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Resumen 
 
 
En situaciones de estrés oxidativo se generan lípidos electrofilos que pueden 

unirse covalentemente a proteínas y modificar su estructura y función. Entre 

estos lípidos se encuentran las prostaglandinas con estructura 

ciclopentenona (cyPG). Las cyPG son metabolitos del ácido araquidónico 

que pueden forman aductos con tioles celulares por adición de Michael. Las 

cyPG 15-desoxi-Δ12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2) y PGA1 ejercen 

potentes efectos anti-inflamatorios, antivirales y pro- o antiproliferativos. 

Estos efectos son debidos en parte a la modificación de proteínas. Aunque 

poseen estructuras muy diversas, frecuentemente se asume que las cyPG 

poseen las mismas dianas y efectos biológicos. Hemos usado derivados 

biotinilados de estas cyPG (15d-PGJ2-B y PGA1-B) para identificar 

mediante abordajes proteómicos nuevas dianas proteicas cuya modificación 

pudiera contribuir a los efectos de las cyPG. Hemos observado diferencias 

cuantitativas y cualitativas en la unión de distintas cyPG a proteínas 

celulares, que están relacionadas con su diferente reactividad en presencia 

de glutation, que reduce la incorporación de cyPG a proteínas. Hemos 

caracterizado la unión de 15d-PGJ2 y PGA1 a la proteína H-Ras, 

comprobando que estas cyPG se unen preferentemente a residuos diferentes. 

Por otra parte, mediante fraccionamiento subcelular y análisis posterior 

mediante espectrometría de masas de fracciones enriquecidas en proteínas 

biotiniladas,  hemos identificado posibles proteínas diana de PGA1-B entre 

las que hemos encontrado proteínas  estructurales, enzimas glucolíticas, 

chaperonas y enzimas implicadas tanto en la síntesis como en la 

degradación de proteínas. Además hemos identificado proteínas que resultan 

modificadas selectivamente por 15d-PGJ2-B o PGA1-B. Una de las 

proteínas que se modificarían selectivamente por PGA1-B es la aldosa 

reductasa, que desempeña un importante papel en la respuesta inflamatoria y 

en el desarrollo de complicaciones de la diabetes. La identificación de 

nuevas dianas  podría contribuir a dilucidar el mecanismo de acción y el 

potencial terapéutico de los compuestos con estructura ciclopentenona. 
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Introducción 

Las prostaglandinas con estructura ciclopentenona, son eicosanoides generados 

a partir del ácido araquidónico. Algunos eicosanoides son  lípidos electrófilos y 

desempeñan un papel fundamental en procesos fisiopatológicos tales como la 

inflamación o el estrés oxidativo. Entre ellos se encuentran los prostanoides 

con estructura ciclopentenona (cyP), que pueden formar aductos covalentes con 

residuos de cisteínas en proteínas mediante un proceso denominado adición de 

Michael. En  estudios farmacológicos, los cyP han mostrado potentes efectos 

protectores en modelos de inflamación o de daño tisular. Uno de los principales 

mecanismos de efectos anti-inflamatorios es la modificación covalente de 

cisteínas presentes en proteínas implicadas en la modulación de la inflamación, 

como NF-ĸB y AP-1. En los últimos años, ha despertado un gran interés la 

identificación de posibles proteínas diana de los prostanoides electrófilos, cuya 

modificación pudiera estar implicada en sus efectos beneficiosos y que podrían 

constituir nuevas dianas terapéuticas.  

 

1. GENERACIÓN DE EICOSANOIDES. 

Los eicosanoides (del griego eicosa = “veinte”) engloban toda una serie de 

mediadores lipídicos derivados del ácido araquidónico (AA), ácido graso poli-

insaturado de 20 átomos de carbono. Entre ellos se encuentran compuestos de 

potente actividad biológica como las prostaglandinas (PGs), tromboxanos 

(TXs), leucotrienos (LTs) y lipoxinas (Funk, 2001). El AA se ingiere en la 

dieta o se deriva de la metabolización de dos ácidos grasos esenciales de 18 

átomos de carbono, el ácido linoleico y el ácido α-linolénico. El AA se 

almacena formando parte de los glicerofosfolípidos de membrana, esterificado 

en la posición 2 y se libera junto al lisofosfolípido correspondiente en respuesta 

a distintos estímulos físicos, químicos o mecánicos que pueden variar de un 

tipo celular a otro. En respuesta a estos estímulos se activan varias fosfolipasas, 

en concreto la fosfolipasa A2 (PLA2)  que libera el AA de las membranas 

celulares. De entre las diferentes isoformas existentes de esta enzima, la PLA2 

citosólica (cPLA2) es la que está principalmente involucrada en la liberación de 

AA. La concentración de AA libre intracelular en estado de reposo es muy baja 

y está controlada parcialmente por dos actividades enzimáticas que lo 
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reincorporan a los lípidos de membrana: la araquidonil-coenzima A sintasa 

(araquidonil CoA sintasa) y la araquidonil-CoA transferasa. La primera realiza 

la esterificación del ácido graso con el coenzima-A y la segunda añade el éster 

CoA a la posición 2 de un lisofosfolípido que suele ser la lisofosfatidilcolina o 

el lisofosfatidilinositol. Sin embargo, las características moleculares del AA y 

en particular la presencia de cuatro dobles enlaces en posición cis lo hacen 

susceptible de reaccionar con la molécula de oxígeno. Esto puede ocurrir de 

manera  no enzimática, contribuyendo al estrés oxidativo mediante la 

formación de isoprostanos (Roberts, 2005), o a través de tres vías diferentes: la 

vía de las ciclooxigenasas (COX) que da lugar a compuestos como las PGs y 

los TXs, la vía de las lipooxigenasas (LO) (Kuhn, 2005) que dan lugar a los 

ácidos hidroxieicosatetraenicos (HETEs) y a los leucotrienos y las 

epoxigenasas o citocromos P450 que originan ácidos epoxieicosatrienoicos 

(EETs) e isómeros de los HETEs. Estas diferentes vías de señalización celular 

se encuentran distribuidas de forma variable en los diferentes tipos celulares y 

se activan en respuesta a estímulos de naturaleza variada transformando el AA 

a eicosanoides, metabolitos que ejercen potentes acciones biológicas de amplio 

espectro. 

 

 

Tanto las PG como los leucotrienos pueden tener marcados efectos pro-

inflamatorios  y dar lugar a la vasodilatación, edema, fiebre, dolor, etc. 

Algunos isoprostanos pueden contribuir al daño oxidativo induciendo una 

modificación y agregación anómala de proteínas y/o ejercer efectos anti-

inflamatorios (Musiek, 2005a). Otros eicosanoides, como las prostaglandinas 

ciclopentenonas (Straus, 2001) y las lipoxinas ejercen también efectos anti-

inflamatorios, como la inhibición de la generación de citoquinas pro-

inflamatorias y de la quimiotaxis y la transmigración de los neutrófilos y la 

estimulación de su fagocitosis por parte de monocitos-macrófagos. Así pues, 

los eicosanoides desempeñan importantes papeles fisiológicos y además de su 

papel en inflamación, están implicados en la fisiopatología de la diabetes, 

cáncer, arteriosclerosis e hipertensión (Capdevila, 2001).  
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 Esquema 1. Metabolismo del ácido araquidónico. Esquema donde 
se muestran algunos de los productos principales de la vía de las 
ciclooxigenasas (COX), lipooxigenasas (LOX) y epoxigenasas. 

 

 

 

 

1.1 Vía de las ciclooxigenasas (COX). 

 

El ácido araquidónico, por acción de las ciclooxigenasas, da lugar a 

compuestos endoperóxidos cíclicos inestables como la PGG2 y la PGH2, que 

por vía enzimática dan lugar a otros metabolitos como las prostaglandinas 

PGF2α, PGE2, PGI2 (prostaciclina), PGD2, PGA2 y tromboxano A2 (TXA2) 

(Samuelsson, 1979). La tromboxano sintasa se ha encontrado principalmente 

en plaquetas y macrófagos, la prostaciclina sintasa en células endoteliales, la 

PGF sintasa en útero y la PGD sintasa en cerebro y mastocitos (Funk, 2001). 

 

 

Se han descrito tres isoformas diferentes de ciclooxigenasas: COX-1, 2 y 3. La 

COX-1 es la forma constitutiva de la enzima y se encuentra presente en casi 

todos los tejidos, aunque sus niveles de expresión son más elevados en el 
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estómago, riñón, células endoteliales y plaquetas. La activación de COX-1 

tiene varias funciones fisiológicas, como por ejemplo la producción de 

prostaciclinas (PGI2 y PGI3), que cuando son liberadas por el endotelio son 

antitrombogénicas y cuando se liberan por la mucosa gástrica son 

citoprotectoras. La COX-2 es una isoenzima inducible que puede ser expresada 

prácticamente por cualquier célula o tejido como respuesta a citoquinas pro-

inflamatorias, promotores tumorales o factores de crecimiento. La estructura de 

la COX-2, se asemeja bastante a la de la COX-1, existiendo pequeñas 

diferencias en el lugar de acoplamiento del ácido araquidónico. El sitio activo 

de la COX-2 es de tamaño algo superior, y puede así acomodar estructuras de 

mayor tamaño que la COX-1. Ambas enzimas, tienen pesos moleculares 

idénticos de 71 kDa y una homología estructural del 60% (Vane, 1998). 

 

En los últimos años se ha descrito una tercera isoforma de COX, la 

ciclooxigenasa 3 (COX-3) (Willoughby, 2006), que se ha localizado en el 

sistema nervioso central y en la aorta humana principalmente. Se genera por 

procesamiento alternativo del gen codificante para COX-1. Se ha comprobado 

que posee un 80 % menos de actividad ciclooxigenasa que la COX-1 

(Berenbaum, 2004). 
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PGE2

PGF2

PGD2

PGJ2

15d-PGJ2
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PGI2

PGA2

COX2O2
2e-

Reductasa Tromboxano sintasa
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Esquema 2. Vía de la COX. Síntesis de prostaglandinas y tromboxanos.  

 

 

 

 10 



Introducción 

 

1.1.1 Prostaglandinas. 

 

Las prostaglandinas son eicosanoides que pueden ejercer efectos autocrinos o 

paracrinos, al unirse a receptores específicos acoplados a proteínas G con siete 

dominios transmembrana. Así, se han descrito cuatro receptores para la PGE2 

(EP1-EP4),  dos en el caso de la PGD2 (DP1 y DP2) y un tercero que se ha 

descrito recientemente, el CRTH2 que incluye como ligandos, además de la 

PGD2, al TXA2 y a la indometacina, una droga no esteroidea con efectos anti-

inflamatorios (Sandig, 2006). También se ha descrito un receptor al que se une 

la PGF2, PGI2 y tromboxano A2 (FP, IP y TP, respectivamente) (Narumiya, 

2001). Algunas prostaglandinas pueden deshidratarse en un proceso en el cual 

no media ninguna enzima dando lugar a las prostaglandinas ciclopentenonas 

(cyPG). 

 

Ciertas prostaglandinas ciclopentenonas poseen la capacidad de unirse a 

receptores nucleares como peroxisome-proliferator activated-receptors (PPAR-

γ) (Forman, 1995) y regular los procesos inflamatorios (Zingarelli, 2005) y el 

metabolismo lipídico. Las cyPG también pueden actuar por mecanismos 

independientes de receptor, como se comentará más adelante. 

 

 Así pues, podríamos concluir comentando que los prostanoides son potentes 

mediadores y moduladores de la inflamación  y coagulación (Tilley, 2001),  

reguladores del tono vascular y con una importante  implicación en procesos 

reproductivos (Gibb, 1998). 

 

 

1.2 Vía de las lipooxigenasas. 

 

1.2.1 Leucotrienos 

 

El ácido araquidónico puede ser metabolizado por la 5-LO formando el ácido  

5-hidroperoxieicosatetranoico (5-HPETE) y el leucotrieno LTA4. El LTA4 

mediante la LTA4 hidrolasa da lugar al LTB4, un potente quimioatrayente de 
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neutrófilos (Harvath, 1991) y estimulador de la adhesión de leucocitos sobre 

las células endoteliales (Eriksson, 2004). El LTA4 puede ser también 

convertido por la LTC4 sintasa en LTC4, y este puede dar lugar a su vez a 

LTD4 y LTE4. Los leucotrienos son sintetizados principalmente en células 

inflamatorias como leucocitos polimorfonucleados, macrófagos y mastocitos. 

Sus efectos biológicos dependen de su interacción con receptores específicos. 

Se han caracterizado cuatro receptores de siete dominios transmembrana  

acoplados a proteínas G. Hay dos receptores para el LTB4, el BLT1 que es el de 

alta afinidad y el BLT2 de baja afinidad (Tager, 2003), y dos receptores para el 

LTC4, LTD4 y LTE4 (Kanaoka, 2004). También se ha descrito que el LTB4 

puede interactuar con el receptor nuclear PPAR-α e inducir la expresión de 

genes implicados en la β-oxidación de ácidos grasos (Latruffe, 1997). Los 

leucotrienos son vasoconstrictores, broncoconstrictores y mediadores en los 

procesos inflamatorios. 

 

1.2.2 Lipoxinas 

 

Las lipoxinas A4 y B4 son sintetizadas a partir  del 5-epoxitetraeno por la 

acción de la 15-LO, 5-LO y LXA4 y LXB4 hidrolasas respectivamente o por 

interacciones de la 5-LO y 12-LO. Existe una tercera vía de formación de 

lipoxinas (Serhan, 1999) cuyos productos principales son la 15-epi-LXA4 y 15-

epi-15-LXB4. Ambas son formadas por acción de la 5-LO durante la fase de 

resolución de la inflamación. Por otra parte, cuando la aspirina acetila el sitio 

activo de la COX-2, ésta transforma el ácido araquidónico en ácido 15(R)-

hidroxieicosatetraenoico (15(R)-HETE), que cuando es liberado por las células 

endoteliales y epiteliales es transformado por la 5-LO en los productos 

anteriormente descritos (15-epi-LXA4 y 15-epi-15-LXB4). 

 

 

1.2.3. Otros eicosanoides generados por lipooxigenasas. 

 

Las lipooxigenasas también pueden actuar sobre el carbono 18 del ácido 

linoleico dando lugar al ácido 13-hidroxioctadecanoico (13-HODE). También 

la 15-LO puede catalizar  la transformación del ácido dihomo-γ-linoleico 
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(DGLA) al ácido 15 hidroxieicosatrienoico (15-HETrE). Estos compuestos 

poseen efectos anti-proliferativos y anti-inflamatorios actuando en las cascadas 

de señalización activadas por la proteína kinasa C (PKC) (Ziboh, 2002). 

 

 

1.3 Isoprostanos. 

 

Los isoprostanos  son eicosanoides que son formados por peroxidación de 

ácido araquidónico debido a la acción de radicales libres (Milne, 2006; 

Montuschi, 2007). A diferencia de las prostaglandinas, no requieren de la 

acción de la COX para su formación, y son formados in situ, esterificados a 

fosfolípidos, y adquieren su forma libre por la acción de fosfolipasas.  

 

Cuando los radicales libres atacan al ácido araquidónico se forman una serie de 

intermediarios que son reducidos a formas químicamente estables denominadas 

F2-isoprostanos. Entre ellos, podemos destacar las series 5-, 8-, 12-, 15- F2 

isoprostanos dependiendo de la localización de su grupo hidroxilo (Morrow, 

2000). Dependiendo de la localización del anillo ciclopentano, pueden 

formarse otros isoprostanos de tipo D2, E2, A2, I2 o isotromboxanos. Algunos 

isoprostanos también pueden deshidratarse dando lugar a prostanoides 

electrófilos con estructura ciclopentenona (Roberts, 2002). Los isoprostanos 

están implicados en enfermedades vasculares,  así como en múltiples 

patologías relacionadas con el estrés oxidativo y la peroxidación lipídica 

(Musiek, 2005c). En concreto, se ha visto, que la serie de isoprostanos 15-F(2) 

y E(2) median en procesos de vasoconstricción. 15-F(2t)-isoprostanos inducen 

mitogénesis en células de la musculatura lisa y adhesión de monocitos en 

células endoteliales (Cracowski, 2006). 
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1.4 Otros lípidos electrófilos 

 

En situaciones de inflamación y estrés oxidativo pueden generarse otra serie de 

mediadores lipídicos que pueden derivar del AA o de otros ácidos grasos 

poliinsaturados, algunos de los cuales poseen grupos carbonilos insaturados 

con capacidad para formar aductos con grupos tioles. Entre estos compuestos 

cabe destacar los ácidos 5- y 15- eicosatetranoico, los ácidos 9- y 13- 

octadienoico (Shiraki, 2005), varias 15-keto-prostaglandinas, fosfolípidos 

epoxiciclopentanos (Birukov, 2004; Subbanagounder, 2002) y neuroprostanos 

(Musiek, 2005b). Estos lípidos actúan a través de varios mecanismos, muchos 

de ellos desconocidos. Por otro lado, el papel de aldehidos α,β-insaturados 

como el 4-hidroxi-nonenal  (HNE) y la acroleína está muy estudiado. Se ha 

comprobado que son productos generados por la peroxidación lipídica y 

pueden reaccionar tanto con grupos tioles mediante adición de Michael como 

con grupos amino formando bases de Schiff.  

 

Todos estos compuestos poseen una gran variedad de efectos biológicos 

(Dianzani, 2003; Kehrer, 2000). En diversos estudios, se ha observado que 

concentraciones bajas (namomolares) de estos compuestos ejercen un efecto 

protector frente a estrés oxidativo, y a concentraciones altas (micromolares) 

pueden desencadenar apoptosis (Ceaser, 2004). Compuestos como el HNE son 

capaces de reaccionar con proteínas sensibles a la modificación por cyPG  

(Levonen, 2004; Moos, 2003).  
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2. PROSTAGLANDINAS CICLOPENTENONAS 

 

Las prostaglandinas ciclopentenonas (cyPG) son eicosanoides endógenos 

formados por deshidratación espontánea de otras prostaglandinas. Las 

prostaglandinas de la serie A se forman por deshidratación de la PGE, mientras 

que las prostaglandinas de la serie J se forman por deshidratación de la PGD2.  

Las cyPG han sido detectadas en múltiples fluidos biológicos y tejidos (Straus, 

2001). PGA1 y PGA2 fueron descubiertas en plasma seminal y en riñón 

respectivamente, y fueron identificadas como productos de deshidratación de 

derivados de PGE in vitro (Granström, 1980). Otros eicosanoides derivados de 

la PGD2 fueron identificados en fluidos biológicos como la 15-deoxi-∆12,14-

PGJ2, la cual fue generada a partir de PGD2 en presencia de albúmina 

(Fitzpatrick, 1983), y ∆12-PGJ2 fue localizada al incubar PGD2 en presencia de 

plasma humano (Kikawa, 1984) y también fue localizada en orina humana 

(Hirata, 1988). 

 

 

Ciclooxigenasas
(COX-1 y COX-2)
Ciclooxigenasas
(COX-1 y COX-2)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Esquema 3. Generación de algunas prostaglandinas 
ciclopentenonas.  
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2.1 Efectos de las cyPG. 

 

La característica principal de las cyPG es la presencia en su estructura de 

carbonos electrófilos altamente reactivos. Esta estructura particular fue 

identificada como un factor importante para los efectos biológicos de estas 

cyPG. Todas ellas tienen en común un grupo carbonilo α,β-insaturado en el 

anillo ciclopentano. Algunas prostaglandinas ciclopentenonas, como la 15-

desoxi-∆12,14- PGJ2 (15d-PGJ2) y la ∆12-PGJ2, poseen una estructura de dienona 

con dos carbonos electrófilos. Entre las principales acciones de estas 

prostaglandinas destacan sus efectos antitumorales (Kato, 1986). Las cyPG 

inhiben el crecimiento de algunas líneas celulares transformadas (Ikai, 1987). 

Esta inhibición está frecuentemente asociada a una inducción de la apoptosis 

(Kim, 1993). Sin embargo, se ha comprobado que en algunos tipos celulares, 

algunas cyPG como la 15d-PGJ2 pueden inducir proliferación, como es el caso 

de células mesangiales (Rovin, 2002), fibroblastos NIH-3T3 (Oliva, 2003) y 

células de cáncer de colon (Chinery, 1999). En algunos modelos 

experimentales, las cyPG han mostrado efectos bifásicos, a concentraciones 

bajas en el rango nanomolar,  se ha visto que ejercen efectos protectores sobre 

proliferación (Matsuo, 2004; Nencioni, 2003) y efectos citotóxicos a niveles 

altos (Musiek, 2005b). 

 

El estudio de los efectos biológicos de estos compuestos ha mostrado efectos 

protectores en modelos celulares y animales en situaciones de inflamación y 

daño tisular. Se han descrito efectos protectores de 15d-PGJ2 frente a daño 

renal por isquemia reperfusión  (Lin, 2006), en modelos de artritis (Kawahito, 

2000), de enfermedades inflamatorias intestinales (Su, 2001; Wada, 2000), de 

Alzheimer (Combs, 2000; Muñoz, 2005), de encefalomielitis experimental 

autoinmune (Diab, 2002), etc. En algunos casos, los efectos protectores están 

relacionados con la inhibición de NF-ĸB y AP-1 y con la capacidad de cyPG 

para modificar residuos de cisteína de proteínas (Pérez-Sala, 2003). 

 

Otro de los efectos de las cyPG más extendido es la inducción de respuesta de 

choque térmico, ya que ésta desempeña un papel protector frente a diferentes 

tipos de estrés. Las cyPG inducen la activación del factor de choque térmico 1 
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(HSF-1) y la expresión de la proteína de choque térmico 70 kDa (HSP 70) 

(Amici, 1992) generando un efecto citoprotector durante la hipertermia y la 

infección viral (Santoro, 1997). PGA1 está implicada en la asociación de la 

inducción de la respuesta de choque térmico con el aumento de la expresión de 

la subunidad inhibidora del factor de transcripción NF-ĸB, IĸBα. 15d-PGJ2 y  

PGA1  inducen la expresión de  IĸBα (Castrillo, 2000; Rossi, 2000). Estos 

fenómenos podrían contribuir a los efectos protectores de las cyPG. 

 

Las cyPG también se han visto implicadas en la regulación del estado redox. Se 

ha comprobado que concentraciones micromolares bajas de 15d-PGJ2 

incrementan las concentraciones intracelulares de GSH. Este efecto esta 

mediado por un incremento en la expresión de la enzima glutamato-cisteína 

ligasa (Levonen, 2001), mientras que las cyPG a concentraciones más altas 

ejercen una inhibición. En otros casos se ha observado que inducen estrés 

oxidativo (Hortelano, 2000; Kondo, 2001). Por ejemplo, en algunos tipos 

celulares como los macrófagos, la generación de anión superóxido aumenta 

después del tratamiento con 15d-PGJ2, y esto, en presencia de altas 

concentraciones de NO, da lugar a la formación de peroxinitrito que causa 

disfunciones mitocondriales y apoptosis. La inducción de estrés oxidativo 

también se ha visto implicada en el aumento en la expresión de la hemo 

oxigenasa  (Alvarez-Maqueda, 2004) que puede ser también debido a la 

modificación directa de cisteínas de Keap1 (Itoh, 2004), activando así a Nrf2. 

 

Uno de los hallazgos más relevantes en el estudio de los efectos de cyPG ha 

sido su identificación como ligandos del receptor nuclear  “peroxisome-

proliferator activated-receptor” (PPAR-γ) (Forman, 1995), el cual regula el 

metabolismo de lípidos y la diferenciación de adipocitos. Muchos de los 

agonistas de PPAR han sido implicados como reguladores negativos de la 

inflamación.  En algunos modelos animales se ha observado que la activación 

de PPAR podría contribuir a los efectos de cyPG (Colville-Nash, 1998; 

Nosjean, 2002). 
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Existe un cierto debate en cuanto a la relevancia fisiológica de los efectos 

protectores de las cyPG, debido a que se precisan  concentraciones más altas 

que las detectadas en sistemas biológicos.  Una de las causas de esta 

discrepancia podría ser la elevada reactividad de estos compuestos a la hora de 

reaccionar con tioles celulares, de forma que los niveles de cyPG detectables 

son muy inferiores a los niveles totales. Concentraciones en el rango 

micromolar inhiben la proliferación celular e inducen apoptosis (Gilroy, 2004; 

Trivedi, 2006), mientras que concentraciones inferiores a 0,1 μM de 15d-PGJ2 

inducen quimiotaxis de eósinófilos (Kobayashi, 2005) e inhiben la expresión 

de IL-1β (Berry, 2005).  

 

Durante estos últimos años se ha estudiado la generación de prostaglandinas 

endógenas en modelos de inflamación. Se han detectado concentraciones en el 

rango nanomolar de 15d-PGJ2 y PGD2 en exudados pleurales de ratones 

tratados con carragenina (Gilroy, 1999), así como concentraciones variables en 

el rango micromolar en macrófagos pre-tratados con selenio y/o 

lipopolisacárido (LPS) (Vunta, 2007). También se han observado 

concentraciones nanomolares en células neuronales estimuladas con glutamato 

(Liang, 2005). 

 

El posible planteamiento del uso terapéutico de dichos compuestos y el 

desarrollo de fármacos basados en la estructura ciclopentenona, hacen 

necesaria la identificación de las dianas de cyPG y el estudio de su 

selectividad. 

 

2.2 Mecanismos de acción de cyPG. 

 

2.2.1 Activación de PPAR.  

 

Algunas cyPG, como 15d-PGJ2 y PGA1 pueden actuar como agonistas de 

PPAR (α, β y γ) (Bishop-Bailey, 2003). Se ha propuesto que 15d-PGJ2 sería 

capaz de activar PPARα y γ, reducir, por ejemplo, la activación de macrófagos 

por inhibición de genes pro-inflamatorios como iNOS  (Ricote, 1998) o la 

liberación de citoquinas pro-inflamatorias por los monocitos (Jiang, 1998). El 
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PPAR activado puede interferir con la actividad de otros factores de 

transcripción como NF-ĸB, AP-1, STAT-1 y NFAT por competición con 

cantidades limitantes de coactivadores (Li, 2000), o en la modulación en la 

expresión de citoquinas pro-inflamatorias (Delerive, 1999). Estudios 

moleculares han demostrado que PPAR γ puede interferir in vitro en vías en la 

que interviene NF-ĸB, por interacción física con la subunidades p50 y p65 

(Chung, 2000). Al igual que PPAR γ, PPAR α puede inhibir AP-1 por 

interacción con c-Jun (Delerive, 1999). La activación de promotores de genes 

codificantes de proteínas pro-inflamatorias como la iNOS depende de la 

interacción entre miembros de varias familias como AP-1, STAT o NF-ĸB. 

