricoy muchosestudiosdescribiendo suregulacion
genéticahan sido publicados, existe evidenciacrecientede que
éste no es el Unico estrés a que estan vinculadas, pues se ha
demostrado que también protegen durante estrés oxidativo,
como seobservaenlaFigura3*5t, El mecanismo molecular de
induccion de la sintesis de Hsp por estrés oxidativo es alin
desconocido.

Nystréomy col aboradoreshan reportado quelacarbonilacién de
los blancos especificos del proteoma aumenta en cultivos en
fase estacionaria tardia de Escherichia coli debido a la
disminuciénenlaeficienciay fidelidad delatraduccion, o cual

produce una acumulacién de sustratos que no se pliegan
correctamente 0 que son abortados en el proceso®5'’,
Recientemente se demostré que & mal plegamiento de las
proteinasno essuficienteparainducir lasintesisdelasHsp, sino
que requiere de la carbonilacion de dichos sustratos, |0 que
sugierequelaoxidacion protei capodriaser unamarcaoetiqueta
de reconocimiento para las Hsp, no sblo los parches de
aminoéacidos hidrofdbicos que se exponen al desnaturalizarse
las proteinas. La carbonilacién preferencia de las chaperonas
DnaK y GroEL alo largo del crecimiento exponencial podria
sugerir queparticipan enlaproteccion deproteinasparcialmente
oxidadas o con aminoécidos carboniladoscomo esel caso dela
enzimaetanol oxidoreductasa(AdhE) enEscherichiacoli. DnaK
parece sufrir una oxidacion acumulativa que la desactiva y
parecepotenciar lainduccién del reguldndeHeat Shock enfase
estacionaria®. Recientemente, nuestro grupo de investigacion
aportd evidencia que apoya esta hip6tesis™.

El hecho dequelasHsp70 deorgani smosnorel acionadoshayan
conservadolasensibilidad anteel estrésoxidativo, podriaser un
indicador del papel de estas proteinas como sensores de
oxidacion.

B) OXIDACION Y PROTEOLISIS

Se ha demostrado que las proteinas oxidadas son mejores
sustratos para los sistemas proteoliticos celulares tanto en
procariotes como en eucariotes. Por gemplo, la glutamino
sintetasa carbonilada es degradada mas rapido que la misma
enzima no oxidada, tanto por extractos crudos de E. coli como
por purificacionesdeproteinasasal calinastantodeE. coli como
de higado de rata®®%. E. coli posee proteinasas especificas,
dependientes de ATP, que degradan sustratos oxidados™*s,

En general, se ha encontrado que las proteinas de diversos
organismos (E.coli, eritrocitos y mitocondrias de higado y
corazén de rata) son mas susceptibles a la degradacién por
proteasassi sonexpuestaspreviamenteasi stemasdegeneracion
deEROs""*S,

En eucariontes, muchasproteinasintracel ularesson degradadas
por el complgjo proteinasamulticatal itico o proteosoma. Seha
encontrado evidencia de que la oxidacion proteica aumentala
ubiquitinacion (el proceso de “etiquetado” para procesos
proteoliticos en eucariontes) y esto asu vez, laprotedlisis. Sin
embargo, estemecanismo pareceestar limitadoaciertosniveles
de oxidacién, pues el dafio oxidativo severo causa una
disminucién en lacapacidad proteoliticade la célula®¢,

Lo anterior sugiere que laoxidacion de proteinas podriaser un
tipo de marcaje de proteinas que deben ser recicladas por los
sistemas de protedlisisdelacélula, es decir, un antecedente en
procariotes a o que es la ubiquitinacion en eucariotes. Sin
embargo, eneucariotesnoesclaro el papel delaoxidaciénenel
reciclaje de proteinas; no se sabe si estos dos sistemas de
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Figura 3. En E. coli, tanto el estrés oxidativo como el choque calérico aumentan la traducciéon del mRNA del gen rpoH que codifica
para el factor sigma H. Al aumentar la sintesis de sigma H se transcriben genes del regulén de choque térmico como las chaperonas
DnaK, Dnal, GroEL y GroES, las cuales identifican proteinas desnaturalizadas y oxidadas tratando de repararlas, si esto no es posible
las canaliza a los sistemas proteoliticos de la célula como la proteina Lon.

