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ARTICULO DE REVISION

D.R. © TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biolégicas, 9(1):34-44, 2006

CONSECUENCIAS FISIOLOGICAS DE LA OXIDACION DE PROTEINAS
POR CARBONILACION EN DIVERSOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Alondra E. Diaz-Acosta* y Jorge Membrillo-Hernandez**

Lab. de Microbiologia y Genética Molecular, Depto. de Biologia Molecular y Biotecnologia,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. C.P. 04510, México,D.F.

E-mail: *alondradiaz@biomedicas.unam.mx; **jmh@biomedicas.unam.mx

RESUMEN

El metabolismo celular aerébico, al utilizar dioxigeno como dltimo aceptor de electrones en la cadena
respiratoria causa inevitablemente la produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) que oxidan
cualquier macromolécula a su alcance (DNA, lipidos y proteinas). La investigacion de los mecanismos de
oxidacién de proteinas se ha intensificado en los dltimos 20 afos debido a la creciente evidencia que ha
correlacionado procesos como el envejecimiento y diversas patologias humanas con el aumento de la oxidacién
proteica. Las proteinas sufren varios tipos de oxidacion; una de ellas, la formacion de grupos carbonilo, ha sido
utilizada metodolégicamente para evaluar el grado de dafio oxidativo en diferentes sistemas bioldgicos. 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 oxidacién proteica en la fisiologia celular.

Palabras Clave: Envejecimiento, Especies Reactivas de Oxigeno, estrés oxidativo, oxidacion, proteolisis.

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.
Key Words: Ageing, Reactive Oxygen Species, oxidative stress, oxidation, proteolisis.

INTRODUCCION

E LA APARICION DEL DIOXIGENO EN LA TIERRA
AL ESTRES OXIDATIVO

En la atmosfera de la Tierra primitiva prevalecia un
ambiente reductor en el que surgieron las primeras
manifestaciones de vida hace 3.5 millones de afios. La vida
entonces era por consecuencia anaerdbica, tal vez similar a los
microorganismos anaerobios de nuestros dias. Probablemente
la vida hubiera estado confinada a organismos microscopicos
marinos si 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.

aproximadamente 2.5 millones de afos. Existe evidencia geologica
que sustenta la hipotesis de que la evolucion de la fotosintesis
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,) en la estratosfera, el cual creo un filtro de radiacion
ultravioleta (UV) solar. Este hecho podria haber beneficiado el
desarrollo de vida en la Tierra, no solo en las masas de agua
terrestres. Sin embargo, para la vida anaerdbica existente, el
dioxigeno pudo haber representado un agente toxico, dado que
muy probablemente los organismos presentes no contaban con
mecanismos antioxidantes que los protegieran. Muchos
organismos anaerobios debieron haber muerto en el camino de
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la evolucion hacia la aerobiosis; otros, se confinaron a nichos
anoxicos y son tal vez los antecesores de la vida anaerobica que
hoy conocemos; aun otros, llegaron a desarrollar sistemas, no
so6lo de proteccion contra el dioxigeno, sino también mecanismos
queaprovecharan su diferencia de potencial redox para obtencion
de energia'.

Laventajaque presenta el dioxigeno parala obtencion de energia
por medio de cadenas de transporte de electrones lleva a olvidar
sutoxicidad. Eldioxigeno esundiradical pues tiene dos electrones
no apareados pero de spin o giro paralelo por lo cual no es per
se altamente reactivo. No obstante, existen otras formas mas
reactivas de oxigeno conocidas como Especies Reactivas de
Oxigeno (EROs): el oxigeno en singulete ('O,), el radical
superoxido (O,), el ozono (O,), el peroxido de hidrégeno (H,0,)
y el radical hidroxilo (HO") como se muestra en la Figura 1.

La naturaleza inespecifica de algunas de las proteinas con
actividad redox enla cadenarespiratoria provoca latransferencia
de electrones a cualquier aceptor con mayor potencial como el
dioxigeno, cuya molécula es lo suficientemente pequena y se
introduce en el sitio activo de estas proteinas generando el anion
radical superoxido y peroxido de hidrégeno por medio de
reducciones secuenciales univalentes®. Estas especies en
realidad son poco reactivas y su toxicidad radica en que a partir
deellas se generan especies mucho mas reactivas como el radical
hidroxilo (HO") y oxigeno ensingulete ('O,). Cuando el H,O, se
reduce conmetales divalentes como el hierroy el cobre aceptando
un electron no apareado se produce el HO' por medio de la
reaccion de Fenton. Por otra parte, el 'O, se genera por la
excitacion del dioxigeno, la dismutacion espontaneade O,y la
descomposicionde H,0, (ver Figura 1). E1'O, y el HO' reaccionan

rapidamente con DNA, proteinas y lipidos produciendo dafios
y cambios estructurales en las células que muchas veces son
irreversibles. El desbalance entre la produccion y la eliminacior
de EROs intracelularmente, a favor de su produccion, se denomine
estrés oxidativo®*.