15d-PGJ2 podría inhibir la interacción de estos factores de transcripción con los 

promotores en una vía dependiente de PPAR γ (Ricote, 1998).  

 

 Por otro lado, se ha observado apoptosis y muerte celular en modelos celulares 

deficientes en PPAR γ al ser tratados con cyPG (Erl, 2004). Además, algunos 

efectos de cyPG se producen en presencia de antagonistas de PPAR (Sánchez-

Gómez, 2004). Esto podría sugerir que ciertos efectos de estos prostanoides  

podrían ser independientes de la activación de PPAR.  

 

 

2.2.2  Modificación de proteínas por cyPG. 

 
Las cyPG  pueden formar aductos covalentes con tioles celulares, como tioles 

libres de residuos de cisteína en proteínas y glutation (GSH)  a través de 

adición de Michael (Noyori, 1993). La modificación de proteínas por cyPG 

podría alterar la funcionalidad de las mismas. El GSH, es uno de los tioles 

celulares más importantes, y se ha postulado como uno de los factores más 

importantes en la regulación de los efectos de las cyPG.   

 

Las primeras evidencias de la unión covalente de cyPG a proteínas se 

obtuvieron usando prostaglandinas radiactivas. En estos estudios se descubrió 

que dichos compuestos podían tener diferente distribución intracelular y 

distinta estabilidad en la unión a estructuras polipeptídicas (Narumiya, 1987). 

Más tarde, en experimentos llevados a cabo con células incubadas con 
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análogos biotinilados de cyPG, procesados mediante Western blot con 

estreptavidina peroxidasa, se observó la presencia de polipéptidos celulares que 

habían incorporado biotina a sus estructuras (Parker, 1995). Aunque la 

modificación de tioles de bajo peso molecular por cyPG parece ser un 

fenómeno reversible, la modificación de proteínas es considerada irreversible 

en condiciones fisiológicas (Noyori, 1993). Nuestro grupo evidenció por 

primera vez la interacción entre cyPG y una proteína conocida. Pudimos 

observar  la unión de 15d-PGJ2 biotinilada a la subunidad p50 del factor de 

transcripción NF-ĸB (Cernuda-Morollón, 2001). La estabilidad de estos 

aductos se ha relacionado con la reducida movilidad molecular de los mismos 

en biomatrices de polímeros. Sin embargo, la estabilidad podría también 

depender de la estructura de cyPG. Desde los primeros estudios se observó que 

las cyPG no se unían de manera similar a todas las proteínas celulares. 

 

Algunas de las proteínas modificadas por estos prostanoides, están implicadas 

en la modulación de la inflamación como NF-ĸB (Straus, 2000). Se ha 

postulado el efecto inhibidor de cyPG sobre la actividad de AP-1 en diversos 

estudios (Fahmi, 2001; Ricote, 1998). Recientemente, nuestro grupo ha 

demostrado mediante análisis de espectrometría de masas y empleando 

derivados biotinilados de 15d-PGJ2 tanto in vitro como en células, que 15d-

PGJ2 puede unirse covalentemente a la subunidad de c-Jun a través de la 

cisteína 269 y a la subunidad c-Fos inhibiendo la unión a DNA de ambas.  

También es interesante destacar la modificación de proteínas encargadas del 

mantenimiento del estado redox de la célula, como la tioredoxina (Shibata, 

2003), o la tioredoxina reductasa (Moos, 2003). También podemos encontrar 

proteínas fundamentales para el desarrollo y proliferación celular como H-Ras 

(Oliva, 2003). Es interesante destacar también la modificación de Keap1 por 

cyPG (Itoh, 2004; Levonen, 2004). Keap1 es una proteína citosólica que puede 

encontrarse unida al factor de transcripción Nrf2 manteniéndolo inactivo. Nrf2 

es fundamental en la activación de genes cuyos promotores contienen los 

llamados “elementos de respuesta antioxidante” (ARE) y se activan en 

situaciones de estrés oxidativo y en presencia de compuestos electrófilos en la 

célula. Keap1, no sólo mantiene inactivo al factor de transcripción Nrf2, sino 

que también actúa de señal para la ubiquitinación del mismo y su posterior 
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degradación por el proteasoma (Zhang, 2003). Keap1 es una proteína rica en 

cisteínas, de las cuales, la cisteína 273 y la 288 parecen ser críticas en la 

regulación de la actividad de Nrf2. Se ha visto recientemente que Keap1 puede 

ser modificada por compuestos electrófilos generados por oxidación lipídica, 

incluyendo cyPG. La modificación de grupos tioles de Keap1  induce la 

disociación de Nrf2 y la activación de los ARE (Levonen, 2004; Wakabayashi, 

2004). Por otro lado, el uso de derivados biotinilados de 15d-PGJ2  ha 

demostrado la formación de aductos con Keap1  (Itoh, 2004; Levonen, 2004), 

aunque todavía no han sido identificadas las cisteínas implicadas en dicha 

interacción. De este modo, la activación de Nrf2 por cyPG tiene importantes 

implicaciones en la inducción de la respuesta antioxidante, en la generación de 

enzimas de fase 2 y en la modulación de la inflamación. 

 

Es importante destacar, que no todas las cisteínas presentes en la estructura de 

las proteínas son susceptibles de modificación por cyPG. En dicha 

modificación, están implicados una serie de factores, como la estructura de la 

proteína diana y la naturaleza de los aminoácidos que rodean la cisteína, que 

estabilizan el aducto proteína-cyPG. La presencia de uno o dos carbonos 

electrófilos en la estructura de las cyPG, podría conllevar que en la 

modificación de proteínas por prostanoides electrófilos existiera una cierta 

selectividad. Estudios recientes en nuestro grupo han demostrado que el patrón 

de modificación de polipéptidos celulares por iodoacetamida biotinilada y 15d-

PGJ2-B es diferente (Sánchez-Gómez, 2004), lo cual indica que la reactividad 

de las cyPG es diferente de la de un reactivo general de tioles. Es importante 

destacar la presencia de patrones diferentes, pues indica que no todos los tioles 

libres se modifican y la existencia de una selectividad en la unión de cyPG a 

proteínas. Así pues, la caracterización funcional y estructural de estas proteínas 

diana podría proporcionar valiosa información sobre el mecanismo de acción 

de estas cyPG, así como sobre los factores implicados en la selectividad de 

estas modificaciones. 
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3. IMPORTANCIA DEL GSH EN EL EFECTO DE 

PROSTAGLANDINAS.  

 

El glutation reducido (GSH) es un tripéptido (L-γ-glutamil-L-cisteinilglicina) 

que juega un papel fundamental en la biología celular. Los niveles de GSH 

intracelular son unos perfectos indicadores de la funcionalidad y viabilidad 

celular. El rango de concentración normal en tejidos humanos oscila entre 0,1 y 

10 mM y a menudo, el descenso de los niveles de GSH es indicativo de 

múltiples anomalías, tales como cáncer, enfermedades neurodegenerativas y 

cardiovasculares principalmente (Pastore, 2003).  

 

Durante los últimos años se ha descrito ampliamente el papel del GSH en 

procesos fisiopatológicos (Cotgreave, 1998; Fratelli, 2002; Klatt, 2000). Su 

síntesis es indispensable para el buen desarrollo de la gastrulación en 

mamíferos (Shi, 2000). El GSH participa entre muchas otras funciones, en 

reacciones de transhidrogenación que conllevan la formación y el 

mantenimiento de los grupos sulfidrilos de otras moléculas como el coenzima 

A, y otras enzimas. Además, en su forma reducida es el encargado de aportar la 

capacidad reductora en ciertas reacciones, como en la formación de 

desoxirribonucleótidos  por la ribonucleótido reductasa. Los niveles de GSH 

podrían  modular la unión de cyPG a proteínas y contribuir a la selectividad de 

la modificación. 

 

3.1 Síntesis de GSH 

 

El GSH se sintetiza tanto en procariotas como eucariotas exclusivamente en el 

citosol en dos reacciones consecutivas dependientes de ATP. La primera, 

catalizada por la enzima g1utamato cisteína ligasa (GCL), conlleva la unión de 

los aminoácidos cisteína y glutamato para dar lugar a γ-glutamilcisteína. 

Posteriormente se une glicina por la acción de la GSH sintetasa (GS). La GCL 

controla la síntesis de GSH ya que resulta inhibida por retroalimentación 

negativa del propio GSH (Richman, 1975) y está regulada por la disponibilidad 

de L-cisteína (Deneke, 1989).  
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El hígado es el principal órgano de síntesis del GSH ya que  obtiene la cisteína 

directamente de la dieta o del catabolismo de proteínas. La cisteína se puede 

sintetizar a partir de metionina mediante la ruta de la transulfuración (Reed 

D.J., 1977). Estudios recientes en pacientes con Alzehimer y Parkinson, en los 

cuales se ha visto alterado el metabolismo del GSH,  sugieren que la vía de 

transulfuración también podría llevarse a cabo en el cerebro, además de en el 

hígado (Vitvitsky, 2006).  

 

BSO

--

BSO

--

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4. Ciclo del γ-glutamil para el transporte y síntesis de 
glutation. Adaptado de Meister y Anderson, 1983; aa, aminoácido; DP, 
dipeptidasa; BSO, butionina sulfoximina; GCL, γ-glutamilcisteína ligasa.

 

 

 

 

La enzima γ-glutamilcisteína ligasa es inhibida de manera específica por la 

butionina sulfoximina (Griffith, 1979). El GSH es exportado mediante la γ-

glutamil transpeptidasa, que es una enzima que se encuentra en las superficies 

externas de ciertas  células. Cuando esta enzima es inhibida, los niveles 

plasmáticos de GSH descienden. Existen transportadores específicos que 

exportan el GSH fuera de las células (Ookhtens, 1998). El GSH puede 

 23



Introducción 

transportarse al interior celular en forma de γ-glutamil o γ-glutamil-L-cisteína 

(Lash, 2005). El estado redox de la célula depende principalmente de las 

cantidades de GSH reducido/oxidado (GSH/GSSG). En condiciones normales, 

es la forma reducida la que predomina sobre la oxidada. 

 

3.2 Función detoxificante del GSH. 

Una de las funciones más relevantes del GSH reside en la detoxificación de 

múltiples compuestos, tales como peróxidos de hidrógeno, otros peróxidos, 

radicales libres, y la detoxificación de una amplia variedad de xenobióticos, 

que al reaccionar con GSH son eliminados a través de la orina o de las heces en 

forma de ácidos mercaptúricos (Townsend, 2003).  

 

La unión del GSH a diversos compuestos para su posterior detoxificación, tiene 

lugar a través del grupo tiol presente en su estructura. Éste, puede realizar un 

ataque nucleófilo sobre el centro electrófilo de un amplio espectro de 

compuestos (como los metabolitos reactivos formados por el sistema del 

citocromo P-450 y la mayoría de los plaguicidas) tanto de manera espontánea 

como catalizada por las glutation-S-transferasas (GSTs), resultando en la 

formación de productos menos tóxicos y facilitando su eliminación (DeLeve, 

1991). Las GSTs son una familia multigénica de isoenzimas que contienen una 

región hidrofóbica muy polimórfica para unirse a una gran variedad de 

sustratos electrófilos. En el hígado las GSTs representan del 5 al 10% de las 

proteínas solubles (Whalen, 1998), por lo que la detoxificación de 

contaminantes se produce principalmente en este órgano.  

 

La detoxificación de compuestos mediada por glutation se lleva a cabo 

fundamentalmente a través de proteínas de membrana denominadas MDR-1 

y/o MRP (multi drug resistance protein). La resistencia a múltiples fármacos y 

compuestos (Multidrug resistance –MDR), esta causada principalmente por la 

sobreexpresión de estas dos proteínas, lo cual constituye uno de los mayores 

obstáculos para la terapia química del cáncer. Se ha visto un aumento en la 

expresión de COX-1 y 2 e  iNOS en células cancerosas que habían adquirido 
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resistencia a ciertos fármacos (Fantappiè, 2002; Kang, 2005). Estudios 

recientes, han demostrado que el transporte de ciertos compuestos mediados 

por la MRP-1 dependerían del co-transporte con GSH (Morrow, 2006). 

 

 

3.3 Función antioxidante del glutation. 

 

La función detoxificante del GSH puede tener también consecuencias 

antioxidantes puesto que contribuye a la eliminación de productos procedentes 

de la peroxidación lipídica como hidroxialquenales mediante su conjugación 

por las glutation S-transferasas. Además, determinadas GSTs poseen actividad 

peroxidasa y son capaces de desactivar los productos de la peroxidación 

lipídica como bases de DNA oxidadas e hidroperóxidos lipídicos (Ketterer, 

1994). 

 

El GSH es capaz de reaccionar espontáneamente con HO-, N2O3 y ONOO- 

(Wink, 1998) y regenerar a la vitamina C y ésta a la E. Sin embargo, la 

eliminación de H2O2 y de otros peróxidos está catalizada por la glutation 

peroxidasa (GPx). Como consecuencia de estas reacciones el GSH se oxida a 

GSSG, el cual es reducido otra vez a GSH por la glutation reductasa (GR) a 

expensas de NADPH, formándose un ciclo redox. La principal ruta metabólica 

de regeneración del NADPH es por la vía de las pentosas fosfato, donde 

participan las enzimas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa y transaldolasa, pero hay otras enzimas que también pueden 

generar NADPH citosólico como la isocitrato deshidrogenasa y el enzima 

málico. 
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3.4 Función del GSH en la regulación de la actividad de proteínas 

mediante glutationilación de cisteínas. 

La glutationilación de proteínas (S-glutationilación) posee una gran relevancia 

en procesos fisiológicos y patológicos, ya que dicha modificación puede 

ejercer diversos efectos sobre la función de la proteína. Se trata de una 

modificación posttraduccional que regula la función de la proteína en respuesta 

a situaciones de estrés oxidativo. La unión reversible de GSH a  residuos de 

cisteína protege a la proteína de oxidaciones irreversibles de grupos tioles 

presentes en su estructura.  

La modificación de proteínas implicadas en cascadas de señalización pueden 

producir la activación de nuevas vías. En el caso de la proteína H-Ras, la unión 

de GSH a las cisteínas 181 y 184 del extremo carboxilo terminal activaría la 

cascada de señalizaciones iniciadas por ERK (Mallis, 2001). En muchas otras 

proteínas, si la cisteína se encuentra próxima al sitio activo de la proteína, 

como en la proteína tirosin fosfatasa 1B (PTP1B) (Barrett, 1999), la 

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Mohr, 1999) o proteína 

kinasa C (PKC) (Reddy, 2000), la S-glutationilación puede causar la 

inactivación de la proteína. La unión de GSH a los factores de transcripción c-

Jun y NF-ĸB inhibe su unión a DNA (Klatt, 1999; Pineda-Molina, 2001). 

La glutationilación reversible de actina en la cisteína 374 reduce la 

polimerización de los filamentos de G-actina en el citoesqueleto (Dalle-Donne, 

2003; Wang, 2001). Proteínas pertenecientes a la familia de las chaperonas de 

choque térmico (HSP) también se ha observado que son sensibles a la 

modificación por GSH, como  la HSP 27 (Eaton, 2002) y la HSP 70 (Hoppe, 

2004).  

Así pues, la glutationilación de proteínas es un fenómeno muy importante a la 

hora de estudiar la actividad y funcionalidad de las proteínas en respuesta a 

situaciones de estrés oxidativo, y como mecanismo regulador del estado redox 

celular.  
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3.5  GSH y cyPG. 

Como hemos introducido anteriormente, el GSH desempeña una serie de 

funciones vitales para el mantenimiento de la fisiología celular. Entre ellas, la 

capacidad para reaccionar con una amplia variedad de moléculas a través del 

grupo tiol. Entre estas moléculas se encuentran  lípidos reactivos, como las 

prostaglandinas ciclopentenonas. Es conocida la función reguladora del GSH 

sobre los efectos de las cyPG. La reducción de los niveles de GSH ha sido 

asociada en múltiples estudios con una potenciación de los efectos de cyP 

(Atsmon, 1990; Levonen, 2001). Por el contrario, el suplemento de cultivos 

celulares con N-acetil-cisteína, como precursor de la síntesis de GSH, reduce 

los efectos de cyPG (Zhang, 2004). Así pues, parece ser que existe una estrecha 

relación entre los niveles de GSH intracelular y los efectos de cyPG. 

La formación de aductos cyPG-GSH es un proceso reversible mientras que la 

unión de cyPG a proteínas resulta ser irreversible en condiciones fisiológicas. 

Diversos estudios han demostrado que las dienonas como la 15d-PGJ2 son tres 

veces más reactivas que las enonas sencillas a la hora de reaccionar con GSH 

unido a una matriz de Sefarosa. Los aductos de las dienonas con tioles solubles 

son menos estables que los formados con enonas (Noyori, 1993). 

La formación de aductos GSH-cyPG puede ocurrir de manera enzimática por 

acción de la glutation-S-transferasa, o bien de modo no enzimático. Los 

aductos GSH-cyPG son sustrato de múltiples transportadores que desempeñan 

un papel fundamental en la detoxificación de cyPG (Paumi, 2003). Los aductos 

cyPG-cisteínas podrían tener una cierta actividad biológica (Bickley, 2004), así 

como la presencia de aductos entre oxieicosanoides y GSH podrian reducir la 

actividad biológica de estos lípidos  o incluso dar lugar a nuevas acciones 

biológicas (Murphy, 2002). 
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4. PROTEÍNAS RAS 

 
 
Las proteínas Ras son componentes clave de las vías de transducción de 

señales que conectan la activación de los receptores de la superficie celular con 

los procesos transcripcionales que conducen a la regulación de la proliferación, 

la diferenciación y la apoptosis (Barbacid, 1987). Además de su importante 

papel en procesos fisiológicos, los genes ras juegan un papel relevante en el 

desarrollo de tumores. Muchos cánceres desarrollados en el hombre, presentan 

mutaciones en proteínas Ras, por lo que tambien se las conoce con el nombre 

de “proteínas Ras oncogénicas”. Estas mutaciones generan alteraciones en las 

cascadas de señalización activadas por Ras, en proliferación celular, 

supervivencia y en respuesta a factores de crecimiento.  

 

Las proteínas Ras pertenecen a la familia de GTPasas, de forma que su 

actividad  está controlada fundamentalmente por un ciclo entre un estado 

inactivo, unido a GDP, y un estado activo, unido a GTP.  La unión de GTP es 

facilitada por factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF). 

Hasta el momento se han descrito cinco diferentes GEF: Sos (Sos1 y Sos2), 

Ras-GRF (Ras-GRF1 y Ras-GRF2), SMG21-GDS, Ras-GRP y CNrasGEF 

(Bhattacharya, 2004). La hidrólisis de Ras unido a GTP supone el fin de la 

cascada de señales y este paso es favorecido por las proteínas activadoras de 

GTPasa (GAPs): p120 GAP y neurofibromina. 

 

Se ha observado una actividad incrementada de Ras en procesos tumorales (30 

% de cánceres humanos), lo cual podría guardar relación con mutaciones 

activadoras, con un incremento de los niveles de proteínas Ras, o simplemente 

de actividad sin mutación. Las mutaciones son variables dependiendo del tipo 

de cáncer con que nos encontremos. Por ejemplo, las mutaciones en K-Ras son 

comunes en cancer pancreático (60%) , colorrectal (32%), endometrial (15%), 

tracto biliar (33%), pulmón (19%)  y cánceres cervicales (9%). En desórdenes 

mieloides se han localizado mutaciones en K-Ras y N-Ras (14% y 5% 

respectivamente), mientras que en melanoma se han localizado mutaciones en 

N-Ras y H-Ras  (18% y 6%) y en cánceres de vejiga  (3% y 11%) 
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respectivamente (Bos, 1989; Downward, 2003). En la mayoría de los casos 

anteriores, las mutaciones introducidas consisten en la sustitución de 

aminoácidos en las posiciones 12, 13 y 61. Estas mutaciones alteran la 

actividad GTPasa intrínseca y confieren resistencia a las GAPs, causando un 

acúmulo de la forma activa unida a GTP (Trahey, 1987). 

Las proteínas Ras regulan la respuesta celular a múltiples estímulos como 

factores de crecimiento, citoquinas, hormonas y neurotransmisores. 

 

 

4.1 Tipos de proteínas Ras. 

 

Existen tres tipos de genes Ras que codifican cuatro proteínas homólogas de 21 

kDa: H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B y N-Ras. K-Ras4A y K-Ras4B resultan del 

procesamiento alternativo del extremo C terminal. Las proteínas Ras se 

expresan en todos los tejidos y tipos de células, aunque en distintas 

proporciones: H-Ras predomina en piel y músculo, K-Ras en timo e intestino y 

N-Ras en testículos y tejido nervioso (León, 1987).  El extremo N-terminal (1-

165 aminoácidos) de las tres isoformas está altamente conservado, mientras 

que es en el extremo C-terminal donde encontramos una mayor variabilidad. 

En concreto, los 25 últimos residuos son muy diferentes, con excepción de la 

cisteína 186, que forma parte de la secuencia consenso CAAX que determina la 

farnesilación (Rando, 1996).  A es normalmente un aminoácido alifático, y X 

es cualquier aminoácido. Además, N-Ras, H-Ras y K-Ras4A son modificadas 

adicionalmente por uno o dos ácidos palmíticos en una secuencia anterior al 

motivo CAAX (Hancock, 1989). El conjunto de estas modificaciones confiere 

una mayor hidrofobicidad a la proteína y es esencial para su correcta 

localización en membrana y para su actividad.  K-Ras4B, por el contrario, 

contiene una secuencia de residuos de lisina. El anclaje a la membrana está 

mediado por las cargas positivas de las lisinas que interaccionan con las 

negativas de los lípidos de membrana.   

Las distintas proteínas Ras se localizan de manera diferente en las distintas 

regiones de la membrana plasmática. H-Ras,  se localiza en regiones de la 
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membrana ricas en colesterol y ceramida (caveolas) (Choy, 1999), mientras 

que K-Ras se distribuye de manera uniforme a través de toda la membrana 

plasmática. 
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Las distintas proteínas Ras son procesadas de manera diferente y siguen 

distintas vías para su localización. (Hingorani, 2003; Mor, 2006) N-Ras y H-

Ras sufren ciclos de palmitoilación-despalmitoilación en los cuales se van 

desplazando desde la membrana plasmática al Golgi a través de vesículas. Una 

importante proporción de N-Ras y H-Ras reside en el Golgi, así como en otros 

compartimentos celulares como el retículo endoplásmico (Hancock, 2005). 

Por otro lado, K-Ras farnesilada es transportada a la membrana plasmática por 

un mecanismo todavía poco conocido. K-Ras puede retornar a los 

compartimentos de endomembranas tras la fosforilación en su región 

hipervariable. Es interesante destacar que la fosforilación de formas 

oncogénicas de K-Ras induce apoptosis en fibroblastos NIH-3T3 

transformados por mecanismos dependientes de BCL-XL (Bivona, 2006).  

Esquema 5. Modificaciones postraduccionales de H-Ras. El residuo 
de cisteína de la caja CAAX es sitio de isoprenilación, mientras que las 
cisteínas 181 y 184 son sitios de  palmitoilación. 

Caja CAAX
OOO O
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Las distintas funciones llevadas a cabo por cada una de las proteínas Ras, 

tienen repercusiones directas en los procesos relacionados con el desarrollo. 

Así pues, estudios genéticos en ratones han demostrado que K-Ras es esencial 

para el desarrollo embrionario de ratones (Johnson, 1997). Ratones deficientes 

en esta proteína mueren de anemia y sufren eritropoyesis fetal en el hígado 

después de 12-14 días de gestación (Khalaf, 2005). Por el contrario, ratones 

deficientes en H-Ras y N-Ras, ya sea de una de ellas o ambas, se desarrollan 

normalmente y son viables y fértiles (Esteban, 2001; Umanoff, 1995). Estas 

observaciones sugieren que K-Ras desempeña funciones específicas que no 

puede suplir la presencia de las otras isoformas. Así pues, como podemos 

comprobar, a pesar de su gran homología, las distintas proteínas Ras poseen 

características estructurales y funcionales diferentes. 

 

4.2 Interacción entre prostaglandinas ciclopentenonas y las proteínas Ras. 

En procesos tumorales se ha observado un incremento en la expresión de la 

ciclooxigenasa-2 (COX-2), la isoforma inducible de la enzima que cataliza la 

etapa limitante en la síntesis de prostaglandinas. En cáncer de colon, se han 

observado niveles de entre 2 y 50 veces más elevados en mucosa intestinal que 

en condiciones normales (Dubois, 2000). En cáncer de piel, la COX-2 favorece 

la desdiferenciación de queratinocitos, y la administración de inhibidores 

específicos de esta isoforma reduce el edema, permeabilidad vascular y otros 

marcadores presentes en inflamación cutánea (Lee, 2003). La PGE2 parece ser 

el producto mayoritario del ácido araquidónico en ciertas líneas celulares 

tumorales (Tsujii, 1997) y se ha descrito que esta prostaglandina puede activar 

las proteínas Ras, favorecer la expresión de la COX-2 y reducir la apoptosis en 

células tumorales.  

Como ya hemos comentado en apartados anteriores, las prostaglandinas con 

estructura ciclopentenona poseen implicaciones directas en procesos de 

proliferación celular. La generación de estas prostaglandinas se ha visto 

asociada además con un incremento en la expresión de COX-2 en diversas 

situaciones fisiopatológicas, tales como la formación de placas de ateroma 
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(Shibata, 2002), en esclerosis lateral amiotrófica (Kondo, 2001), modelos 

celulares y animales de inflamación (Gilroy, 1999) y en ciertas líneas celulares 

de carcinoma de colon (Chinery, 1999).  

 Aunque existen evidencias de que estas prostaglandinas pueden ejercer efectos 

anti-inflamatorios y anti-proliferativos en determinados sistemas 

experimentales, en otros sistemas, y concretamente en células mesangiales 

(Rovin, 2002), células de cáncer de mama (Shahabi, 1987) y en células de 

cáncer de colon en las que se ha eliminado la expresión endógena de COX-2 

(Chinery, 1999), pueden inducir proliferación celular. También se ha 

observado que pueden inducir una activación de las MAPK ERK 1 y 2 y de la 

vía de la fosfatidil inositol 3-kinasa (PI3-K) (Oliva, 2003; Wilmer, 2001). 

Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que la activación de 

MAPK (ERK 1 y 2) inducida por 15d-PGJ2 era dependiente de la actividad de 

Ras, pues la sobreexpresión de un mutante dominante negativo de Ras (Ras 

N17) bloqueó esta activación (Oliva, 2003). 

