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1. RESUMEN

Este trabajo se centra en una de las enzimas del metabolismo de aminoécidos azufrados,
la cistationina B-sintasa (CBS). La CBS cataliza la reaccion de condensacion de
homocisteina y serina para formar cistationina en la primera reaccion de la via de la
transulfuraciéon, que conduce a la formacion de cisteina a partir de metionina. Ademas
puede catalizar la produccién de sulfuro de hidrogeno, molécula de creciente interés por
su capacidad de modular procesos fisiolégicos en mamiferos, actuando como
neuromodulador y vasodilatador. La elevaciéon en la concentracion plasmatica de
homaocisteina, que puede deberse a deficiencias en la CBS, constituye por causas aun
desconocidas, un factor independiente de riesgo de enfermedades cardiovasculares.

La CBS posee un cofactor piridoxal fosfato esencial para la catalisis y un inusual grupo
hemo, hexacoordinado con cisteina e histidina, de funcién desconocida. En el curso del
trabajo de doctorado, nos enfocamos en las propiedades redox del hemo de la CBS
recombinante humana. El potencial de reduccién fue determinado por titulacién
potenciométrica como -291 + 5 mV (pH 7.2). Mediante espectrofotometria de flujo
detenido, se estudié la cinética de reaccién entre el oxigeno y la CBS previamente
reducida, determinando una constante de velocidad de (1.11 + 0.07) x 10° M* s a pH 7.4
y 25 €. La ausencia de cinética de saturacién o de especies intermediarias detectables
sugirié un mecanismo de esfera externa. Esta reaccion dio lugar a la formacion de radical
anién superéxido. Asi, de existir la CBS reducida in vivo, podria constituir una nueva
fuente de generacion de superdxido en el compartimento citosélico, proponiendo un
mecanismo novedoso de formacién de especies reactivas a partir de las vias del
metabolismo de la homocisteina. También se caracterizo la cinética de reoxidacion del
producto de reaccion de la CBS con monoxido de carbono, el Fe(ll)CO, especie para la
gue se propuso un rol sensor.

El conocimiento de la reduccion biolégica del hemo en la CBS constituye un punto central
a la hora de asignar un rol para este cofactor en la proteina, puesto que en estado férrico
el hemo es muy estable y no pierde la coordinacién con cisteina ni une ligandos
exdgenos. El valor del potencial de reduccién determinado, aunque es bajo, no lo es tanto
como para impedir su posible reduccién in vivo. Posibles candidatos para efectuar esta
reduccién en sistemas bioldgicos, podrian ser flavoproteinas localizadas, al igual que la
CBS, en el compartimento citosolico. Por tanto, en este trabajo se exploré la posible
reduccion de la enzima por fracciones subcelulares citosolicas, asi como con flavino
reductasas purificadas, obteniendo evidencia de esta reduccién en presencia de la
enzima metionina sintasa reductasa.

Por dltimo se abordé el estudio de la bioquimica del sulfuro de hidrégeno, caracterizando
su reactividad con diversos oxidantes de interés bioldgico. La constante de velocidad
para la reaccion directa, por dos electrones, con el peroxinitrito fue determinada como
(4.8 +1.4)x10°M*st a pH 7.4y 37 C. A su vez, a bajas concentracione s de sulfuro de
hidrégeno se evidencié un incremento en el consumo de oxigeno, consistente con un
mecanismo de oxidacién por un electrén que inicié una cadena de reacciones radicalares.
Estas reacciones fueron ademés estudiadas en forma complementaria mediante
simulaciones asistidas por computadora. Las reacciones de oxidacion por peroxido de
hidrégeno, hipoclorito y taurina cloramina, presentaron constantes de velocidad de (0.73
+ 0.03), (8 + 3) x 10" y (303 + 27) M s, respectivamente (pH 7.4, 37 ). A su vez, se
comparoé la reactividad del sulfuro de hidrégeno frente a estos oxidantes respecto a la de
tioles de bajo peso molecular como cisteina y glutation. Aunque del andlisis de estos
resultados se desprende que de acuerdo a las bajas concentraciones del sulfuro en
diferentes tejidos, su capacidad antioxidante no daria cuenta de los efectos
citoprotectores reportados, creemos que estos estudios contribuyen a comprender la
guimica de esta molécula y dan consistencia a mecanismos de accion fisiolégica y
farmacologica considerando sus posibles aplicaciones terapéuticas.






2. INTRODUCCION

2.1. Metabolismo de aminoacidos azufrados

La metionina y la cisteina son aminoacidos azufrados que se encuentran
metabdlicamente relacionados. La metionina da lugar a la formacién de intermediarios
que son utilizados como fuente de azufre en la via de la transulfuracion para la sintesis
de la cisteina (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del metabolismo de aminoacidos az  ufrados.
Adaptado de (9).

