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Introduccion

A estas alturas ya nadie discute que la Espectro-
metria de Masas (EM) se ha convertido en una de las
técnicas clave, probablemente la mas poderosa por su
sensibilidad y aplicabilidad a problemas reales, para la
caracterizacion de proteinas. No es de extrafiar, pues,
que las técnicas de EM ya clésicas (e.g. MALDI-MS
y ESI-(MS)") sean hoy imprescindibles en estudios
de protedmica estructural y funcional. Asimismo, la
importancia y aplicaciones de la EM analitica crece
enormemente en los ultimos afnos también en el area
emergente de la biologia de sistemas.

En cualquier caso, tales técnicas “convenciona-
les” de EM proporcionan una informacién quimica

molecular, es decir, de las moléculas, de los aminoa-
cidos, péptidos y proteinas buscados. Mucho menos
conocida en el mundo de la Proteémica (mi asisten-
cia a congresos de Espectrometria de Masas en los
simposios dedicados a su aplicacion en proteinas asi
lo corrobora de forma irrebatible) es la Espectrome-
tria de Masas Elemental, que utiliza como fuente de
ionizacién un plasma inducido de radiofrecuencias
(el ICP-MS). En este caso, la informacion directa
obtenida es atdmica, es decir, de los elementos cons-
titutivos de la biomolécula. Por eso, para conocer
la naturaleza de la especie quimica concreta (bio-
molécula) donde se halla el elemento medido por
ICP-MS es preciso acoplar ese detector a un sistema
de separacion previa y potente de la biomolécula
estudiada (p.e. HPLC, CE o electroforesis 2D) en la
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cual se halla dicho elemento. Desde luego, “el tiem-
po de retencion” (p.e. en HPLC) da idea de la natu-
raleza quimica del compuesto que origina un pico
cromatografico dado y, por tanto, realizar un barrido
de la presencia del elemento en estudio en los picos
cromatograficos obtenidos (biocompuestos) con esta
deteccion por ICP-MS es rapidisimo. Por ello, la
técnica “hibrida” o acoplada HPLC-ICP-MS (ver
esquema tipico de la instrumentacion y del tipo de
cromatograma en la Figura 1) se ha desarrollado
con gran rapidez en el campo del analisis de trazas
metalicas en materiales biologicos. Dicha estrategia
ha demostrado recientemente poseer también un
extraordinario potencial para Protedmica, como una
herramienta complementaria a las otras técnicas de
EM moleculares. La capacidad excepcional del ICP-
MS de monitorizar y determinar cualquier “hetero-
elemento” (significando asi cualquier elemento en la
biomolécula excepto los mayoritarios: C, H, O y N)
de forma casi especifica, con pocas interferencias y
aniveles de ppt (ng.L"') en muestras reales esta hoy
bien documentada.
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Figura 1. a) Esquema del dispositivo instrumental tipico
de acoplamiento de una separacion por HPLC seguida de
una deteccion molecular (VIS-UV) y elemental (ICP-MS),
b) Un cromatograma tipico con deteccion “elemental” (por
ICP-MS), siguiendo la pista simultaneamente a S, Fe, V, Al,
CuyZn

Gracias al empleo de un plasma tan robus-
to como el ICP para ionizar (ver un esquema de
un ICP-MS completo en la Figura 2) en la zona
mas caliente de dicho plasma llegan a alcanzarse
los 10.000° K, de modo que es posible conseguir
el “screening” rapido y fiable de la presencia de
heteroatomos(con la relacion masa/carga ,m/z, de-
seada) de gran importancia bioldgica (e.g. metales,
semimetales, P, S, etc) y que son parte constitutiva
de las proteinas de interés.
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Figura 2. Un esquema de componentes de un ICP-MS cla-
sico (de cuadrupolo)

Concepto de Protedmica guiada por un
heteroatomo

Tras una separacion adecuada por HPLC y de-
teccion final por ICP-MS, mezclas muy complejas
de proteinas u otras biomoléculas (e.g. metalopro-
teinas o selenoproteinas en un tejido) se pueden es-
tudiar y determinar de modo rapido y con gran fiabi-
lidad ya que el ICP-MS solo “ve” el heteroatomo (o
hetero-is6topo, m/z) deseado en dicha biomolécula.
Esta estrategia de simplificar el problema inicial ha
dado lugar muy recientemente a un concepto nuevo
denominado “heteroatom(isotope)-tagged proteo-
mics” (Sanz-Medel, 2008). Dicha estrategia consiste
en la simplificacion inicial de las complicadas mez-
clas de proteinas, resultantes de un material biolo-
gico real, gracias a emplear un detector elemental,
el ICP-MS, que solo sigue la pista en tales mezclas
a un heteroatomo(is6topo) dado. Como se ve en la
Figura 3, que resume tal estrategia de trabajo, la
deteccion inicial por ICP-MS (detector mucho mas
sensible y robusto que los MS mas convencionales)
permite hacer el primer “screening” de la presencia
del heteroatomo deseado en cualquier biocompuesto
separado de la mezcla (1* etapa en la Figura 3). Si
existe en el pico (compuesto) dicho elemento, se
pasa a la 2° etapa, la de aislar tal especie y proceder
al escrutinio “molecular” de cada compuesto por
MALDI- y/o ESI-(MS)".
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Figura 3. Una estrategia general de trabajo en “heteroa-
tom-tagged proteomics”
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Finalmente, una vez identificada/caracterizada
la(s) biomolécula(s) de interés conteniendo el hete-
roatomo por tales técnicas, es posible proceder a la
3* etapa, es decir, la cuantificacion segura, fiable y
exacta de la masa absoluta de la proteina seleccio-
nada, sea por referencia a una curva de calibrado
(con estandares) o bien recurriendo a la técnica de
Disolucion Isotdpica.