El estudio de estos fenómenos resultó en la observación de la modificación 

directa de H-Ras por la cyPG 15d-PGJ2, un efecto que guardaba correlación 

con la activación de las proteínas Ras en sistemas biológicos.  Estos hallazgos 

podrían implicar que existe una relación entre situaciones de inflamación o 

tumorogénesis en las que hay un incremento en la expresión de COX-2 y 

cyPG,  que desencadenan un aumento de la proliferación celular.  
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5. ALDOSA REDUCTASA 

La aldosa reductasa (AR) forma parte de la superfamilia de las aldo-keto 

reductasas (AKR). Esta superfamilia contiene 114 proteínas expresadas en 

eucariotas y procariotas clasificadas en 14 familias (AKR1-AKR14). La AR 

forma parte de la subfamilia AKR1B. Con el mismo nombre distinguimos 4 

isoformas diferentes: AKR1B1, AKR1B3, AKR1B4 y  AKR1B5. Dentro de la 

familia de las AKR1 también se han descrito las siguientes isoformas: 

AKR1B7, AKR1B8, AKR1B9, AKR1B10 y AKR1B13 (Hyndman, 2003). 

Tomaremos como representativa a la aldosa reductasa AKR1B1 (EC 1.1.1.21). 

Ésta, se localiza principalmente en el citosol, posee un tamaño aproximado de 

36 kDa y consta de 315 aminoácidos (aa).  

 

Muchas de las proteínas pertenecientes a esta superfamilia están implicadas en 

procesos de detoxificación de una amplia variedad de sustratos como aldehidos 

alifáticos y aromáticos, monosacáridos, esteroides, hidrocarburos policíclicos 

aromáticos e isoflavonoides. Algunos estudios recientes han implicado a las 

aldo-keto reductasas en la detoxificación de aldehidos, los principales 

productos de la peroxidación lipídica. (Rittner, 1999; Vander Jagt, 2003) como 

el 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HNE) y sus conjugados con GSH (GS-HNE) 

(Tammali, 2006). Otros miembros de la familia de las aldo-keto reductasas han 

sido implicados en el metabolismo de esteroides (Pawlowski, 1990), o en la 

formación de carcinógenos por activación con dihidrodiol (Penning, 1993). 

Desempeñan un papel fundamental en disfunciones diabéticas (Tomlinson, 

1982), así como en la regulación de la osmolaridad celular (Carper, 1990). 

Una de las funciones principales de la AR es catalizar el paso de glucosa a 

sorbitol mediante un proceso redox que comporta el consumo de NADPH.  

Posteriormente el sorbitol es oxidado a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa, 

generándose NADH. 
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Glucosa Sorbitol Fructosa

NADPH NADHNADP+ NAD+

Aldosa reductasa Sorbitol deshidrogenasa

 

 
 
 Esquema 6. Vía de los polioles en el metabolismo de la glucosa. La 

AR cataliza la reducción de glucosa a sorbitol dependiente de NADPH. 
La sorbitol deshidrogenasa oxida el sorbitol a fructosa usando como 
cofactor NAD+. 

 

 

En condiciones normales esta vía sólo supone un 3% del metabolismo de la 

glucosa, pero en la diabetes se incrementa de 2 a 4 veces, en relación directa 

con la concentración de glucosa. Las consecuencias directas de la activación de 

la vía de la AR son el aumento del sorbitol, incremento del NADH y la 

disminución de NADPH. El acúmulo de sorbitol origina un efecto osmótico 

lesivo debido a su capacidad limitada para difundir a través de las membranas. 

Sin embargo, diversas observaciones y estudios experimentales sugieren que 

este efecto osmótico no es el principal responsable del daño tisular asociado a 

la activación de la vía del poliol. El acúmulo de sorbitol también contribuye a 

la depleción intracelular de mioinositol y de la actividad Na+/K+ ATPasa. Este 

mecanismo etiopatogénico es válido para aquellos tejidos con altos niveles de 

AR, como son el cristalino o el nervio periférico (más concretamente la célula 

de Schwann), pero en los tejidos con escasa  actividad AR (ej. células 

endoteliales, células glomerulares y mesangiales) la vía de la AR induce 

efectos lesivos fundamentalmente a través del aumento del cociente 

NADH/NAD y mediante la disminución del NADPH que resulta consumido en 

la reacción. El aumento del cociente NADH/NAD generará una situación de 

estrés oxidativo, con un aumento de radicales libres, que puede derivar en  

situaciones que se asemejan a isquemia desde el punto de vista metabólico 

(Iwata, 2006; Kaiserova, 2006; Ramasamy, 1998),  con aumento del cociente 

lactato/piruvato y favorecer la síntesis de novo de diacilglicerol (DAG). La 

disminución del NADPH tiene como consecuencias:  
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- Disminución del glutation reducido, que es uno de los principales 

mecanismos de eliminación de los radicales libres. 

- Disminución de la síntesis de NO, ya que tanto la AR como la NO sintasa 

compiten por el NADPH como cofactor.  

-  Aumento de síntesis de prostanoides vasoconstrictores. 

 

La AR ha sido implicada en la patogénesis de complicaciones diabéticas, 

aunque la eficacia clínica de algunos inhibidores no ha sido probada 

claramente. La inhibición de la AR por parte de algunos inhibidores de 

estructura diferente ampliamente contrastados, como el sorbinil y tolrestat, 

previene la fosforilación y degradación de IĸB-α inducida por TNF-α y 

factores de crecimiento; así como la activación de NF-ĸB y PKC (Ramana, 

2004a; Ramana, 2004b). Evidencias recientes han demostrado que la AR 

interactúa con la cascada de señales iniciada por PKC. La activación de PKC 

por diacilglicerol (DAG) podría estar implicada en la patogénesis de 

complicaciones vasculares de la diabetes. En situaciones de neuropatía, una de 

las mayores complicaciones de la diabetes, se ha observado que ratones  

deficientes en aldosa reductasa poseen una mayor resistencia al retraso en la 

conducción nerviosa del nervio motor y a estrés oxidativo (Lo, 2007), medido 

como el aumento de los niveles de anión superóxido o la depleción de GSH. 

Además se ha observado una protección frente a daños en el DNA  y a la 

activación de la Jun kinasa (JNK) (Ho, 2006).  

 

También se ha visto que la inhibición de AR reduce la proliferación de las 

células musculares lisas (Ramana, 2006), y la apoptosis de las células 

endoteliales vasculares (Ramana, 2003; Ramana, 2004b). En conjunto, estos 

estudios podrían sugerir que la inhibición de la AR ejerce un cierto efecto anti-

inflamatorio.  
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5.1 Características estructurales de la AR. 
 
 
El sitio activo de la AR, que puede ser considerada como el prototipo de 

enzima perteneciente a la superfamilia de las AKR, reside en el corazón de un 

barril β,α  (Rondeau, 1992; Wilson, 1992). El NADPH se une a la parte 

superior de dicho barril con el anillo de nicotinamida protegido en el centro del 

barril y el grupo pirofosfato flanqueando la abertura del mismo. La localización 

de la cisteína 4 (Cys-4) en el lugar donde se ancla el anillo de nicotinamida, es 

la base de la interacción hidrofóbica con éste. Otros tres residuos (Tyr-48, His-

110, Cys-298) han sido identificados como potenciales donadores de protones. 

 
 
 
 
A B

α-D-Glucosa 6-fosfato
NADP+

NADP+
α-D-Glucosa 6-fosfato (G6P)
Residuos alrededor de G6P

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Estructura tridimensional de la aldosa reductasa. A) 
Estructura de la molécula completa de AR. En gris, molécula de 
NADP+, en rojo, molécula de glucosa. B) Estructura de la región 
catalítica de la AR con los principales aminoácidos señalados. La 
estructura tridimensional ha sido realizada con glucosa 6-fosfato 
(Harrison, 1994)  Las imágenes han sido obtenidas de Swiss-prot-
3Dimage. 

 
 
 
 

 

 

 

 

Se ha sugerido que la formación de puentes disulfuro de la AR con otras 

moléculas podría jugar un papel crucial en la activación de la enzima. El 

tratamiento de AR con ácido iodoacético o N-etilmaleimida causa un 
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incremento de la Km hacia múltiples sustratos y un descenso en la sensibilidad 

a cierto tipo de inhibidores como el sorbinil, alrestatin o  epalrestat. 

 

Estudios recientes han demostrado que  la cisteína 298 es el principal grupo 

reactivo. La mutación de la Cys 298 por serina (C298S) o alanina (C298A) 

confirió  a la enzima una resistencia a ser inhibida por agentes que causan 

cambios funcionales en la actividad enzimática, como el sorbinil y el tolrestat 

(Bohren, 1993; Petrash, 1992). La Cys-298 también es sitio de tiolación por 

glutation oxidado (Cappiello, 1996) y adición de hidroxinonenal (HNE) 

(Srivastava, 1998) causando la inactivación de la enzima. Esto puede deberse 

al bloqueo del sitio catalítico de la AR, por la generación de impedimentos 

estéricos. Estudios recientes han demostrado que el óxido nítrico podría actuar 

como regulador de la actividad de la aldosa reductasa, uniéndose también a la 

Cys 298. La modificación de AR por nitrosoglutation causa la inactivación de 

la misma (Chandra, 1997). Por otro lado, cuando la AR está unida a NADP es 

menos susceptible de ser modificada por NO, GSH, o HNE entre otros. Esto 

podría sugerir que la cisteína 298 estaría implicada en la estabilización del 

complejo AR-NADP. 

 

 

La búsqueda de posibles compuestos que pudieran modificar la actividad de la 

aldosa reductasa y su función en procesos fisiopatológicos, podría ser de gran 

interés en el desarrollo de fármacos  para futuras aplicaciones  en 

complicaciones diabéticas.    
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Las prostaglandinas ciclopentenonas son lípidos electrófilos altamente reactivos 

que pueden reaccionar con tioles libres de proteínas y alterar su función. Sin 

embargo, se conoce muy poco acerca de los determinantes estructurales de esta 

interacción y se asume que las diversas prostaglandinas ciclopentenonas causan 

los mismos efectos biológicos y actúan sobre las mismas dianas. Este trabajo trata 

de analizar la modificación de proteínas por las prostaglandinas ciclopentenonas 

15-desoxi-Δ12,14
 –prostaglandina J2 (15d-PGJ2)  y prostaglandina A1 (PGA1). 

Hemos comprobado que estos prostanoides son compuestos permeables a la 

membrana celular y forman aductos con proteínas que son resistentes a 

electroforesis en condiciones reductoras. Por ello, nos hemos ayudado de análogos 

biotinilados de estos compuestos (15d-PGJ2-B y PGA1-B)  con el fin de 

profundizar en el estudio de los requerimientos estructurales de la modificación de 

proteínas por cyPG y llevar a cabo la identificación de posibles proteínas diana de 

estos prostanoides y estudiar los efectos sobre las mismas. Así pues, los objetivos 

que nos hemos planteado son los siguientes: 

 

- Caracterizar la modificación de proteínas por las ciclopentenonas 15-

desoxi-Δ12,14 – prostaglandina J2 (15d-PGJ2), y PGA1, en sus aspectos 

cuantitativos y cualitativos en células intactas e in vitro. 

 

- Evaluar la posible selectividad diferencial en la modificación de 

proteínas por estos prostanoides. 

 

- Estudiar la influencia de los niveles de GSH en la formación de aductos 

entre proteínas y cyPG.  

 

- Estudiar la modificación de proteínas Ras por cyPG con diversa 

estructura. 

 

- Evaluar los efectos biológicos de PGA1-B para validar su utilidad como 

compuesto modelo y desarrollar procedimientos para la identificación 

de proteínas diana de PGA1-B.   
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-  Identificar proteínas modificadas selectivamente por alguna de las 

cyPG biotiniladas. 
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1. REACTIVOS Y MATERIALES. 
 

1.1 Reactivos. 

 
1.1.1 Materiales de Cultivos. 

 

Los medios de cultivo DMEM, RPMI 1460 y el medio de transfección  Opti-

MEM, así como el suero fetal de ternera, la penicilina/estreptomicina y la 

tripsina-EDTA fueron suministrados por Invitrogen. El material de plástico 

para el cultivo de células fue suministrado por Falcon (Beckton Dikinson). 

 

1.1.2 Reactivos de Electroforesis. 

 

La acrilamida, N-N´-metilén-bis-acrilamida, el persulfato amónico, N,N,N´,N´-

tetrametilendiamina (TEMED), el dodecil sulfato sódico (SDS), el Tris y la 

glicina, todos con un grado de pureza apto para electroforesis, fueron 

suministrados por Bio-Rad. 

 

 

1.1.3 Lípidos electrófilos. 

 

La prostaglandina 15-desoxi-Δ12,14prostaglandina J2 (15d-PGJ2) fue 

suministrada por Cayman Chemical. Con el objetivo de desarrollar un método 

para la identificación de posibles dianas de estos prostanoides y estudiar los 

efectos sobre las mismas, nos hemos ayudado de análogos biotinilados. La 15-

desoxi-Δ12,14 prostaglandina J2 biotinilada, fue preparada por un método puesto 

a punto en el laboratorio (Cernuda-Morollón, 2001). 

La prostaglandina A1 y su análogo biotinilado, la prostaglandina A1 biotinilada 

fueron suministrados también por Cayman Chemical. 
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Esquema 7. Estructura de las prostaglandinas ciclopentenonas 15d-PGJ2 
y PGA1 y sus análogos biotinilados. Los asteriscos marcan los carbonos 
electrófilos reactivos que ha sido descritos que forman aductos con tioles. 

 

1.1.4 Anticuerpos. 

 

Los anticuerpos anti-gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, anti aldosa 

reductasa, anti c-Jun y anti factor de elongación 2 (EF-2) fueron suministrados 

por Santa Cruz Biotechology. Los anticuerpos anti-actina, anti-vimentina, anti-

proteína de choque térmico (heat shock protein 70 - HSP 70) y  anti- enzima 

E1 activadora de ubiquitina  se obtuvieron de Sigma. El anticuerpo anti-

fosfoglicerato kinasa 1 (PGK1) fue adquirido a Abgent, el anti-proteína de 

choque térmico (heat shock protein 90 - HSP 90) a Stressgen; el anti-glutation-

S-transferasa P1-1 a Calbiochem y el anti-factor de elongación 1 (EF-1) a 

Upstate.  

 

Los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa procedieron de Dako. 

La estreptavidina conjugada con peroxidasa fue suministrada por Amersham 

Biosciences. 
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1.1.5 Proteínas recombinantes. 

 

La glutation  S-transferasa P1-1 fue suministrada por Sigma, el dominio de 

unión a DNA de la proteína c-Jun fue obtenido como se ha descrito (Cernuda-

Morollón, 2001; Pérez-Sala, 2003). La proteína H-Ras procedió de 

Calbiochem. 

 

1.1.6 Oligonucleótidos. 

 

Los oligonucleótidos utilizados a lo largo del trabajo se sintetizaron de manera 

automática en un sintetizador Oligo 1000M (Beckman) o en el sintetizador 

Applied Biosystems 3400 y se purificaron en columnas de Sefadex G25, 

NAPTM  suministradas por Amersham, en el Servicio de Química de Proteínas 

del CIB. 

 

1.1.7 Plásmidos. 

 

Las preparaciones de DNA plasmídico a pequeña escala se llevaron a cabo 

mediante el empleo del “High Pure Plasmid Isolation Kit” de Roche. Para la 

obtención de DNA a gran escala, se empleó el Kit  “JetStar 1.0 plasmid Maxi 

kit” de GENOMED, y en caso de necesidad de DNA libre de endotoxinas se 

utilizó el Kit  “EndoFree Plasmid Maxi Kit” de Qiagen. Todas las enzimas de 

restricción utilizadas fueron de Promega. Los productos de digestión se 

separaron por electroforesis en geles de agarosa 1% y 5 ng/ml de bromuro de 

etidio (SIGMA) en tampón TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM Na2EDTA, pH 

8), y se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta. Para la 

purificación de fragmentos de DNA a partir de los geles de agarosa, se utilizó 

el “Geneclean II Kit” de Q-BIOgene. Todas las construcciones fueron 

verificadas mediante secuenciación en el Servicio de Secuenciación 

Automática de ADN (actualmente SECUGEN S.A.) del CIB. 
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1.1.8 Vectores de expresión. 

 

Aldosa reductasa. 

 

La construcción pCMV6-XL5-AKRB10 que contiene el cDNA completo de la 

proteína aldosa reductasa B10 humana (AKRB10) fue obtenido de Origene. 

Para su subclonación en el vector pCEFL-AU5, en el marco de lectura de AU5, 

eliminando las regiones no traducidas 5´ del cDNA de la  aldosa reductasa, se 

procedió a la incorporación de un sitio de restricción EcoRI antes del ATG de 

la proteína, por mutagénesis dirigida, usando el Site Directed Mutagenesis Kit 

II de Stratagene. Para ello, se usaron los siguientes  oligonucleótidos 

complementarios que contenían la mutación: 

 
5´-CACTCAGAATCATTTCTGCAGAATTCATGGCCACGTTTGTGG- 3´

5´-CCACAAACGTGGCCATGAATTCTGCAGAAATGATTCTGAGTG-3´

 

Una vez incorporado el sitio EcoRI, la construcción se digirió simultáneamente 

con la enzima NotI, que corta después del 3´ de la aldosa reductasa B10, y con 

EcoRI, liberando así el DNA codificante de la proteína. En paralelo, el vector 

pCEFL-AU5 se digirió con las enzimas EcoRI y NotI. Los productos de los dos 

procesos, una vez purificados, se unieron mediante la enzima T4 Ligasa de 

Promega. El producto final, pCEFL-AU5-AKRB10-wt, es un vector de 

expresión de la aldosa reductasa en fusión con el epítopo de la proteína AU5. 

Una vez obtenida dicha construcción se procedió a la generación del mutante 

C298S de la aldosa reductasa, utilizando el kit de mutagénesis mencionado 

arriba y los oligonucleótidos complementarios que contienen la mutación: 

 
5´- CTGGAGGGCCTCTAACGTGTTGCAATCCTCTCATTTGG-3´

5´- CCAAATGAGAGGATTGCAACACGTTAGAGGCCCTCCAG-3´ 
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H-Ras. 

 

Los plásmidos pCEFL-KZ-HA, pCEFL-KZ-AU5, pCEFL-AU5-H-Ras wt,  

pCEFL-KZ-AU5-H-Ras C118S, pCEFL-KZ-AU5-H-Ras C184S, pCEFL-KZ-

HA-H-Ras wt, pCEFL-KZ-HA-H-Ras C118S, y pCEFL-KZ-HA-H-Ras C184S 

fueron suministrados por el laboratorio del Dr. Jose María Rojas del Instituto 

de Salud Carlos III (Majadahonda, Madrid). 

 

 

1.1.9 Otros reactivos. 

 

Las cuantificaciones de proteína se llevaron a cabo mediante el método BCA 

Assay (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las tinciones con 

Coomassie coloidal se realizaron con el reactivo “GelCode Blue Stain 

Reagent” de Pierce. Las soluciones utilizadas (Tampón fosfato salino, tampón 

tris salino...) se prepararon según se ha descrito previamente (Sambrook y 

Rusel, 2001) y el resto de reactivos utilizados fueron de calidad analítica de 

distintos proveedores (Merck y Sigma principalmente). El agua empleada fue 

de grado reactivo Milli Q (Millipore). La neutravidina–agarosa  para realizar la 

purificación de proteínas biotiniladas procedió de Pierce. 
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2. MÉTODOS 
 

2.1 Preparación 15d-PGJ2 biotinilada. 

 

A continuación se describe brevemente el método usado para la preparación de  

15d-PGJ2 biotinilada: 

 

Se trata de una reacción de deshidratación en la cual el grupo COOH de la 

prostaglandina reacciona con el grupo NH2 del brazo diaminohexano del 

compuesto biotinilado (EZ-link-5-biotinamido pentilamina). 
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Esquema 8. Unión del grupo COOH de la prostaglandina 15d-PGJ2 con el 
grupo NH2 del brazo diaminohexano de la EZ-link-5-biotinamido 
pentilamina. El producto final de la reacción es la 15d-PGJ2-B. 

 

Como catalizador de la reacción se utilizó carbodiimida (1-etil-3-3-

diaminoetilaminopropil carbodiimida hidrocloruro), la cual es la encargada de 

acelerar el proceso de deshidratación entre los grupos carboxilo y amino, ya 

que la reacción no transcurre espontáneamente. El progreso de la reacción se 

siguió en placas de TLC (Thin Layer Chromatography) usando como solvente  
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acetato de etilo/metanol 1:1. El producto (prostaglandina-biotina) es hidrofílico 

y asciende hacia la parte superior de la placa de TLC arrastrado por el solvente.  

Para la detección de grupos amino libres se usó el reactivo ninhidrina y para la 

detección del producto de usó H2SO4 y luz ultravioleta. Posteriormente se pasó 

a purificar  el producto de la reacción en columnas de silicagel con el fin de 

eliminar posibles restos de prostaglandina y de biotina libres (Gayarre, 2006). 

 

2.2 Cultivos celulares. 

 

Para los experimentos de cultivo celular se usaron las siguientes líneas 

celulares procedentes del banco de células del CIB: 

 

. Los fibroblastos de ratón NIH-3T3, las células COS-7 (procedentes de riñón 

de mono), las células NRK (células de túbulo proximal renal de rata), las 

células HEK 293 (procedentes de riñón de embriones humanos), células CHO 

(de ovario de hamster) y las células MCF-7 (procedentes de carcinoma de 

mama) fueron cultivadas en medio DMEM, que contenía suero fetal bovino 

10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml y  2 mM glutamina. 

 

. Los fibroblastos NIH-3T3 de ratón transfectados de forma estable con la 

proteína H-Ras fueron cultivados en medio DMEM con suplementos 

especificados anteriormente más geneticina a 0,5 mg/ml durante los dos 

primeros pases y a 0,25 mg/ml durante el resto del tiempo para seleccionar las 

células resistentes a este antibiótico. 

 

. Células HeLa (epiteliales procedentes de adenocarcinoma de cérvix) y las 

células Jurkat de leucemia fueron cultivadas en RPMI 1460 con suero fetal 

bovino 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml y 2 mM 

glutamina. 

 

Todos los tipos celulares anteriores se mantuvieron en atmósfera humidificada 

con 5 % CO2 y a una temperatura de 37ºC. 
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2.3 Tratamientos celulares. 

 

Los tratamientos se realizaron en medio sin suero durante tiempos variables, 

las prostaglandinas se añadieron en dimetilsulfóxido (DMSO) y los cultivos 

controles recibieron un volumen equivalente de DMSO. En el caso de los 

fibroblastos, células HeLa, COS-7 y MCF-7 los tratamientos se realizaron 

cuando las células se encontraban a un  80-90 % confluencia.  

 

2.4 Cuantificación de nitritos. 

 

La determinación de los niveles de nitritos acumulados en los sobrenadantes se 

llevó a cabo mediante la reacción colorimétrica de éstos con el  reactivo de 

Griess (sulfanilamida 1% en ácido fosfórico al 5 %, naftilendiamina 0,1% en 

agua). La absorbancia se midió a 540 nm.  

 

2.5 Transfecciones transitorias. 

 

Los fibroblastos NIH-3T3, las células COS-7 y las células MCF-7 se 

transfectaron cuando se encontraban a un 80 % de confluencia. En todos los 

casos se usó el reactivo Lipofectamine 2000 y se siguieron las instrucciones del 

fabricante (Invitrogen). Tras la transfección, las células se recuperaron durante 

24 horas en medio completo para ser posteriormente procesadas o tratadas. 

 

2.6 Immunoblot. 

 

Para el análisis de los niveles de las distintas proteínas de interés, las células 

correspondientes se lisaron en tampón de lisis que contenía 50 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 50 mM FNa, 0,1 mM ortovanadato de 

sodio, 0,1 mM β-mercaptonetanol, SDS 0,5%, inhibidores de proteasas 

(leupeptina, pepstatina y aprotinina a 2 µg/ml cada uno, y pefablock SC (4-2-

aminoetil-bencenosulfonil fluoruro hidrocloruro) a 320 µg/ml). Las células se 

homogenizaron mediante pases a través de agujas de calibre 26G1/2. Los 

lisados se centrifugaron a 12000 x g y se recogió el sobrenadante libre de restos 

celulares. 
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Los lisados celulares se separaron en geles de SDS- poliacrilamida cuyas 

características se describen en el apartado siguiente. 

 

  Electroforesis en geles de poliacrilamida 

 

-Una dimensión 

 

Cantidades variables de proteína (entre 5 y 50 µg) fueron cargadas en geles de 

SDS-poliacrilamida cuyo porcentaje de acrilamida varió entre 10-15 %. 

 

- Dos dimensiones 

 

Los lisados celulares se obtuvieron con el método descrito anteriormente. 100 

µg de proteína se precipitaron mediante la adición de 10 % TCA durante 10 

minutos, posteriormente el precipitado se centrifugó a 15000 x g y el pellet 

obtenido se lavó una vez con etanol 80% y dos veces con acetona pura. El 

precipitado se dejó secar durante toda la noche y se resuspendió en tampón de 

muestra para el isoelectroenfoque: 2 M tiourea, 7 M urea, CHAPS 4%, 100 

mM DTT y anfolitos 0,4% (Biolyte, Bio-Rad). Las muestras se cargaron por 

rehidratación activa en tiras IPG ReadySrip pH 3-10 de Bio-Rad en el aparato 

Protean IEF Cell, y después se llevó a cabo el  isolectroenfoque. En todos los 

casos se siguieron las instrucciones suministradas por el fabricante. Después 

del isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron en un tampón que contenía 6 M 

urea, SDS 2 % (peso/volumen), 0,375  M Tris pH 8,8, glicerol  20 % y 130 

mM DTT y posteriormente se realizó un segundo equilibrado en el mismo 

tampón, con la excepción de que en lugar de DTT contenía 135 mM 

iodoacetamida. A continuación, para llevar a cabo la segunda dimensión, las 

tiras se dispusieron sobre geles de SDS-poliacrilamida. 

 

Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas 

de PVDF (Immobilon-P Millipore) mediante un sistema de transferencia 

semiseco (BioRad), según las instrucciones del fabricante. Las membranas se 

bloquearon en TBS que contenía Tween-20 (Sigma) 0,05%  y  leche desnatada 

2% (peso/volumen). Las incubaciones posteriores se realizaron con 
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estreptavidina-peroxidasa o con anticuerpos primarios frente a las proteínas de 

interés y a continuación con los anticuerpos secundarios correspondientes 

conjugados con peroxidasa; todos ellos preparados en TBS con Tween-20 

0,05% y albúmina sérica bovina 1%. Los inmunocomplejos o los complejos 

biotina-estreptavidina se detectaron mediante quimioluminiscencia con los 

reactivos ECL de Amersham. Los niveles de las proteínas de interés se 

estimaron mediante análisis densitométrico de las exposiciones para la proteína 

de interés y se corrigieron por los niveles de proteína total según la tinción de 

Coomassie o los niveles de una proteína no relacionada, con el uso de un 

escáner AGFA y el programa informático Scion Image de Scion Corporation. 