Aunque la investigacion sobre la oxidacion de biomoléculas se
ha centrado en DNA y lipidos, a lo largo de los tltimos 20 afios.
diversos estudios han demostrado laimportancia de la oxidacion
de proteinas en procesos celulares como el envejecimiento y
ciertas patologias, lo cual ha fomentado los estudios en el area
Posiblemente la complejidad del estudio de proteinas como
blancos de oxidacion hayarepresentadoun granreto experimental.
Esta revision se enfoca en desglosar algunos de los aspectos
mas relevantes y de los cuales tenemos mayor informacion con
respecto a la oxidacion proteica.

CAUSAS DE LA OXIDACION PROTEICA

En general, cualquier factor que ocasione estrés oxidativo puede
causar oxidacion proteica, por ejemplo, la disminucion en le
eficiencia de los sistemas antioxidantes de defensa, el aumento
en la produccion de EROs, una disminucion en la capacidad de
reciclar las proteinas oxidadas o un aumento en la susceptibilidad
de las proteinas para ser oxidadas™.

La concentracién intracelular de hierro también determina la
produccion de EROs y la carbonilacion de proteinas!'®!!. Er
levaduras, se ha demostrado que una mutante afectada en Iz
sintesis de la proteina que almacena hierro, YFH1p, aumenta I
carbonilacion, probablemente porque aumentan también los
niveles de hierro libre y la produccion consecuente de EROs'?.

Los aumentos en la produccion de EROs son

.

2 caracteristicos de células fisiologicamente viejas. Por
ejemplo, se hademostrado que la efectividad dela cadena
respiratoria en mitocondrias de levadura depende de 1a
edad delacélula, pues al envejecer disminuye la actividad
dela ATP sintasay aumentala produccion de superoxido'
Este aumento en la produccion de EROs se lleva a cabo
por un estancamiento en el flujo de electrones, lo que
aumentalaprobablidad de reducir parcialmente lamolécula
de dioxigeno.

Laactividad del proteosoma también disminuye en células
viejas, en diversos tejidos humanos, en cultivos primarios
yenbacterias, lo cual produce laacumulacion de proteinas
dafiadas por diversos estreses que tienden a
desnaturalizarse y agregarse en complejos hidrofobicos
cuya proteolisis es mas dificil y con frecuencia requiere

J

Figura 1. La fotosintesis y la respiracion aerébica forman un ciclo
continuo de oxidacién del agua y reduccién del dioxigeno que

de proteinas accesorias que desagreguen dichos
complejos'*'é.

provoca que éste Gltimo se acumule en la atmésfera. Las Especies

Reactivas de Oxigeno (EROs) producidas en el metabolismo aerébico
son el oxigeno en singulete ('O,), el anién superéxido (O,), el

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

Adicionalmente, la oxidacion de proteinas ocurre cuando
aumenta la produccion de sustratos mas susceptibles. Lz
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susceptibilidad en este caso se debe al mal plegamiento de las
proteinas o ala produccion de péptidos incompletos por errores
enlatraduccion, yasea por el uso de antibidticos que interfieren
conlatraduccion o bien por mutaciones que afectan la capacidad
de los ribosomas de corregir errores. Esta oxidacion es poco
especifica, comparada con la encontrada en células viejas pues
cualquier sustrato no plegado o cuya sintesis fue abortada es
un posible blanco de oxidacién®!".

QUIMICA DE LA OXIDACION PROTEICA

La oxidacion es la cesion o pérdida de electrones de los atomos
de un elemento. A nivel molecular, la pérdida de electrones
conllevael cambio en el grado de oxidacion de un grupo quimico
ya sea por reaccion directa con especies reactivas de oxigeno o
por reaccion indirecta con productos secundarios del estrés
oxidativo.

Varias especies reactivas de oxigeno pueden reaccionar
potencialmente con cualquier molécula dentro delacélula, yasea
acidonucleico, lipido o proteina, y oxidarla. Cada EROs presenta
un potencial de oxidacion diferente de acuerdo a su reactividad.
Eldafio oxidativoa DNA y lipidos ha sido extensamente descrito
conanterioridad'®?!, porlo que en estarevisidn nos enfocaremos
al dafio oxidativo en proteinas.

El estudio de la oxidacion de proteinas mediada por radicales
libres comenz6 a principios del siglo XX, en 1906%, con los
reportes de Dakin sobre la oxidacion de amino4cidos en sistemas
de Fenton y con Hopkins, quien describi6 el papel del glutation
como un anti y prooxidante, dependiendo de la ausencia o
presencia de metales de transicion®. A pesar de la creciente
evidencia sobre el papel de la oxidacion de proteinas en varios
sistemas biologicos, el estudio de este topico fue desplazado
durante muchos afios por el de oxidaciéon en lipidos y DNA.
Posiblemente, las diferencias en las consecuencias fisiologicas
queanivel celularrepresenta la oxidacion de unatinicamolécula
de DNA versus la que representa la oxidacion de proteinas, de
las que normalmente existe mas de una copia y ademas, son
resintetizables, asi como la complejidad de las proteinas como
blancos, de los productos y de los mecanismos de oxidacion

pudieron ser algunas de las causas de la poca atencion que la
oxidacion proteica tuvo durante afios.

