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RESUMEN

Las proteinas mitocondriales pueden ser modificadas por reacciones de glicaciéon inducidas por
compuestos dicarbonilo procedentes del metabolismo tales como el glioxal y el metilglioxal. Estas
modificaciones provocan cambios estructurales y funcionales en las proteinas implicadas. La modificacion
del proteoma mitocondrial por estos compuestos dicarbonilo puede inducir disfuncién mitocondrial y
acentuar un estado de estrés oxidativo. Asi, estas modificaciones quimicas podrian jugar un papel clave en
el proceso fisiologico de envejecimiento y patologias asociadas a la edad, donde se han evidenciado tanto
defectos de la actividad mitocondrial como incrementos de compuestos dicarbonilo. Identificar las
proteinas mitocondriales especificamente modificadas, aseverar los cambios funcionales derivados y sus
implicaciones constituyen lineas de investigacion que tendran su desarrollo en los proximos afios.

© 2010 SEGG. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Glycation of mitochondrial proteins, oxidative stress and aging

ABSTRACT

Mitochondrial proteins can be modified by glycation reactions from endogenous dicarbonyl compounds
such as physiologically generated methylglyoxal and glyoxal. This modification could cause structural and
functional changes in the proteins Consequently, dicarbonyl attack of the mitochondrial proteome may be
an event leading to mitochondrial dysfunction and thus, to oxidative stress. These protein chemical
modifications can play an important role in the physiological aging process and age-associated diseases,
where both mitochondrial deffects and increased dicarbonyl concentrations have been found. Future
research should address the functional changes in mitochondrial proteins that are the targets for
dicarbonyl glycation.

© 2010 SEGG. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

dicha longevidad. Glo1 es otro ejemplo de un «vitagene», un gen
que cuando se manipula para cambiar su expresiéon induce un

Los estudios experimentales basados en mutaciones que
afectan la longevidad de organismos diversos tales como
levaduras, nematodos (Caenorhabditis elegans), moscas (Drosophila
melanogaster) y ratones, demuestran que la generacion de
especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) y, por extension,
el estrés oxidativo, juega un papel causal clave en el proceso de
envejecimiento’.

En este contexto, en un estudio reciente? se describia un nuevo
mecanismo capaz de regular la produccion mitocondrial de ROS y
la longevidad en C. elegans: la progresiva modificacion de
proteinas mitocondriales por metilglioxal (MG), un metabolito
dicarbonilo derivado de glicélisis. Los autores de dicho estudio
constataron que la sobreexpresion del gen para la glioxalasa 1
(Glo1) en el nematodo C. elegans inducia un aumento de la
longevidad. Por el contrario, el silenciamiento de Glo1 reducia

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: reinald.pamplona@mex.udl.cat (R. Pamplona).

cambio en la longevidad®. Glo1 es una enzima dependiente de
glutation (GSH) que cataliza el metabolismo de compuestos
dicarbonilo reactivos tales como MG y glioxal* previniendo, de
este modo, la modificacion quimica de proteinas mediada por
dichos compuestos (glicacion) (fig. 1). Observaron, asimismo, que
las proteinas mitocondriales eran dianas prioritarias de la
glicacion por dicarbonilos constatindose, ademads, que un
aumento en la glicaciéon de proteinas mitocondriales se asociaba
con un aumento de la formacién de ROS y un incremento de la
lesion del proteoma por procesos oxidativos y nitrosativos. En
dicho estudio también se demostr6 que el proceso de
envejecimiento fisiolégico de C. elegans inducia un declive de la
expresion de Glo1l y un aumento de la generacion de ROS de
origen mitocondrial. La sobreexpresion de Glol en C. elegans
disminuia la glicacion por dicarbonilos de las proteinas
mitocondriales, asi como la formaciéon de ROS, los marcadores
de glicacion por dicarbonilos del proteoma y también los
marcadores de lesiobn oxidativa y nitrosativa (metionina
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Figura 1. Principales rutas de formacién de productos AGE en los sitemas fisioldgicos y sus principales metabolitos dicarbonilo precursores. A) Formacion de productos de
glicacion inicial y AGE a partir de glucosa y productos intermediarios glicoliticos y de peroxidacién lipidica. B) Compuestos dicarbonilo reactivos generados

fisiologicamente.

sulfoxido y 3-nitrotirosina, respectivamente), con un aumento
concomitante de la longevidad. Esto indicaba, por primera vez,
que la glicacion por dicarbonilos podria ser una lesion critica del
proteoma mitocondrial que podria disparar la producciéon de ROS
y la lesion oxidativa durante el proceso de envejecimiento.