En mamiferos, desde el punto de vista nutricional, la cisteina es un aminoacido
semiesencial, que pierde el caracter de esencial si hay suficiente metionina. La metionina,
en cambio, es esencial aunque haya suficiente cisteina, dado que la via de la
transulfuracion es irreversible. La metionina constituye el punto de partida para la sintesis
de S-adenosilmetionina (AdoMet o SAM), un agente de metilacion de gran relevancia
biologica. La S-adenosilhomocisteina (AdoHcy o SAH) generada por la transferencia del
grupo metilo del AdoMet, se hidroliza generando adenosina y homocisteina. La
homaocisteina puede metilarse para formar nuevamente metionina o alternativamente se
puede combinar con serina para dar cistationina que finalmente forma cisteina.



La cisteina, que proviene directamente de la dieta o a través de la via de la
transulfuracion, es utilizada en la sintesis de proteinas y como precursora de un grupo de
moléculas importantes como glutation, pantoteina, coenzima A, &cido lipoico, taurina y
distintas formas de azufre inorganico como sulfato o sulfuro. A nivel hepatico, se estima
que cerca del 50 % de la cisteina para la sintesis del glutation proviene de la
homocisteina por la via de la transulfuracion (9). La concentracion intracelular de glutation
es elevada (de 2 a 10 mM dependiendo del tipo celular) y permite mantener un reservorio
de cisteina en forma activa, no téxica y es la manera en la que se exporta la cisteina a los
tejidos extrahepéticos. Ademas protege a las células del dafio oxidativo causado por las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno. En este caso se genera glutation oxidado
(GSSG) que puede ser reducido a expensas de la glutatién reductasa en presencia de
NADPH, por lo cual el glutatién tiene un rol importante en el mantenimiento del estado
redox a nivel celular.

A continuacion se describen brevemente las vias metabdlicas involucradas en el
metabolismo de los aminoacidos azufrados: metionina, homocisteina y cisteina (tema
revisado extensamente en (10-12)).

2.1.1. Metionina

El metabolismo de la metionina se inicia con la formaciébn de S-adenosilmetionina
(AdoMet o SAM) en una reaccion dependiente de ATP catalizada por la metionina
adenosil transferasa (Figura 2). El AdoMet presenta un grupo metilo altamente reactivo
en el ion sulfonio, que puede ser transferido en reacciones catalizadas por metilasas a
diferentes sustratos aceptores que poseen oxigenos o nitrégenos nucleofilicos, entre
ellos la glicina para formar sarcosina, guanidinoacetato para dar creatina,
fosfatidiletanolamina para formar fosfatidilcolina, asi como a proteinas y bases de ADN y
ARN.

Como producto en las reacciones de transmetilacion se genera S-adenosilhomocisteina
(AdoHcy o SAH), el cual se hidroliza en forma reversible con ayuda de la
adenosilhomocisteina hidrolasa para dar adenosina y homocisteina. El equilibrio en esta
reaccién estd desplazado hacia la formacion de S-adenosilhomocisteina, por lo cual el
flujo a través del ciclo de la metionina depende de que la concentracién de homocisteina
se mantenga baja, lo cual sucede en condiciones normales facilitado por la rdpida
metabolizacion de la homocisteina. Sin embargo, en situaciones patoldgicas en las que
hay un incremento en la homaocisteina, se genera una acumulacion de S-
adenosilhomocisteina, lo cual repercute en las reacciones de metilacion dado que el
AdoHcy es un potente inhibidor de las enzimas que utilizan AdoMet (13).

Finalmente, el AdoMet tiene como destino alternativo aunque minoritario su participacion
en la sintesis de poliaminas. En este caso, el AdoMet decarboxilado puede transferir el
grupo propilamino a la putrescina para formar espermidina y espermina.

2.1.2. Homocisteina

La homocisteina, formada a partir de S-adenosilhomocisteina, constituye el punto crucial
en el que se interrelacionan tres vias metabdlicas: el ciclo de la metionina, la via de la
transulfuracion y el ciclo del folato (Figura 2). De acuerdo a las necesidades metabdlicas,
la homocisteina tiene diferentes destinos: puede conducir a la formacion de AdoHcy por
la reaccion reversa a la hidrdlisis, puede ser remetilada a metionina, puede entrar en la
via de la transulfuracion para dar cisteina o incluso, si los niveles celulares son altos, se
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puede exportar al plasma. Un destino minoritario para la homocisteina es el de
transaminacién, aunque puede tornarse relevante en condiciones de acumulaciones
patoldgicas de este amino&cido.