La importancia del concepto de “heteroatom
(isotope)-tagged proteomics” (es decir, “protedmica
inicial guiada por la medida de un heteroatomo con-
creto”) se amplifica por la capacidad del ICP-MS para
medir con precision abundancias y relaciones isotopi-
cas. Esta facultad abre nuevos horizontes en estudios
cuantitativos (via analisis por dilucion isotdpica) asi
como en estudios de metabolismo con is6topos “mar-
cados” (que, contrariamente a lo que ocurre con los
radioisotopos, son estables, no emiten radiacion y pue-
den investigarse tras su administracion en humanos).

Desde luego, el uso del ICP-MS en dichas es-
trategias no excluye el empleo de los métodos de
EM ya clasicos (o “moleculares”). Por el contrario,
su papel como “detector elemental e isotopico” es
complementar a dichos métodos y técnicas “mole-
culares”, que siguen siendo indispensables para la
identificacion y caracterizacion de las biomoléculas
que contenian el heteroatomo (moléculas que, tal
vez, pudieron ser detectadas por primera vez utili-
zando el ICP-MS, debido a su gran sensibilidad).

La abrumadora importancia actual de las fuentes
MALDI- o ESI- (MS) en Protedmica no se eclipsa
por la aceptacion de una nueva fuente de idnes como
el ICP que viene a complementar a las que ya reci-
bieron la mitad del Premio Nobel de Quimica en
2002 (J. Fenn, por su introduccion del Electrospray
[ESI] y K. Tanaka por su trabajo con la “matrix-
assisted laser-desorption ionization” [MALDI]).

Algunas Aplicaciones ilustrativas

La importancia actual de esta “Proteémica guia-
da” por el ICP-MS (a través de un elemento o hete-
roatomo de importancia biologica) es cada vez mas
clara y trataré de ilustrarla brevemente, a tres nive-
les, con experimentos escogidos de nuestro propio
laboratorio:

a) “Screening” de metales en proteinas y en sus
mezclas complejas (e.g. leche humana).

b) Protedmica cuantitativa en modificaciones
post-traduccionales de proteinas (PTMs)
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“naturales”, p.e. en metaloprotedmica y
fosfoproteomica.

c) Finalmente, el potencial del ICP-MS en
PTMs realizadas “artificialmente”.

Una de las aplicaciones mas interesantes del
empleo de la estrategia HPLC-ICP-MS es, como
hemos adelantado ya, la posibilidad de llevar a cabo
un “screening” rapido y fiable de la presencia (o
ausencia) de metales de interés (e.g. toxicoldgico o
nutricional) en proteinas. Ejemplos ilustrativos de
dicha aplicacion se pueden ver en nuestros trabajos
sobre la distribucion y especiacion de nutrientes
esenciales en leche humana y sus proteinas (p.e.
Fe,Cu,Zn,Se, 1) y su comparacion semicuantitativa
con leches formula tipicas utilizadas en los hos-
pitales en alimentacién de bebés prematuros y a
término (Michalke et al., 2007). Dicho trabajo puso
de manifiesto la gran diferencia de composicion
molecular (“especiacion quimica” de los elementos
traza esenciales) entre la leche humana materna y
las distintas leches “formula” utilizadas en alimen-
tacion de recién nacidos prematuros y a término.

El empleo de la estrategia HPLC-ICP-MS en la
investigacion cuantitativa de PTMs “naturales” en
proteinas es otro campo de extraordinaria impor-
tancia y actualidad. Utilizando estrategias tipicas de
“especiacion de Fe” en suero humano (ver Figura
4), hemos desarrollado importantes metodologias
para la determinacion exacta de las “glicoformas”
de la transferrina. Tras un analisis por dilucion iso-
topica (IDA) en linea, que utiliza ’Fe enriquecido,
es posible realizar determinaciones absolutas de
la cantidad de cada una de las isoformas Fe-Tf del
suero humano por HPLC-(IDA)ICP-MS. En dichos
estudios se ha demostrado (3) que la cuantificacion
de tales isoformas individuales puede ser de gran
utilidad como “biomarcadores” de enfermedades,
p-e. en deficiencias genéticas en la glicosilacion de
proteinas (carbohydrate deficient transferrin, CDT)
y en el control analitico de alcoholismo (ver Figura
4 y del Castillo ef al., 2005).