Glicacion de proteinas

La glicacién es una de las principales causas de modificacion
quimica (lesion) espontanea de proteinas celulares y extracelulares
en los sistemas fisiologicos, afectando a un 0,1-0,2% del total de
residuos de lisina y arginina®®. La glicacién por glucosa y otros
monosacaridos esta dirigida principalmente a grupos amino de
residuos de lisina y aminoacidos N-terminales de proteinas, asi
como residuos de arginina y cisteina’?,

Para unas condiciones de reactividad dada (temperatura,
concentracion de sustratos y accesibilidad a los grupos quimicos
reactivos de los aminoacidos, entre otros), uno de los principales
factores que regula el estado basal de lesion es la vida media
proteica, o en otras palabras, su tasa de recambio. Para algunas
proteinas con un recambio limitado o nulo, tales como las del
cristalino, el grado de extension de la glicacion proteica
puede llegar a ser hasta 10 veces superior®. La mayoria de las
proteinas mitocondriales son, sin embargo, de vida corta, con unas
tasas de recambio que van de 10-30min a 3-5 dias'°. El «control
de calidad» del proteoma mitocondrial implica a proteasas
mitocondriales, que conducen a la liberacion de péptidos desde
la mitocondria!!, ubicuitilacién y proteolisis de la membrana
externa, fision y fusion mitocondrial, y finalmente autofagia de las
mitocondrias lesionadas (mitofagia)'?.

Los productos o compuestos derivados de la fase inicial de
glicacion se forman en reacciones espontaneas no enzimaticas de
monosacaridos con proteinas (fig. 1A). La glucosa entraria en la

mitocondria a través del transportador de membrana GLUT1
(transportador de glucosa 1), que también transporta vitamina C
al interior de la mitocondria.’> Dada la baja reactividad de la
glucosa per se, los agentes glicantes mas importantes a considerar
para la lesion por glicacion del proteoma mitocondrial son
compuestos dicarbonilo reactivos tales como glioxal, MG y
3-deoxiglucosona (fig. 1B).

Los compuestos dicarbonilo se forman enddgenamente por
peroxidacién lipidica y degradacién de intermediarios glicoliticos y
proteinas glicadas. Estos compuestos dicarbonilo son potentes
agentes glicantes, entre 200-50.000 veces mas reactivos que la
glucosa. No obstante, las concentraciones fisioldgicas de dicarbonilos
tipicamente son del orden de 10.000 - 50.000 veces inferior que la de
glucosa. Atn asi, los compuestos dicarbonilos contintian siendo,
en los sitemas fisiologicos, los precursores mas importantes y
determinantes de la formacion de los denominados productos de
glicacion avanzada (AGE).

Estadios iniciales de los productos de glicacion y AGE

Los aductos (entendido como compuestos quimicos originados
por combinacion directa de dos especies quimicas que mantienen en
aquel su respectiva ordenacién atémica) de glicacién originados por
glucosa y otros monosacaridos se denominan aductos de glicacién
de estadios iniciales (fig. 1). El producto de glicaciéon inicial
predominante es la N°~fructosil-lisina (FL). La base de Schiff y aductos
FL pueden degradarse lentamente en posteriores reacciones
avanzadas dando lugar a la formacién de numerosos y diferentes
aductos de glicacion. A estos aductos, de caracter final e irreversible,
se les conoce colectivamente como AGE. Sin embargo, los com-
puestos dicarbonilo (derivados del metabolismo) reaccionan
directamente con las proteinas para formar también AGE.
Los estudios mediante espectrometria de masas demuestran que
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Figura 2. Estructura quimica de productos de glicacion inicial y AGE detectados in vivo.

entre los AGE cuantitativamente importantes se cuentan las hidro-
imidazolonas derivadas de residuos de arginina modificados por
glioxal, MG y 3-deoxiglucosona: G-H1 (N°-[5-hidro-4-imidazolon-

2-il]ornitina), MG-H1 (N‘s-[5—hidro—5—metil—4—imidazolon—2—il]-orniti—
na) y 3-deoxiglucosona-H (N°-[5-hidro-5-2,3,4-trihidroxibutil-4-imi-
dazolon-2-iljornitina e isomeros estructuralmente relacionados).
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160 A. Naudi et al / Rev Esp Geriatr Gerontol. 2010;45(3):156-166