marcaje de proteinas que deben ser degradadas actGan en
conjunto oindependientemente, aunqueexisteevidenciadeque
una proteina carbonilada de E. coli esreconociday degradada
invitro por el proteosomade célulasde mamifero sin necesidad
de ser ubiquitinada, por lo que la oxidacion per se parece ser
suficiente para que una proteina sea degradada®>,

La carbonilacion, no obstante, pareciera ser una sefial de
degradacion de proteinas solo hasta cierto grado de oxidacion.
Se ha demostrado en la mitocondria eucariote que la proteina
aconitasa es degradada solo si esta poco carbonilada, pues la
carbonilacién exhaustiva provoca que se formen agregados de
alto peso molecular que son resistentes aladegradacion por la
proteasa mitocondrial Lon (homologo de la proteasa Lon de
E.coli)®. Incluso, losagregadosdeal to pesomol ecul ar bloquean
laactividad del proteosoma®™*®,

C) ENVEECIMIENTO Y CARBONILACION
Aunguenoestaclarosi el aumento delacarbonilacion escausa
0 consecuencia del envejecimiento celular, se haidentificado
gue la oxidacion de proteinas (medida por carbonilacion)
correlaciona con la edad fisiol6gica de las células en diversos
sistemas hiol dgicos.

L osprimerosestudiosquerel acionaron estefenémenoutilizaron
eritrocitosy fibroblastos humanosy ratas de diferentes edades.

En fibroblastos, se demostré que el grado de carbonilacién de
muestras provenientes de pacientes peditricos con progeria o
SindromedeWerner (envej ecimientotemprano) eraequiparable
al de pacientes sanos de la tercera edad®”.

Recientemente, en cultivossenescentes(faseestacionariatardia)
deE. coli, Nystrémy col aboradores, demostraronquelascélulas
podian ser clasificadas en dostipos: no viableso no cultivables
y viables o cultivables. Las células no viables mostraron una
mayor carbonilacién quelasviables, o cual parecieradescribir
un mecanismo de proteccion de la posible descendenciasi las
célulastuvieranlaoportunidad dedividirsenuevamente, donde
seevitaquelascé ul asqueposeen muchasproteinascarboniladas
y probablemente no funcional es o aberrantes sean incapacesde
dividirse, evitando que pasen a las nuevas células proteinas
carboniladas®. Por otro lado, en cultivos en citocinesis de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, el mismo grupo de
investigacion, describié que si existe en célulasen division un
mecanismopreferencia endonde, durantelagemacion, ladivision
es asimétrica pues las células nuevas no reciben proteinas
carboniladas, detectables por los métodos utilizados,
permaneci endo éstas en la célulamas vigja®. Este mecanismo
parece estar vinculado a una seleccion por el citoesqueleto,
especificamentepor mediodelaproteinaSir2p, quepodriatener
un papel en laorganizacion delosfilamentos de actinadurante
la citoquinesis. Todavia no se conoce el mecanismo a detalle
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pero mutantesen sir2 no dividen asimétricamentelasproteinas
oxidadas en la gemacion. Ademéas, se ha descrito que los
homélogos de Sir2p son determinantes del envejecimiento en
gusanos y moscas® 3,

Un argumento que apoyalacorrel acion entre envejecimientoy
carbonilacién es el hecho de que sdlo en células que senescen
se observa esta acumulacién de oxidacion en proteinas. En
plantas, por ejemplo, donde no existe el concepto de
envejecimientono hay acumulaciénprogresivaeirreversiblede
proteinas oxidadas. Se ha observado que en Arabidopsis
thaliana, la carbonilacién aumenta paulatinamente, pero baja
dréasticamentejusto antesdelatransicion delaplantadel estado
vegetativo a reproductivo®. Lo anterior parece describir un
mecanismo adicional de proteccién de las nuevas células en
contradelaoxidacion.