La remetilacion de la homocisteina permite regenerar la metionina utilizando nuevos
grupos metilo sintetizados en el ciclo del folato. Este proceso ocurre a expensas de la
metionina sintasa que cataliza la transferencia del grupo metilo del N°-
metiltetrahidrofolato. La metionina sintasa se encuentra ampliamente distribuida en
tejidos de mamiferos y utiliza como coenzima la metilcobalamina derivada de la vitamina
Bi,. Este sistema requiere de la enzima auxiliar metionina sintasa reductasa, una
flavoproteina oxidorreductasa que cumple un rol como enzima reparadora de la metionina
sintasa, dado que reduce a expensas de NADPH a su cofactor cob(ll)alamina a
cob(l)alamina y lo mantiene en su forma reactiva para cumplir con el ciclo catalitico (14).
El N°-metiltetrahidrofolato se obtiene a partir de la reduccion irreversible del N° N™-
metilentetrahidrofolato, en una reaccién catalizada por la flavoproteina N> N*-
metilentetrahidrofolato reductasa, que utiliza NADH como dador de electrones.
Alternativamente, la metilacion a metionina puede ocurrir a expensas de la betaina-
homocisteina metiltransferasa, enzima que utiliza grupos metilo preformados de la
betaina derivada de la colina. Esta via tiene menor relevancia, dado que la enzima
parece estar presente sb6lo en higado y rifibn, aunque su incidencia puede verse
incrementada cuando hay deficiencias nutricionales (alta colina, bajo folato) o en ciertas
patologias (13).

En la via de la transulfuracion, se transfiere de forma irreversible el atomo de azufre de la
homocisteina a la serina para formar cisteina. En esta via participan dos enzimas
dependientes de piridoxal 5’-fosfato (PLP): la cistationina (-sintasa (CBS) y la cistationina
y-liasa (CGL). La CBS cataliza la reaccion de condensacion de homocisteina y serina
para formar cistationina, la cual es luego hidrolizada en una reaccion catalizada por la
CGL, dando cisteina, a-cetobutirato y amonio.

Aunque todas las células son capaces de realizar reacciones de transmetilacion y
remetilacion, no todas completan la via de la transulfuracion, por lo que en este caso
exportan homocisteina o cistationina. El catabolismo de la homocisteina por la via de la
transulfuracion esta restringido a ciertos tipos de tejidos que contienen ambas enzimas, la
CBS y CGL, presentes principalmente en el higado y pancreas, asi como en rifion y
cerebro (15-17).

La remetilacion y la transulfuracién constituyen dos vias que compiten por la
homocisteina, cuyo destino esta finamente regulado a varios niveles. EI AdoMet
constituye el principal regulador actuando a modo de interruptor entre ambos destinos,
dado que es un inhibidor alostérico de la Ns,10-metilentetrahidrofolato reductasa, pero a su
vez actlia como activador de la CBS. De esta forma, altas concentraciones intracelulares
de AdoMet, usualmente como consecuencia de un elevado consumo de metionina en la
dieta, promoveran la via de la transulfuracion, limitando la remetilacion. En cambio, a
bajas concentraciones de AdoMet la remetilacién se verd aumentada para conservar la
metionina.

Hiperhomocisteinemia

Un aumento en los niveles de homocisteina provoca su exportacion al plasma y conduce
a la hiperhomocisteinemia. Se estima que en condiciones normales, la homocisteina se
encuentra en el plasma en un rango de concentracion entre 5-15 uM, pero en situaciones
de hiperhomocisteinemia severa pueden alcanzar valores mayores a 100 uM. Es
importante tener en cuenta que estos datos refieren a la homocisteina total en plasma,
donde circula con una muy pequefia fraccién del total en forma reducida (1 a 4 %),
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mientras que el resto forma disulfuros unidos a proteinas, como a la albumina, o
disulfuros mixtos con otros tioles de bajo peso molecular (18-21).

El incremento en el nivel de homocisteina constituye un factor independiente de riesgo de
enfermedades a nivel vascular. Esta correlacion fue originalmente observada en
pacientes con aterosclerosis que ademas presentaban trastornos del metabolismo de la
homocisteina (22). Incluso elevaciones moderadas de homocisteina han sido asociadas
con oclusion de arterias periféricas, asi como enfermedades coronaria y cerebrovascular
(23, 24). Se estima que cada incremento en la concentracién de homocisteina en 5 pM,
esta asociado con un aumento del 20 % en el riesgo de enfermedades coronarias,
independientemente de los factores de riesgo tradicionales (25). La hiperhomocisteinemia
también se vincula con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer o Parkinson y con mdltiples desérdenes que incluyen defectos en el tubo
neural, dislocacién del cristalino y retardo mental (26-29).

La hiperhomocisteinemia severa puede ser heredada como un trastorno autosémico
recesivo que resulta en deficiencias congénitas de las enzimas que participan en la
metabolizacién de la homocisteina, como la cistationina -sintasa, la metionina sintasa, o
la Ns,10-metilentetrahidrofolato reductasa. Los incrementos de homocisteina mas
moderados pueden surgir como consecuencia de deficiencias nutricionales, dado que las
enzimas implicadas en el metabolismo de la homocisteina son altamente dependientes
de cofactores esenciales. En este sentido, las enzimas de la via de la transulfuracion,
CBS y CGL utilizan como cofactor PLP (vitamina Bs), mientras que la metionina sintasa
requiere de cobalamina (vitamina Bi,) y Ns-metiltetrahidrofolato, derivado del folato
(vitamina Bg). A su vez las enzimas Ns,io-metilentetrahidrofolato reductasa y metionina
sintasa reductasa son flavoproteinas que requieren de flavina (vitamina B,) y utilizan
NAD(P)H (vitamina B3) como dadores de electrones.