Otros AGE ampliamente estudiados e importantes comprenden CML
(N¢-carboximetil-lisina) y CEL (N°-carboxietil-lisina), y los com-
puestos entrecruzados bis-lisil GOLD (derivado de glioxal) y MOLD
(derivado de MG), y los compuestos AGE que también generan
entrecruzamientos pentosidina y glucosapana®!3-'8, Otros compues-
tos AGE y derivados relacionados de importancia emergente son CMC
(S-carboximetil-cisteina)'®, CMA (N*-carboximetilarginina)*® y orni-
tina®!, este Gltimo generado como producto de degradacion de
hidroimidazolonas (fig. 2).

Defensas enzimaticas contra la glicacion

Existe un conjunto diverso de enzimas que previenen o
reparan la glicacién de proteinas en los sistemas fisiologicos?223.
Este mecanismo de defensa involucra actividades enzimaticas que
evitan la formacion de los aductos de glicacion y también aquellas
que «reparan» los lugares de glicacion inicial. Entre las
primeras se enumerarian Glo1, aldo-ceto reductasas y aldehido
deshidrogenasa cuyas actividades mantienen dentro de los limites

Tabla 1

fisiologicos las concentraciones de dicarbonilos reactivos
que se comportan como agentes glicantes?*?>; y entre las
segundas se contaria con amadoriasas y fructosamina 3-fosfoqui-
nasas, que catalizan la eliminacién de residuos FL y aductos libres
(ﬁg 3)26—28'

La deteccion de los aductos de glicacion en proteinas,
aminofosfolipidos y acidos nucleicos'®, y el reducido grado de
modificacién existente en condiciones fisioldgicas, nos indican
que la defensa enzimatica contra la glicacion limita el impacto de
la lesidn a las macromoléculas biologicas, pero que se trata de
una defensa imperfecta. Asi, en algunos estados patologicos
(p. ej.: diabetes, insuficiencia renal crénica y enfermedades
neurodegenerativas, entre muchas otras), estos mecanismos de
defensa son desbordados, y las concentraciones de los aductos de
glicaciobn aumentan. Cabe postular que la progresiva pérdida
de expresion de enzimas de defensa contra la glicacion podria ser
clave en el incremento de glicacion de proteinas detectado
durante el proceso de envejecimiento.

In vivo, el contenido en productos AGE difiere dependiendo de
las caracteristicas de la/s proteina/s (composicion en aminoacidos,

Niveles de N°-fructosil-lisina en diferentes proteinas y tejidos de mamifero y en diferentes condiciones fisioldgicas y patoldgicas™®

Concentracién/contenido Método Ref.
Albiimina
Humano 250-500 pmol/mg RIA i3
+Diabetes 400-1500 pmol/mg
Humano 3-7 nmol/mg ELISA 2
+Diabetes 7-24 nmol/mg
Proteinas plasma
Humano 1,1 + 1,6 nmol/mg HPLC 20
Liquido peritoneal
Humano 1,2 + 2,1 nmol/mg HPLC 20
Lipoproteinas de baja densidad (LDL)
Humano 0,76-0,80 mmol/mol lisina GC/MS 51
Proteinas del cristalino
Humano 0,5-2,0 mmol/mol lisina (no cambia con la edad) GC/MS B2
Perro 100 + 20 pmol/mg HPLC o3
+Diabetes (moderada) 510 + 620 pmol/mg
+Diabetes (severa) 2.250 + 680 pmol/mg
Colageno de la piel
Humano 2,5-5,0 mmol/mol lisina GC/MS &2
+Diabético (tipo I) 5-25 mmol/mol lisina (cambios minimos con la edad)
Humano 400 + 100 pmol/mg HPLC EEE
+Diabetes (tipo I) 920 + 250 pmol/mg
+Diabetes (terapia intensiva) 600 + 75 pmol/mg
Rata (Brown-Norway) 1,7-2,1 mmol/mol lisina GC/MS 2
+Restriccion dietaria 1,2-1,4 mmol/mol lisina
Rata (Fischer 344) 290-450 pmol/mg HPLC 28
+Restriccion dietaria 290-350 pmol/mg
Ratén (C57BL) 100-500 pmol/mg HPLC &8
+Restriccién dietaria 100-350 pmol/mg
Hemoglobina
Humano 50,7 + 6,2 umol/l HMF-TBA 9
Proteinas de rifion
Rata (Sprague-Dawley) 0,25 + 0,08 mmol/mol lisina GC/MS €0
+Diabetes 2,90 + 0,18 mmol/mol lisina
Proteinas de higado
Rata (Sprague-Dawley) 0,52 + 0,07 mmol/mol lisina GC/MS c0
+Diabetes 2,59 + 0,09 mmol/mol lisina
Aminofosfolipidos de higado
Rata 3,43 + 0,5 pmol HMF/umol fosfolipidos HPLC el