Las diferencias observadas entre plantas y animales parecen
indicar que la capacidad de dividirse esta intrinsicamente
relacionada con el nivel de oxidacion proteico. Parecen existir
mecani smos que bloquean ladivision en célulasvigjas que han
acumul ado demasi adas proteinas dafiadas y otros mecanismos
gue aseguran que las proteinas oxidadas permanezcan en las
células madre, siendo €l objetivo fina de cada mecanismo
“heredar” proteinas no carboniladas a las células nuevas.

D) ENFERMEDADES EN HUMANOS Y CARBONILACION
Durantelasultimasdécadas, sehacorrel acionado positivamente
el aumento de proteinas carboniladas con ciertas patol ogias.

i. Enfermedadesinflamatorias. L arespuestainmunol dgi cainnata
incluye laactivacion de neutréfilos y macréfagos que generan
EROs. L aintencién primariadelaproducciénlocadizadadeestrés
oxidativo puede ser €l dafio exhaustivo hacia las proteinas de
agentes infecciosos invasores como bacterias y parasitos. Sin
embargo, lainflamaci 6n crénicaaumentaladifusiondelasEROs
producidasy €l dafio a tejido circundante, produciendo estrés
oxidativoen el propiohospederoy unarespuestaautoinmune™.

ii. Diabetes. La diabetes es una de las enfermedades cronicas
mascomunesentodo el mundoy secaracterizapor nivelesaltos
de glucosa en sangre 'y en etapas tardias excrecion de glucosa
en orina, debidaadafio renal. Se han detectado altos nivelesde
proteinas carboniladas localizados con productos de
glicoxidaciény lipoxidacion. El alto nivel de carbonilacion de
proteinas de plasma es caracteristico de todos los pacientes
diabéticos, independientemente de su edad y el avance y
complicacionesdelaenfermedad™ ™,

iii. Dafiorenal cronico. Enpacientescondafiorenal lageneracion
de EROs aumenta en cada sesion de didlisis debido a una
deficienciacronicadel osprincipal essistemasantioxidantes. En
estos pacientes se encuentra un aumento en la oxidacion de
proteinasen plasma, principalmentealbuimina(carbonilaciény

formacion de puentes disulfuro). Como consecuencia, los
pacientes estan expuestos a otras complicaciones como dafio
tisular y enfermedades cardiacas’™ .

iv. Enfermedad de Al zheimer. Esta enfermedad es un desorden
neurodenegenerativo gque afecta principalmente las regiones
cerebralesinvolucradas con el aprendizgjey lamemoria. Estas
regionessereducen significativamentedebidoaladegeneracion
desinapsisy alamuerte neuronal. El estrés oxidativo juegaun
papel importante, puesel nivel deproteinasy lipidosoxidados,
asi comolaproducci6ndeEROsaumentan enlaszonasafectadas.
Enlacortezacerebra y € hipocampodepacientescon Alzheimer,
las principales caracteristicas son la presencia de nudos o
agregadosintracel ularesneurofibralesdelaproteinaasociadaa
microtUbulos, Tau, lacua estahiperfosforiladay carbonilada;
también se encuentran placas o depositos extracelulares de
péptidos precursores de B-amiloide debido a que el
procesamiento proteol iti codisminuye, probablementeporqueel
sustrato esté carbonilado™.

Por otro lado, se han detectado blancos de carbonilacion que
pueden serimportantesendeterminar el mecanismoy larelacion
entre el dafio oxidativo y la muerte neuronal. Los blancos
identificadossonglutaminosintasa, hidrolasal -1 ubiquitinaC-
terminal, proteina2rel acionadaadi hidropirimidinasay o-enolasa.
Con base en estos blancos, |0s mecani smos de muerte neuronal
pueden ser ladisminuciondeenergia, inhibiciéndeladegradacion
por el proteosomay acortamiento delalongitud dendriticacon
laconsecuentedi sminuci én delacomunicacioninterneuronal L,

v. Cataractogénesis. Existeun aumento dependientedelaedad
del paciente en la carbonilacion de las proteinas de la retina
humana, o cual predetermina la aparicion de cataratas. Esta
evidencia ha sido apoyada por los cambios fisicos observados
en € cristalino de vacas expuestosin vitro asistemasde OCM,
gue asemejan a los ocurridos en muestras de 0jos con
cataratas®®2,