Las proteinas poseen diversos grupos con diferentes grados
de oxidacion, los cuales pueden sufrir varios grados de
modificacion al exponerse ante agentes oxidantes. Dependiendo
delaEROalaque se expongan las proteinas la oxidacion puede
ser especifica (como en el caso de oxidacion catalizada por un
metal, que dafia a las proteinas con cimulos de hierro-azufre o
conhierro libre por formacion deradical hidroxilo) o inespecifica
(como ocurre en la oxidacion porradiacion en la que se produce
oxigeno en singulete).

La oxidacion de proteinas también puede ser clasificada en
reversible o irreversible como se resume en la Tabla I. La
oxidacion reversible constituye, en ocasiones, una forma de
activar o desactivar proteinas que tienen una funcién en la
regulacion redox, como en el caso de la formacion de puentes
disulfuro entre grupos tioles de cisteinas cercanas dentro de la
conformacion tridimensional de una proteina. Otras formas de
oxidacionreversible son la glutationilacion y la S-nitrosilacion.

Laoxidacionirreversible de proteinas se da por medio de cuatro
mecanismos: la carbonilacion, la ruptura de enlaces peptidicos,
la nitracion y la formacion de enlaces proteina-proteina. Estas
oxidaciones son ocasionadas por reaccion de proteinas con
EROs, algunos de los cuales son radicales libres generados por
radiacion ionizante y por oxidacion catalizada por un metal

(OCM).

Laradiacionionizante produce laradiolisis del agualo cual forma
radicales hidroxilo que al reaccionar con los hidrogenos de los
carbonos [ de la estructura central de las proteinas, generan
radicales en carbonos relativamente estables (por deslocalizacion
con los electrones en las funciones amida adyacentes). En
presencia de oxigeno se genera el radical peroxilo el cual
probablemente reccione por medio de una eliminacion que
produce HO," y una imina que subsecuentemente se hidroliza 'y
produce la ruptura del enlace peptidico. Alternativamente, el
radical en carbono podria obtener un atomo de hidrégeno de

.

Modificacion por oxidacion Tipo Consecuenciay/o funcién
Carbonilacion Irreversible Degradacion o agregacion de proteinas
Nitracion Irreversible Degradacion o agregacion de proteinas
Formacion 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 funcion proteica

J

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 cistefnas y pueden activar una funcién proteica o proteger al residuo de la oxidacién.
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algin grupo cercano, para generar un hidroperoxido que se
descompondria en un radical alcoxilo y finalmente produciria
también la ruptura del enlace peptidico®*?. En ausencia de
oxigeno, un radical en carbono puede reaccionar con otro igual
para formar derivados proteina-proteina.

La oxidacion catalizada por un metal (OCM) se produce por
reaccion del H,O, con un metal de transicion (Fe*/Fe’)
produciendo el radical hidroxilo (HO") (Reaccion de Fenton) el
cual, a su vez, reacciona con las cadenas laterales de los
aminodcidos adyacentes al sitio de unién a metal de la proteina.
Lalocalizacion de lareaccion de oxidacion proteica se debe ala
altareactividad del radical hidroxilo, el cual no se difunde fuera
del sitio donde se genera, sino que reacciona inmediatamente
con los residuos cercanos?.

Existen modificaciones extensas en cadenas laterales de las
proteinas, producto de la oxidacion, entre ellas se encuentra la
aparicion de grupos carbonilo (aldehidos y cetonas), oxidacion
de residuos de histidina a oxo-histidina y otros productos de
degradacion®, de fenilalanina a orto y meta-tirosina®, la
conversion de metionina a metioninsulféxido® o la degradacion
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
constante de reaccion del oxidante con el blanco, lalocalizacion
del blanco con respecto al lugar de generacion del oxidante,
eventos oxidantes secundarios (reacciones en cadena),
reacciones antioxidantes y reacciones de reparacion. Con base
en estas consideraciones de naturaleza meramente cinética, se
han disefiado sistemas computacionales que predicen el grado
de dafio de diferentes macromoléculas®. Sin embargo, dentro de
una célula, parecen ser muchas mas las consideraciones a tomar
en cuenta para predecir el grado de dafio de una macromolécula
dada, pues, a la fecha, los datos de modelaje computacional no
son consistentes con la evidencia experimental.