Auln se desconoce el mecanismo molecular por el cual incrementos en los niveles de la
homocisteina se correlacionan con el dafio vascular, aunque seguramente sea causado
por multiples factores.

En los mecanismos moleculares que median el dafio a nivel celular podria estar
involucrada la hipometilacién, dado que un incremento de homocisteina redundaria en la
acumulacion de AdoHcy, limitando la conversién de homocisteina a metionina con la
consecuente alteracion en la metilacion de proteinas y en particular de &cidos nucleicos,
afectando la expresion génica (30, 31). Otro de los mecanismos propuestos se relaciona
con la modificacion de proteinas por S-homocisteinilacion, a partir de la formacion de
enlaces disulfuro entre la homocisteina y cisteinas proteicas mediante reacciones de
intercambio tiol-disulfuro. A su vez, la homocisteina tiolactona, metabolito reactivo
formado a partir de homocisteina y que ha sido relacionado con la progresion de la lesion
aterosclerética, es capaz de formar enlaces amida con el grupo amino de lisinas
proteicas, conduciendo a su N-homocisteinilacion. En este sentido, en pacientes con
hiperhomocisteinemia, deficientes en las enzimas CBS y N°,N*°-metilentetrahidrofolato
reductasa, se ha determinado un marcado aumento en los niveles de N-
homocisteinilacion de proteinas plasmaticas (32-35). También se han atribuido los
efectos nocivos a la actividad prooxidante de la homocisteina, dado que podria sufrir
autooxidacién y generar especies reactivas del oxigeno, capaces de promover la
lipoperoxidacion, asi como disminuir la funcionalidad del 6xido nitrico y afectar las
defensas antioxidantes (36-39). Sin embargo, es importante puntualizar que muchos de
los estudios reportados se han realizado exponiendo lineas celulares a concentraciones
muy elevadas de homocisteina, aun para condiciones de hiperhomocisteinemia, del
orden de micromolar alto o incluso milimolar, lo cual cuestiona su relevancia fisiologica.
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2.1.3. Cisteina

En mamiferos, la cisteina se sintetiza a partir de la metionina y se obtiene como producto
final de la via de la transulfuracion, lo cual se evidencia en su estructura, donde el atomo
de azufre proviene de la metionina y el esqueleto carbonado es aportado por la serina. La
cisteina se puede encontrar como cisteina reducida o como disulfuro con otra cisteina,
formando cistina.

La cisteina sintetizada enddégenamente o proveniente de la dieta se utiliza como
precursora para la sintesis de proteinas y diversas moléculas esenciales, tales como
glutation, coenzima A, taurina y azufre inorganico. El glutation funciona como un
reservorio de cisteina y constituye la forma en la cual se exporta la cisteina a los tejidos
extrahepaticos. En cuanto a su catabolismo, la via mas importante en mamiferos implica
la oxidacion a cisteinasulfinato en un proceso catalizado por la cisteina dioxigenasa,
enzima fuertemente regulada para asegurar un control de la cisteina libre a nivel
intracelular. La cisteinasulfinato puede tener dos destinos: ser decarboxilada para formar
hipotaurina que se oxida a taurina; o alternativamente ser transaminada con a-
cetoglutarato para dar el intermediario B-sulfinilpiruvato que se descompone en forma
espontanea para dar piruvato y sulfito. El sulfito a su vez puede ser oxidado por accion de
la sulfito oxidasa para dar sulfato, que se excreta en la orina 0o es activado a 3'-
fosfoadenosina 5’-fosfosulfato (PAPS) dador de sulfatos para numerosas moléculas
(Figura 3).

Los mamiferos carecen de la capacidad de reducir el sulfato o sulfito inorganico a
tiosulfato o sulfuro y por tanto, dependen de vias de desulfuracion de la cisteina para
generar formas reducidas de azufre inorganico. El sulfuro de hidrégeno se forma como
producto de reacciones parcialmente inespecificas, no oxidativas, de desulfuracién de la
cisteina (estas reacciones se detallan mas adelante en la seccion de sulfuro de
hidrégeno). La cisteina puede dar origen también a sulfanos. Estos comprenden una
serie de compuestos con atomos de azufre divalentes unidos en forma covalente a otro
azufre, que ademas pueden unirse a hidrégeno. Dentro de esta categoria se incluyen los
persulfuros (RSS"), polisulfuros (RS,R, con n>3), politionatos (T03SS,SO;3), el
tiosulfonato (RSO,S"), tiosulfato (SSO5™) y el azufre elemental (Sg). Estas formas de
azufre reducido son utilizadas en mamiferos en diferentes rutas biosintéticas, que
incluyen la construccion de centros ferrosulfurados, de molibdopterina o la sintesis de
tionucleésidos. Los persulfuros pueden ser generados o utilizados por diferentes
enzimas. Por ejemplo, la proteina SoxAX en bacterias, involucrada en la oxidacion del
tiosulfato, presenta en su sitio activo un hemo coordinado a una histidina y al persulfuro
de la cisteina (tiocisteina, CysSS") (40). En mamiferos, se han identificado proteinas
mitocondriales capaces de generar tiocisteina, para transferir formas reducidas de azufre
en la construccion de centros ferrosulfurados (41). Ademas se han encontrado tres
actividades enzimaticas acopladas a la cadena respiratoria mitocondrial que catalizan la
oxidacién del sulfuro para dar tiosulfato mediante oxidacion y transferencia de azufres via
persulfuros (42). Otro ejemplo lo constituye la rodanesa, enzima que cataliza la
transferencia del azufre reactivo del tiosulfato al cianuro, generando tiocianato, asi como
la mercaptopiruvato sulfurotransferasa que también puede transferir azufre al cianuro o al
sulfato.
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Figura 3. Esquema del metabolismo de la cisteina. Vias del catabolismo de la cisteina.
Adaptado de (10).
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2.2. Cistationina p-sintasa