Otra de las PTMs de extraordinaria relevancia
en Protedmica es la fosforilacion, una modificacion
que regula, entre otros, los importantes procesos de
sefializacion en las células y la eventual aparicion
de enfermedades relacionadas con disfunciones en
dicha sefializacion (e.g. cancer). Recientemente he-
mos demostrado los espectaculares resultados que se
pueden conseguir utilizando HPLC capilar acoplada
a un ICP-MS (que detecta el *'P) para la determi-
nacién de fosfopéptidos, resultantes de la digestion
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triptica de mezclas complejas de proteinas fosfo-
riladas (Pereira Navaza et al., 2007a). El impacto
de estas técnicas para llevar a cabo investigaciones
cuantitativas de pequeiios cambios de la fosfori-
lacion (Pereira Navaza et al., 2008) y, sobre todo,
en estudios de la cinética de dicha fosforilacion de
las proteinas en la célula ha sido reconocido muy
recientemente en el mundo de la Biologia Quimica
(Pereira Navaza et al., 2007b).
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Figura 4. Un cromatograma tipico HPLC-ICP-MS, con
deteccion de Fe y S simultaneas, de un suero humano (cada
pico cromatogrdfico observado corresponde a una glicofor-
ma diferente de transferrina)

Para terminar esta breve exposicion, solo
una mirada al futuro: la estrategia comentada de
“heteroatom(isotope)-tagged proteomics” solo pue-
de usarse de forma directa en proteinas naturales
que contienen los heteroatomos (e.g metales, Se,
P, S, etc.). Sin embargo, hoy existen amplios y va-
riados conocimientos sobre “bioconjugacion” que
permiten introducir artificialmente una “etiqueta”
o marcador elemental (i.e. un heteroatomo) en las
proteinas deseadas. Esta introduccion, mediante un
reactivo adecuado, haria que las proteinas sin he-
teroatomos pudieran también hacerse “visibles” y
“medibles” para el ICP-MS. Hoy es ésta una po-
sibilidad de futuro que podria ampliar el campo
de utilizacion de estas estrategias de Protedmica
“elemental”, aqui delineadas, a practicamente todas
las proteinas conocidas.

En resumen, los ejemplos ilustrativos expuestos
han sido seleccionados de los trabajos de mi grupo en
Oviedo, pero, desde luego, existen ya otros autores y
trabajos muy importantes en esta linea (Lobinski et
al., 2006) y todos ellos demuestran que el concepto
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y estrategias denominadas‘“heteroatom(isotope)-ta-
gged proteomics” ofrecen un interés y un potencial
extraordinarios tanto desde el punto de vista analiti-
co como bioquimico. En todo caso, si como parece
cercano, en el futuro es posible extender su campo
de accion a todas las proteinas (via “etiquetado”
o “marcado” con heteroatomos) este potencial se
muestra ya tan atractivo como para animar a los
“viejos” espectroscopistas atdomicos a adentrarnos
en un bosque nuevo tan atractivo, frondoso y lejano
anosotros como el de la Proteémica, particularmen-
te el de la Protedmica cuantitativa (del Castillo et
al., 2005; Pereira Navaza et al., 2007a). A su vez,
solo si nuestros colegas bioquimicos, bidlogos, mé-
dicos clinicos, etc. son conscientes y conocedores de
estas técnicas y estrategias, y sobre todo de sus apli-
caciones en Biociencia, dicho potencial de futuro
podra finalmente desarrollarse en toda su plenitud.
En todo caso, multidisciplinaridad y cooperacion
interdisciplinar es ahora la clave para hacer posible
y eficaz ese esperable y prometedor desarrollo.

Nota final

El objetivo de este resumen es solo dar a cono-
cer en el mundo de la Protedmica de habla hispana
el enorme potencial de estas metodologias de MS
Elemental, derivadas del empleo de un moderno
ICP-MS. El lector interesado en conocer mas a fon-
do las aplicaciones y el sentido exacto de las Figuras
(particularmente las Figuras 1, 4 y 5, que intentan
abrir una ventana a las aplicaciones mas ilustrativas/
interesantes) puede consultar los detalles en las re-
ferencias bibliograficas escogidas.
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Figura 5. Un cromatograma tipico HPLC-ICP-MS, con
deteccion de 31P (traza azul) y su comparacion con el cro-
matograma mas convencional HPLC-Electrospray (traza
roja). La expansion del péptido “a’ no es otra cosa que el
espectro MALDI-TOF de dicha fraccion “a” aislada (para

confirmar su identidad)
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Resumen

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

Palabras clave:

Estrés oxidativo, oxidacion de proteinas, grupos carbonilo, DNPH, protedmica redox.

Introduccion

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

incluyendo lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos [2-4]. Muchos de los cambios que ocurren
durante el envejecimiento y durante la progresion de
ciertas enfermedades son una consecuencia del es-
trés oxidativo [5-7]. Las proteinas se modifican oxi-
dativamente al ser uno de los blancos principales de
las ROS. Ello conlleva modificaciones estructurales