Todas la proteinas son potenciales blancos de oxidacion. Dentro
de las principales modificaciones que sufren ante la oxidacion
son la pérdida de la actividad catalitica, modificaciones en
aminoacidos, formacion de grupos carbonilo, alteracion de la
estabilidad térmica, cambio en la viscosidad, fragmentacion,
formacion de enlaces covalentes inter o intraproteicos, formacion
de puentes disulfuro y mayor susceptibilidad a protedlisis®.
Aunque se ha demostrado que individualmente algunos
aminoacidos son mas susceptibles a oxidarse que otros, una
proteina, dependiendo de su conformacion tridimensional, puede
exponer o no esos aminoacidos a la oxidacion.

Lacarbonilacion ocurre principalmente en los residuos prolina,
argininay lisina, pues son los residuos mas suceptibles a OCM?*.
Los productos de la carbonilacion de estos residuos son el

semialdehido glutamico (producto de la oxidacion de argininay
prolina) y semialdehido aminoadipico (producto de la oxidacion
de lisina, ver primera parte de la figura dos para la formacion de
ambos semialdehidos).

Laoxidacion por generacion de grupos carbonilo se llevaa cabo
quimicamente por cuatro rutas principales. La primera es I
oxidacién directa de prolina, lisina, arginina y treonina por
reaccion con EROs; los productos de la oxidacion de dichos
aminoacidos son: 2-pirrolidonaa partir de prolina, semialdehidc
a-aminoadipicoapartir delisina, semialdehido glutdmico a partir
de arginina y prolina y acido 2-amino-3-cetobutirico a partir de
treonina. Recientemente se demostrd que los productos
carbonilados, que cuantitativamente representan la mayor parte
deunamedicion de carbonilacion, son el semialdehido glutdmicc
y en menor grado, el semialdehido aminoadipico®’.

La segunda ruta de formacion de grupos carbonilo involucra la
ruptura de la cadena polipeptidica por medio de la ruta de -
amidacion o por la oxidacion de residuos de acido glutamico lc
cual conllevaala formacion de péptidos en los cuales el aminoacidc
N-terminal esta bloqueado por un derivado a-cetoacilo.

Las dos rutas de oxidacion restantes implican reacciones
secundarias con moléculas que presentan grupos carbonilc
reactivos formados previamente por reaccion directa de
biomoléculas con EROs; por ejemplo, por reaccion de Michael
del grupo amino de lisina, la entidad imidazol de histidina o e!
grupo sulfidril de cisteina con malondialdehido 4-hidroxi-2-
nonenal y 2-propenal (ambos productos de la peroxidacion
lipidica) y por reacciéon de cetoaminas, cetoaldehidos y
deoxiosonas, que son productos de la reaccion de azlcares
reductores o sus productos de oxidacion, con el grupo amino de
residuos de lisina (glicaciény glicoxidacion, respectivamente)®.

Aunque en principio, cualquier proteina puede ser oxidada pot
carbonilacion, los analisis de diversos organismos har
demostrado que existe un patron especifico hacia la oxidacior
por carbonilacién en organismos filogenéticamente no
relacionados. Porejemplo, en Eschericha coli, seidentifico que
el proteoma no se carbonila por igual, y que los blancos
especificos no dependen de la cantidad de cierta proteina en ur
momento dado en el citoplasma. Las proteinas DnaK y GroEL
(chaperonas dela familiade las Hsp70y Hsp60, respectivamente).
la proteinatipo histona H-NS, los factores de elongacion 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 homologos de estas
proteinas también han sido identificadas como blancos
especificos en plantas®” y en cerebros de pacientes cor
Alzheimer.

Alafechanoexiste un patron claro que indique las caracteristicas
estructurales que debe tener una proteina para carbonilarse
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preferencialmente. Anteriormente se creia que las proteinas que
unen metales de transicion, al ser mas sensiblesa OCM, deberian
ser las mas susceptibles a carbonilacion. Sin embargo, pocas
proteinas identificadas como las mas carboniladas unen metales
de transicion, probablemente porque la coordinacién a metales
es diferente en cada proteina, lo cual cambia el potencial redox
del metal de transicion.

SISTEMAS DE REPARACION CELULAR DE PROTEINAS
OXIDADAS

Laoxidacion es, enlamayoria de los casos, unamodificacion no
reversible anivel celular por lo que una proteina oxidada puede
perder su funcion, en especial si las oxidaciones tomaron lugar
en aminodcidos directamente involucrados con el correcto
plegamiento tridimensional del péptido, o bien, si tienen papeles
en las interacciones proteina-sustrato-producto, en el caso de
enzimas. Lapérdida de la funcion ya sea estructural o enzimatica
tiene como consecuencia un desequilibrio en el metabolismo
celular. Con frecuencia, lainica manera de reparar la oxidacion
de proteinas es la proteolisis de los sustratos oxidados y la
sintesis de novo de dichas proteinas. Sin embargo, no han sido
descritos los procesos fisioldgicos que involucran ladegradacion
de aminoacidos provenientes de proteinas oxidadas; 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 aminoacidos recién adquiridos del medio o
sintetizados.