+Diabetes

9,01 + 1,90 pmol HMF/umol fosfolipidos

ELISA: enzyme linked inmunoabsorvent assay; GC/MS: gas chromatography/mass spectrometry; HMF-TBA: hydroxymethylfurfural-thiobarbituric acid method; HPLC: high

performance liquid chromatography; RIA: radioimmnuoassay.

* Adaptado de la literatura.
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estructura tridimensional, tasa de recambio, etc.), su localizacion
tisular y el tipo de AGE. Asi, se han descrito niveles relativamente
elevados de FL (0,1-10 mmol/mol de aminoacido modificado) y
MG-H1 (0,1-15 mmol/mol aminoacido modificado), un contenido
menor de CML, CEL y CMC (0,05-6 mmol/mol lisina) y cantidades
traza de GOLD y MOLD (0,001-0,002 mmol/mol lisina). Las
concentraciones mas elevadas de FL e hidroimidazolonas han sido
descritas en proteinas de cristalino y colageno de piel de personas
de edad avanzada. El contenido de los demas compuestos AGE, sin
llegar a los niveles de los anteriores, se han descrito que aumentan
con la edad en proteinas de cristalino, matriz extracelular y
proteinas de diversos tejidos y especies (tablas 1-3)!8.

La dilucidacion de la importancia fisiologica de la glicacion
de proteinas esta actualmente siendo motivo de una intensa
actividad cientifica. No obstante, se han descrito algunos efectos
particularmente perjudiciales que afectan a la estructura y funcion
proteica (tabla 4). Asi, cabe destacar los efectos nocivos originados
por la presencia de entrecruzamientos intra e interproteina que
confieren resistencia a la proteolisis; asi como los efectos perjudiciales
derivados de la modificacion de aminoacidos localizados
especificamente en aquellos lugares que determinan interacciones
proteina-proteina, sustrato-enzima o incluso proteina-ADN, este
Gltimo especialmente relevante para factores de transcripcion.

Especial mencién requiere la modificacion potencial de los
aminoacidos cisteina y metionina. Cisteina y metionina son los
Gnicos aminoacidos que contienen grupos funcionales (grupos

sulfidrilo) que pueden oxidarse de forma reversible bajo diferen-
tes condiciones fisiologicas. Estos grupos quimicos se describen
como «interruptores» porque su oxidacion reversible proporciona
un medio de control de la estructura y funciéon proteica. Los
grupos sulfidrilo (-SH) de cisteina y metionina pueden sufrir
numerosas modificaciones oxidativas, siendo la mas estudiada la
oxidacion reversible de tiol a disulfuro. Cambios en el estado
de oxidacion/reducciéon (redox) de tiol/disulfuro afectan la
conformacion de la proteina, la actividad enzimatica, la actividad
de transportadores, la union de ligando a su receptor, las
interacciones proteina-proteina, las interacciones proteina-ADN,
el trafico de proteinas y la degradacién de las mismas?°. Dado que
estas propiedades estructurales y funcionales estan reguladas por
reacciones de caracter reversible, cabe plantearse qué sucederia si
dichas modificaciones fueran irreversibles, como es el caso en la
formacion del compuesto de glicacion CMC.

Glicacion de proteinas mitocondriales

La modificacion de proteinas por productos AGE a nivel
mitocondrial ha sido detectada por inmunoensayo y por GC-MS. El
inmunoensayo de AGE adolece del problema de caracterizacion
incompleta del epitopo reconocido por los anticuerpos. Asi, por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal 6D12 utilizado para cuantificar el
producto de glicacion avanzada CML en proteinas de mitocondria de