La enzima cistationina [-sintasa (CBS; EC 4.2.1.22) juega un rol central en el
metabolismo de aminoacidos azufrados de mamiferos. Participa en el primer paso de la
via de la transulfuracién catalizando de manera PLP-dependiente la condensacion de
homocisteina y serina para formar cistationina (reaccion 1), que luego conduce a la
sintesis de cisteina. Puede ademds catalizar reacciones secundarias por ejemplo al
utilizar como sustratos homaocisteina y cisteina, dando lugar a la formacion de cistationina
y sulfuro de hidrégeno (H,S) en lugar de agua.

NH,+ NH,+ o NH,+
O + HO 0O —— S o + 1
HS/\)\[( \)\H/ _O)H/\/ \)\H/ H,O (1)
o) o) NH,+ o)

homocisteina serina cistationina

La CBS constituye un importante mecanismo para mantener bajas las concentraciones
intracelulares de homocisteina, cuyo incremento en plasma, como fue mencionado esta
relacionado con la manifestacion de dafio a nivel vascular y en el sistema nervioso central
(43). Los errores innatos del metabolismo a nivel de la CBS son la causa mas comun de
hiperhomocisteinemia hereditaria. De hecho se han identificado hasta el presente mas de
150 mutaciones, listadas en http://cbs.If1.cuni.cz/index.php.

2.2.1. Organizacion estructural: cofactores y varia  nte trunca dimérica

El gen que codifica para el ARNm de la CBS humana se encuentra en el cromosoma 21,
en la region 21922.3 (44). El producto de la traduccion del gen es una proteina de 551
aminoacidos con una masa molecular de 63 kDa que forma tetrameros de subunidades
idénticas u oligbmeros mayores. La CBS humana se localiza en el compartimento
citosélico de muchos tipos celulares y también ha sido detectada en el nacleo (45, 46). La
enzima se expresa en diferentes tejidos, principalmente en el higado, pancreas, rifién y
en menor proporcion en el cerebro. A nivel estructural, cada subunidad de la CBS une a
ambos sustratos (homocisteina y serina) y presenta una organizacion modular que
comprende una regién de unién al grupo hemo en el extremo N-terminal, al que le sigue
un dominio central en el cual el PLP se encuentra unido en el sitio activo y finalmente en
el extremo C-terminal, un dominio regulatorio que une el AdoMet como activador
alostérico (47, 48) (Figura 4).
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Figura 4. Organizacion estructural y secuencia amin  oacidica de cada mondémero de la CBS.
En rojo se muestra el dominio N-terminal de uni6én al hemo. En la secuencia, se indican
subrayados los aminoacidos Cys52 e His65 que coordinan el hemo. En verde se visualiza el
dominio catalitico de unién al PLP, donde se destaca subrayada la Lys119 que forma la base de
Schiff y el dominio oxidorreductasa Cys,;,PGCys,;s. En azul se muestra el dominio regulatorio C-
terminal de unién al AdoMet. Los dominios CBS se destacan subrayados.

El dominio central es el responsable de la actividad catalitica de la CBS. En esta region el
cofactor PLP se encuentra unido de forma covalente formando una base de Schiff con
una lisina (K119) en el sitio activo y en forma analoga a su funcion en otras enzimas
dependientes de PLP, participa en el mecanismo de catalisis de la reaccion de [3-
sustitucién del grupo hidroxilo de la serina con el tiol de la homocisteina. Por alineamiento
de secuencias, se ha determinado que este dominio central estd muy conservado y
comparte un plegamiento estructural comun con el observado para otros miembros de la
familia B o plegamiento tipo Il de las enzimas PLP-dependientes, tales como la O-
acetilserina sulfurohidrolasa, la treonina deaminasa o la triptofano sintasa (49, 50).