De las diversas formas de oxidacion proteica posibles, solo
existen mecanismos de reparacion para cisteinas oxidadas que
han formado puentes disulfuro y para metioninas oxidadas que
han formado sulfoxidos.

Aunque la formacion de puentes disulfuro implica un proceso
oxidativo, anivel celular existen diversos ejemplos de cambio de
conformaciony funcion de proteinas de acuerdo al estado redox
de sus cisteinas, por ejemplo, la proteina OxyR, que sensa los
niveles intracelulares de H,0, y actia como un factor
transcripcional en presencia de esta ERO. En este caso, la
oxidacion de un par de aminoacidos implicaunaactivaciondela
funcion y no una pérdida total de la misma. La formacion de
puentes disulfuro parece ser la tunica oxidacion proteica con
finalidad funcional.

Elambiente redox citoplasmatico es fuertemente reductor, por lo
cual bajo condiciones sin estrés, no se encuentran proteinas con
rastros de oxidacion, como los puentes disulfuro. El aumento de
losniveles de puentes disulfuro en las proteinas, ocasionado por
estrés oxidativo se ha referido como estrés disulfuro, el cual es
reversible porlaaccion de dos sistemas de reduccion dependientes
de NADPH: el 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®*,

La segunda oxidacion reversible es la oxidacion de metioninas
que es reparada por la enzima metionin sulféxido reductasa. La
produccion de sulfoxidos genera dos estereoisomeros. La
estereoespecificidad de la metionin sulfoxido reductasa, hace
que no todos los metioninsulfoxidos generados sean reparables
porlamisma enzima. Existen dos isoformas de laenzima: MsrA
y MsrB, la primera reduce el isomero R-(L-) y la seguda el S-(D-).
Ambas isoformas se encuentran altamente conservadas en
todos los organismos*'-*.

El porcentaje de produccion de los dos estereoisomeros es
variabley depende del oxidante y del sitio que ocupe lametionina
dentro de la estructura proteica**. Existen reportes que sugieren
que dentro de una estructura proteica, las metioninas alrededor
del sitio catalitico podrian ser preferencialmente oxidadas para
evitar el paso de EROs al centro catalitico y asi, la pérdida de la
actividad*.

METODOS ANALITICOS PARA MEDIR LA CARBONILACION
Laoxidacion de proteinas provocada por dafo directo en lisinas,
argininas, prolinas o treoninas, puede generar derivados
carbonilos como aldehidos y cetonas®. La carbonilacion de
proteinas es una oxidacion mas severa que la generacion de
metionin sulfoxidos y derivados de cisteina por lo que indican
un estrés oxidativo mas severo y representan un marcador de
oxidacion proteica estable.

Aunque la carbonilacién es un indicador de oxidaciéon no
especifico, analiticamente ha resultado mas factible y
reproducible la medicion del grado de carbonilacion que el de
otros tipos de oxidacion proteica como la conversion de tirosina
a 3-clorotirosina, 3-nitrotirosina o ditirosina. En general, otros
marcadores de oxidacion proteica ocurren con una frecuencia
menor en varios Ordenes de magnitud, comparados a la
carbonilacion; por lo que se requiere de métodos mucho mas
sensibles y con frecuencia mas costosos*’*,

Los grupos carbonilo han sido detectados y cuantificados por
conjugacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina, fluorescein hidrazida
o tiosemicarbazida, fluoresceinamina o bien, midiendo la
incorporacion de tritio después de lareduccion con borohidruro
tritiado. Lamedicion por conjugacion de las entidades carbonilo
con 2,4-dinitrofenilhidrazina se realiza tanto
espectrofotométricamente como por ensayos inmunoquimicos
(verFigura?2).

La inmunodeteccion hace uso de anticuerpos contra el grupo
dinitrofenilo y puede llevarse a cabo tanto por la técnica de
Western Blot, separando las proteinas en una o dos dimensiones,
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 glutamico 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
Nystrom3?).

ocasiona la induccion de las proteinas de un regulon especifico
de choque caldrico o Heat Shock Proteins (Hsp). Aunque
originalmente estas proteinas fueron descritas como de respuesta
achoque caldrico y muchos estudios describiendo suregulacion
genética han sido publicados, existe evidencia creciente de que
éste no es el unico estrés al que estan vinculadas, pues se ha
demostrado que también protegen durante estrés oxidativo,
como se observa en la Figura 3*-°!. El mecanismo molecular de
induccion de la sintesis de Hsp por estrés oxidativo es aun
desconocido.