 

 

2.7 Fraccionamientos subcelulares. 

 

2.7.1 Fraccionamiento citosol-membranas. 

 

Las células se homogenizaron en tampón de lisis sin SDS. Los lisados 

obtenidos se centrifugaron a 1000 x g para eliminar posibles restos de células 

no rotas y se recogió el sobrenadante para proseguir con una centrifugación a 

200,000 x g durante 30 minutos a 4ºC en un rotor Beckman TLA 100. El 

sobrenadante o fracción citosólica (S100) se recogió para su posterior análisis. 

El sedimento o fracción P100 se resuspendió en el mismo tampón descrito al 

inicio de este apartado. 

 

2.7.2 Obtención de extractos nucleares y citosólicos.  

 

Las células fueron lisadas en tampón de lisis sin SDS. Posteriormente se 

procedió a incubar los lisados en hielo durante 15 minutos. Al cabo de dicho 

tiempo se añadió NP-40 para que quedara a una concentración final del 0,5 % 

(vol/vol). Las muestras se agitaron brevemente en un vortex, tras lo cual se 

centrifugaron durante 5 minutos a 15000 rpm para obtener los núcleos 

(sedimento). El sobrenadante (citosol) fue guardado y el pellet nuclear se 

resuspendió en 20 mM Hepes, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM 

DTT,  50 mM FNa, 0,1 mM ortovanadato de sodio, e inhibidores de proteasas 
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(leupeptina, pepstatina y aprotinina a 2µg/ml cada uno, y pefablock a 320 

µg/ml); y se incubó en agitación en hielo durante 30 minutos 

aproximadamente. Tras ese periodo de tiempo se centrifugó de nuevo 5 

minutos a 15000 x g para eliminar posibles restos nucleares (sedimento) y el 

extracto nuclear (sobrenadante) se almacenó para su posterior análisis.  

 

 

2.8 Purificación de proteínas unidas a 15d-PGJ2 y PGA1 biotiniladas 

mediante cromatografía en resina de avidina-agarosa. 

 

Los fibroblastos NIH-3T3 fueron tratados con 5 µM 15d-PGJ2-B o 60 µM 

PGA1-B durante 2 horas en medio sin suero. Las células se lisaron y 

homogenizaron en tampón de lisis y posteriormente se llevó a cabo el 

fraccionamiento subcelular. La fracción S100 se usó para purificar las 

proteínas modificadas por los prostanoides biotinilados mediante cromatografía 

en neutravidina-agarosa (Pierce) siguiendo las especificaciones del producto. 

Brevemente, a las fracciones S100 se les añadió SDS y NP-40 a una 

concentración final de 0,1% y 1% respectivamente para reducir la unión 

inespecífica de proteínas a la resina. Posteriormente, la fracción S100 (100 μg 

de proteína) se incubó con la resina durante 1 hora en agitación constante a 

4ºC. Las proteínas no unidas fueron eliminadas mediante centrifugación a 2500 

x g durante 2 minutos. Después de varios lavados de la resina con tampón de 

lisis con SDS 0,1% y NP-40 1%, las proteínas retenidas en la resina se 

eluyeron mediante incubación en tampón Laemmli 2X a 100ºC durante 5 

minutos. Las proteínas de interés fueron sometidas a un posterior análisis 

mediante Western blot o espectrometría de masas. 

 

 

2.9 Inmunoprecipitación de proteínas. 

 

Para la inmunoprecipitación de proteínas, incubamos  el anticuerpo frente a la 

proteína que deseábamos inmunoprecipitar (0,5-2 μg) con 50 μg de proteína 

procedente de fracciones citosólicas S100 durante 1 hora a 4º C con agitación 

constante. Posteriormente se añadió 40 μl de proteína G-agarosa y se incubó 
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otra hora en las mismas condiciones anteriores. Las proteínas no retenidas 

fueron eliminadas mediante centrifugación a 1500 x g durante 2 minutos. 

Después de varios lavados de la resina con tampón de lisis, las proteínas 

retenidas en la resina se eluyeron mediante incubación con tampón Laemmli 

2X a 100ºC durante 5 minutos. Las proteínas de interés fueron sometidas a un 

posterior análisis mediante Western blot o técnicas de proteómica. 

 

2.10 Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas. 

 

La identificación de proteínas se llevó a cabo en el laboratorio del Dr. John 

Timms (Institute of Women's Health, University College London, UK). Las 

piezas de geles que se querían analizar fueron lavadas dos veces en 25 mM 

bicarbonato amónico (BicAm); acetonitrilo 50%  y secadas en el Speed Vac. 

Las muestras fueron reducidas posteriormente con 10 mM DTT en 25 mM 

BicAm durante 45 minutos a 50ºC y alquiladas en 50 mM ácido iodoacético en 

25 mM BicAm durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. A 

continuación, las piezas de geles fueron lavadas dos veces en 25 mM BicAm, 

acetonitrilo 50% y secadas en el Speed Vac. Las proteínas fueron digeridas 

mediante incubación con tripsina (1 ng/μl) en 25 mM BicAm durante 16 horas 

a 37ºC. Posteriormente se recogió el sobrenadante y las piezas de gel se 

trataron con ácido trifluoroacético (TFA) 5% y acetonitrilo 50% para extraer 

los péptidos. Ambos sobrenadantes fueron combinados y secados en el Speed 

Vac. Después los péptidos se resuspendieron en 3 µl de ácido fórmico al 0,1 %. 

0,5 µl de la muestra fueron co-cristalizados junto con 1 µl de la matriz 

(solución saturada de ácido 2,5-dihidroxibenzoico en agua) en la placa. El 

análisis mediante espectrometría de masas se realizó mediante MALDI-TOF 

(ionización/desorción mediante láser asistida por matriz-tiempo de vuelo). 

Dicho análisis se llevó a cabo mediante calibración externa e interna (picos de 

digestión de la tripsina m/z 842.51 y m/z 2211.10). Se generó una lista 

correspondiente a las masas de los péptidos obtenidos y se procedió a la 

búsqueda en la base de datos Swissprot usando el programa Mascot (Matrix 

Science, versión 2.0.02). Para la identificación de dianas potenciales de PGA1-

B a partir de fracciones S100, los resultados obtenidos se aceptaron siempre y 

cuando existiera un mínimo de 6 péptidos identificados de cada proteína en 
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cuestión, con un error no superior a  50 partes por millón (ppm),  una cobertura 

mínima de secuencia del 30 % y con una significación estadística p<0,05, a no 

ser que se indique lo contrario. 

 

Nano-HPLC-electroespray. Los péptidos obtenidos en la digestión con 

tripsina fueron analizados en un Ultimate HPLC con una columna PepMap 

C18 de 75 µM de diámetro (ambas de LC Packings) con una tasa de flujo de 

300 nL/min acoplado a un espectrómetro de masas  Q-Tof, usando un gradiente 

de acetonitrilo (0-80%). Los espectros obtenidos fueron procesados usando el 

programa MassLynx (Waters) y el Mascot descrito anteriormente. Los 

resultados obtenidos se aceptaron siempre y cuando existiera un mínimo de 2 

péptidos secuenciados de cada proteína en cuestión, con un error no superior a  

50 partes por millón (ppm),  una cobertura mínima de secuencia del 30 % y con 

una significación estadística p<0,05.  

 

 

2.10.1 Análisis de la modificación de proteínas recombinantes por lípidos 

electrófilos. 

 

Las proteínas recombinantes se incubaron durante 1 hora en presencia de 

vehículo (DMSO) o eicosanoides electrófilos. Las proteínas se purificaron en 

mini-columnas de fase reversa (ZipTip C18) y se eluyeron con acetonitrilo 

50%. En algunos casos se procedió a la digestión con tripsina de las muestras 

durante 4 horas a 37ºC seguida de purificación en ZipTip.  

 

Las muestras obtenidas fueron analizadas mediante espectrometría de masas 

por MALDI-TOF para la obtención de la masa de la proteína completa o de la 

huella peptídica. El análisis de la modificación de la proteína completa fue 

llevado a cabo en el Servicio de Proteómica del Centro de Investigaciones 

Biológicas. Las proteínas fueron co-cristalizadas en una solución saturada de 

ácido sinapínico en acetonitrilo/agua (1:2) con ácido trifluoroacético (TFA) 

0,1%. Se usó como calibración externa la mezcla de proteínas Estándar II 

suministrada por Bruker Daltonics (Bremen, Alemania) y las muestras fueron 

analizadas en modo lineal.  
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Para el análisis de la huella peptídica los péptidos procedentes de la digestión 

con tripsina fueron co-cristalizados en una solución saturada de ácido α-ciano-

4-hidroxi-cinámico en acetonitrilo/agua (1:2) con TFA 0,1%. Se usó como 

calibración externa una mezcla de péptidos que contenían angiotensina (m/z 

1046,5), corticotropina (m/z 2465,2), y la matriz (ácido α-ciano-4-

hidroxicinámico, m/z 379). Las muestras fueron analizadas en modo reflectron. 

Los espectros fueron obtenidos en un BIFLEX III tiempo de vuelo (Bruker-

Franzen Analytik, Bremen, Alemania). En algunos casos se llevó a cabo 

MALDI-TOF-TOF para la obtención de la secuencia de determinados péptidos. 

El análisis de los péptidos seleccionados se realizó en el Parque Científico de 

Madrid usando un  MALDI-TOF acoplado a un espectrómetro 4700 

Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA). Los espectros 

obtenidos fueron procesados usando el programa Mascot.  Los resultados 

obtenidos se aceptaron siempre y cuando existiera una significación estadística 

p<0,05.  

 

 

2.11 Microscopía. 

 

Las células se sembraron en cubreobjetos de cristal y fueron posteriormente 

tratadas. Después, se fijaron en formaldehido 3,5% en PBS durante 20 minutos 

a temperatura ambiente. Las células se permeabilizaron con tritón X-100 

(0,05%). Se bloquearon los cubres con BSA 1% y posteriormente se incubaron 

con Alexa 488-estreptavidina 1μg/ml en PBS durante 30 minutos. Los cubres 

se montaron en portaobjetos usando Fluorsafe (Calbiochem) como medio de 

montaje. Las células se observaron en un microscopio confocal Leica (Leica 

TCS-SP2-AOBS) o en un microscopio de fluorescencia acoplado a una cámara  

CCD (Zeiss Axioplan  CCD Leica DCF 350 FX), según se indica, en el 

servicio de microscopía del CIB. 
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2.12 Análisis estadístico. 

 

Cada experimento descrito se ha llevado a cabo un mínimo de tres veces, a no 

ser que se indique lo contrario. Los datos se expresan como media de los datos 

± error estándar de la media. El nivel de significación estadística se definió 

como p<0,05 y la comparación entre condiciones se realizó mediante el test t 

Student. 
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1. CARACTERIZACIÓN DE LA UNIÓN DE PROSTAGLANDINAS 

CICLOPENTENONAS BIOTINILADAS A PROTEÍNAS.  

 

Los lípidos electrófilos, generados frecuentemente por la oxidación de otros 

lípidos, poseen la capacidad de reaccionar con grupos tioles o amino de las 

proteínas alterando su estructura o función. Entre estos lípidos electrófilos 

destacamos las prostaglandinas ciclopentenonas, en concreto, la 15-desoxi-

∆12,14 prostaglandina J2 y la prostaglandina A1. En este estudio hemos 

empleado análogos biotinilados de estos compuestos para identificar posibles 

proteínas diana de estos prostanoides tal y  como se describe en los apartados 

“Material y métodos” y “Objetivos” de esta tesis. 

 

Como hemos descrito anteriormente, estos compuestos poseen la capacidad de 

formar aductos covalentes con grupos tioles, tanto con el glutation (GSH), 

como con proteínas a través de carbonos electrófilos presentes o próximos a su 

anillo ciclopentano (marcados con asteriscos) mediante un proceso 

denominado adición de Michael (esquema 7). 
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Esquema 9. Adición de Michael. Unión de 15d-PGJ2-B a un 
grupo –SH de una proteína.  
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1.1 Las cyPG biotiniladas se unen a proteínas de forma estable. 

 

Mediante el tratamiento de fibroblastos de ratón  NIH-3T3 con dosis variables 

de ambos prostanoides biotinilados, nos propusimos explorar la permeabilidad 

celular de estos compuestos y su facultad para formar aductos con proteínas. 

Los lisados celulares procedentes de los tratamientos con 15d-PGJ2-B y PGA1-

B fueron procesados mediante Western blot con estreptavidina peroxidasa.  

 

Como se puede observar en la figura 2, en las células no tratadas se observaron 

polipéptidos biotinilados de peso molecular aparente de 120 y 90 kDa, que 

corresponden a proteínas biotiniladas endógenas. En las células tratadas con 

cyP biotinilados se observó la aparición de numerosas bandas polipeptídicas 

biotiniladas, indicativa de la unión estable de estos compuestos a proteínas. Sin 

embargo, se constataron importantes diferencias cuantitativas en la unión de 

cyP biotinilados a polipéptidos celulares. La incorporación de 15d-PGJ2-B fue 

más eficiente que la de PGA1-B. Por lo cual, en los siguientes experimentos 

usamos una concentración de 5 µM de 15d-PGJ2-B y 60 µM de PGA1-B para 

conseguir un grado de intensidad similar de la incorporación de estos 

compuestos en proteínas celulares.  
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Figura 2. Incorporación de 
cyP biotinilados a 
fibroblastos NIH-3T3. 
Fibroblastos NIH-3T3 fueron 
incubados con las 
concentraciones indicadas de 
cyP biotinilados. La 
incorporación de biotina fue 
analizada posteriormente por 
Western blot con 
estreptavidina acoplada a 
peroxidasa. La  señal de 
biotina fue estimada mediante 
densitometría. Los resultados 
mostrados en el panel inferior 
son valores medios ± error 
estándar recogidos de 4 
experimentos independientes. 
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1.2 Distribución intracelular de 15d-PGJ2-B y PGA1-B. 

 

Con el objetivo de profundizar en  la naturaleza de la interacción de 

prostaglandinas con proteínas celulares, exploramos su distribución celular. 

Para ello utilizamos dos tipos celulares diferentes: fibroblastos de ratón NIH-

3T3 y células HeLa, que tratamos con vehículo (DMSO) o  prostaglandinas 

biotiniladas (15d-PGJ2-B y PGA1-B) (Fig. 3), para posteriormente detectar la 

presencia de biotina mediante microscopía de fluorescencia CCD y  confocal.  

 

Como podemos observar, en las células tratadas con vehículo, se aprecia una 

leve señal de fluorescencia, que es compatible con la presencia de proteínas 

biotiniladas endógenas. En las células incubadas con ambas prostaglandinas 

biotiniladas, sí que se observó un incremento de fluorescencia, cuya 

distribución indica que ambos compuestos poseen la capacidad de entrar en el 

interior celular, y de unirse a estructuras proteicas citosólicas y nucleares. Es 

interesante destacar que su distribución fue diferente según el tipo celular 

estudiado. En el caso de los fibroblastos, la distribución de 15d-PGJ2-B y 

PGA1-B fue fundamentalmente citosólica, como se puede observar en la figura 

3A; mientras que en células HeLa la distribución resultó ser más homogénea, 

con predominio en el núcleo (Fig. 3B). 
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Figura 3. Distribución intracelular de 15d-PGJ2-B y PGA1-B en 
fibroblastos NIH-3T3 y HeLa. (A) Imágenes de microscopía de 
fluorescencia CCD de fibroblastos NIH-3T3 tratados durante 2 horas 
con vehículo (DMSO), 15d-PGJ2-B 5 µM o PGA1-B 60 µM. (B) 
Imágenes de microscopía confocal (proyecciones totales) de células 
HeLa tratadas durante 2 horas con vehículo (DMSO) o 15d-PGJ2-B 5 
µM o PGA1-B 60 µM. En ambos casos la detección de la biotina se 
llevó a cabo con estreptavidina-Alexa 488. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 66 



Resultados                        
 

 

1.3 Caracterización de los efectos biológicos de los análogos biotinilados de 

las prostaglandinas 15d-PGJ2 y PGA1. 

 

Con la finalidad de  comprobar si estos compuestos son herramientas válidas 

para la identificación de dianas implicadas en los efectos biológicos de las 

cyPG, exploramos la capacidad de los análogos biotinilados de la 15d-PGJ2 y 

PGA1 para reproducir los efectos biológicos de los prostanoides no 

biotinilados. Así, el tratamiento de células mesangiales de rata (RMC) con 

PGA1-B indujo la expresión de la proteína de choque térmico HSP 70 (Heat 

shock protein 70) de manera similar a la del compuesto original aunque 

necesitó concentraciones más altas (Fig. 4). 

 

 Trabajos previos en el laboratorio han demostrado que 15d-PGJ2 y su análogo 

biotinilado (Stamatakis, 2006) ejercen efectos similares sobre la inducción de 

HSP 70 y la inhibición de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS). Por ello, 

analizamos el efecto de la PGA1 y la PGA1-B sobre la inducción de la iNOS. 

Como se puede observar en la figura 4, concentraciones bajas (10-30 μM) de 

ambas prostaglandinas amplificaron la inducción de la iNOS, aunque con 

distinta intensidad. Si embargo, tanto PGA1  como PGA1-B inhibieron la 

inducción de la proteína iNOS en RMC activadas por citoquinas a una 

concentración de 60 μM. 
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 Figura 4. Efectos biológicos de la PGA1 biotinilada. (A) Las RMC se 
trataron durante 16 h con las concentraciones indicadas de PGA1 o 
PGA1-B y los niveles de las proteínas de choque térmico (inducible y 
constitutiva, HSP 70 y HSC 70, respectivamente) y de actina como 
control se estimaron mediante inmunoblot. Los valores que se muestran 
representan el cociente entre las intensidades de las señales Hsp 70/Hsc 
70 y de actina para cada calle. (B) Las RMC se pre-trataron en ausencia o 
presencia de las concentraciones indicadas de PGA1 o PGA1-B durante 2 
h. A continuación, las células se estimularon con citoquinas (Ck; TNF-α, 
37 ng/ml  y IL-1β, 3 ng/ml) según se indica durante 16 horas, y los 
niveles de la proteína iNOS se monitorizaron mediante inmunoblot. La 
especificidad de los cambios observados en las proteínas de interés, se 
comprobaron mediante Western blot con anti-actina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estas diferencias observadas para una y otra cyPG podrían deberse a la 

presencia de la molécula de biotina en la estructura de la PGA1-B. Además, 

cuantificamos los niveles de nitritos acumulados durante el tratamiento con 

PGA1 y su análogo biotinilado. Como podemos observar en la figura 5, el 

tratamiento con citoquinas produjo un aumento significativo en los niveles de 

NO2. Sin embargo, se redujo la inducción de nitritos tanto con el tratamiento 

con PGA1 como con PGA1-B, aunque de nuevo con distinta potencia. Con 

PGA1 se observaron efectos inhibidores a concentraciones de 30 μM, mientras 

que con PGA1-B se comenzaron a advertir estos efectos con tratamientos a 

concentraciones de 60 μM (Fig. 5). 
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Figura 5. Efecto de PGA1 y PGA1-B sobre la generación de NO en 
células mesangiales. Células mesangiales fueron activadas con Ck en 
presencia o ausencia de PGA1 o PGA1-B a las concentraciones 
indicadas durante 16 horas y la generación de NO se estimó 
determinando los niveles de nitritos en el sobrenadante de cultivo 
mediante el reactivo de Griess.

 

 

 

 

 

 

 

Estas observaciones indican que ambas prostaglandinas biotiniladas son 

herramientas válidas para el estudio de algunos de los efectos biológicos y las 

posibles dianas de su compuesto original. 
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1.4 15d-PGJ2-B y PGA1-B modifican en células intactas polipéptidos 

celulares de forma selectiva. 

 

En los tratamientos de células NIH-3T3 con ambas prostaglandinas biotiniladas 

pudimos observar cómo los patrones de marcaje obtenidos no fueron idénticos. 

En ellos, se aprecia la presencia de bandas polipeptídicas biotiniladas más 

intensas en una u otra condición, como se muestra en los perfiles 

densitométricos correspondientes a cada calle del gel (Fig. 6). Algunas de las 

bandas en las que se observan diferencias más marcadas en cuanto a la 

intensidad de la señal de biotina se muestran señaladas mediante flechas (Fig. 

6). Estos resultados podrían indicar una cierta selectividad en la incorporación 

de estos prostanoides a proteínas celulares. 
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Figura 6. Diferencias cualitativas en la unión de cyP 
biotinilados a proteínas celulares de NIH-3T3. Las muestras 
corresponden a lisados  totales de células control o tratadas con  5 
µM 15d-PGJ2-B  o 60 µM  PGA1B, resueltos posteriormente por 
SDS-PAGE y Western blot. Los patrones de intensidad fueron 
obtenidos para cada calle mediante densitometría y se muestran 
en el panel inferior. Las flechas indican bandas de polipéptidos en 
las que se aprecian las diferencias más evidentes en la intensidad 
de la señal de biotina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el fin de verificar estas diferencias en cuanto a la selectividad de la unión  

de 15d-PGJ2-B  y PGA1-B a proteínas celulares procedimos a realizar 

electroforesis en 2 dimensiones. El análisis de lisados de células control mostró 
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la presencia de las proteínas biotiniladas endógenas (marcadas mediante 

flechas, figura 7). Por otro lado, el análisis de las células tratadas con ambos 

prostanoides mostró señales de biotina  comunes a 15d-PGJ2-B  y PGA1-B 

(marcadas mediante óvalos, figura 7). También se pudo observar la presencia 

de “manchas” selectivamente marcadas o con una diferencia de intensidad 

notable en una y otra condición (señaladas mediante cajas con líneas 

discontinuas).  
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Figura 7. Western Blot de lisados celulares de NIH-3T3 tratados 
en ausencia o presencia de  5 µM 15d-PGJ2  o 60 µM  PGA1B.
Las proteínas celulares fueron resueltas mediante electroforesis en 2 
dimensiones usando tiras de isoelectroenfoque de pH 3-10 y seguida 
de detección de biotina. Las proteínas endógenas biotiniladas están 
marcadas mediante flechas. Las proteínas que aparecen marcadas en 
ambas condiciones están señaladas con círculos. Las que aparecen de 
forma selectiva están rodeadas por rectángulos de línea discontinua 
marcada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El conjunto de estas observaciones apoya la existencia de  selectividad en la 

modificación de proteínas por 15d-PGJ2-B  y PGA1-B en células intactas.  
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1.5 Modificación de proteínas por 15d-PGJ2-B  y PGA1-B en lisados 

celulares. 

 

Como hemos visto en apartados anteriores, la unión de ambas prostaglandinas 

con estructura ciclopentenona a proteínas celulares presenta tanto diferencias 

cuantitativas como cualitativas. Estas diferencias podrían ser debidas en parte a 

una diferente acumulación intracelular o una distinta reactividad de ambos 

prostanoides frente a tioles celulares. Para analizar estas posibilidades 

exploramos la unión de 15d-PGJ2-B y PGA1-B a proteínas en lisados celulares. 

Como se observa en la figura 8,  las diferencias cuantitativas y cualitativas 

observadas anteriormente en la incorporación de ambos prostanoides a 

proteínas en células intactas, se reducen cuando son los lisados celulares los 

que se tratan con ambos prostanoides. En este caso, las diferencias en la 

intensidad de la señal de biotina tan sólo son estadísticamente significativas a 

las concentraciones más bajas de cyP. Este análisis podría indicarnos que 

factores determinados por la integridad celular son importantes para la 

modificación diferencial de proteínas por cyP. 
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Figura 8. Incorporación 
de prostaglandinas 
biotiniladas a proteínas de 
extractos celulares 
aislados de fibroblastos. 
Lisados celulares aislados 
fueron incubados con las 
concentraciones indicadas 
de 15d-PGJ2-B y PGA1-B y 
la incorporación de biotina 
fue ensayada como se 
describe en la figura 2. Los 
resultados son la media ± 
S.E.M de valores obtenidos 
en 5 ensayos (*P<0,05 
según test t-Student). 
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1.6 Efecto del glutation (GSH) en la unión de cyPG a proteínas. 
 

1.6.1 Efecto de la modulación de la síntesis de GSH sobre la modificación 

de proteínas celulares por cyPG biotiniladas. 

 

La concentración intracelular de GSH ha sido propuesta como un factor 

fundamental en la regulación de los efectos mediados por prostaglandinas 

ciclopentenonas (Noyori, 1993). Por ello, nos hemos planteado explorar si el 

GSH podría  afectar a la intensidad o a la selectividad en la modificación de 

proteínas por cyP biotinilados, y cómo podría afectar a la localización 

subcelular de las mismas. Como se ha mostrado en el apartado anterior y se 

aprecia en la figura 9, la incorporación de 15d-PGJ2-B y PGA1-B a proteínas en 

extractos celulares aislados es similar en ausencia de GSH. 