En contraste, el dominio de unidon al hemo localizado en el extremo N-terminal y
compuesto por ~70 aminoacidos, no presenta homologia de secuencia ni comparte un
plegamiento estructural comdn con otras hemoproteinas, por lo que su antecedente
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evolutivo permanece desconocido. Un dato interesante es que la CBS constituye la Unica
enzima dependiente de PLP que ademas presenta un cofactor hemo. El hemo, del tipo
protoporfirina 1X, se encuentra hexacoordinado, con el plano del anillo perpendicular a la
superficie proteica y presenta como ligandos axiales el tiolato de una cisteina (Cys52) y
una histidina (His65) (50, 51). Se ha establecido que el hemo no es esencial para la
actividad enzimatica, dado que est& ausente en ciertas especies como en levaduras o en
Trypanosoma cruzi, que de todos modos conservan la actividad (52-54). Por tanto, la
presencia del hemo en la CBS de mamiferos parece ser reciente en términos evolutivos,
y a pesar que su adquisicion resulta costosa en términos bioquimicos, hasta el momento
no ha sido determinada su funcién en la enzima.

En el extremo C-terminal, se encuentra un dominio regulador que responde al activador
alostérico AdoMet, cuya unién genera un incremento de 3 veces en la actividad
enzimatica (55). El dominio regulador incluye una repeticibn en tandem de dos
secuencias hidrofébicas denominadas “dominios CBS”, los cuales presentan una
conformacion caracteristica con estructura secundaria del tipo —B-a—B-f-a- que une
derivados de adenosina y se encuentra presente en diversas proteinas (56). En la CBS
humana, estos dominios se extienden entre los residuos 416-468 y 486-543 y se cree que
ejercen un efecto autoinhibitorio de la actividad enzimética, por lo que tanto la union del
AdoMet o la remocidn parcial por proteolisis de este dominio redundan en un aumento en
la actividad enzimatica (48, 57). Se ha determinado que la unién del AdoMet puede
también modular la estabilidad de la proteina, incrementando su vida media (58). Por
tanto, la sensibilidad de la CBS en cuanto a su actividad y estabilidad frente al AdoMet
enfatiza el rol regulador de este efector.

Entre el dominio catalitico y el regulatorio, la CBS presenta un sitio hipersensible que es
susceptible al clivaje proteolitico. Por protedlisis limitada o estrategias de biologia
molecular en las que se eliminan los ultimos 143 aminoacidos del extremo C-terminal, se
obtiene una variante trunca dimérica formada por monémeros de 45 kDa, por lo cual cada
mondmero puede unir ambos cofactores: hemo y PLP, pero no responde al AdoMet. Esta
hidrdlisis parcial genera un incremento en la actividad enzimética (Tabla 1), asi como un
cambio a nivel estructural en las propiedades de oligomerizacion, dado que forma
dimeros en lugar de tetrAmeros y resulta menos propensa a la agregacion que la proteina
de cadena completa (47, 48). Esta variante dimérica de la enzima se ha encontrado en
células hepéticas desafiadas con la citoquina proinflamatoria factor de necrosis tumoral
(TNFa) (59).

Se ha conseguido cristalizar y resolver la estructura tridimensional de la CBS trunca
dimérica (hCBSA143, residuos 1-413) (50, 51, 60) (Figura 5), la cual revela un inusual
dominio de union al hemo en un loop del extremo N-terminal que contiene sus ligandos
axiales (Cys52 e His65) al cual se une el hemo de forma no covalente. Ademas, el hemo
se localiza en un bolsillo hidrofébico de la estructura proteica y esta particularmente
expuesto y accesible al solvente. EI PLP se encuentra a una distancia del hemo de ~
20A, emplazado en una cavidad estrecha, por lo que el sitio activo es accesible al
sustrato por un canal angosto. El PLP establece multiples interacciones electrostaticas,
en particular el grupo fosfato con aminoacidos presentes en un loop rico en residuos de
glicina (G.s6-T-G-G-T2e0), €n conjunto responsables de la arquitectura del sitio activo. La
CBS presenta ademas un motivo oxidorreductasa de disulfuros, caracterizado por una
secuencia Cy7;,-P-G-C,75, donde las cisteinas pueden estar reducidas como tiol u
oxidadas formando un disulfuro (50, 51) (Figura 6). Este dominio es de funcion
desconocida en la enzima y se ha postulado que podria participar de reacciones redox a
nivel celular. Es interesante el hecho que, de acuerdo al andlisis de la secuencia, este
motivo estaria presente en otras CBS de mamifero que contienen el grupo hemo, pero
esta ausente en especies mas distantes que no lo contienen (50).
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Figura 5. Estructura de la variante CBS trunca dimé rica. Los monomeros se representan en
verde y azul. El cofactor PLP se destaca en color anaranjado y el cofactor hemo en rojo. La
informacidn estructural se obtuvo de PubMed (cédigo de acceso 1JBQ) (50) y se visualizé con el
programa PyMOL Molecular Graphics Systems v0.99 (61).