Nystrdm y colaboradores han reportado que la carbonilacién de
los blancos especificos del proteoma aumenta en cultivos en
fase estacionaria tardia de Escherichia coli debido a la
disminucion en la eficienciay fidelidad de la traduccion, lo cual

produce una acumulacion de sustratos que no se pliegan
correctamente o que son abortados en el proceso>®!7.
Recientemente se demostrdo que el mal plegamiento de las
proteinas no es suficiente para inducir la sintesis de las Hsp, sinc
que requiere de la carbonilacion de dichos sustratos, lo que
sugiere que la oxidacion proteica podria ser una marca o etiquete
de reconocimiento para las Hsp, no s6lo los parches de
aminoacidos hidrofobicos que se exponen al desnaturalizarse
las proteinas. La carbonilacion preferencial de las chaperonas
DnaK y GroEL a lo largo del crecimiento exponencial podria
sugerir que participan en la proteccion de proteinas parcialmente
oxidadas o con aminodacidos carbonilados como es el caso de 12
enzimaetanol oxidoreductasa (AdhE) en Escherichia coli. DnaK
parece sufrir una oxidacion acumulativa que la desactiva y
parece potenciar la induccion del regulon de Heat Shock en fase
estacionaria®’. Recientemente, nuestro grupo de investigacion
aport6 evidencia que apoya esta hipotesis®'.

Elhecho de que las Hsp70 de organismos no relacionados hayan
conservado la sensibilidad ante el estrés oxidativo, podria serur
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 er
procariotes como en eucariotes. Por ejemplo, la glutamino
sintetasa carbonilada es degradada mas rapido que la misma
enzima no oxidada, tanto por extractos crudos de E. coli comc
por purificaciones de proteinasas alcalinas tanto de E. coli como
de higado de rata®>*. E. coli posee proteinasas especificas.
dependientes de ATP, que degradan sustratos oxidados™®.

En general, se ha encontrado que las proteinas de diversos
organismos (E.coli, eritrocitos y mitocondrias de higado y
corazon de rata) son mas susceptibles a la degradacion por
proteasas si son expuestas previamente a sistemas de generacion
de EROs”7%.

En eucariontes, muchas proteinas intracelulares son degradadas
por el complejo proteinasa multicatalitico o proteosoma. Se ha
encontrado evidencia de que la oxidacion proteica aumenta Iz
ubiquitinacion (el proceso de “etiquetado” para procesos
proteoliticos en eucariontes) y esto a su vez, la prote6lisis. Sin
embargo, este mecanismo parece estar limitado a ciertos niveles
de oxidacion, pues el dafio oxidativo severo causa une
disminucion en la capacidad proteolitica de la célula®®¢!,

Lo anterior sugiere que la oxidacion de proteinas podria ser un
tipo de marcaje de proteinas que deben ser recicladas por los
sistemas de protedlisis de la célula, es decir, un antecedente er
procariotes a lo que es la ubiquitinacién en eucariotes. Sin
embargo, en eucariotes no es claro el papel de la oxidacion en el
reciclaje de proteinas; no se sabe si estos dos sistemas de




40 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 9, No. 1

Estrés oxidativo/
Choque térmico

-

E

pr::ltairlﬂ

.

desnaturalizacion

DnaJ
replegamiznto

dnaK dnaJ

m

ij

rmES

pl:n‘tEI'I'Iﬂ

—_—

degradacion

J

Figura 3. En E. coli, tanto el estrés oxidativo como el choque calérico aumentan la traduccién 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, DnaJ, 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 actiian en
conjunto o independientemente, aunque existe evidencia de que
una proteina carbonilada de E. coli es reconocida y degradada
in vitro por el proteosoma de células de mamifero sin necesidad
de ser ubiquitinada, por lo que la oxidacion per se parece ser
suficiente para que una proteina sea degradada®®.

La carbonilacién, no obstante, pareciera ser una sefal 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 estd poco carbonilada, pues la
carbonilacion exhaustiva provoca que se formen agregados de
alto peso molecular que son resistentes a la degradacion por la
proteasa mitocondrial Lon (homoélogo de la proteasa Lon de
E.coli)®. Incluso, los agregados de alto peso molecular bloquean
la actividad del proteosoma®>-©,

C) ENVEJECIMIENTO Y CARBONILACION

Aunque no esta claro si el aumento de la carbonilacion es causa
o consecuencia del envejecimiento celular, se ha identificado
que la oxidacion de proteinas (medida por carbonilacion)
correlaciona con la edad fisiologica de las células en diversos
sistemas biologicos.

Los primeros estudios que relacionaron este fendmeno utilizaron
eritrocitos y fibroblastos humanos y ratas de diferentes edades.

En fibroblastos, se demostrd que el grado de carbonilacion de
muestras provenientes de pacientes pediatricos con progeria o
Sindrome de Werner (envejecimiento temprano) era equiparable
al de pacientes sanos de la tercera edad®’.