 

 Por otro lado, la adición de GSH a concentraciones dentro del rango en el cual 

se encuentra en el interior celular, reduce la incorporación de cyP a proteínas 

en lisados celulares (Fig. 9A). Además, esta inhibición afecta de forma más 

marcada a la unión de PGA1-B y sobre todo a determinadas bandas 

polipeptídicas (marcadas mediante flechas, Fig. 9A y 9B). El análisis de estos 

efectos mediante densitometría (Fig. 9B), confirma que la adición de GSH 

altera el patrón de incorporación de ambas prostaglandinas a proteínas 

celulares, siendo más marcadas estas diferencias en el caso de PGA1-B. Estas 

observaciones sugieren que los niveles intracelulares de GSH podrían influir en 

la modificación diferencial de ciertas proteínas por 15d-PGJ2-B y PGA1-B en 

células intactas. 
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Figura 9. Efecto del GSH en la unión de cyP biotinilados a 
proteínas in vitro. (A) Lisados celulares de fibroblastos NIH-3T3 
fueron incubados con concentraciones de 10 µM de 15d-PGJ2-B o 
PGA1-B en ausencia o en presencia de 2 mM GSH. Las bandas 
señaladas mediante flechas indican posibles proteínas celulares en las 
cuales la presencia de GSH ha reducido la incorporación de cyP 
biotinilados. La imagen que se muestra es representativa de 4 ensayos 
diferentes. (B) Patrones densitométricos obtenidos para cada calle. 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

Para comprobar esta hipótesis, empleamos estrategias para modificar los 

niveles de GSH intracelular. En primer lugar, realizamos pretratamientos en 

fibroblastos NIH-3T3 con un inhibidor de la síntesis de GSH: la butionina 

sulfoximina (BSO). Este inhibidor indujo un incremento en la incorporación de 

cyP biotinilados a proteínas en forma dependiente de la concentración 

empleada (Fig. 10 A y B). Una cuantificación de este efecto se presenta en la 

figura 10C. Además, el aumento fue más marcado en algunas bandas 

polipeptídicas concretas (señaladas mediante flechas en la figura 10). Por otro 

lado, el pretratamiento de las células con N-acetil-cisteína (NAC), que 

proporciona un precursor en la síntesis de GSH, redujo la incorporación de cyP 

biotinilados a proteínas celulares, más intensamente en el caso de PGA1-B 
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(Fig. 10D). Estos resultados muestran por primera vez la existencia de una 

reactividad diferencial de estos prostanoides con respecto a proteínas celulares 

que depende de la  presencia de tioles celulares solubles. De esta manera podría 

surgir una cierta selectividad en la modificación de proteínas por cyP. 
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Figura 10. La modulación de los niveles celulares de GSH afecta a la 
unión de cyP biotiniladas a proteínas en células. Fibroblastos NIH-
3T3 fueron preincubados con BSO (a 0, 50 ó 100 µM) en medio sin 
suero durante 16 horas, antes del tratamiento con 15d-PGJ2-B o PGA1-B 
a las concentraciones indicadas durante 2 horas. La incorporación de cyP 
biotinilados a proteínas celulares fue observada mediante Western blot
con estreptavidina peroxidasa y detección mediante 
quimioluminiscencia. La intensidad de la señal  de biotina fue 
cuantificada mediante digitalización de las imágenes y los resultados se 
muestran en el  panel C. (D) Los fibroblastos fueron incubados con 5 
mM N-acetil-cisteína (NAC) durante 16 horas. La posterior incubación 
con 15d-PGJ2-B (5 µM) y PGA1-B (60 µM) fue llevada a cabo en medio 
sin suero y sin NAC. Los paneles mostrados son representativos de tres 
experimentos con resultados similares. 
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Los cambios observados en determinadas bandas podrían indicar que existen 

determinadas proteínas cuya modificación por cyP es más sensible a la 

presencia de GSH, es por ello, por lo que nos propusimos estudiar más a fondo 

este fenómeno con proteínas recombinantes. 

 

 
1.6.2  Efecto del GSH en la unión de cyP a proteínas recombinantes in 

vitro. 

 

En trabajos previos realizados en el laboratorio se ha caracterizado la unión de 

cyP a diversas proteínas tanto en células intactas como en ensayos in vitro. 

Entre estas dianas se encuentran la subunidad p50 del factor de transcripción 

NF-ĸB (Cernuda-Morollón, 2001), c-Jun (Pérez-Sala, 2003), H-Ras (Renedo, 

2007) o GSTP1-1 (Sánchez-Gómez, 2007). Por ello, decidimos emplear una 

serie de proteínas recombinantes purificadas para explorar cómo los niveles de 

GSH podían afectar a la unión de cyP a proteínas concretas. En primer lugar, 

analizamos la incorporación de 15d-PGJ2-B y PGA1-B a c-Jun, GSTP1-1  y H-

Ras en ensayos de dosis-repuesta. 

 

Como se puede observar en la figura 11, la 15d-PGJ2-B es capaz de formar 

aductos covalentes con c-Jun y H-Ras de forma más eficaz que PGA1-B; sin 

embargo, la intensidad de la modificación es similar en el caso de GSTP1-1. 

Estas observaciones indican que la eficiencia en la modificación de proteínas 

por parte de las cyP  depende tanto  de la proteína diana, como de la estructura 

de los cyP. En el caso de H-Ras, la incubación con PGA1-B dio lugar a dos 

bandas definidas en el análisis con estreptavidina–peroxidasa (señaladas 

mediante las dos flechas superiores en la figura 11C), las cuales poseen una 

movilidad electroforética menor a la banda correspondiente a H-Ras sin 

modificar (señalada mediante la flecha inferior). Este patrón indica que PGA1-

B podría unirse a varios sitios en la proteína H-Ras, dando lugar a diversos 

aductos, como estudiaremos más adelante. 
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Figura 11. Modificación de varias proteínas recombinantes por 15d-
PGJ2-B y PGA1-B. c-Jun (5 μM), GSTP1-1 (2,5 μM) y H-Ras (5 μM) 
recombinantes fueron incubadas con las concentraciones indicadas de 
cyP ó DMSO. La formación de aductos covalentes  entre cyP 
biotinilados y las proteínas fue estimada mediante Western blot con 
estreptavidina-peroxidasa. Los resultados que se presentan son valores 
medios ± S.E.M. de valores obtenidos en 3 ensayos (*p<0,05, según test 
t-Student). 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación exploramos el efecto del GSH, a concentraciones dentro del 

rango en el que se encuentra en la célula (0,5 – 2 mM). En el caso de GSTP1-1, 

el GSH redujo, de forma muy evidente, la incorporación de 15d-PGJ2-B y 

PGA1-B a la proteína a concentraciones bajas (0,5 mM) (Fig. 12A); sin 
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embargo, se necesitaron concentraciones mucho más altas (2 mM) para 

disminuir de forma notable el marcaje en c-Jun (Fig.12B). Por otro lado, el 

GSH redujo la incorporación de cyP en H-Ras a medida que aumentaba la 

concentración del mismo (Fig. 12C). Como se puede observar, el  GSH redujo 

la unión de PGA1-B a GSTP1-1 y a H-Ras de manera más eficaz que la unión 

de 15d-PGJ2-B. La estructura de los distintos cyP podría ser uno de los factores 

que influyen en que el GSH afecte de manera diferente a la unión de cyP a  

diversas proteínas. 
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Figura 12. Efectos de los niveles de GSH en la unión de cyP biotinilados 
a proteínas recombinantes. Las proteínas recombinantes GSTP1-1 (2,5 
μM), c-Jun (5 μM)  y  H-ras (5 μM)  fueron incubadas con 15d-PGJ2-B o 
PGA1-B (10 μM) en presencia de las concentraciones indicadas de GSH y 
la unión de biotina fue analizada mediante Western blot. Los resultados de 
la estimación de biotina están expresados en unidades arbitrarias con 
respecto a  los valores obtenidos en ausencia de GSH. Los resultados son 
valores medios ± S.E.M. de valores obtenidos en 3 ensayos (*p<0,05, según 
test t-Student). 
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Estos resultados muestran que la susceptibilidad de distintas proteínas al efecto 

de GSH es diferente y pueden contribuir a explicar el efecto del GSH sobre la 

selectividad en la modificación de proteínas por prostaglandinas 

ciclopentenonas. 
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2. ESTUDIO DE LA MODIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA H-RAS POR 
15d-PGJ2 Y PGA1. 

 

 
 
Como hemos observado anteriormente, las proteínas H-Ras pueden ser 

modificadas por varios tipos de eicosanoides electrófilos, como las 

prostaglandinas 15d-PGJ2-B y PGA1-B. Basándonos en las evidencias 

anteriores, hemos llevado a cabo un estudio más detallado mediante técnicas 

más resolutivas que nos permitan analizar la selectividad en la incorporación 

de cyP a la estructura de H-Ras.   

 

 

2.1 Análisis de la interacción de 15d-PGJ2 y  PGA1 con H-Ras mediante 

espectrometría de masas.

 

La incubación de la proteína H-Ras recombinante con vehículo (DMSO) (Fig. 

13), dio  lugar a un pico mayoritario con una masa aproximada de 21298, el 

cual se corresponde con el peso molecular de la proteína recombinante no 

modificada. El tratamiento de H-Ras  con 15d-PGJ2 (masa molecular 316.4 

kDa) nos permitió observar  un aducto principal de masa 21617 kDa, el cual 

podría corresponder a la proteína unida a una molécula de 15d-PGJ2 y un pico 

minoritario a 21299 que correspondería con la fracción de proteína no 

modificada. Tras el tratamiento de H-Ras con PGA1 (masa molecular 336.5 

kDa) pudimos advertir hasta 3 aductos con diferentes masas: 21640, 21978  y 

22318, compatibles con la adición de una, dos o 3 moléculas de PGA1, 

respectivamente, además del pico perteneciente a la proteína sin modificar.  
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 Figura 13. Análisis mediante espectrometría de masas MALDI-

TOF  de la interacción de 15d-PGJ2-B y PGA1-B con H-Ras. La 
proteína recombinante (5 µM) fue incubada durante 1 hora a 
temperatura ambiente en presencia de vehículo (DMSO) o de los 
cyP indicados a una concentración de 50 µM. Después de la 
purificación en microcolumnas ZipTip, H-Ras fue analizada 
mediante MALDI-TOF MS. Los resultados son representativos de 3 
ensayos con resultados similares.
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2.2 15d-PGJ2 y PGA1 modifican selectivamente distintos residuos de 
cisteína de H-Ras in vitro. 
 
 
Con el fin de intentar profundizar en la diferente modificación de proteínas Ras 

por 15d-PGJ2 y PGA1, analizamos mediante MALDI-TOF MS  péptidos 

procedentes de la digestión con tripsina de H-Ras incubada con vehículo o cada 

uno de los prostanoides (Fig. 14). El listado teórico de todos los péptidos 

trípticos de H-Ras control nos sirvió de base para estudiar posteriormente los 

péptidos generados en presencia de los cyP. Pudimos observar la presencia de 

péptidos cuya m/z era compatible con la presencia de aductos proteína-cyP. 

 

Algunos de los péptidos modificados están marcados con asteriscos en la figura 

14 y se presentan más detalladamente en la tabla 1. Los posibles sitios de 

modificación detectados están situados próximos al carboxilo terminal de la 

proteína en el péptido que contiene las cisteínas 181 y 184 o bien en los 

péptidos que contienen la cisteína 118, que está localizada en el sitio de unión a 

GTP de la proteína. Las intensidades relativas de los péptidos modificados 

fueron diferentes dependiendo del cyP usado. Después del tratamiento de H-

Ras con 15d-PGJ2, las especies más abundantes detectadas comprenden el 

grupo de péptidos de m/z 1979.2, 1995.2 y 2011.2. Estos datos son compatibles 

con la unión de 15d-PGJ2 al péptido 170-185, que contiene las cisteínas 181 y 

184. 

 

Por otro lado, el tratamiento de H-Ras con PGA1 dio lugar a una serie de 

péptidos cuya m/z se correspondía con la modificación de las cisteínas 118, 181 

y/o 184. En este caso, la especie mayoritaria detectada fue el péptido con una 

m/z de 984.8 que se corresponde con la modificación de la cisteína 118.  
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Figura 14. Análisis mediante MALDI-TOF MS de digestiones 
trípticas de H-Ras modificada por cyP. H-Ras fue incubada con 
los prostanoides indicados y digerida con tripsina. La mezcla de 
péptidos resultante se  purificó en ZipTip y se analizó mediante 
MALDI-TOF MS. Se muestran los valores monoisotópicos (m/z)
de algunos de los picos más destacados. Los asteriscos indican la 
m/z de  péptidos compatible con la adición de una o dos moléculas 
de cyP. Los resultados son representativos de 2 ensayos diferentes. 
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En la siguiente tabla se indican los valores de  m/z y la posición teórica en la 

secuencia de la proteína de H-Ras, de péptidos que aparecen en las digestiones 

de la proteína incubada con 15d-PGJ2 o PGA1, cuyas masas son compatibles 

con  la de péptidos modificados teóricos procedentes de digestión tríptica.  

 

Observamos péptidos con una m/z compatible con la adición de una molécula 

de 15d-PGJ2 (+316.5) que contenían la cisteína 118 (CDLAAR; m/z = 964.81)  

y péptidos que contenían las cisteínas 181 y 184 (…..CMSCK), con unas 

masas de 1979.23, 1995.23 y 2011.23 respectivamente. En lo que respecta a la 

modificación con PGA1, localizamos  péptidos que contenían una m/z 

compatible con la adición de PGA1 (+336.5) en cuya secuencia poseían la 

cisteína 118 (CDLAAR) con una m/z  de 984.81 y 2581.63 respectivamente;  y 

péptidos que contenían la cisteína 181 y 184 (…..CMSCK), con unas masas de 

1871.13 y 1999.23 compatibles con la adición de una molécula de PGA1  y 

péptidos con masas de 2335.73 compatibles con la adición de dos moléculas de 

PGA1. 
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 m/z experimental
+15d-PGJ2 +PGA1

m/z teórico Control (316.5) (336.5) Posición Secuencia

648.3 648.2 964.81 984.81 118-123 CDLAAR
681.4 681.4 - - 165-169 QHKLR
712.3 712.1 - - 69-73 DQYMR
801.4 801.3 - - 129-135 QAQDLAR
955.6 955.5 - - 6-16 LVVVGAGGVGK

1194.5 1194.5 - - 87-97 SFEDIHQYR
1328.6 1328.5 - - 136-147 SYGIPYIETSAK
1388.7 1388.4 - - 105-117 DSDDVPMVLVGNK
1397.7 1397.6 - - 150-161 QGVEDAFYTLVR
1534.6 1534.4 - - 171-185 LNPPDESGPGCMSCK
1607.9 1607.7 - - 1-16 MTEYKLVVVGAGGVGK
1615.8 1615.7 - - 107-117 VKDSDDVPMVLVGNK
1662.7 1662.73 1979.23 1999.23 170-185 KLNPPDESGPGCMSCK

“ - 1995.23 - 170-185 KLNPPDESGPGCMSCK (+O)
“ - 2011.23 - 170-185 KLNPPDESGPGCMSCK (+2O)
“ - - 2335.73 105-123 KLNPPDESGPGCMSCK (+2cyP)

1692.8 1692.8 - - 89-101 SFEDIHQYREQIK
1848.9 1848.9 - - 89-102 SFEDIHQYREQIKR
2018.0 2017.7 2354.47 105-123 DSDDVPMVLVGNKCDLAAR
2111.1 2111.1 - - 129-147 QAQDLARSYGIPYIETSAK
2245.1 2244.8 2581.63 105-123 VKDSDDVPMVLVGNKCDLAAR
2368.2 2368.0 - - 129-149 QAQDLARSYGIPYIETSAKTR
2446.2 2445.9 - - 148-167 TRQGVEDAFYTLVREIRQHK
2458.3 2458.1 - - 150-169 QGVEDAFYTLVREIRQHKLR
2715.5 2715.4 - - 148-169 TRQGVEDAFYTLVREIRQHKLR
2869.4 2869.4 - - 43-68 QVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMR
2967.4 2967.1 - - 17-41 SALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYR
3095.5 3095.5 - - 17-42 SALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRK

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 1. Resumen de la m/z calculada y observada de los péptidos 
potencialmente modificados por 15d-PGJ2 y PGA1, su posición en la 
secuencia de H-Ras y su secuencia. Para H-Ras tratada con 
prostaglandinas, sólo se muestran los péptidos cuya m/z observada es 
compatible con péptidos modificados por cada uno de los cyP. Los 
residuos de cisteína aparecen señalados en rojo. +O, m/z compatible con la 
adición de oxígeno; +2 cyP, m/z compatible con la adición de 2 moléculas 
de cyP. 

 

Las diferencias cuantitativas y cualitativas observadas en los mapas peptídicos 

se resumen en la figura 15, en la que se muestran las intensidades relativas de 

los péptidos modificados que contienen la cisteína 118 o la cisteína 181 y la 

184, ambos con una molécula de cyP; o la cisteína 181 y 184 y dos moléculas 

de cyP. Estos resultados sugieren que la 15d-PGJ2 se une preferentemente al 
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péptido que contiene  las cisteínas 181 y la 184, mientras que la PGA1 lo hace 

en el que contiene  la cisteína 118. 
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 Figura 15. Intensidades relativas correspondientes a los péptidos 

modificados de H-Ras por 15d-PGJ2 y PGA1. Las intensidades de los 
diferentes picos correspondientes a los péptidos han sido normalizadas con 
respecto a la intensidad de uno de los péptidos no modificados (m/z = 
3095.5), y a continuación se han  expresado como porcentaje de la suma de 
la intensidad de todos los picos modificados en cada ensayo. Los resultados 
son los valores medios de al menos dos determinaciones. C118 y C181-184 
indican picos compatibles con la adición de una molécula de cyP a péptidos 
que contienen la cisteína 118 o la cisteína 181 y 184, respectivamente. C181-
184 (+2cyP) son picos compatibles con la unión de dos moléculas de cyP a 
péptidos que contienen las cisteínas 181 y 184. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La identidad de los péptidos mayoritarios modificados fue confirmada 

mediante el análisis de los correspondientes picos por MALDI-TOF-TOF MS-

MS (Fig. 16). El análisis del péptido de masa 984.8 procedente del tratamiento 

de H-Ras con PGA1 nos permitió obtener la secuencia del mismo (CDLAAR),  

en la cual encontramos la cisteína 118. La masa del péptido (m/z 648.3) se vio 

incrementada en 336.5 daltons, que se corresponde con la adición de una 

molécula de PGA1. Este incremento de masa fue observado en los iones b2-

H2O, b3-H2O, b4-H2O e y6, lo cual indica la modificación de la cisteína 118.  
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La identidad del péptido mayoritario modificado por 15d-PGJ2, había sido 

confirmada previamente mediante experimentos de mutagénesis (Oliva, 2003). 
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Figura 16. Análisis mediante  MALDI-TOF-TOF MS de péptidos 
modificados. El péptido con m/z 984.8 de H-Ras tratada con PGA1 fue 
secuenciado mediante MS-MS. La secuencia obtenida está recuadrada en 
azul. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3 15d-PGJ2-B y PGA1-B modifican selectivamente H-Ras tanto in vitro 
como en células. 
 
Los resultados mostrados en los apartados anteriores nos indican que cyP con 

diferente estructura se unen preferentemente a distintos residuos de cisteína en 

H-Ras in vitro. Con el fin de explorar la potencial modificación diferencial de 

proteínas H-Ras por eicosanoides en sistemas biológicos, usamos los análogos 

biotinilados de 15d-PGJ2  y de PGA1.  
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En primer lugar confirmamos que ambos compuestos biotinilados poseen la 

misma reactividad hacia H-Ras in vitro que los no biotinilados. La 15d-PGJ2-B 

(masa 626) forma un aducto simple con H-Ras, mientras que PGA1-B (masa 

661) es capaz de formar dos o tres aductos según pudimos detectar mediante 

MALDI-TOF MS MS (Fig. 17). Estos patrones son análogos a los observados 

con los  compuestos sin biotinilar (Fig.13)  
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Figura 17. Modificación de H-Ras por 15d-PGJ2-B y PGA1-B in 
vitro. H-Ras   (5 μM) fue incubada con 15d-PGJ2-B o PGA1-B (50 μM) 
y analizada mediante MALDI-TOF MS. 

 

 

 

 

Posteriormente ensayamos la unión de los cyP biotinilados a H-Ras en células. 

Previamente hemos descrito que ambas ciclopentenonas biotiniladas forman 

aductos estables con proteínas celulares en células intactas pero con una 

potencia diferente. Por ello, tratamos en primer lugar células COS-7 con varias 

concentraciones de cyP biotinilados  para observar en qué condiciones 

obteníamos una intensidad de la incorporación de biotina en proteína total que 

fuera similar con ambas cyPG (resultados no mostrados). En función de las 

señales detectadas escogimos 3 µM de 15d-PGJ2-B y 30 µM de PGA1-B para 

realizar los experimentos siguientes, puesto que, como se observa en la figura 

18A, en estas condiciones, la modificación de proteínas celulares es similar. 

Posteriormente, transfectamos las células COS-7 con el plásmido pCEFL-AU5 

o pCEFL-AU5-H-Ras y las incubamos con ambos prostanoides biotinilados. 

 88 



Resultados                        
 

En las células transfectadas observamos una señal de biotina correspondiente a 

la unión de 15d-PGJ2-B y PGA1-B a la proteína H-Ras, la cual estaba ausente 

en células no transfectadas con el plásmido de H-Ras (Fig. 18B). Similares 

resultados obtuvimos en células HeLa y NIH-3T3 (resultados no mostrados).  
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 Figura 18. Modificación de H-Ras por 15d-PGJ2-B y PGA1-B en 
células. (A) Células COS-7 fueron incubadas con 15d-PGJ2-B (3 μM) o
PGA1-B (30 μM). La incorporación estable de estos compuestos a 
proteínas fue observada mediante SDS-PAGE y Western blot. (B) 
Células COS-7 transfectadas  con el plásmido pCEFL-AU5 o pCEFL-
AU5-H-Ras fueron incubadas con 15d-PGJ2-B (3 μM) o  PGA1-B (30 
μM) y la incorporación de biotina fue detectada mediante Western blot 
con estreptavidina peroxidasa y ECL. Los niveles de AU5-H-Ras 
fueron estimados también mediante inmunoblot. Los resultados 
mostrados son representativos de 4 ensayos.  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4 Estudio de la repercusión funcional de la modificación de H-Ras por 
cyP en células. 
 
Para explorar la posible modificación diferencial de H-Ras por distintos 

prostanoides en células intactas, transfectamos células COS-7 con el plásmido 

que codifica la forma salvaje de H-Ras (H-Ras wt), o con los plásmidos que 

codifican formas mutantes de H-Ras en las que la cisteína 118  o la cisteína 

184 han sido sustituidas por serinas (C118S o C184S, respectivamente). 
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Posteriormente tratamos las células con 15d-PGJ2-B o PGA1-B. Curiosamente, 

la unión de 15d-PGJ2-B a H-Ras se redujo considerablemente cuando las 

células se transfectaron con el mutante de H-Ras en la cisteína 184, mientras 

que la mutación en la cisteína 118 no tuvo efecto alguno (Fig. 19A). Por otro 

lado, la unión de PGA1-B a H-Ras se redujo parcialmente tanto en el mutante 

de la cisteína 184 como de la 118. Esto indicaría que la unión de 15d-PGJ2-B a 

H-Ras se llevaría a cabo fundamentalmente en la cisteína 184, mientras que 

PGA1-B podría unirse en la cisteína 118 o en la 184. Estas observaciones  

indican que en la unión de cyP biotinilados a cisteínas de H-Ras  existe una 

cierta modificación diferencial en células vivas.  

 

Previamente, se había descrito que la modificación de proteínas H-Ras por 

15d-PGJ2 estaba asociada con un incremento de los niveles de Ras unido a 

GTP en células intactas según se estima mediante la unión a GST-RBD 

inmovilizada, una proteína de fusión que contiene el dominio de unión de Raf a 

GTP-Ras (Oliva, 2003). Por ello, exploramos a continuación los efectos de 

15d-PGJ2 y PGA1 sobre los niveles de Ras presente en su conformación activa, 

es decir, capaz de unirse a GST-RBD,  en células HeLa. Este trabajo fue 

realizado gracias a una colaboración con el grupo de Dr. José María Rojas del 

Instituto de Salud Carlos III (Majadahonda, Madrid). 

 

Las células fueron transfectadas con vectores de expresión que codifican  la 

forma salvaje (wt)  de H-Ras o los mutantes en la cisteína 118 (C118S) y 184 

(C184S) (Fig. 19B). Como podemos observar, ambos cyP indujeron un 

incremento en la proporción de H-Ras presente en su conformación activa 

aunque menor que el inducido por el factor de crecimiento epidérmico (EGF). 

La activación de H-Ras asociada al tratamiento con PGA1 fue claramente 

menor en el mutante en la cisteína 118. Sin embargo, este mutante fue activado 

por 15d-PGJ2 con una intensidad similar a la de la forma salvaje de H-Ras. La 

activación de H-Ras  en los mutantes en la cisteína 184 se redujo sobre todo en 

aquellas células que habían sido tratadas con 15d-PGJ2, mientras que en células 

tratadas con PGA1, el mutante fue activado ligeramente. Estos resultados 

sugieren que la modificación de H-Ras en células por distintos cyP podría tener 

distintas consecuencias funcionales.  
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 Figura 19. Modificación y activación de H-Ras salvaje  y 

mutada por cyP. (A) Células COS-7 fueron transfectadas 
transitoriamente con los plásmidos pCEFL-AU5-H-Ras wt, 
pCEFL-AU5-H-Ras C118S o pCEFL-AU5-H-Ras C184S y 
tratadas con 3 µM 15d-PGJ2-B o 30 µM PGA1-B. La 
incorporación de ambos cyP biotinilados a las formas salvajes 
(wt) y mutadas de H-Ras fue ensayada como se describe en la 
figura anterior. Los niveles de H-Ras totales fueron estimados 
mediante Western blot con anticuerpo anti-AU5. Las 
exposiciones con ECL fueron cuantificadas. Los cocientes entre 
las intensidades de la biotina y la señal de la proteína son
expresados como porcentaje de los valores obtenidos para la 
forma salvaje de H-Ras. Los resultados son la media ± error
estándar de 4 determinaciones (*p< 0.05 por el test t-Student con 
respecto a H-Ras forma salvaje). (B) Células HeLa fueron 
transfectadas pCEFL–HA-H-Ras, cultivadas en medio sin suero 
durante 18 horas y posteriormente incubadas con vehículo (-), 
100 nM EGF, 3 µM 15d-PGJ2 o 10 µM PGA1 durante 10 
minutos. H-Ras fue recuperada en su conformación activa de los 
lisados celulares mediante unión a GST-RBD inmovilizada. La 
detección se llevó a cabo mediante inmunoblot con el anticuerpo 
monoclonal anti- HA. Los niveles de expresión de las proteínas 
Ras transfectadas fueron estimados mediante Western blot de los 
extractos celulares con anti-HA (paneles inferiores). 
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3. ESTUDIO DE LAS PROTEÍNAS MODIFICADAS 
SELECTIVAMENTE POR PROSTAGLANDINAS 
CICLOPENTENONAS BIOTINILADAS EN CÉLULAS INTACTAS . 
 
 

Como hemos podido comprobar en los apartados anteriores, existe una 

selectividad en la modificación de proteínas por 15d-PGJ2-B y PGA1-B que se 

manifiesta tanto en células intactas, en las que cada cyP puede modificar 

polipéptidos diferentes, como en proteínas individuales, en las que cada cyP 

puede unirse preferentemente a distintos sitios. La identificación de las dianas 

de modificación selectiva por una u otra prostaglandina podría proporcionar 

información sobre las características estructurales de las proteínas o de las cyP 

que determinan esta selectividad.  

 

3.1 Abordajes para la obtención de fracciones enriquecidas en proteínas 

modificadas con 15d-PGJ2-B o PGA1-B. 

 

3.1.1 Fraccionamiento subcelular. 

 

Para profundizar en el conocimiento de las proteínas que resultan 

selectivamente modificadas por 15d-PGJ2-B o por PGA1-B intentamos en 

primer lugar obtener fracciones celulares potencialmente enriquecidas en 

alguna de las proteínas selectivamente modificadas por una u otra 

prostaglandina.  