Tabla 2

Niveles de productos AGE en diferentes proteinas y tejidos de mamifero y en diferentes condiciones fisioldgicas y patologicas™
Muestra Concentracién Meétodo Ref.
N¢-carboximetil-lisina
Proteinas séricas humano 73,2 + 16,9 pmol/mg HPLC o2
+Hemodialisis F8 308,8 + 94,0 pmol/mg
+Hemodialisis F80 275,5 + 79,1 pmol/mg
+Didlisis peritoneal 284,5 + 98,2 pmol/mg
LDL humano 0,034-0,06 mmol/mol lisina GC/MS el
+LDL oxidada 0,67-10,9 mmol/mol lisina
Coldgeno piel humano 0-1,5 mmol/mol lisina (0-80 afios) GC/MS &3
+Diabetes (tipo I) 0,5-2,0 mmol/mol lisina (20-80 afios)
Coldgeno piel rata 0,07-0,13 mmol/mol lisina GC/MS 2
+Restriccion dietaria 0,08-0,10 mmol/mol lisina (aumenta de 0-30 meses)
Proteinas cristalino humano 1,0-8,0 mmol/mol lisina (aumenta de 1-100 afios) GC/MS 22
Coldgeno tendén rata 7 + 2 pmol/mg HPLC o3
+Diabetes 35 + 7 pmol/mg
Mitocondria corazén rata 1.700 pmol/mol lisina GC/MS LES
+Restriccion calorica 1.400 pmol/mol lisina
Mitocondria corazon paloma 1.370 umol/mol lisina
Mitocondria miisculo esquelético raton 3.408 pmol/mol lisina GC/MS Sl
Higado rata, cobaya, cerdo, perro, toro, caballo 700-1.600 pmol/mol lisina GC/MS eLE)
Miisculo esquelético rata 500 pmol/mol lisina GC/MS o8
Miisculo esquelético paloma 780 pmol/mol lisina
Ne-carboxietil-lisina
Mitocondria corazén rata 575 pumol/mol lisina GC/MS CE
+Restriccion dietaria 480 pmol/mol lisina
Mitocondria milsculo esquelético raton 1.459 pmol/mol lisina GC/MS &
Miisculo esquelético rata 250 pmol/mol lisina GC/MS o8
Miisculo esquelético paloma 700 pmol/mol lisina
S-carboximetil-cisteina
Miisculo esquelético rata 0,018 + 0,003 mmol/mol lisina GC/MS w0
+Diabetes 0,025 + 0,003 mmol/mol lisina
Proteinas plasma humano 24,25 + 10,26 pg/l LC/MS L
+Diabetes 55,73 + 29,43 ngfl
Mitocondria higado rata 131,50 + 7,75 pmol/mol lisina GC/MS 2
S-carboxietil-cisteina
Proteinas plasma humano 262,8 + 132,02 g/l LC/MS u

+Diabetes

521,47 + 239,13 pg/l

GC/MS: gas chromatography/mass spectrometry; HPLC: high performance liquid chromatography; LC/MS: liquid chromatography/mass spectrometry.

* Adaptado de la literatura.
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Tabla 3

Niveles de los productos AGE pentosidina y pirralina en diferentes proteinas y tejidos de mamifero y en diferentes condiciones fisiologicas y patologicas™®
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Muestra Concentracion Método Ref.
Pentosidina

Proteinas plasma humano 0,3-1,6 pmol/mg HPLC £
+Diabetes 0,5-4,8 pmol/mg

+Insuficiencia renal 5-55 pmol/mg

Hemolisado humano 0,09-0,21 pmol/mg HPLC £
+Diabetes 0,05-0,22 pmol/mg

+Insuficiencia renal 0,2-1,5 pmol/mg

Orina humano (pentosidina libre) 3-7uM HPLC &
+Diabetes 5-20uM

Orina humano (pentosidina total) 4,2 + 1,4 umol/mol creatinina HPLC S
+Diabetes 8,8 + 4,3 umol/mol creatinina

Proteinas liquido peritoneal humano 7,7 + 2,7 pmol/mg HPLC 20
Coldgeno piel musarafia 0-8 pmol/mg (0-3 afios) HPLC &
Coldageno piel rata 0-3 pmol/mg (0-24 meses)

+Restriccién calérica 0-2 pmol/mg (0-24 meses)

Coldgeno piel toro 0-30 pmol/mg (0-14 afios)

Coldageno piel cerdo 0-20 pmol/mg (0-14 afios)

Colageno piel mono Rhesus 2-12 pmol/mg (0-25 afios)

Coldgeno piel mono Squirrel 0-18 pmol/mg (0-25 afios)

Coldgeno piel humano 0-100 pmol/mg (0-100 afios)