Recientemente, en cultivos senescentes (fase estacionaria tardia)
de E. coli,Nystromy colaboradores, demostraron que las células
podian ser clasificadas en dos tipos: no viables o no cultivables
y viables o cultivables. Las células no viables mostraron una
mayor carbonilacion que las viables, lo cual pareciera describir
un mecanismo de proteccion de la posible descendencia si las
células tuvieran la oportunidad de dividirse nuevamente, donde
se evita que las células que poseen muchas proteinas carboniladas
y probablemente no funcionales o aberrantes sean incapaces de
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, describi6 que si existe en células en division un
mecanismo preferencial en donde, durante la gemacion, ladivision
es asimétrica pues las células nuevas no reciben proteinas
carboniladas, detectables por los métodos utilizados,
permaneciendo éstas en la célula mas vieja®. Este mecanismo
parece estar vinculado a una seleccion por el citoesqueleto,
especificamente pormedio dela proteina Sir2p, que podria tener
un papel en la organizacion de los filamentos de actina durante
la citoquinesis. Todavia no se conoce el mecanismo a detalle
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pero mutantes en sir2 no dividen asimétricamente las proteinas
oxidadas en la gemacion. Ademads, se ha descrito que los
homologos de Sir2p son determinantes del envejecimiento en
gusanos y moscas® 7,

Un argumento que apoya la correlacion entre envejecimiento y
carbonilacion es el hecho de que s6lo en células que senescen
se observa esta acumulacion de oxidacion en proteinas. En
plantas, por ejemplo, donde no existe el concepto de
envejecimiento no hay acumulacion progresivaeirreversible de
proteinas oxidadas. Se ha observado que en Arabidopsis
thaliana, la carbonilacion aumenta paulatinamente, pero baja
drasticamente justo antes de la transicion de la planta del estado
vegetativo al reproductivo®’. Lo anterior parece describir un
mecanismo adicional de proteccion de las nuevas células en
contra de la oxidacion.

Las diferencias observadas entre plantas y animales parecen
indicar que la capacidad de dividirse estd intrinsicamente
relacionada con el nivel de oxidacion proteico. Parecen existir
mecanismos que bloquean la division en células viejas que han
acumulado demasiadas proteinas dafiadas y otros mecanismos
que aseguran que las proteinas oxidadas permanezcan en las
células madre, siendo el objetivo final de cada mecanismo
“heredar” proteinas no carboniladas a las células nuevas.

D) ENFERMEDADES EN HUMANOS Y CARBONILACION
Durante las Gltimas décadas, se ha correlacionado positivamente
el aumento de proteinas carboniladas con ciertas patologias.

i. Enfermedades inflamatorias. Larespuestainmunoldgica innata
incluye la activacion de neutrofilos y macrofagos que generan
EROs. Laintencion primariade laproduccion localizada de estrés
oxidativo puede ser el dafio exhaustivo hacia las proteinas de
agentes infecciosos invasores como bacterias y parasitos. Sin
embargo, lainflamacion cronicaaumenta la difusion delas EROs
producidas y el dafio al tejido circundante, produciendo estrés
oxidativo en el propio hospedero y una respuesta autoinmune’.

ii. Diabetes. La diabetes es una de las enfermedades cronicas
mas comunes en todo el mundo y se caracteriza por niveles altos
de glucosa en sangre y en etapas tardias excrecion de glucosa
en orina, debida a dafio renal. Se han detectado altos niveles de
proteinas carboniladas localizados con productos de
glicoxidacion y 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
complicaciones de la enfermedad™ .

iii. Dafio renal cronico. En pacientes con dafio renal la generacion
de EROs aumenta en cada sesion de didlisis debido a una
deficienciacronica de los principales sistemas antioxidantes. En
estos pacientes se encuentra un aumento en la oxidacion de
proteinas en plasma, principalmente albumina (carbonilacion y

formaciéon de puentes disulfuro). Como consecuencia, los
pacientes estan expuestos a otras complicaciones como dafic
tisular y enfermedades cardiacas™ 8.

iv. Enfermedad de Alzheimer. Esta enfermedad es un desorder
neurodenegenerativo que afecta principalmente las regiones
cerebrales involucradas con el aprendizaje y la memoria. Estas
regiones se reducen significativamente debido ala degeneracion
de sindpsis y a la muerte neuronal. El estrés oxidativo juega ur
papel importante, pues el nivel de proteinas y lipidos oxidados,
asicomolaproduccion de EROs aumentan en las zonas afectadas
Enlacorteza cerebral y el hipocampo de pacientes con Alzheimer.
las principales caracteristicas son la presencia de nudos c
agregados intracelulares neurofibrales de la proteina asociada @
microtubulos, Tau, la cual esta hiperfosforilada y carbonilada;
también se encuentran placas o depositos extracelulares de
péptidos precursores de B-amiloide debido a que el
procesamiento proteolitico disminuye, probablemente porque el
sustrato esté carbonilado”.