 

En  experimentos de microscopía de fluorescencia, habíamos observado que la 

distribución intracelular de ambos cyP en fibroblastos era fundamentalmente 

citosólica (Fig. 3). Por ello, decidimos en primer lugar realizar 

fraccionamientos citosol-núcleo. Las fracciones citosólicas y nucleares de 

células NIH-3T3 tratadas con 15d-PGJ2-B 5 μM  o PGA1-B 60 μM 

respectivamente se obtuvieron tal y como se describe en el apartado de 

“Material y métodos” (Fig. 20).  
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Figura 20. Fraccionamientos citosol-núcleo de fibroblastos 
NIH-3T3 tratados con cyP biotinilados. Fibroblastos de ratón 
NIH-3T3 fueron tratados con vehículo (DMSO), 15d-PGJ2-B 5 
μM o PGA1-B 60 μM. Posteriormente se obtuvieron las 
fracciones citosólicas y los extractos nucleares. 5 μg de proteína 
se procesaron mediante Western blot y detección con 
estreptavidina acoplada a peroxidasa o con los anticuerpos que se 
indican. Las imágenes que se muestran  son representativas de 4 
experimentos con resultados similares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se puede observar, la señal  correspondiente a la biotina fue más intensa 

en las fracciones citosólicas, tratadas con 15d-PGJ2-B o PGA1-B, en 

concordancia con lo observado mediante  microscopía de fluorescencia. Como 

control de los fraccionamientos incubamos las membranas con anticuerpos 

frente a proteínas cuya localización subcelular es conocida. Así pues, usamos 

anti c-Jun como control de proteínas nucleares, anti RhoGDI como control de 

proteínas citosólicas y anti actina como control de carga de proteína total. 
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Con el fin de establecer un procedimiento sencillo para la purificación e 

identificación de algunas de las dianas citosólicas, decidimos realizar 

fraccionamientos S100-P100 para separar las fracciones soluble y de 

membrana. Así pues, tratamos células NIH-3T3 con ambos prostanoides y 

procedimos a obtener las fracciones citosólicas y de membrana tal y como se 

describe en el apartado “Material y métodos” y las analizamos mediante 

Western blot con estreptavidina peroxidasa (Fig. 21). Pudimos observar cómo 

la señal de biotina se localizaba principalmente en las fracciones de membrana. 

En las muestras tratadas con vehículo (DMSO) únicamente se detectaron las 

proteínas biotiniladas endógenas. Este segundo fraccionamiento nos permitió 

advertir en las fracciones citosólicas, proteínas selectivamente modificadas por 

una u otra prostaglandina de manera más clara en el caso de PGA1-B 

(marcadas con flechas).  

 

Como control del fraccionamiento se usaron anticuerpos anti β-integrina, como 

control de proteína de membrana; anti RhoGDI como control de proteína 

citosólica y anti actina como control de proteína total. Para hacer más evidentes 

las diferencias en la unión de las prostaglandinas observadas en este 

fraccionamiento obtuvimos los perfiles densitométricos de las fracciones 

citosólicas (Fig. 22). En el citosol de células tratadas con PGA1-B aparecen 

algunas  bandas que no se detectaron en la misma fracción de células tratadas 

con 15d-PGJ2-B (marcadas mediante flechas). En concreto, cabe destacar la 

presencia de 3 bandas polipeptídicas con un tamaño aproximado de 35, 45 y 70 

kDa. Estas bandas podrían por tanto, contener polipéptidos   que se 

modificaran selectivamente  por  PGA1-B. Por el contrario, algunos 

polipéptidos aparecen selectivamente marcados en la fracción citosólica de 

células tratadas con 15d-PGJ2-B. 
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Figura 21. Fraccionamientos citosol-membrana de 
fibroblastos NIH-3T3 tratados con cyP biotinilados. Se 
realizaron fraccionamientos citosol-membrana de fibroblastos 
NIH-3T3 tratados con 5 μM 15d-PGJ2-B  y 60 μM PGA1-B. El 
análisis posterior se realizó mediante Western blot y detección 
con estreptavidina-peroxidasa o con los anticuerpos que se 
indican. En él podemos observar la presencia de bandas 
polipeptídicas modificadas selectivamente por PGA1-B (S100. 
fracción soluble; P100, fracción de membrana). 
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Figura 22. Diferencias cualitativas en la unión de cyP 
biotinilados a proteínas enriquecidas en fracciones S100 de 
NIH-3T3.  Las muestras corresponden a fracciones S100 de 
fibroblastos NIH-3T3 control o tratados con 5 μM 15d-PGJ2-B ó 60 
μM PGA1-B resueltas posteriormente por SDS-PAGE y Western 
blot. Se muestran los patrones densitométricos para cada calle. Las 
flechas indican bandas de polipéptidos en las que se aprecian las 
diferencias más evidentes de la señal de biotina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2 Cromatografía en avidina agarosa. 

  

Con el fin de intentar enriquecer las fracciones con las proteínas modificadas 

por los correspondientes cyP biotinilados para proceder a la identificación de 

dianas selectivas, realizamos cromatografía en avidina-agarosa de las 

fracciones S100 (Fig. 23). 

  

Los eluídos fueron analizados por duplicado en geles diferentes, uno de ellos 

fue teñido con Coomassie coloidal y el otro se analizó mediante Western blot 

con estreptavidina-peroxidasa. 
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 Figura 23. Cromatografía en avidina-agarosa. Las proteínas 
modificadas por cyP biotinilados procedentes de fracciones 
S100 fueron purificadas mediante cromatografía en avidina-
agarosa. El análisis fue llevado a cabo mediante SDS-PAGE y 
Western blot con estreptavidina acoplada a peroxidasa (E, 
Eluído). Los datos mostrados  son representativos de 3 
experimentos con resultados similares. 

 

 

 

 

 

 

Coincidiendo con los resultados de la figura 21, la intensidad de la señal de 

biotina fue superior en las fracciones S100 procedentes de células tratadas con 

PGA1-B que con 15d-PGJ2-B. 

 

Como pudimos observar, en ambos casos la neutravidina retuvo eficazmente 

las proteínas biotiniladas. Sin embargo, dicha retención fue superior en 

proteínas potencialmente modificadas por PGA1-B como se aprecia en la 

tinción de proteína total de los eluídos.  
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3.2 Identificación de proteínas modificadas por PGA1-B mediante 

espectrometría de masas. 

 

Para proceder a la identificación de las dianas de PGA1-B, y con ello de las 

dianas potencialmente selectivas, procedimos a cortar las bandas de las calles 

correspondientes al eluído de las fracciones S100 tratadas con PGA1-B, tal y 

como se detalla en la figura 24. El estudio  de los polipéptidos presentes en 

cada banda fue llevado a cabo mediante digestión en gel con tripsina seguida 

de un análisis mediante HPLC y espectrometría de masas (LC/MS-MS). 
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Figura 24. Correspondencia entre las señales de biotina y las bandas 
de proteína de las fracciones S100 de células tratadas con PGA1-B. Las 
fracciones S100 de fibroblastos NIH-3T3 tratados con PGA1-B fueron 
purificadas mediante cromatografía en avidina-agarosa y analizadas como 
se ha descrito en la figura 23. A continuación diversas porciones del gel 
fueron cortadas y analizadas mediante espectrometría de masas  LC/MS-
MS. Los números indican la posición de las bandas que se escindieron del 
gel para su análisis. 

 

A continuación, se muestran en detalle los resultados obtenidos en el análisis 

de las bandas correspondientes mediante espectrometría de masas  LC/MS-MS 
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(tabla 3). Las identificaciones se aceptaron como significativas si cumplían los 

criterios que se especifican en el apartado “Material y métodos”. 

 Número de Proteina Número de Peso pI teórico número de péptidos identificados por masa
racceso de banda molecula

 

 

 

 

péptidos LC/MS-MS
Swiss-Prot identificados

6151 L-lactato deshidrogenasa 1 36686 7,77 9 K.QVVDSAYEVIK.L 1249,56
cadena A K.GEMMDLQHGSLFLK.T 1636,66

8040 Proteína G, subunidad beta 2 1 35055 7,57 2 R.VWQVTIGTR 1058,54
 K.IIVDELKQEVISTSSK.A 1787,83

P16858 Gliceraldehido-3-fosfato 2 35941 8,45 8 R.VVDLMAYMASKE 1555,54
deshidrogenasa K.IVSNASCTTNCLAPLAK.V 1818,84

9K85 Fosfoserina aminotransferasa 2 40732 8,15 8 K.LPHSVLLEIQK.Q 1275,72
R.ASLYNAVTTEDVEK.L 1538,68

0710

P0

P6

Q9

AP6

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ctina 3 42052 5,29 9 R.AVFPSIVGRPR.H 1198,76
K.IWHHTFYNELR.V 1515,81

9411 Fosfoglicerato kinasa 1 4 44776 7,52 12 K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 1633,67
R.FHVEEEGKGK.D 1158,5

4071 Isocitrato deshidrogenasa [NADP], 4 58712 8,4 3 K.TIEAEAAHGTVTR.H 1354,62
precursor mitocondrial K.DLAGCIHGLSNVK.L 1382,6

P68369 Tubulina cadena alfa- 1 5 50102 4,94 8 K.VGINYQPPTVVPGGDLAK.V 1823,87
K.TIGGGDDSFNTFFSETGAGK.H 2006,75

9024 Tubulina cadena beta-5 5 49639 4,96 8 R.AILVDLEPGTMDSVR.S 1630,82
R.ALTVPELTQQVFDAK.N 1658,89

0126 Factor de elongación 1 5 50281 9,23 9 K.IGGIGTVPVGR.V 1024,55
K.STTTGHLIYK.C 1119,52

7182 Alfa enolasa 5 46980 6,3 4 K.GVSQAVEHINK.T 1180,53
R.YITPDQLADLYK.S 1438,63

6745 Glucosa-6-fosfato isomerasa 6 62597 7,85 7 K.TFTTQETITNAETAK.E 1654,74
K.TLASLSPETSLFIIASK.T 1776,84

Q61753 D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa 6 56454 6,13 4 K.VLISDSLDPCCR.K 1433,56
R.AGTGVDNVDLEAATR.K 1487,6

JZK9 Hidroximetilglutaril-CoA sintasa, 6 57532 5,65 3 K.VTQDATPGSALDK.I 1301,65
 citoplásmica R.MFLNDFLNDQNR.D 1541,56

61553 Fascina 6 54240 6,21 4 K.YLTAEAFGFK.V 1145,5
R.LSCFAQSVSPAEK.W 1422,59

D0F9 Fosfoglucomutasa-1 7 61348 6,32 3 R.IAAANGIGR.L 841,44
K.TIEEYAICPDLK.V 1450,7

63017 Proteína similar a proteína de choque térmico 71 kDa 8 71055 5,37 12 K.NQTAEKEEFEHQQK.E 1744,68
(Heat shock cognate 71 kDa protein) R.IINEPTAAAIAYGLDKK.V 1786,85

P11499 Proteína de choque térmico 90, subunidad-beta 9 83142 4,97 18 K.HLEINPDHPIVETLR.Q 1781,81
(Heat shock protein HSP 90-beta) R.NPDDITQEEYGEFYK.S 1846,87

7901 Proteína de choque térmico 90, subunidad-alfa 9 84604 4,93 16 R.ALLFIPR.R 828,46
(Heat shock protein HSP 90-alpha) R.ADHGEPIGR.G 950,4

8252 Factor de elongación 2 10 96091 6,42 19 R.GHVFEESQVAGTPMFVVK.A 1976,8
K.ARPFPDGLAEDIDKGEVSAR.Q 2141,91

11011

P0

P5

P9

P1

P1

P0

Q8

Q

Q9

P

P0

P5

AQ

 

 

 

 

minopeptidasa sensible a puromicina 10 103262 5,61 9 R.YAAVTQFEATDAR.R 1441,55
R.DADSIHQYLLQR.K 1457,64

08153  ATPasa transitoria de retículo endoplásmico 10 89353 5,14 9 M.ASGADSKGDDLSTAILK.Q 1689,71
K.MTNGFSGADLTEICQR.A 1814,68

Q08113 Precursor de endoplasmina 10 92418 4,88 9 K.GVVDSDDLPLNVSR.E 1484,65
R.FQSSHHSTDITSLDQYVER.M 2248,86

61316 Proteína de choque térmico 70- subunidad 4 11 94073 5,15 17 R.NFTTEQVTAMLLSK.L 1597,63
(Heat shock protein HSP 70 protein 4) R.SVMDATQIAGLNCLR.L 1663,7

61699 Proteína de choque térmico 105 11 96809 5,39 8 K.AEDVSAIEIVGGATR.I 1486,67
(Heat shock protein 105) R.GCALQCAILSPAFK.V 1534,74

BGQ7

Q

Q

Q

AQ8 lanil-tRNA sintetasa 11 106958 5,45 5 K.VGAEDADGIDMAYR.V 1497,55
R.TITVALADGGRPDNTGR.G 1712,79

7780 A

 
P5

 

 

 

lfa-actinina-4 11 104911 5,25 7 R.FAIQDISVEETSAK.E 1536,63
K.CQLEINFNTLQTK.L 1607,7

TPR4 Alfa-actinina-1 11 103004 5,23 7 R.LAILGIHNEVSK.I 1292,67
K.SIVNYKPK.I 947,49

88990 Alfa-actinina-3 11 102978 5,31 4 K.LMLLLEVISGER.L 1387,7
K.LRLSHRPAFMPSEGK.L 1740,69

02053 Enzima E1 1 activadora de ubiquitina 12 117734 5,43 8 R.YDGQVAVFGSDFQEK.L 1688,63
R.NEEDATELVGLAQAVNAR.S 1898,77

9EPL8 Importina-7 12 119804 4,7 2 K.AFAVGVQQVLLK.V 1271,67
K.SDQNLQTALELTR.R 1487,66

Q7

O

Q

Q

 

 Tabla 3. Proteínas identificadas mediante LC/MS-MS.  Fracciones 
S100 de fibroblastos NIH-3T3 tratados con PGA1-B fueron purificadas 
mediante cromatografía en avidina –agarosa.  Las bandas de polipéptidos 
que se indican en la figura 24 fueron cortadas  del gel, tripsinizadas y 
analizadas mediante espectrometría de masas LC-MS/MS. Todos los 
datos mostrados fueron estadísticamente significativos (p<0,05).  
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Además, algunas de las bandas mostradas en la figura 24 se analizaron 

mediante digestión con tripsina y espectrometría de masas (MALDI-TOF). 

Algunos de los espectros correspondientes a estos análisis se muestran en la 

figura 25. Las tablas que complementan la figura muestran los principales 

péptidos identificados mediante dicho análisis, que como se puede observar, 

resultaron en la identificación de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 

(banda 2), el factor de elongación 1 (banda 5) y la proteína de choque térmico 

de 90 kDa (banda 9). Estos resultados confirman los obtenidos mediante LC-

MS/MS para estas proteínas (tabla 3). 
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                  Péptidos detectados que son compatibles  
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                  Péptidos detectados que son compatibles  
                con la presencia de factor de elongación-1
             Masa m/z
experimental teórica Posición Secuencia
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                  Péptidos detectados que son compatibles  
                        con la presencia de HSP 90

             Masa m/z
experimental teórica Posición Secuencia
950.4 950.4 552-559 RADHGEPIGRG
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Figura 25. Análisis mediante MALDI-TOF MS de digestiones 
trípticas de las bandas 2, 5 y 9. A la izquierda de la figura se 
presentan los espectros resultantes del análisis de las bandas 2, 5 y 9 y 
a la derecha  los principales péptidos detectados para cada proteína. A) 
Banda 2, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; B) banda 5, factor 
de elongación 1; C) banda 9. Proteína de choque térmico 90 (HSP 90); 
D). Las listas de péptidos procedentes de la digestión con tripsina 
fueron analizadas en la base de datos Swissprot usando el programa 
Mascot (Matrix Science, versión 2.0.02). 
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3.3 Validación de las posibles proteínas diana de PGA1-B identificadas. 

 

Análisis de la cromatografía en avidina mediante inmunoblot 

 

Con la finalidad de verificar la especificidad de la técnica empleada para 

enriquecer las proteínas biotiniladas mediante cromatografía  en resina de 

avidina-agarosa, comprobamos que dicha unión era dependiente de la presencia 

de la biotina. Por ello, empleamos Western blot con anticuerpos específicos 

para confirmar que las proteínas identificadas resultaban retenidas en la resina 

cuando las células habían sido tratadas con PGA1-B, pero no en el caso de las 

muestras control. 

 

 

35 -

Ct (DMSO)     S100              E               - -

PGA1-B (60 µM)          - - S100            E

Anti- GAPDH

50 -50 -
Anti -factor de 
Elongación 1

50 -50 - Anti -fosfoglicerato
Kinasa 1

Anti- enzima E1-1
activadora de
ubiquitina

120 -

45- Anti-actina

Anti -factor de 
Elongación 2

Anti -rho GDI29 -
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Figura 26. Análisis mediante Western blot de los eluídos 
empleados para la identificación de proteínas mediante 
espectrometría de masas. Las fracciones S100 y los eluídos 
(E) resultantes de la cromatografía en la resina de avidina-
agarosa de fibroblastos NIH-3T3 tratados con vehículo 
(DMSO) o PGA1-B fueron analizadas mediante SDS-PAGE y 
Western blot con anticuerpos específicos frente a algunas de las 
proteínas identificadas. Los datos son representativos de 2 
ensayos diferentes. 
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Como se observa en la figura 26, la retención en avidina-agarosa de varias de 

las proteínas identificadas previamente parece altamente específica. En 

concreto, GAPDH, el factor de elongación 1 y 2, la fosfoglicerato kinasa y la 

enzima E1 activadora de ubiquitina se detectaron sólo en el eluído de las 

células tratadas con PGA1-B. Se usó como control negativo a la proteína Rho 

GDI, la cual no se modifica por PGA1-B y no resultó retenida. 

 

 Estos resultados nos indican que las proteínas identificadas son claros 

candidatos para la modificación por PGA1-B, y  sugiere que algunos efectos de 

los cyP pueden estar mediados por algunas de las dianas identificadas. 

 

 

Análisis mediante inmunoprecipitación (IP) 

 

Como hemos observado, varias de las proteínas identificadas resultan 

específicamente retenidas en avidina. Sin embargo, esta retención puede ser el 

resultado de la modificación directa por la prostaglandina biotinilada, o de la 

interacción con alguna de las dianas. Con la finalidad de confirmar dianas para 

la modificación directa por PGA1-B, decidimos realizar ensayos de 

inmunoprecipitación para posteriormente detectar  la incorporación de biotina 

mediante Western blot con estreptavidina-peroxidasa en algunas de las 

proteínas detectadas mediante espectrometría de masas.  

 

Observamos que en los inmunoprecipitados obtenidos tanto con anti-GAPDH, 

como con anti-factor de elongación 1, como proteínas representativas, se 

detectaba una señal de biotina que co-migraba con la proteína 

inmunoprecipitada correspondiente (Fig. 27). Esta señal aparecía en muestras 

procedentes de células tratadas con PGA1-B, pero no en las muestras control. 

Estos resultados sugieren que al menos en el caso de estas dos proteínas se ha 

producido la modificación directa por PGA1-B. 
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Figura 27. Inmunoprecipitación de gliceraldehido 3-fosfato-
deshidrogenasa y factor de elongación 1. Proteína presente en 50 μg de 
fracciones S100 de NIH-3T3 tratados con vehículo (DMSO) o PGA1-B 
fue inmunoprecipitada con anticuerpos anti-GAPDH (A) o anti factor de 
elongación 1 (B) tal y como se describe en el apartado “Material y 
métodos”. La proteína inmunoprecipitada fue procesada en geles de 
SDS-PAGE seguidos de un posterior análisis mediante Western blot con 
estreptavidina-peroxidasa (paneles superiores) y con los anticuerpos 
correspondientes (paneles inferiores).  
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A continuación se muestra el esquema seguido que nos ha permitido identificar 

algunas de las proteínas dianas de PGA1-B. 

 

1 dimensión 2 dimensiones

SDS-PAGE

Espectrometría de masas

Células

Prostaglandinas biotiniladas

Validación dianas

Western blot Inmunoprecipitación

Purificación avidina-agarosa

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Esquema 10. Diagrama del flujo del desarrollo experimental 
para la identificación de dianas de PGA1-B. Las células se 
trataron con  prostaglandinas biotiniladas, las cuales pueden
provocar ciertos efectos dependientes e independientes de la 
modificación de proteínas. Las proteínas diana se purificaron por 
afinidad en resina de avidina. Las proteínas eluídas se analizaron 
mediante electroforesis en una dimensión (1D) o en dos 
dimensiones (2D), se aislaron, digirieron con tripsina y se 
identificaron  por espectrometría de masas MALDI-TOF MS y 
LC/MS-MS. Una vez identificadas, las posibles dianas se 
confirmaron mediante inmunoblot con anticuerpos específicos 
contra las proteínas de interés e inmunoprecipitación con 
anticuerpos específicos y WB con estreptavidina peroxidasa.  
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3.4 Identificación y caracterización de una diana selectiva de PGA1-B: la 

aldosa reductasa. 

 

Las  fracciones S100 de fibroblastos NIH-3T3 tratados con cyP biotinilados, 

presentaban en la región de peso molecular aproximado de 35 kDa, una banda 

polipeptídica cuya señal de biotina era mucho mayor en las muestras tratadas 

con PGA1-B que con 15d-PGJ2-B (Fig. 22). Como pudimos observar 

posteriormente en el análisis tanto por espectrometría de masas MALDI-TOF 

como por LC-MS/MS, la proteína mayoritaria identificada en esta región del 

gel (banda 2, Fig. 24 tabla 3), fue la gliceradehido 3-fosfato deshidrogenasa. 

 

Así pues, decidimos comprobar si la proteína responsable de la intensa señal de 

biotina que observábamos de manera selectiva  en las fracciones S100 de 

células tratadas con PGA1-B se correspondía con la proteína gliceradehido 3-

fosfato deshidrogenasa. Para ello, llevamos a cabo ensayos de 

inmunoprecipitación de fracciones S100 de células control o tratadas con los 

dos cyP biotinilados usando anticuerpos específicos anti-GAPDH retenidos en 

resina  proteína G-agarosa, seguidos de un posterior análisis por Western blot 

con estreptavidina-peroxidasa y anti-GAPDH (Fig. 28). 

 

Anti-GAPDH

Estreptavidina-
peroxidasa

CT                                     15d-PGJ2-B                     PGA1-B

S100       IP         NR          S100      IP           NR     S100       IP        NR

IP anti-GAPDH

← ← ← ←

35-

35-

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Análisis de la incorporación de cyP biotinilados a 
GAPDH. Se inmunoprecipitó proteína GAPDH presente en 
fracciones S100 de fibroblastos NIH-3T3 tratados con vehículo 
(DMSO), 5 μM 15d-PGJ2-B ó 60 μM PGA1-B. Alícuotas de las 
fracciones S100, de los inmunoprecipitados (IP) y de las proteínas no 
retenidas (NR) fueron procesadas mediante SDS-PAGE y Western 
blot con estreptavidina acoplada a peroxidasa y anticuerpos anti-
GAPDH. 
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Según se aprecia en la figura 28, la inmunoprecipitación de GAPDH resultó 

prácticamente cuantitativa. En estas condiciones, una débil señal de  biotina 

está presente en las fracciones inmunoprecipitadas, procedentes de células 

tratadas tanto con 15d-PGJ2- B como con  PGA1- B (Fig. 28, panel superior, 

marcada mediante flechas en diagonal), lo cual indica que GAPDH podría 

modificarse por ambos prostanoides, si bien su modificación parece ser más 

intensa con PGA1-B. La GAPDH, por tanto, podría contribuir a la aparición de 

la banda de 35 kDa. 

 

Sin embargo, el componente más importante de la señal de biotina de la banda 

de  35 kDa presente en las fracciones S100 permanece en la fracción no 

retenida en la inmunoprecipitación (Figura 28, panel superior, marcada 

mediante una flecha horizontal, NR). Esto nos sugeriría que la modificación de  

una o varias proteínas diferentes de la GAPDH sería la responsable de la 

intensa señal de biotina presente en las fracciones S100 de células tratadas con  

PGA1-B. 

 

Cabe destacar que la GAPDH es una de las proteínas citosólicas más 

abundantes, por lo cual podría “enmascarar” la presencia de otras dianas de 

PGA1-B menos abundantes. Debido a que en los sobrenadantes (NR) de la IP 

con anti-GAPDH, esta proteína era indetectable, pero mantenían la intensa 

señal de biotina alrededor de 35 kDa, decidimos emplear una etapa de 

“inmunodepleción” (Fig. 29) de dicha proteína como paso previo a la 

purificación mediante cromatografía en avidina-agarosa para identificar 

posibles dianas de PGA1-B potencialmente menos abundantes que la GAPDH, 

pero que podrían resultar modificadas en mayor proporción. 
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Figura 29. “Inmunodepleción” de GAPDH de fracciones S100 de 
fibroblastos NIH-3T3 tratados con PGA1-B. La proteína 
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa procedente de fracciones S100 
fue capturada por inmunoprecipitación con anticuerpos anti-GAPDH, las 
fracciones no retenidas de dichas IP fueron sometidas a cromatografía en 
avidina-agarosa. El análisis fue realizado mediante SDS-PAGE y 
Western blot con estreptavidina-peroxidasa y anticuerpos específicos 
frente a GAPDH. (E, eluídos; NR, fracciones no retenidas). Se muestra 
una exposición corta en la que todavía no es detectable la señal de biotina 
de GAPDH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez llevada a cabo la cromatografía mediante avidina-agarosa, pudimos 

comprobar que la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa había sido 

completamente eliminada (Panel inferior, figura 29). Sin embargo, la señal 

intensa de la biotina seguía manteniéndose en el rango de los 35 kDa. Así pues, 

realizamos una tinción con Coomassie coloidal de las fracciones de interés para 

cortar y digerir las bandas presentes en el rango de 35-37 kDa, y realizar 

posteriormente un análisis mediante digestión tríptica y espectrometría de 

masas tanto por MALDI-TOF como por LC/MS-MS  (Fig. 30). 
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Figura 30. Tinción de Coomassie coloidal de la región 35-37 kDa 
de las distintas fracciones de los ensayos de “inmunodepleción” 
con anti-GAPDH. Bandas presentes en la región entre 35-37 kDa,
señaladas mediante flechas y numeradas, fueron cortadas del gel y 
digeridas  con tripsina. Posteriormente se llevó a cabo un análisis 
mediante espectrometría de masas  mediante MALDI-TOF y LC/MS-
MS. 

 

 

 

 

 

 

GAPDH fue la única proteína detectada mediante espectrometría de masas en 

las fracciones inmunoprecipitadas con el anticuerpo específico frente a la 

proteína (bandas 1 y 4, Fig. 30); y no fue detectada ni en las fracciones no 

retenidas de las inmunoprecipitaciones ni en los eluídos resultantes de la 

cromatografía de estas fracciones no retenidas en avidina-agarosa. 