Coldgeno piel rata 2-5 umol/mol lisina GC/MS &/
+Restriccion dietaria 1,8-2,7 umol/mol lisina (de 10-30 meses)

Coldageno cartilago humano 0-80 mmol/mol colagena (de 0-80 afios) HPLC U
Coldgeno duramadre humano 25-225 pmol/mg (0-80 afios) HPLC 7
Cristalino humano fraccién soluble 0-0,6 pmol/mg HPLC u
Cristalino humano fraccién insoluble 1-1,5 pmol/mg

Cristalino brunescente Aumentado (2-5 veces)

+Diabetes Aumentado (1,5-2,5 veces)

Cristalino perro fracciém insoluble 1,2 + 0,3 pmol/mg HPLC 2256
+Diabetes moderadas 1,3 + 2,7 pmol/mg

+Diabetes severa 15,5 + 16,1 pmol/mg

Coldgeno tendén cola rata 6 meses 1,24 + 0,22 pmol/mg HPLC ®
Coldgeno tendoén cola rata 18 meses 2,48 + 0,60 pmol/mg

Colageno pulmén rata 40-120 pmol/mg colagena (3-25 meses) HPLC ES
Pirralina

Albtimina humano 20-40 pmol/mg ELISA )
+Diabetes 30-60 pmol/mg

Proteinas plasma humano 115+ 36uM ELISA S0
+Diabetes 211 +103uM

Proteinas plasma rata 194 + 79 uM ELISA 80
+Diabetes 627 + 189 uM

Proteinas plasma humano 12,8 + 5,6 pmol/mg HPLC =l
+Diabetes 21,6 + 9,6 pmol/mg

Cristalino humano (50-70 afios) 30,9 + 10,2 pmol/mg HPLC 82
+Cataratas 48,4 + 12,6 pmol/mg

+Diabetes 28,4 + 15,3 pmol/mg

Orina humano 1,21 + 0,40 pg/mg creatinina HPLC B3
+Diabetes 1,37 + 0,6 pg/mg creatinina (rango 0,24-4,01)

ELISA: enzyme linked inmunoabsorvent assay; GC/MS: gas chromatography/mass spectrometry; HPLC: high performance liquid chromatography.

* Adaptado de la literatura.

Tabla 4

Efectos de la modificacion proteica por productos AGE sobre las propiedades fisico-quimicas y biologicas

e La formacion de AGE tiene lugar sobre proteinas, aminofosfolipidos y

acidos nucleicos

e La modificacion por AGE es irreversible
Su formacion en proteinas confiere resistencia a la proteolisis

e Los productos AGE pueden dan lugar a la formacion de entrecruzamientos

inter e intramoleculares

e Su formacion sobre los lipidos induce su oxidacién
o Los AGE pueden reaccionar-atrapar radicales libres

Alteraciones de la mobilidad electroforética por cambios en la carga de las

cadenas laterales

Alteracion de la solubilidad y tendencia a la formacién de agregados y

productos de elevado peso molecular

Aletracion de la estabilidad térmica

Cambios conformacionales y distorsiones estructurales
Pérdidas funcionales

Alteracion en las interacciones proteina-proteina, ligando-proteina,

proteina-AND

AGE: productos de glicacion avanzada.

higado de rata®®*' detecta tanto CML como CEL con diferentes
afinidades (el Gltimo con mayor afinidad que el primero®?) y no
puede ser utilizado con la intencion de cuantificar el contenido

proteico en productos AGE especificos. Cabe recordar que el recurso
técnico que pasa por la utilizacion de proteina de leche deshidratada,
u otras proteinas de origen animal, para la supresién de las uniones
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Tabla 5

Efecto de la restriccion caldrica, proteica y de metionina en los productos de glicacion derivados de metilglioxal y glioxal (CML, CEL y CMC) de diferentes tejidos de rata
Organo Tipo de restriccion dietaria (%) Duracion de la restriccion dietaria Efecto sobre los productos AGE Ref.
Mitocondria higado 8,5% RC 7 semanas ! &
Mitocondria higado 25% RC 7 semanas ! S
Mitocondria corazén 40% RC 4 meses ! 82
Mitocondria corazon 40% CR 1 afio ! S8
Mitocondria higado 40% RC 4-24 meses ! 27
Higado 40% RC 6 semanas ! 88
Higado 40% RP 7 semanas ! 82
Mitocondria higado 40% RMet 7 semanas ! 20
Mitocondria higado 80% RMet 7 semanas ! 0.2
Mitocondria corazén 80% RMet 7 semanas ! Ex
Cerebro 80% RMet 7 semanas ! 2

RC: restriccion caldrica; RMet: restriccion de metionina; RP: restriccién proteica.

