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Desarrollo de metodologias para la deteccion de modificaciones postraduccionales
en cisteinas (S-nitrosilacion y oxidacion) mediante aproximaciones protedmicas
basadas en marcaje fluorescente y electroforesis bidimensional
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Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y ni-
trogeno (RNS) pueden jugar un papel fundamental
en mecanismos de sefializacion celular en diversos
procesos fisiopatoldgicos. Entre los mecanismos
moleculares por los que actiian, van cobrando im-
portancia varios tipos de modificacion reversible
en cisteinas entre ellas la nitrosilacion, tiolacion y
formacion de acido sulfénico, ademas de la forma-
cion de puentes disulfuro especificos. Debido a ello
en los ultimos afios se ha puesto gran interés en la
aplicacion de diferentes métodos protedmicos para
la deteccion e identificacion de estas modificaciones
postraduccionales “nitroxidativas”.

El método de “biotin switch” abrié paso a la
identificacion protedmica de proteinas S-nitrosila-
das, y se ha modificado después para detectar otras
modificaciones en cisteinas. Dicho método se basa
en la sustitucion de la modificacion (nitrosotiol o
cisteina oxidada) por biotina, previa reduccion es-
pecifica del tiol oxidado (ascorbato en el caso de
nitrosotioles y DTT en el caso de cisteinas oxida-
das). Una evolucion del clasico “biotin switch” es el
denominado “fluorescence switch”, en el cual se ha
sustituido la biotina por un fluoréforo con capacidad
para reaccionar con tioles libres.

Hemos desarrollado un método de “fluorescence
switch”, con maleimida-fluoresceina como marca-
dor, y empleando electroforesis bidimensionales,
para la identificacion de proteinas S-nitrosiladas, lo
que nos ha permitido identificar proteinas sensibles
a nitrosocisteina (CysSNO) en células endoteliales
y denotar la importancia de la ruta de la tiorredoxina
reductasa en la eliminacion de nitrosotioles en ma-
créfagos activados [1]. En este caso la identificacion

se ha conseguido correlacionando el aumento en la
sefial correspondiente a la fluoresceina con el pa-
tron de proteina total marcada con un reactivo que
detecta proteina total en solucion neutra (Lucy-565),
de forma que pudiéramos obtener ambos patrones
fluorescentes de forma simultanea en el mismo gel.

Este tipo de metodologia protedmica la estamos
aplicando a la deteccidn e identificacion de protei-
nas con cisteinas oxidadas en la respuesta fisiologica
a hipoxia en diversos sistemas celulares. Se ha sus-
tituido el marcador fluorescente maleimida-fluores-
ceina por Bodipy-FL, el cual presenta carga neta
neutra, con lo que se elimina el desplazamiento en la
migracion de las proteinas en el isoelectroenfoque.
Para observar diferencias pequefas entre diferentes
condiciones estamos aplicado una metodologia ba-
sada en dos fluoréforos. Las muestras se marcan con
Bodipy-FL o Bodipy-TMR y se cargan en el mismo
gel bidimensional. Sin embargo, el analisis detallado
de los resultados en ambos esquemas, para relacio-
narlos con el patron de proteina total, requiere de un
cambio en los protocolos de analisis respecto a los
paquetes de software preparados para los esquemas
habitualmente utilizados.
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