 

En las fracciones no retenidas en la inmunoprecipitación con anti-GAPDH se 

encontraron entre otras proteínas aldosa reductasa (AR), anexina A3 y alcohol 

deshidrogenasa. Por otro lado, aldosa reductasa fue la proteína mayoritaria 

detectada tras la purificación en avidina-agarosa de las proteínas modificadas 

por PGA1-B  que no habían inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-GAPDH. 

(Tabla 4). Sin embargo, en este caso, los parámetros de la identificación no 

alcanzaron significación estadística. Por ello, procedimos a confirmar la 

modificación selectiva de la aldosa reductasa por PGA1-B mediante estrategias 

diferentes: Western blot de la cromatografía en avidina agarosa de fracciones 

S100 de fibroblastos NIH-3T3 tratados con PGA1-B y electroforesis en 2 

dimensiones. 
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Número de Proteina Numbero de Peso Significancia pI teórico Número Péptides identificados masa
acceso banda molecular péptidos mediante LC/MS-MS
Swiss-Prot identificados
P16858 Gliceraldehido-3-fosfato R.VPTPNVSVVDLTCR.L 1555,72

deshidrogenasa 1 35656 p<0,05 8,45 7 K.IVSNASCTTNCLAPLAK.V 1818,82
O35639 Anexina A3 K.SLGDDISSETSGDFR.K 1584,62

2 36217 p<0,05 5,33 4 K.GTGTDEDALIEILTTR.S 1703,78
P45376 Aldosa reductasa K.VAIDLGYR.H 905,46

2 35578 p<0,05 6,79 6 K.RQDLFIVSK.L 1104,57
Q9JII6 Alcohol TASSVLLHTGQK.M 1282,65

deshidrogenasa 2 36433 p<0,05 6,87 1
Q99K85 Fosphoserina R.GLGISVLEMSHR.S 1313,63

aminotransferasa 3 40447 p<0,05 8,15 3 R.ASLYNAVTTEDVEK.L 1538,68
P16858 Gliceraldehido-3-fosfato K.QASEGPLK.G 828,42

deshidrogenasa 4 35656 p<0,05 8,45 9 R.VVDLMAYMASK.E 1258,53
P45376 Aldosa reductasa K.RQDLFIVSK.L 1104,63

5 35578 p<0,05 6,79 3 K.SPPGQVTEAVK.V 1111,54
Q99K85 Fosphoserina K.FGTVNIVHPK.L 1110,56

aminotransferasa 6 40447 p<0,05 8,15 7 K.IIGNTENLVR.E 1127,59
Q93092 Transaldolasa 6 37387 p<0,05 6,57 1 K.ALAGCDFLTISPK.L 1391,66
Q9D3N2 Dominio 5 de unión a calcio K.GVILFSQR.E 918,52

7 159836 p>0,05 4,91 1
P45376 Aldosa reductasa 8 35578 p>0,05 6,79 1 K.TIGVSNFNPLQIER.I 1586,79

 

 

 

Tabla 4. La tabla muestras las proteínas identificadas mediante 
MALDI-TOF y LC/MS-MS en bandas procedentes de fracciones S100 
de fibroblastos NIH-3T3 tratados con PGA1-B inmunoprecipitadas con 
anti-GAPDH y purificadas mediante cromatografía en avidina-agarosa. 

 

 

 

 

 

Así pues, fracciones S100 de NIH-3T3 tratadas con 15d-PGJ2-B o PGA1-B 

fueron purificadas mediante cromatografía en avidina-agarosa. Las proteínas 

retenidas en la resina fueron procesadas en geles de SDS-PAGE y analizadas 

mediante inmunoblot con un anticuerpo específico frente a la aldosa reductasa 

(Fig. 31).  
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La aldosa reductasa estaba presente en los eluídos de fracciones S100 

procedentes de células tratadas con PGA1-B. 

 

 

 
Ct (DMSO)     S100              E                          - -

PGA1-B (60 µM)          - - S100                    E

Anti- aldosa
reductasa35 -

 

 

  

 
Figura 31. Cromatografía en avidina-agarosa. Fracciones 
S100 de NIH-3T3 tratadas con vehículo (DMSO) o PGA1-B (60 
μM) fueron enriquecidas mediante cromatografía en avidina-
agarosa. Los eluídos (E) fueron analizados mediante SDS-
PAGE y Western blot con anticuerpos específicos frente a 
aldosa reductasa.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A continuación, procedimos a confirmar la modificación selectiva de la aldosa 

reductasa por PGA1-B mediante estrategias diferentes como la  electroforesis 

en 2 dimensiones (Fig. 32). Para ello, 300 μg de proteína  procedente de lisados 

totales tratados con DMSO ó cyP biotinilados fueron resueltos por duplicado. 

Uno de los geles obtenidos se sometió a tinción de proteína total y el gel 

duplicado fue sometido a Western blot con estreptavidina-peroxidasa. En torno 

a la región de 37 kDa aparecieron unas señales de biotina cuya intensidad era  

superior en las células tratadas con PGA1-B que con 15d-PGJ2-B (Fig.32). De 

ellas, la más intensa (señalada mediante un círculo) fue cortada del gel, 

tripsinizada  y analizada mediante MALDI-TOF MS. Los resultados obtenidos 

se muestran en la tabla 5. 
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Figura 32. Electroforesis en 2 dimensiones. Lisados totales 
de células NIH-3T3 fueron sometidos a isoelectroenfoque en 
tiras de 16 cm (pI 3-10) y la segunda dimensión fue llevada a 
cabo en geles de SDS-poliacrilamida de 16 cm. Aparecen 
señaladas “manchas” de la región de 37 kDa, cuya intensidad 
es  superior en las células tratadas con PGA1-B que con 15d-
PGJ2-B La “mancha” señalada mediante un círculo fue 
cortada del gel, sometida a tripsinización y analizada mediante 
MALDI-TOF MS.  

20-

30-

10-

35-

50-

1

20-

30-

10-

35-

50-

Coomassie coloidal

-+ pI -+ pI

 112 



Resultados                        
 

 

 
Número de Proteina Número de Peso pI teórico Número de 
acceso mancha molecular péptidos 
Swiss-Prot identificados
P45377  Aldosa reductasa-proteína relacionada 2 1 36309 5,98 16

 

 

 

 

 Tabla 5. Proteína identificada mediante MALDI-TOF MS procedente de la 
“mancha”  de la región de 37 kDa señalada en la figura 32 (número 1).   

 
 
 

La proteína identificada resultó ser una isoforma de la aldosa reductasa. Este 

tipo de análisis permite sugerir la selectividad en la modificación de esta 

proteína por PGA1-B. La proteína identificada mediante espectrometría de 

masas fue confirmada mediante Western blot con un anticuerpo específico  

(Fig. 33). 

 
 

Anti- aldosa
reductasa

+                               pI                         -

20-

30-

10-

35-

50-

1

2

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 33. Detección de la aldosa reductasa en geles 2D 
mediante inmunoblot. Lisados totales de células NIH-3T3 
tratados con 60 μM PGA1-B fueron analizados mediante 
electroforesis en 2 dimensiones y Western blot con un 
anticuerpo específico frente a aldosa reductasa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Como se puede observar en el Western blot de la figura 33, aparecieron 2 

señales con el anticuerpo anti aldosa reductasa. La señal número 1 coincide con 

la región picada del gel y analizada mediante MALDI-TOF MS (Fig. 32, tabla 

5), que fue identificada como la aldosa reductasa proteína relacionada 2 
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(P45377). La señal número 2 también coincide con una señal de biotina que es 

más intensa en las células tratadas con PGA1-B que con 15d-PGJ2-B (Fig. 32, 

marcada mediante un cuadrado). 

 

Como hemos descrito anteriormente, el análisis mediante espectrometría de 

masas LC-MS/MS de la banda de proteína mayoritaria detectada tras la 

purificación en avidina-agarosa de las proteínas modificadas por PGA1-B  que 

no habían inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-GAPDH (tabla 4), había 

dado lugar a la aldosa reductasa (P45376). Es posible por tanto, que la señal 

número 2 pudiera corresponder a dicha isoforma. El estudio de las diversas 

isoformas de AR que se expresan en fibroblastos NIH-3T3 y de su posible 

modificación por cyP será objeto de futuros trabajos. 

 

3.5 Puesta a punto de sistemas de expresión de la aldosa reductasa en 

células eucariotas. 

 

Con la finalidad de expresar la proteína aldosa reductasa en distintos modelos 

celulares, preparamos la construcción pCEFL-AU5-AKRB10 wt  (un plásmido 

para la expresión de una de las isoformas, la AKRB10, en células de mamífero) 

tal y como se describe en el apartado “Material y métodos” de esta tesis. Por 

otro lado, en trabajos previos existen evidencias de que la cisteína 298 es el 

residuo principal de la modificación por diversos agentes como el GSH, HNE y 

NO principalmente. Así pues, decidimos construir también una forma mutante 

(pCEFL-AU5-AKRB10 C298S) en la cual sustituimos el residuo de cisteína en 

la posición 298 por serina que pudiera servir como herramienta para estudiar el 

papel de esta cisteína en la modificación de la AR por PGA1-B. 

 

En primer lugar llevamos a cabo experimentos de transfección transitoria en 

fibroblastos NIH-3T3, ya que se trataba del modelo experimental en el cual se 

había detectado una selectividad en la modificación de la AR por PGA1-B. Las 

pruebas realizadas en dicho modelo celular no dieron lugar a niveles de 

expresión detectables mediante Western blot con anticuerpos frente al epítopo 

AU5 (resultados no mostrados).  
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Por ello, decidimos analizar los niveles de proteína endógena en varias líneas 

celulares disponibles en el laboratorio para escoger una línea celular con 

niveles bajos o indetectables de AR para evitar la interferencia de la proteína 

endógena en nuestros ensayos. En concreto, se usaron células Jurkat, células 

HEK 293, células MCF-7, células NRK y células CHO (Fig. 34). 

 

 Lineas celulares     Jurkat HEK      MCF-7   NRK    CHO

Anti -aldosa
reductasa35-

 

 

 

 Figura 34. Niveles de expresión de aldosa reductasa en 
diferentes líneas celulares. 20 μg de proteína procedente de 
lisados totales de cada línea celular fueron analizados 
mediante SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos anti 
aldosa reductasa. 

 

 

 

 

Como se puede observar en la figura 34, las células MCF-7 no presentaron 

niveles de expresión detectables de aldosa reductasa. Es por ello, por lo que 

decidimos elegir dicho tipo celular para realizar ensayos de expresión de aldosa 

reductasa exógena a partir de las construcciones preparadas de aldosa reductasa 

wt y aldosa reductasa C298S.  

 

En primer lugar realizamos transfecciones transitorias con diferentes 

cantidades de plásmido pCEFL-AU5-AKRB10 wt y observamos la expresión 

de la proteína mediante Western blot con anticuerpos anti aldosa reductasa 

(Fig. 35A). Los niveles de aldosa reductasa fueron detectables en las células 

transfectadas con 1 ó 2 μg de plásmido.  

 

La AR exógena también se pudo detectar mediante inmunoblot con con 

anticuerpos anti-AU5. La construcción salvaje y la mutante C298S dieron lugar 

a niveles similares AR en estas células (Fig. 35B). 
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plásmido (μg)

2             0,5               1                 2

pCEFL-AU5               pCEFL-AU5-AKRB10 wt

35-
Anti -aldosa
reductasa

A

pCEFL-AU5     pCEFL-AU5-AKRB10

- wt           C298S

35- Anti -AU5

B

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 35. Niveles de expresión de aldosa reductasa en células 
MCF-7. A) Cantidades indicadas de plásmido fueron transfectadas 
en células MCF-7. Posteriormente, los niveles de aldosa reductasa 
fueron analizados mediante Western blot con anticuerpos anti 
aldosa reductasa, o anticuerpos anti-AU5 (B). 

 

 

 

 

 

Dado que la expresión del epítopo AU5 era aceptable en las células 

transfectadas con la forma wt y mutante, decidimos llevar a cabo ensayos de 

inmunoprecipitación (IP)  con anticuerpos anti-AU5 a partir de lisados 

celulares de células transfectadas con la forma salvaje y mutante de la AR y 

tratadas posteriormente con PGA1-B a una concentración de 30 μM. De esta 

manera queríamos observar la incorporación de biotina a la proteína y si la 

cisteína 298 era el principal sitio de unión de PGA1-B.  

 

Los ensayos de IP llevados a cabo no nos permitieron detectar una 

incorporación de biotina en la AR exógena. Estos resultados podrían indicar 

que la modificación de la AR por PGA1-B puede estar sujeta a factores 

relacionados con el tipo celular, o que la proteína expresada de manera 

exógena no adopta una localización o conformación adecuada. Estas 

posibilidades serán objeto de estudio detallado en el futuro para dilucidar la 

relevancia de la modificación de AR por cyP.  
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1. MODIFICACIÓN DE PROTEÍNAS DE NIH-3T3 POR 15d-PGJ2-B Y 

PGA1- B. 

 
 
Las acciones biológicas de los cyP se deben en parte a su capacidad para unirse 

covalentemente a proteínas. Nuestros resultados indican que dicha unión 

depende de las estructuras de estos lípidos electrófilos y de las proteínas dianas 

y de la presencia en el medio de tioles celulares como el glutation, 

principalmente. En primer lugar era interesante comprobar la capacidad de 

estos compuestos para entrar en el interior celular. Estudios previos con 

prostaglandinas radiactivas habían  demostrado que entraban en el interior 

celular. En ellos, se había  observado que prostaglandinas ciclopentenonas, en 

concreto, PGA2 y ∆12-PGJ2 marcadas radiactivamente, presentaban una distinta 

distribución intracelular en células L-1210. La enona sencilla (PGA2) se 

distribuía de manera uniforme tanto en el citoplasma como en el núcleo de 

células L-1210, mientras que ∆12-PGJ2 lo hacía principalmente en el núcleo 

(Narumiya, 1987).  

 

A partir de estas evidencias, nosotros usamos como herramientas de trabajo 

análogos biotinilados de las prostaglandinas ciclopentenonas PGA1 y 15d-

PGJ2, para analizar mediante microscopía de fluorescencia la distribución 

intracelular en fibroblastos NIH-3T3 y células HeLa. En estos estudios, 

pudimos observar que ambos compuestos entraban  en la célula, y eran capaces 

de unirse a proteínas citosólicas y nucleares.  En fibroblastos NIH-3T3 la señal  

de biotina se distribuyó  fundamentalmente en  el citosol, mientras que en 

células HeLa la distribución resultó ser más homogénea, con cierto predominio 

nuclear.  

 

Es interesante destacar, que en función de los efectos biológicos observados, se 

había propuesto que las cyPG podrían distribuirse preferentemente en distintos 

compartimentos celulares dependiendo del tipo celular (Straus, 2000). Sin 

embargo, hasta ahora no se había obtenido evidencia bioquímica de esta 

posibilidad. 
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1.1 15d-PGJ2-B modifica de manera más intensa proteínas celulares que 

PGA1-B. 

 

Como ya hemos descrito anteriormente, ambos cyP pueden unirse a diferentes 

estructuras polipeptídicas. El mecanismo más probable para esta incorporación 

es una adición de Michael en la cual los carbonos electrófilos de las 

prostaglandinas reaccionan con los grupos SH- libres de las cisteínas de las 

proteínas. Las cyPG podrían también reaccionar con grupos amino formando 

bases de Shiff, aunque hasta la fecha, no hay aductos documentados de cyPG 

con residuos distintos de cisteínas.  Nosotros, hemos observado diferencias en 

la unión de las cyPG a polipéptidos dependiendo del compuesto estudiado. La 

prostaglandina 15d-PGJ2-B resulta más efectiva que  PGA1-B a la hora de 

modificar proteínas celulares. En nuestras condiciones experimentales se 

requieren concentraciones de 5 a 10 veces superiores de PGA1-B para lograr 

una intensidad en la señal de biotina de los polipéptidos modificados 

comparable a la de la 15d-PGJ2-B. Estas observaciones guardan correlación 

con la diferente potencia observada en los efectos biológicos de los cyP no 

biotinilados en diversos modelos experimentales, como en la inhibición de IĸB 

kinasa (Rossi, 2000), la inhibición en la unión de NF-ĸB a DNA (Straus, 

2000), o la inducción de apoptosis (Liu, 2003) 

 

En estos trabajos se observa que es necesario emplear una concentración más 

elevada de PGA1 para obtener efectos biológicos similares a los de 15d-PGJ2. 

Por otro lado, la incubación de células intactas con  análogos biotinilados de 

estos prostanoides da lugar a patrones de marcaje diferentes en geles de 

electroforesis en una y dos dimensiones procesados mediante Western blot con 

estreptavidina-peroxidasa. En ellos pudimos observar la presencia de bandas y 

de “manchas” de polipéptidos que se modificarían selectivamente por una y 

otra prostaglandina. Estas diferencias entre 15d-PGJ2-B y PGA1-B podrían 

deberse, entre otras causas, a la estructura de dienona de la 15d-PGJ2-B, la cual 

posee dos carbonos electrófilos capaces de reaccionar con tioles celulares 

libres.  
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Otros factores podrían contribuir a esta selectividad, como es el caso de la 

permeabilidad de las membranas celulares a cada compuesto, su distribución 

intracelular o las alteraciones en la expresión proteica inducida por los 

tratamientos.  

 

 

1.2 Comprobación de los efectos biológicos de la 15d-PGJ2-B y PGA1-B . 
 
Una vez explorada la capacidad de ambos compuestos para entrar en el interior 

celular y modificar polipéptidos celulares, era necesario confirmar que los 

análogos biotinilados empleados (15d-PGJ2-B y PGA1-B) ejercen efectos 

biológicos similares a los de los compuestos originales, para proceder después 

a la identificación de posibles dianas relevantes para su mecanismo de acción. 

En el caso de PGA1-B, se pudo comprobar que, al igual que el compuesto no 

biotinilado, inducía determinadas respuestas celulares dependientes de la 

modificación de proteínas, como la inhibición de la inducción de la iNOS en 

respuesta a citoquinas o la inducción de HSP 70 en células mesangiales. La 

iNOS es una proteína pro-inflamatoria cuya expresión puede ser modulada por 

cyP (Kwon, 1999; Ricote, 1998). Nosotros observamos que tanto PGA1 como 

PGA1-B inhibieron la expresión de la proteína iNOS y la generación de NO a 

dosis altas (60 μM), mientras que PGA1, pero no PGA1-B mostró un efecto 

inhibidor de la generación de NO a dosis de 30 μM. Estas diferencias 

observadas para una y otra cyPG podrían deberse a la presencia de la molécula 

de biotina en la estructura de la prostaglandina. En trabajos previos del 

laboratorio se había comprobado que los efectos observados con 15d-PGJ2-B 

eran similares a los del compuesto sin biotinilar (Stamatakis, 2006). En ellos, 

concentraciones micromolares de 15d-PGJ2 inhibieron la expresión de iNOS, 

COX-2 e ICAM-1 en respuesta a citoquinas. Compuestos con estructura 

ciclopentenona, similar a la de 15d-PGJ2, que no activan PPAR,  ejercieron 

efectos similares en la inhibición de COX-2 e ICAM-1 (Sánchez-Gómez, 

2004). Esto indicaba que el doble enlace endocíclico del anillo ciclopentano es 

fundamental en el mecanismo de acción de cyP. Por otra parte, el uso de 

antagonistas de PPAR como la 2-cloro-5-nitro-N-fenilbenzamida (GW9662) no 

redujo la inhibición  en la inducción de iNOS por 15d-PGJ2. Esto sugiere que 
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algunos de los efectos mediados por este cyP en este modelo experimental 

serían independientes de la activación de PPAR, y dependientes de la 

modificación de proteínas.  

 

 

 

1.3 El GSH regula la unión de cyP a proteínas. 

 

Uno de los principales factores que puede influir en la unión de cyP a proteínas 

es la presencia de tioles en el medio. El GSH es el tiol celular más abundante, y 

su función como agente detoxificante y antioxidante se ha descrito 

ampliamente en procesos fisiológicos (Fraternale, 2006). Es ampliamente 

conocido también el papel del GSH en la adquisición de resistencia a ciertas 

drogas anicancerígenas. Las glutation-S-transferasas (GST) son las enzimas 

encargadas de conjugar GSH con una amplia variedad de sustratos; estas 

enzimas desempeñan un papel fundamental en el metabolismo de 

prostaglandinas, así como en la regulación de las cascadas de señalización 

iniciadas por las MAP quinasas  (Townsend, 2003). Además, diversas 

prostaglandinas ciclopentenonas pueden inhibir la actividad de GST y alterar la 

síntesis de GSH (Paumi, 2004; van Iersel, 1997).  

 

Resultados obtenidos en el laboratorio han identificado al GSH como un 

elemento regulador  importante en la unión de cyP a proteínas (Gayarre, 2005). 

Las diferencias observadas en la modificación de proteínas por 15d-PGJ2-B y 

PGA1-B en células intactas se reducen en los ensayos llevados a cabo in vitro 

usando lisados celulares. Pero estas diferencias en la selectividad y en la 

intensidad de la unión de cyP a polipéptidos aparecen de nuevo cuando los 

lisados celulares se incuban en presencia de concentraciones fisiológicas de 

GSH. El papel regulador que ejercería el GSH sobre la unión de 

prostaglandinas ciclopentenonas a proteínas podría deberse a la formación de 

aductos GSH-cyP, un proceso que puede ocurrir de manera enzimática 

mediante la acción de la GST, o no enzimática lo cual conllevaría un descenso 

de los niveles de cyP libres. La conjugación con GSH favorecería la 

detoxificación de estos lípidos, permitiendo así la atenuación de sus efectos 

 122 



                                                Discusión 

biológicos (Alexander, 2006; Paumi, 2004). Estudios recientes han demostrado 

que la eliminación de estos conjugados en células podría ocurrir a través de la 

vía de proteínas resistentes a fármacos (MRP-1 y MRP-2) (Akimaru, 1996; 

Ishikawa, 1998). Nuestras observaciones sugieren que en células intactas existe 

una correlación inversa entre los niveles de GSH y la unión de cyP a proteínas. 

La reducción de los niveles de GSH mediante inhibidores de su síntesis, como 

la butionina sulfoximina que inhibe a la γ-glutamil cisteína sintasa dio lugar un 

incremento en la modificación de proteínas por 15d-PGJ2-B y PGA1-B. Estas 

observaciones de nuevo guardan correlación con los efectos biológicos de los 

cyP. Se ha observado que la butionina sulfoximina potencia el efecto de 15d-

PGJ2 sobre el aumento de actividad del factor de transcripción Nrf2 (Zhang, 

2004) y el incremento de apoptosis celular en células endoteliales humanas 

(Levonen, 2001), mientras que el suplemento con sustratos para la síntesis de 

GSH, como la N-acetil-cisteína, supuso una disminución en la incorporación de 

cyP a polipéptidos celulares (Chen, 2003).  

 

Como pudimos comprobar tanto en lisados celulares como in vitro, la unión de 

PGA1-B a proteínas es más dependiente de los niveles de GSH, que la de 15d-

PGJ2-B.  Esto podría  deberse a que PGA1 es una enona simple, las cuales 

forman aductos mucho más estables con GSH que las dienonas como 15d-PGJ2 

(Noyori, 1993). De esta forma, el equilibrio GSH-cyP estaría más desplazado 

hacia la formación de aductos en el caso de la PGA1-B, con lo cual habría 

menos PGA1-B libre para interaccionar con proteínas. En efecto, se ha 

observado que la proporción de cyPG libres frente a las conjugadas con GSH 

es mayor en el caso de las dienonas que en las enonas sencillas (Suzuki, 1997). 

El GSH también ejerce efectos directos sobre la distribución intracelular de 

cyP. De hecho, se ha postulado que la concentración de GSH y/o la actividad 

de GST puede determinar el predominio citosólico o nuclear de efectos 

biológicos de las cyPG, como la inhibición de la vía de NF-ĸB (Straus, 2000).   

En cuanto a la modificación de proteínas recombinantes in vitro por cyP 

biotinilados, la  presencia de GSH dio lugar a un descenso en la incorporación 

de cyP a la proteína estudiada.   En primer lugar, la unión de ambos cyP a 
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GSTP1-1 se  redujo de manera considerable con concentraciones bajas de 

GSH. Esto podría deberse a la formación de aductos GSH-cyP, que reducirían 

la presencia de cyP libres en el medio. Además, el GSH podría inducir un 

cambio conformacional en la proteína impidiendo por motivos estéricos el 

acceso de las cyP a la cisteína reactiva. De hecho, la cisteína 47 ha sido 

descrita en el ser humano como la implicada en la reacción con  aceptores de 

Michael (van Iersel, 1997). Esta cisteína resulta ser reactiva en la enzima libre, 

pero no unida a GSH o a conjugados de GSH. 

 

Por otro lado, el GSH redujo la unión de 15d-PGJ2-B y PGA1-B a c-Jun a 

concentraciones altas. La cisteína 269 está localizada en el dominio de unión 

de c-Jun a DNA, en la región más próxima que contacta con el DNA, y se ha 

descrito que está implicada en la reacción con cyP (Pérez-Sala, 2003), y 

también es susceptible de glutationilación (Klatt, 1999). La unión de 15d-PGJ2 

a c-Jun inhibe su unión a DNA. Estas observaciones sugieren que algunos 

efectos de cyP sobre AP-1 podrían ser independientes de la activación de 

PPAR. En el caso de H-Ras, la presencia de GSH a concentraciones del rango 

1-2 mM también disminuyó la incorporación de cyP biotiniladas. También se 

ha descrito que H-Ras puede glutationilarse en varios sitios (Mallis, 2001). 

Como veremos más adelante, diversos cyP son capaces de modificar distintos 

residuos de cisteína en H-Ras. Como hemos podido comprobar, en H-Ras y 

GSTP1-1, la inhibición por 2 mM de GSH es más intensa con PGA1-B que con 

15d-PGJ2-B. 

 

Otro de los ejemplos en los cuales el GSH regula la unión de cyPG a proteínas 

y que ha sido estudiado en nuestro laboratorio, lo encontramos en la subunidad 

p50 de factor de transcripción NF-ĸB. En experimentos previos, se observó que 

el GSH mejora la unión al DNA de p50 in vitro (Cernuda-Morollón, 2001). 