Tabla 6

Proteinas mitocondriales susceptibles a la modificacion por productos AGE y oxidacion de grupos tiol

Proteinas mitocondriales modificadas por AGE AGE

Proteinas mitocondriales susceptibles a la oxidacion de grupos tiol

Enoil-CoA hidratasa mitocondrial

Complejo IlI, «core protein 1»

NADH-ubiquinona oxireductasa subunidad 30 kDa complejo I
F1-ATPasa, cadena G

Flavoproteina subunidad beta

Citocromo c1, complejo III

Glutamato deshidrogenasa

MG-H1

CML/CEL

Enoil-CoA hidratasa, cadena corta 1, mitochondrial
Complejo III, «core protein 1»

Acil-CoA deshidrogenasa

Carnitina acetiltransferasa

Acil-CoA tioesterasa mitocondrial 2

Proteina trifuncional mitocondrial, subunidad alfa
Propionil-CoA carboxilasa, cadena alfa

Piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 2

AGE: productos de glicacion avanzada; CEL: Ne-carboxietil-lisina; CML: Ne-carboximetil-lisina.

no especificas, genera probablemente interferencias dado que
constituyen por si mismas una rica fuente de CML y otros compuestos
AGE®. No obstante, cabe indicar que la inmunohistoquimica de
tejidos con 6D12 y otros anticuerpos anti-AGE como el 1F6 y el 2A2
todos ellos muestran inmunoreactividad compatible con reactividad
mitocondrial en tejidos humanos>4.

Las estimaciones de las concentraciones de AGE en proteinas
mitocondriales con métodos analiticos mas precisos provienen de
los estudios utilizando analisis de diluciéon isotépica/GC-MS
(tablas 1-3). En dichos trabajos se detectaron y cuantificaron
1-2 mmol de CML/mol de lisina en proteinas mitocondriales de
corazon de rata; por el contrario, el contenido de CML determi-
nado por inmunoensayo con el anticuerpo 6D12 sobreestimaba
aproximadamente 10 veces dicho contenido respecto al estudio
mencionado anteriormente. El contenido del aducto CEL en
proteinas mitocondriales era aproximadamente de 0,5 mmol/mol
de lisina, y el de CMC era del orden de 0,1-0,2 mmol/mol de
lisina. El contenido en proteinas mitocondriales de estos
compuestos, CML, CEL y CMC, disminuian con la restriccion
calérica (tabla 5).

Respecto a otros AGE, como los derivados de arginina, la
cuantificacion del contenido de productos AGE en proteinas
mitocondriales mediante técnicas de inmunotransferencia se
han llevado a cabo con uno de los mejores anticuerpos
monoclonales caracterizados contra productos AGE: el anticuerpo
monoclonal TH7G5 que reconoce MG-H1, la hidroimidazolona
derivada de MG?°. la deteccibn y cuantificacién con este
anticuerpo demostré la presencia de dicho AGE en proteinas
mitocondriales de C elegans y una disminucién de la
concentracion de este compuesto en C. elegans transgénicos
sobreexpresores de Glo1'. Utilizando la misma técnica, también
se demostro6 la presencia de MG-H1 en proteinas de mitocondrias
aisladas del cortex renal de rata, estando aumentado el mismo por
la diabetes>®,

La identidad de proteinas especificas modificadas por produc-
tos AGE han sido tan solo establecidas por inmunoreactividad con
anticuerpos anti-AGE, no habiendo sido corroboradas dichas
modificaciones mediante analisis de espectrometria de masas.
Asi, se ha sugerido que la glutamato deshidrogenasa es una diana
de la modificacion por productos AGE mediante inmunodeteccion
con el anticuerpo 6D123’, Otras proteinas mitocondriales identi-
ficadas por esta técnica y susceptibles de ser modificadas por
MG?>® se ofrecen en la tabla 6.