Figura 6. Acercamiento de la estructura del monémer o de la
variante CBS trunca dimérica. Se destaca la localizacion del
cofactor hemo (rojo), PLP (amarillo) y el dominio oxidorreductasa
(azul), distantes entre si ~ 20A.
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2.2.2. Mecanismo de reaccion

Se ha propuesto que la CBS utiliza un proceso de tipo ping-pong para la reaccion de B-
sustitucion, en la cual el grupo tiol de la homocisteina es el nucledfilo que reemplaza al
grupo hidroxilo del primer sustrato, serina a través de un mecanismo donde participa el
PLP (62). En la CBS humana, el grupo hemo domina el espectro de absorcion de la
enzima y por tanto interfiere en la detecciébn de los intermediarios unidos al PLP,
dificultando el estudio de la cinética pre-estacionaria mediante absorbancia o
fluorescencia. Por tanto, la cinética e intermediarios de la reaccion han sido inicialmente
caracterizados en la CBS de levaduras, que carece del dominio N-terminal de unién al
hemo y presenta un dominio catalitico similar donde se encuentra el sitio activo, por lo
que se asume para la CBS de mamiferos un mecanismo de reaccion analogo (Figura 7)
(63, 64).
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Figura 7. Esquema del ciclo catalitico. Se indican los intermediarios identificados en el
mecanismo de la reaccion catalizada por la CBS. La aldimina interna representa la enzima unida al
PLP y la aldimina externa representa la enzima unida a la serina o a la cistationina. Figura
modificada de (65).
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En la CBS, el grupo carbonilo (C=0) del PLP se encuentra formando una aldimina interna
con el grupo amino (NH,) de un residuo de lisina (Lys119) situada en el sitio activo. La
forma protonada de la aldimina interna (ketoenamina) convierte a la imina en mas
reactiva hacia el ataque nucleofilico, mientras que la conversién a su forma tautomérica
enolimina disminuye su reactividad. Durante la catalisis, cuando el sustrato serina llega al
sitio activo, su grupo amino sustituye al grupo amino de la lisina en la aldimina interna
gque esta formando con el PLP, liberando una molécula de agua y formando una aldimina
externa, la cual se transforma en un intermediario aminoacrilato. El ciclo catalitico culmina
cuando el tiol de la homocisteina ataca el atomo de carbono (3 del aminoacrilato,
liberando cistationina como producto de la reaccién y regenerando la aldimina interna
original entre el PLP y la enzima. Los parametros cinéticos determinados en el estado
estacionario tanto para la CBS de cadena completa como para la variante trunca dimérica
son similares y curiosamente ambos exhiben un elevado valor de Ky para la
homocisteina, en el rango milimolar (48), mientras que la concentracion intracelular de
este metabolito se encuentra en el rango micromolar bajo. Esto sugiere que la actividad
de la CBS a nivel celular es muy sensible a un incremento en la concentracién de
homocisteina. La CBS puede catalizar reacciones secundarias de B-sustitucion, en las
gue da lugar a la formacién de sulfuro de hidrégeno, por ejemplo cuando utiliza como
sustratos homocisteina y cisteina en lugar de serina. Sin embargo, de acuerdo a los
parametros cinéticos reportados, el valor de Ky para la cisteina es 3 a 4veces mayor que
para la serina (6.11 vs. 1.74 mM, respectivamente), y la relacion k../Ky para la cisteina es
8 veces menor que para la serina. A su vez la concentracidén intracelular de serina,
cisteina y homocisteina es de 560, 100 y 10 pM, respectivamente, por lo que en
condiciones fisioldgicas, la CBS utiliza serina como sustrato preferente (66).

Tabla 1. Comparacion de las propiedades cinéticas y estructurales de las variantes de
CBS humana trunca y de cadena completa.

Parametro ((:SOBrT?p(I::t(;ena CBS trunca
Peso molecular (kDa)/monoémero 63 45
Estado oligomérico tetrdmero dimero
Hemo/mondmero 1 1
PLP/mondémero 1 1
Respuesta a AdoMet + -
Actividad especifica® (~AdoMet) (umol h*mg?) 159 750
Actividad especifica (+AdoMet) (umol h'mg™®) 295 750

Keat (—AdoMet) © 2.8s* 10 s™
Keat (+AdoMet) 52st 10s?
KM (Hey) (MM) 5+0.9 18+8
K (sen) (MM) 1.7+0.3 9.7+4.3

Los valores de los parametros cinéticos para ambas variantes de la CBS fueron tomados de
(48). ® | a concentracion de AdoMet utilizada en los ensayos de actividad especifica fue de 380
UM. € ke fue calculada por mol de sitio activo, dado que en particular la variante de cadena
completa puede existir como tetrdmero u oligomeros superiores. Tabla modificada de (67).
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2.2.3. Hemo de la CBS

El hemo en la CBS corresponde al tipo b, protoporfirina IX y tanto en estado férrico como
ferroso, se encuentra hexacoordinado, de bajo espin (68). Diversas aproximaciones
espectroscdpicas como resonancia paramagnética electrénica (EPR), resonancia Raman,
asi como andlisis de rayos X (EXAFS), han permitido asignar la naturaleza de los
ligandos, sugiriendo que el hierro del hemo se encuentra coordinado por un atomo de
nitrdgeno neutro y un ligando tiolato (69, 70). La estructura cristalografica de la variante
trunca dimérica confirmo esta coordinacion y revelo la identidad de los ligandos axiales,
que corresponden a N, de la His65 en la posicion distal y Cys52 en la proximal (50, 51)
(Figura 8). Por tanto, la CBS pertenece al grupo de las llamadas hemotiolato proteinas
como las cloroperoxidasas, 6xido nitrico sintasas y las enzimas con citocromo P450. De
hecho, la coordinacion Cys/His es excepcional y se encuentra en la naturaleza en muy
pocas proteinas. Algunos ejemplos son: la SoxAX que participa de la oxidacion
fotosintética de tiosulfato y sulfuro en bacterias, el factor de receptor nuclear E75 de
Drosophila (71), un citocromo unido al centro de reaccion fotosintética de R. sulfidophilum
(7) o el factor de regulacion eucariota de iniciacion (HRI) (72).