Por otro lado, se han detectado blancos de carbonilacion que
pueden ser importantes en determinar el mecanismoy larelacion
entre el dafio oxidativo y la muerte neuronal. Los blancos
identificados son glutamino sintasa, hidrolasa L-1 ubiquitina C-
terminal, proteina 2 relacionadaa dihidropirimidinasay 0-enolasa.
Con base en estos blancos, los mecanismos de muerte neuronal
puedenserladisminucion de energia, inhibicién dela degradacion
por el proteosoma y acortamiento de la longitud dendritica con
laconsecuente disminucion de lacomunicacion interneuronal®*.

v. Cataractogénesis. Existe un aumento dependiente de la edad
del paciente en la carbonilacion de las proteinas de la retine
humana, lo cual predetermina la aparicion de cataratas. Esta
evidencia ha sido apoyada por los cambios fisicos observados
en el cristalino de vacas expuestos in vitro a sistemas de OCM,
que asemejan a los ocurridos en muestras de ojos con
cataratas®®2,

CONCLUSIONES

A pesar del avance que en poco tiempo se ha tenido en el
entendimiento de la oxidacion proteica, todavia quedan muchas
preguntas abiertas. Quimicamente la causa de la oxidacion de
proteinas es todavia ambigiia, pues aunque los mecanismos de
oxidacion de ciertos grupos pueden ser predecidos, exister
limitantes experimentales para determinarlos. Incluso el probar
un mecanismo preferencial de oxidacion para una proteina no
proporcionaria reglas generales, pues el ambiente quimico de
cada sustrato es diferente depeniendo de las estructuras primaria.
secundaria y terciaria de cada proteina, y ain mas si exister
cofactores metalicos coordinados. Todos estos factores que
hacen a una proteina unica para su funcioén tienen como
consecuenciaque un mismo grupo quimico presente un potencial
redox diferente y, por lo tanto pueda o no participar de la
oxidacionpor EROs.
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La posibilidad de predecir blancos proteicos de oxidacion en
ciertas circunstancias, tal vez seria de mas relevancia a nivel
fisioldgico. Sin embargo, con parametros de la cinética clasica
esto ha resultado poco representativo de lo que sucede in vivo.
Todas estas variables ofrecen sin duda un campo interesante
para la investigacion de la quimica de la oxidacion proteica.

El haber determinado que las chaperonas moleculares, ciertos
factores de elongacion y algunas enzimas del Ciclo de Krebs son
invariablemente blancos de oxidacion en diversos sistemas
bioldgicos sugiere que la oxidacion no es al azar ni obedece
reglas cinéticas; en cambio podria actuar especificamente y
limitar celularmente ciertos procesos como la sintesis de nuevas
proteinas, y el metabolismo energético para evitar que se sigan
acumulando electrones en enzimas con fugas que potencialmente
pueden producir una mayor produccion de EROs y por lo tanto
mas estrés oxidativo.

Las consecuencias fisiologicas de la oxidacion de proteinas es
aln un tema de gran debate pues en la mayoria de los casos no
puede definirse con precision si la oxidaciéon es causa o
consecuencia. Lo quees claro es la correlacion encontrada entre
envejecimiento, la disminucion en la capacidad de division
celular o reproduccion y ciertas patologias con el aumento de
proteinas oxidadas.

Molecularmente, la posibilidad de que la oxidacion sea un
antecedente de laubiquitinacion parala degradacion de proteinas
representaria un mecanismo de marcaje no explorado y atn
utilizado no s6lo en bacterias sino posiblemente en eucariontes.
No obstante, el reconocimiento de oxidacion per se debe ser
demostrado antes de proponer dicho mecanismo.

Otro aspecto importante que podria conllevar un mecanismo de
preservacion es el bloqueo de la viabilidad o capacidad
reproductivacuando el proteoma en general se encuentra oxidado.
Posiblemente sea una forma de prevenir el “heredar” proteinas
danadas o una simple consecuencia del deterioro de la actividad
metabolica general.

A nivel de diagndstico clinico es de poca relevancia pues
muchas enfermedades ocasionan la oxidacion inespecifica de
proteinas de plasma. A menos que se encontraran blancos
especificos e invariables en fases tempranas de alguna enfermedad
esta herramienta molecular podria ser utilizada en diagnosis.

Sin duda, la oxidacion de proteinas representa un campo amplio
de investigacion dirigida a responder problemas concretos que
tienen relevancia directa en la fisiologia de todo ser vivo. La
utilizacién de disparos de estrés oxidativo como sefial de
diferenciacion celular pudiera ser sélo uno de los procesos
programados en los que la célula utiliza la oxidacién como
marcaje. Finalmente, aunque las tendencias actuales indican que
la oxidacion de proteinas sera estudiada con mas énfasis desde

el punto de vista fisioldgico, existen todavia varias incognitas,
como loes silaoxidacion es suficiente para provocar agregacion
proteica, que deben ser exploradas.
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