Efecto de los compuestos carbonilo generados fisiologicamente
sobre la funcion mitocondrial

Para demostrar que la modificacion por AGE del proteoma
mitocondrial puede conducir a alteraciones en la funci6n
mitocondrial cabe recordar que la incubacién de mitocondrias
de rifion de rata con MG (10-200 uM) durante tan solo 5min a
24 °C produce una disminucién concentraciéon-dependiente de la
respiracion en estado 3, un aumento y posterior disminucién de la
respiraciéon en estado 4 y una disminucion del coeficiente de
control respiratorio®®. Estos efectos observados en un periodo de
incubacion tan corto probablemente son debidos a modificaciones
que afectan a grupos cisteinil-tiol>®. Asi, grupos tiol reactivos
ubicados en la superficie de la proteina se encuentran en péptidos
de los complejos mitocondriales I, Il y IV4°, y se han identificado
proteinas con grupos tiol potencialmente susceptibles a la
modificacién (Tabla 6)*'. En condiciones fisioldgicas, la concen-
tracién intracelular de MG es de aproximadamente 2-4 pM.*? Se
estima que aproximadamente un 25% del MG estd ligado
reversiblemente a GSH y un 50% a tioles proteicos (asumiendo
una concentracion intracelular de GSH y tioles proteicos de 3 y
6 mM, respectivamente*?; y una constante de disociacién tiol/MG
de 3mM?3). No esta claro si a concentraciones fisiolégicas de MG
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existe un efecto agudo sobre la respiracion mitocondrial, y de
existir se trataria de un efecto modesto de disminucién de la
respiracién en estado 3. Considerando los niveles basales de los
diferentes productos AGE detectados y cuantificados a nivel
tisular, y especialmente a nivel mitocondrial, y las consecuencias
estructurales y funcionales que la modificacion de proteinas por
productos AGE conlleva, es mas que probable que parte de los
cambios fisiologicos asociados a la edad, asi como en diferentes
situaciones patologicas, sean debidos a la modificacion irreversible
por productos AGE de grupos tiol mitocondriales.

Maodificacion por dicarbonilos del proteoma mitocondrial

Existen estimaciones que indican que el proteoma mitocon-
drial esta constituido por unas, aproximadamente, 1.500 protei-
nas. De entre ellas, solo 13 proteinas implicadas en la cadena
respiratoria-fosforilacion oxidativa son codificadas por el genoma
mitocondrial; el resto son proteinas nucleares, sintetizadas en el
citosol e importadas a la mitocondria*®. A dia de hoy, 7 son las
proteinas que se han sugerido como potenciales dianas suscepti-
bles de formacion de productos AGE (tabla 6). Se desconocen, sin
embargo, las consecuencias de un incremento del grado de
modificacion por MG y/o glioxal de dichas proteinas mitocon-
driales. Enoil-CoA hidratasa esta implicada en la $-oxidacién de
acidos grasos. La «core protein I» del complejo III es susceptible a
la S-carboximetilaciéon y su modificacion inhibe la actividad de la
cadena de transporte electronico®. Otras dianas de la modificacién
por compuestos dicarbonilo son diferentes subunidades del
complejo [ y la F;-ATPasa. La flavoproteina subunidad-f también
estaba sujeta a modificacion por glicaciéon. Se sabe que la
modificacién de un tnico residuo de arginina impide la transferencia
electrénica®®. Por tltimo, citocromo c; forma parte del complejo
citocromo bc; del complejo III, una proteina citocromo tipo-c de
30kDa que se une a la membrana y que funciona como una
proteina donante de electrones a la citocromo c*’. Los resultados
de los diferentes experimentos de incubacion de glioxal y MG
con mitocondrias aisladas y la aparente facilidad de difusion
de dichos dicarbonilos apoyan el mecanismo postulado: la
modificacion del proteoma mitocondrial por dicarbonilos
derivados del metabolismo contribuiria al deterioro de la funcién
mitocondrial durante el proceso de envejecimiento y patologias
asociadas.

Conclusion

La modificacion de proteinas por compuestos dicarbonilo y la
detoxificacion mediada por el sistema glioxalasa son factores que
modulan el estado basal de estrés oxidativo celular y la actividad
mitocondrial. Dichos efectos se traducen en la capacidad de
modificar la longevidad de una especie. Asimismo, la capacidad
potencial de generar una disfuncion mitocondrial se puede
traducir, en determinadas circunstancias, en unas condiciones
de estrés oxidativo que puede subyacer en la apariciéon y
progresion de diferentes patologias asociadas a la edad. La
caracterizacion de las dianas proteicas de modificacion por
compuestos dicarbonilo, en especial referidas al proteoma
mitocondrial, y sus implicaciones funcionales constituye uno de
los retos actuales prioritarios.
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