CONCLUSIONES

A pesar del avance gque en poco tiempo se ha tenido en el
entendi miento delaoxidaci on protei ca, todaviaquedan muchas
preguntas abiertas. Quimicamente la causa de la oxidacién de
proteinas es todavia ambigiia, pues aunque los mecanismos de
oxidacion de ciertos grupos pueden ser predecidos, existen
limitantesexperimental esparadeterminarl os. Incluso el probar
un mecanismo preferencial de oxidacion para una proteinano
proporcionaria reglas generales, pues € ambiente quimico de
cadasustrato esdiferentedepeniendodelasestructurasprimaria,
secundaria y terciaria de cada proteing, y aln méas si existen
cofactores metdlicos coordinados. Todos estos factores que
hacen a una proteina Unica para su funcién tienen como
consecuenciagueun mismo grupo quimico presenteun potencial
redox diferente y, por lo tanto pueda o no participar de la
oxidaciénpor EROs.
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La posibilidad de predecir blancos proteicos de oxidacion en
ciertas circunstancias, tal vez seria de més relevancia a nivel
fisiologico. Sin embargo, con parametros delacinéticaclasica
esto haresultado poco representativo de lo que sucedein vivo.
Todas estas variables ofrecen sin duda un campo interesante
paralainvestigacion delaquimicadelaoxidacion proteica.

El haber determinado que las chaperonas moleculares, ciertos
factoresdeel ongaciony algunasenzimasdel CiclodeKrebsson
invariablemente blancos de oxidacion en diversos sistemas
bioldgicos sugiere que la oxidacion no es a azar ni obedece
reglas cinéticas; en cambio podria actuar especificamente y
limitar celularmenteciertosprocesoscomolasintesisdenuevas
proteinas, y el metabolismo energético paraevitar que sesigan
acumulando el ectronesen enzimascon fugasque potencia mente
pueden producir unamayor produccién de EROsy por lo tanto
més estrés oxidativo.

L as consecuencias fisiol égicas de la oxidacion de proteinas es
ain un temade gran debate pues en lamayoriade los casos no
puede definirse con precision si la oxidacion es causa o
consecuencia. Loqueesclaroeslacorrelacionencontradaentre
envejecimiento, la disminucién en la capacidad de division
celular o reproduccion y ciertas patologias con el aumento de
proteinas oxidadas.

Molecularmente, la posibilidad de que la oxidacién sea un
antecedentedelaubi quitinacion paraladegradaci on deproteinas
representaria un mecanismo de marcaje no explorado y aln
utilizado no s6lo en bacteriassino posiblemente en eucariontes.
No obstante, el reconocimiento de oxidacién per se debe ser
demostrado antes de proponer dicho mecanismo.

Otro aspecto importanteque podriaconllevar un mecanismode
preservacion es el bloqueo de la viabilidad o capacidad
reproductivacuandoel proteomaengeneral seencuentraoxidado.
Posiblemente seaunaformade prevenir € “heredar” proteinas
dafadaso unasimpleconsecuenciadel deteriorodelaactividad
metabdlicageneral.

A nivel de diagnéstico clinico es de poca relevancia pues
muchas enfermedades ocasionan la oxidacion inespecifica de
proteinas de plasma. A menos que se encontraran blancos
especificoseinvariablesenfasestempranasdea gunaenfermedad
estaherramientamolecular podriaser utilizadaen diagnosis.

Sinduda, laoxidaci6n deproteinasrepresentaun campo amplio
deinvestigacion dirigidaaresponder problemas concretos que
tienen relevancia directa en la fisiologia de todo ser vivo. La
utilizacién de disparos de estrés oxidativo como sefial de
diferenciacién celular pudiera ser sélo uno de los procesos
programados en los que la célula utiliza la oxidacion como
marcaje. Finalmente, aunquelastendenciasactual esindicanque
laoxidacion de proteinas sera estudi ada con mas énfasis desde

el punto de vistafisiol 6gico, existen todaviavariasincognitas,
comoloessi laoxidacionessuficienteparaprovocar agregacion
proteica, que deben ser exploradas.
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