Ésto, podría deberse a que el GSH mantendría el estado reducido de los 

residuos de  cisteína implicados en la unión a DNA. En experimentos llevados 

a cabo en el laboratorio hemos observado que concentraciones bajas de GSH o 

de otro agente reductor favorecen la unión de cyPG biotiniladas a p50 

(Gayarre, 2006a). 
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Aunque la unión de cyP a tioles solubles celulares es reversible, se ha 

postulado que la unión a proteínas celulares es irreversible en condiciones 

fisiológicas (Noyori, 1993; Suzuki, 1997). Se han descrito varios factores que 

podrían estar implicados en la estabilización del aducto cyP-proteína, como el 

descenso de la motilidad  molecular de las cyP en estructuras poliméricas en 

comparación con los tioles solubles (Noyori, 1993), un bajo pKa en los 

residuos de   cisteína o la naturaleza de los aminoácidos colindantes con la 

cisteína modificada. Estos factores podrían afectar a la estabilidad y quizá 

también a la selectividad en la modificación de proteínas por estos 

prostanoides. 

 

 

1.4 Modificación selectiva de H-Ras por 15d-PGJ2-B y PGA1-B. 

 

Como hemos visto en los apartados anteriores, las características estructurales 

de cada proteína y de los cyP influyen en la modificación de polipéptidos por 

estos lípidos electrófilos. La proteína H-Ras constituye un ejemplo de ello 

puesto que cyP con distinta estructura dan lugar a diferentes aductos con H-

Ras. Evidencias previas obtenidas en nuestro laboratorio han demostrado que 

la unión de cyP a esta proteína se asocia con una activación de las cascadas de 

señalización dependientes de Ras (Oliva, 2003). 

 

En la incorporación de cyP a H-Ras están implicadas una serie de cisteínas 

susceptibles de ser modificadas por oxidantes o por derivados lipídicos. H-Ras 

posee 4 cisteínas expuestas en su superficie (cisteína 118, 181, 184 y 186) que 

pueden ser modificadas por oxidantes in vitro e in vivo (Mallis, 2001). La 

cisteína 186 es sitio de isoprenilación. La cisteína 118, que se encuentra en el 

sitio de unión del nucleótido, puede ser nitrosilada y este fenómeno está 

directamente relacionado con la activación de Ras debido al intercambio de 

GDP por GTP (Heo, 2006). Las cisteínas 181 y 184 son lugares de 

palmitoilación (Hancock, 1989), modificación fundamental para el anclaje de 

la proteína a la membrana plasmática y su localización subcelular (Rocks, 

2005). Sin embargo, la contribución de estas dos cisteínas a la localización de 

H-Ras y a su señalización no es equivalente (Roy, 2005). La unión del mutante 
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C184S a la membrana plasmática es similar a la de la forma salvaje, mientras 

que el mutante C181 se localiza principalmente en el aparato de Golgi. 

 

Nuestros estudios llevados a cabo in vitro  han demostrado que 15d-PGJ2 

forma principalmente un aducto con H-Ras mientras que PGA1 puede dar lugar 

a varios aductos. Por otra parte, los análogos biotinilados de 15d-PGJ2 y PGA1 

muestran la misma selectividad en la unión que las prostaglandinas no 

modificadas. 15d-PGJ2-B forma un aducto mayoritario cuya masa se 

corresponde con la adición de una molécula de cyP, y PGA1-B es capaz de 

formar dos o tres aductos. En digestiones trípticas de H-Ras incubada con 15d-

PGJ2 observamos un péptido de muy baja intensidad con una m/z compatible 

con la adición de una molécula de 15d-PGJ2 (+316.5) que contenía la cisteína 

118 y péptidos que contenían las cisteínas 181 y 184. Las intensidades relativas 

de los péptidos analizados nos indicaron que 15d-PGJ2 se une preferentemente 

a la región C-terminal de  H-Ras la cual contiene las cisteínas 181 y 184. La 

estructura de dienona de la 15d-PGJ2 podría ser una de las causas de una mejor 

interacción con el extremo carboxilo de la proteína  En el caso de  PGA1 

localizamos  péptidos que presentaban una m/z compatible con la adición de 

PGA1 (+336.5) en cuya secuencia poseían la cisteína 118;  y péptidos que 

contenían la cisteína 181 y 184, compatibles con la adición de una o dos 

moléculas de PGA1.  Las intensidades relativas de los péptidos nos mostraron 

que PGA1  se une preferentemente a la cisteína 118, que es adyacente al sitio de 

unión de GTP. La estructura de enona sencilla de PGA1 y la orientación de las 

cadenas laterales podrían ser unas de las razones por la que esta prostaglandina 

tiene un mejor acceso a la cisteína 118 que 15d-PGJ2. Experimentos similares 

se llevaron a cabo con otros prostanoides con diversas estructuras y se pudo 

comprobar también la formación de diferentes aductos con H-Ras (Renedo, 

2007). 

 

Estas observaciones guardan relación con las llevadas a cabo en experimentos 

previos realizados en el grupo con mutantes de H-Ras C118S y C184S, en las 

cuales se demostró que 15d-PGJ2 fue incapaz de unirse a H-Ras C184S y 

activar las cascadas de señalización iniciadas por Ras, mientras que sí hubo 
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unión de la prostaglandina e inducción de la activación de H-Ras en el mutante 

C118S (Oliva, 2003). 

 

Las proteínas Ras participan en la señalización de numerosos estímulos que 

regulan la proliferación, diferenciación y muerte celular. Para que Ras alcance 

su forma activa, es necesaria la presencia de factores intercambiadores de 

nucleótidos (GEF), que  favorezcan la liberación de GDP y la unión de Ras a 

GTP. Uno de los mecanismos de activación de Ras es la unión de ligandos 

externos como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) a sus receptores, 

generando la dimerización del receptor.  

 

Además, H-Ras puede activarse por modificación directa de la cisteína 118 por 

NO en linfocitos T (Lander, 1997) o por especies reactivas de O2 (Heo, 2006),  

que afectan al intercambio de GDP por GTP. 

  

Resultados obtenidos en colaboración con el grupo del Dr. J. M. Rojas 

muestran que existe una correlación entre la modificación de H-Ras por 15d-

PGJ2 y PGA1 y su capacidad para incrementar los niveles de Ras activo en 

células. El tratamiento con 15d-PGJ2 de células transfectadas con H-Ras 

C184S, no dio lugar a un aumento de los niveles de proteína activa. Mientras, 

el tratamiento con PGA1 de células transfectadas con H-Ras C118S, generó una 

activación inferior con respecto a la del wt. Una de las causas por las que la 

modificación de H-Ras por 15d-PGJ2 y PGA1 podría dar lugar a un incremento 

de los niveles de H-Ras activo, podría ser a que la unión de cyPG estabilizara 

la conformación de H-Ras en la cual no posee unidos grupos palmíticos, 

manteniéndose así en las regiones de la  membrana pobres en colesterol. En 

experimentos previos en el laboratorio, hemos observado que la solubilización 

selectiva con Tritón X-100 de fracciones de membrana aumentó la extracción 

de proteínas H-Ras en células tratadas con 15d-PGJ2 ó PGA1 con respecto a 

células control. Esto podría indicar que la modificación de H-Ras por cyPG 

estabilizaría su localización en los microdominios de membrana menos ricos en 

colesterol (resultados no mostrados) (Renedo, 2007) 
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Nuestros resultados constituyen la primera evidencia de que prostanoides con 

distinta estructura se unen a distintos sitios en una proteína. La diferente 

estructura de los cyP empleados, así como la de la proteína diana, hacen que la 

modificación de proteínas por prostaglandinas ciclopentenonas sea un 

fenómeno selectivo como ampliaremos a continuación.  
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2. ESTUDIO DE LA MODIFICACIÓN SELECTIVA DE PROTEÍNAS 

CELULARES DE FIBROBLASTOS NIH-3T3 POR 15d-PGJ2-B O PGA1-

B. 

 

Como hemos visto en los apartados anteriores, la unión de cyPG biotiniladas a 

células intactas, dio lugar a un patrón en el cual pudimos observar la presencia 

de polipéptidos que se modificarían selectivamente por 15d-PGJ2-B ó PGA1-B. 

Una de las causas podría ser la diferente estructura de la prostaglandinas 

ciclopentenonas. La 15d-PGJ2 posee tres carbonos electrófilos, dos de los 

cuales se ha demostrado que pueden reaccionar con tioles libres (Atsmon, 

1990; Pérez-Sala, 2003), mientras que PGA1 posee un carbono electrófilo. Así 

pues, con la finalidad de identificar posibles proteínas modificadas 

selectivamente por una u otra prostaglandina realizamos fraccionamientos 

citosol-núcleo y citosol-membrana a partir de fibroblastos NIH-3T3 tratados 

con cyP biotinilados.  En los fraccionamientos citosol-núcleo, la señal de 

biotina se localizó principalmente en el citosol, en concordancia con lo 

observado en microscopía de fluorescencia. Sin embargo, fue en los 

fraccionamientos citosol-membrana donde pudimos observar de manera más 

obvia la presencia de posibles bandas correspondientes a proteínas que se 

modificarían selectivamente por 15d-PGJ2-B o por PGA1-B. Nos llamó la 

atención una serie de bandas con un tamaño aproximado de unos 35, 45 y 70 

kDa, en la fracción S100 de fibroblastos NIH-3T3 tratados con PGA1-B,  cuya 

señal de biotina era mucho más intensa que la observada en la fracción S100 de 

células tratadas con 15d-PGJ2-B. También destacó la presencia de otras bandas 

en la fracción S100 de células NIH-3T3 tratadas con 15d-PGJ2-B que podrían 

ser dianas selectivas de este cyP. Con la intención de identificar algunas de las 

proteínas marcadas selectivamente por PGA1-B, decidimos enriquecer aquellos 

polipéptidos modificados con cyP biotinilados realizando cromatografía en 

avidina-agarosa seguida de un posterior análisis mediante  espectrometría de 

masas mediante MALDI-TOF y LC/MS-MS.  
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El uso de avidina retenida en resina de agarosa nos permitió enriquecer 

aquellas proteínas que habían incorporado cyP biotinilados. Una de las 

limitaciones de dicho procedimiento radica en que en la resina de avidina-

agarosa, podrían quedar retenidas inespecíficamente proteínas muy abundantes 

o proteínas que permanezcan asociadas con proteínas biotiniladas en las 

condiciones del ensayo. Por otra parte es necesario comentar que los análisis de 

espectrometría de masas mediante MALDI-TOF y LC/MS-MS no nos 

permitieron detectar péptidos con cisteínas en su secuencia que hubieran 

incorporado una molécula de cyPG debido a que los programas empleados 

carecían de funciones que permitieran detectar péptidos con dichas 

modificaciones. 

 

Por ello, la identificación de las proteínas fue validada mediante Western blot e 

inmunoprecipitación con anticuerpos específicos frente a la proteína. El 

Western blot nos permitió descartar problemas de retención inespecífica de 

proteínas abundantes, y la inmunoprecipitación detectar la modificación directa 

de las proteínas de interés.  Existen trabajos previos en la identificación de 

dianas de lípidos electrófilos mediante abordajes proteómicos (Aldini, 2007; 

Landar, 2006; Stamatakis, 2006). En ellos se han estudiado fundamentalmente 

proteínas modificadas por 15d-PGJ2, mediante electroforesis en dos 

dimensiones. El análisis mediante LC/MS-MS de posibles proteínas diana de 

PGA1-B, resultó novedoso en cuanto al estudio de modificación de proteínas 

por lípidos electrófilos. Esta técnica únicamente se había empleado hasta ahora 

para el análisis de la estructura de eicosanoides (Murphy, 2005), así como la 

formación de aductos entre el glutation y oxieicosanoides (Murphy, 2002).  

 

En comparación con el análisis mediante MALDI-TOF, el análisis mediante 

LC/MS-MS nos ha ofrecido una gran sensibilidad a la hora de identificar 

proteínas susceptibles de ser modificadas por PGA1-B. Ello nos ha permitido 

también identificar un número más amplio de proteínas y sobre todo proteínas 

menos abundantes que en estudios previos.  Entre las ventajas de este abordaje 

destaca la obtención de la secuencia de aminoácidos de algunos de los péptidos 

pertenecientes a estas proteínas. Todas las proteínas detectadas poseen en su 

secuencia de aminoácidos cisteínas sensibles a la modificación por estos 
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prostanoides mediante adición de Michael. En la modificación de las mismas, 

es fundamental la accesibilidad del residuo de cisteína, así como las 

características estructurales. Dichas modificaciones podrían causar alteraciones 

estructurales y funcionales en la proteína diana.  

 

 

2.1 Proteínas modificadas por PGA1-B. 

 

Mediante el análisis por espectrometría de masas de posibles dianas de PGA1-

B identificamos una amplia variedad de proteínas con muy diversas funciones, 

como proteínas estructurales, enzimas, proteínas de estrés, etc. 

 

Entre las proteínas estructurales detectadas en el análisis de las fracciones S100 

de NIH-3T3 mediante LC-MC/MS cabe destacar la actina, tubulina (cadena 

alfa-1 y beta-5), fascina y actinina (subunidad alfa 1, 3 y 4),  entre otras. 

Recientemente se han identificado en células mesangiales otra serie de 

proteínas modificadas por 15d-PGJ2 como la vimentina, que desempeñan  

funciones vitales en el mantenimiento de la estructura del citoesqueleto. La 

actina y la tubulina también han sido identificadas como dianas de 15d-PGJ2 

(Stamatakis, 2006). 

 

La actina es uno de los componentes fundamentales del citoesqueleto, y su 

posible modificación podría llevar consigo cambios tanto en la estructura 

celular, como en sus funciones vitales de movilidad y división. Durante los 

últimos años se ha postulado que la cisteína 374 (C374) localizada en el 

extremo carboxilo de la actina es diana de lípidos electrófilos como el HNE y 

aldehidos α,β-insaturados (Aldini, 2005; Dalle-Donne, 2007). La proteólisis de 

los tres últimos aminoácidos pertenecientes a extremo C-terminal, entre los que 

se encuentra la C374, altera la polimerización de los filamentos de actina 

(Mossakowska, 1993). La modificación del extremo carboxilo por varios 

agentes genera una desestructuración de los filamentos de actina tanto en 

células (Wang, 2001), como in vitro (Dalle-Donne, 2003; Stournaras, 1990). 

En experimentos llevados a cabo en el laboratorio, pudimos observar mediante 

técnicas de microscopía electrónica que el tratamiento in vitro de filamentos de 
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actina con 15d-PGJ2 o HNE, dio lugar a filamentos más cortos y con la 

estructura alterada. Muestras tratadas con 15d-PGJ2-B fueron incubadas con 

estreptavidina oro, permitiendo una mejor visualización de la unión de la 

prostaglandina a los filamentos de actina (Gayarre, 2006b). 

 

La actinina, la cual guarda una gran similitud con la actina,  es una proteína 

multifuncional. Entre sus funciones principales destaca la regulación de la 

actividad de múltiples receptores; es la  encargada además, de anclar gran 

cantidad de proteínas de membrana al citoesqueleto, y sirve de mediadora en 

muchas de las cascadas de señalización llevadas a cabo en el citosol (Otey, 

2004). 

 

También identificamos  enzimas encargadas de catalizar múltiples reacciones, 

como la L-lactato deshidrogenasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH), glucosa 6-fosfato isomerasa y alanil-tRNA sintetasa 

principalmente. La GAPDH es una enzima clave en la glucólisis (Sirover, 

1997), en la regulación del citoesqueleto (Schmitz, 2002; Tisdale, 2002), en la 

fusión de membranas y su transporte (Glaser, 1995; Robbins, 1995), y se ha 

visto asociada a proteínas G de bajo peso molecular (Doucet, 1991; Tisdale, 

2004). También se ha sugerido el papel de GAPDH en la activación de la 

transcripción en neuronas (Morgenegg, 1986), en la exportación de RNA 

nuclear (Singh, 1993) y en la reparación de DNA (Dastoor, 2001). Se ha 

relacionado la oxidación de algunas de las cisteínas presentes en su estructura 

con procesos de isquemia y reperfusión (Eaton, 2002). Se ha postulado que 

GAPDH es susceptible de  modificación posttraduccional por ácidos grasos 

nitrados in vivo (Batthyany, 2006) y que la nitrosilación de la cisteína 149, la 

cual forma parte del dominio catalítico de esta enzima, causa su inactivación 

(Mohr, 1996; Szweda, 1993). Así pues, la modificación directa por PGA1-B 

podría producir alteraciones funcionales en la enzima similares a las 

anteriormente descritas. 

 

Entre las potenciales dianas identificadas, también encontramos proteínas 

fundamentales en la inducción de la respuesta a estrés térmico, como la HSP 90 

y HSP 70. La HSP 90 es la chaperona con actividad ATPasa más importante en 
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células en reposo. En estas situaciones, HSP 90 se encuentra unida a HSF-1 

(heat shock factor) manteniéndolo inactivo (Soti, 2005). Cuando  HSF-1 se 

disocia de HSP 90, se activa e induce la síntesis de otras chaperonas. Se ha 

observado que la modificación de la HSP 90 por NO altera su actividad 

ATPasa (Martínez-Ruiz, 2005), así pues, la modificación por cyP podría de 

alguna manera cambiar la actividad de esta proteína en respuesta a procesos de 

estrés celular o su interacción con otras proteínas cuya función regula como el 

receptor de glucocorticoides  (Li, 2005) o la eNOS (Fleming, 1999). 

 

También hemos identificado proteínas con actividad GTPasa como los factores 

de elongación 1 y 2 (EF-1 y EF-2, respectivamente). Éstos, desempeñan un 

papel fundamental en la traducción de proteínas. Su función principal es la de 

promover la unión de  GTP al tRNA en el ribosoma. Se ha descrito que la 

cisteína 411 del factor de elongación 1 puede sufrir glutationilación (Hamnell-

Pamment, 2005). La modificación de EF-1 y 2 por  PGA1 podría alterar la 

síntesis de proteínas. 

 

 

Entre las proteínas identificadas cabe destacar también a la enzima E1-1 

activadora de ubiquitina. Se trata de una proteína que cataliza el paso principal 

para la ubiquitinación de proteínas para su posterior degradación por el 

proteasoma. Dicha enzima es la responsable de la activación de la ubiquitina, la 

primera fase de la ubiquitinación. La enzima E1, hidroliza ATP y adenila la 

glicina presente en el extremo C terminal de la ubiquitina, uniendo 

posteriormente dicho residuo a la cisteína del sitio activo de la enzima E1. Es 

conocido que en procesos cancerígenos está alterado el proceso de degradación 

de proteínas mediado por la ubiquitinación (Burger, 2004). Esta enzima es 

susceptible de glutationilación (Fratelli, 2003) y la presencia de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) induce la inactivación de la misma debido a la 

formación de puentes disulfuro intramoleculares (Bossis, 2006). 

Modificaciones posttraduccionales de dicha enzima por cyP podría alterar la 

función, localización y tráfico de proteínas, además de procesos de 

señalización que dependen de ubiquitinación. 
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Se ha descrito que las cyPG pueden interaccionar con otros componentes del 

proteasoma. En concreto, se ha observado que 15d-PGJ2 está implicada en el 

aumento en la expresión de la subunidad de 20 S y 19 S del proteasoma y de 

otros genes implicados en el mecanismo de ubiquitinación de proteínas como 

la ubiquitín hidrolasa UCH1-L1 o SMURF2 (Wang, 2006). Además 15d-PGJ2 

inhibe la actividad de la subunidad 26 S del proteasoma encargada de degradar 

proteínas ubiquitinadas (Ishii, 2005). Otros cyP, como la ∆12-PGJ2, inhiben a la 

enzima ubiquitin hidrolasa UCH-L1 causando la agregación de proteínas 

ubiquitinadas (Li, 2004). Estas acciones podrían estar implicadas en algunos de 

los efectos anti-inflamatorios de los cyP. 

 

 

2.2 PGA1-B modifica selectivamente la aldosa reductasa. 

 

La existencia de dianas selectivas de prostanoides como 15d-PGJ2-B y PGA1-B 

podría sugerir la posibilidad de diseñar compuestos basados en la estructura de 

los cyP que modificaran selectivamente ciertas proteínas y tuvieran un cierto 

interés bioquímico y farmacológico. La diana más destacada, la observamos en 

fracciones S100 de células tratadas con PGA1-B, y posee un tamaño 

aproximado de 35 kDa. La intensidad en la señal de biotina de esta banda era 

muy superior a la de esta región en las fracciones S100 tratadas con 15d-PGJ2-

B.   

  

En un principio, el análisis de la banda del gel correspondiente a fracciones 

S100 purificadas en cromatografía de avidina agarosa, dio lugar a la 

identificación de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Sin 

embargo, mediante ensayos de inmunoprecipitación comprobamos que, aunque 

la proteína GAPDH era una de las dianas de PGA1-B, la intensa señal de 

biotina presente en la región de 35 kDa no estaba presente en las fracciones 

inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-GAPDH, pero sí en la fracción no 

retenida de la misma, en la cual, la GAPDH ya no era detectable. Así pues, la 

GAPDH no parecía que fuera la responsable de la señal que observábamos 

selectivamente en las fracciones S100 de NIH-3T3 tratados con PGA1-B. Una 

de las posibles razones por la cual tan sólo apareció como significativa la  
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GAPDH en el análisis por LC/MS-MS, podría ser que la GAPDH es una de las 

proteínas citosólicas más abundantes, enmascarando así la presencia de otras 

dianas de PGA1-B menos abundantes.  

 

Sin embargo, los ensayos de inmunoprecipitación nos permitieron obtener 

fracciones carentes de GAPDH para proseguir con la identificación de dianas 

menos abundantes. El análisis posterior de la banda presente en esa región  

mediante espectrometría de masas LC/MS-MS resultó en la identificación de  

la aldosa reductasa (AR). Puesto que los parámetros obtenidos no fueron 

significativos, decidimos confirmar la aldosa reductasa como proteína marcada 

selectivamente por la PGA1-B. Mediante  Western blot con anticuerpos 

específicos anti-aldosa, corroboramos la presencia de AR  en las fracciones en 

las que había sido detectada por LC/MS-MS. Además, realizamos Western blot 

de muestras procesadas mediante electroforesis en 2 dimensiones y pudimos 

observar la presencia de dos señales. Una de ellas coincide con una isoforma de 

la AR (la aldosa reductasa proteína relacionada 2) que se modifica 

selectivamente por PGA1-B según hemos podido comprobar mediante 

digestión con tripsina y MALDI-TOF MS. La segunda señal podría pertenecer 

a la propia AR ya que ésta es la que se detecta en el análisis mediante 

espectrometría de masas LC-MS/MS de los geles monodimensionales. 

 

La AR es una proteína con importantes implicaciones en la fisiopatología de 

los procesos inflamatorios y de la diabetes. Estudios de varios grupos han 

demostrado que la AR es susceptible de modificarse por varios agentes 

nucleofílicos como el HNE, NO, o el GSH (Chandra, 1997; Petrash, 2004) y 

han identificado a la cisteína 298 como el residuo más sensible a dichas 

modificaciones. Ésto, podría causar la inhibición en la actividad enzimática de 

la AR (Bohren, 1993; Petrash, 1992).  

 

 

En un intento por explorar la importancia de la modificación de la aldosa 

reductasa por PGA1-B generamos vectores de expresión de esta proteína. Sin 

embargo, estas herramientas no nos han permitido detectar la incorporación de 

PGA1-B en los modelos celulares empleados en esta tesis: fibroblastos NIH-
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3T3 y células MCF-7. Varios factores podrían conducir a un resultado 

negativo, entre ellos, un inadecuado plegamiento o localización subcelular de 

la proteína expresada en células, o una interacción con proteínas endógenas en 

el caso de células MCF-7, que alterara la accesibilidad de los grupos tioles. En 

este sentido, es conocido que la aldosa reductasa puede establecer puentes 

disulfuro intramoleculares en condiciones oxidativas (Cecconi, 1998). 

 

Por lo tanto, será necesario un estudio detallado tanto en diversos modelos 

celulares como in vitro para caracterizar las implicaciones de la modificación 

de la AR por cyP y explorar su posible interés como diana terapéutica.  
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Conclusiones 

 

Este trabajo, en el que hemos estudiado la modificación de proteínas por 

prostaglandinas ciclopentenonas, nos ha permitido obtener las siguientes 

conclusiones: 

 

1. Las prostaglandinas ciclopentenonas 15d-PGJ2-B y PGA1-B son 

capaces de entrar en el interior celular y unirse a estructuras 

polipeptídicas. Su distribución intracelular es variable dependiendo 

del tipo celular observado. 

 

2. Los cyP biotinilados inducen un incremento en los niveles de la 

proteína de choque térmico HSP 70. Además, inhiben la expresión 

de la iNOS en células mesangiales activadas por citoquinas. 

 

3. 15d-PGJ2-B y PGA1-B modifican proteínas celulares con diferente 

intensidad. 

 

4. Los patrones de proteínas modificadas que se obtienen con los 

prostanoides biotinilados son distintos entre sí y diferentes del patrón 

de tinción de la proteína total, lo cual indica que no todas las 

cisteínas accesibles de las proteínas son modificadas por estos 

compuestos. 

 

5. Los niveles de GSH pueden modular la unión de cyPG a proteínas y 

contribuir a la selectividad de la modificación. 

 

6. 15d-PGJ2-B y PGA1-B forman distintos aductos con la proteína H-

Ras. 15d-PGJ2 y PGA1 modifican selectivamente  distintos residuos 

de cisteínas de la estructura de H-Ras. 15d-PGJ2 forma un aducto 

mayoritario, uniéndose preferentemente al péptido que contiene las  

cisteínas 181-184, mientras que PGA1 puede formar varios aductos, 

uniéndose preferentemente a la cisteína 118. 
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Conclusiones 

7. La modificación de H-Ras por cyP guarda correlación con un 

aumento de los niveles de H-Ras en su conformación activa. 

 

8. Las fracciones citosólicas de fibroblastos NIH-3T3 contienen 

polipéptidos que se modifican selectivamente por 15d-PGJ2-B ó 

PGA1-B. 

 

9. El empleo de cromatografía de afinidad en avidina-agarosa en 

combinación con LC-MS/MS ha permitido la identificación de 

proteínas que son dianas potenciales para la modificación por PGA1-

B. 

 

10. Entre la posibles dianas de PGA1-B destacan proteínas estructurales 

como la actina, tubulina, fascina y actinina; enzimas como la L-

lactato deshidrogenasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH), glucosa 6-fosfato isomerasa, alanil-tRNA sintetasa y la 

enzima E1-1 activadora de ubiquitina principalmente; proteínas 

fundamentales en la inducción de la respuesta a estrés térmico, como 

la HSP 90 y HSP 70. También  se han identificado proteínas con 

actividad GTPasa como los factores de elongación 1 y 2. 

 

11. Mediante experimentos de inmunoprecipitación (IP) y Western blot 

hemos confirmado que la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y 

el factor de elongación 1 son dianas de modificación directa por 

PGA1-B. 

 

12. La proteína que muestra una modificación selectiva más clara por 

PGA1-B en comparación de 15d-PGJ2 ha sido identificada como la 

aldosa reductasa (P54376). 
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