Figura 8. Hemo de la CBS. Se muestra que el hierro del hemo de
la CBS esta coordinado en la sexta posiciéon a una histidina (H65) y
en la quinta posicion a una cisteina (Cys52). La informacion
estructural se obtuvo de PubMed (cédigo de acceso 1JBQ) (50) y
se visualizd con el programa PyMOL Molecular Graphics Systems
v0.99 (61).

De acuerdo a estudios espectrales, la CBS oxidada exhibe un maximo de absorbancia a
428 nm correspondiente a la banda de Soret y otra banda af centrada a ~550 nm, tipica
del hemo hexacoordinado bajo espin. Luego de la reduccion quimica, el maximo presenta
un corrimiento hacia el rojo, con un nuevo maximo de absorcién a 449 nm que indica la
retencion del ligando tiolato (68). Inicialmente se pensé que el hemo era similar al de las
enzimas con citocromo P450, de hecho, cuando la CBS fue originariamente aislada de
higado de rata y su funcion aun era desconicida, fue denominada H450 por el corrimiento
en la absorbancia al reducirse. Sin embargo, a diferencia de las enzimas con P450, el
pico a 449 nm en la CBS se observa en ausencia de CO (73-75).
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Reactividad del hemo con moléculas exégenas

El hemo de la CBS en el estado férrico es muy estable, dado que es relativamente inerte
en el intercambio de sus ligandos con moléculas exégenas, no mostrando afinidad por los
ligandos férricos mas comunes para hemoproteinas reportados como azida, cianuro o
fluoruro (76). Se le ha encontrado reactividad solamente frente al cloruro de mercurio,
gque se liga al tiolato, y frente al peroxinitrito, que a concentraciones relativamente altas
inactivan la enzima (77, 78). Sin embargo, en el estado ferroso, el hemo es mas reactivo,
quizas debido a la debilidad de los enlaces His-Fe-Cys a causa de una disminucion en la
carga neta al reducirse de Fe*™ a Fe*™. En el estado reducido, se puede unir al 6xido
nitrico (NO) o a ligandos centrados en el carbono, por ejemplo mondéxido de carbono
(CO), cianuro e isonitrilos.

Monoxido de carbono y éxido nitrico

En el estado reducido, el hemo puede unir ambas moléculas gaseosas CO y ‘NO, aunque
con diferencias en su afinidad (Figura 9) (76, 79). La union de CO genera un
desplazamiento del ligando endégeno Cys52 y forma un complejo hexacoordinado, de
bajo espin, caracterizado por un maximo de Soret corrido hacia el azul desde 449 nm a
~420 nm, con un punto isosbéstico en 434 nm. Mediante titulacién del hemo reducido con
CO, se han determinado las constantes de disociacion, K4 con valores de 1.5 y 68 uM
para la CBS de cadena completa (76), similares a los reportados para la CBS trunca
dimérica (3.9 y 50 uM, respectivamente) (80), revelando sitios de union no equivalentes y
sugiriendo anticooperatividad dado que la union del CO a una subunidad reduciria la
afinidad de union a la segunda subunidad. Esta union resulta en una inhibicion de la
actividad enzimatica, con una K; de 5.6 uM (76). EI CO se encuentra en un rango de
concentraciones fisiologicas de 3-30 uM (81, 82), bajo el control de la hemooxigenasa,
enzima responsable de su formacion durante el catabolismo de grupos hemo en
diferentes tejidos. Por tanto, dado que la afinidad del CO por el hemo se encuentra en
este rango de concentracion fisiologica, resulta relevante el hecho que, de existir el hemo
de la CBS en estado reducido in vivo, podria tener un rol regulatorio a modo de sensor
del CO enddgeno.

La unién del 6xido nitrico al hemo reducido de la CBS, conduce al desplazamiento de
ambos ligandos enddgenos, generando una especie pentacoordinada (Figura 9). Como
resultado de la unién del "NO, el hemo se convierte del estado diamagnético, bajo espin,
al paramagnético, lo cual se evidencia en el espectro de EPR con la aparicién del
caracteristico patron de tres lineas de division hiperfina. En estos estudios se determiné
qgue el valor de la separacién hiperfina (16.6 gauss) se encuentra en el rango reportado
para otras especies pentacoordinadas, confirmando el desplazamiento de los ligandos
enddgenos (79). A diferencia del CO, el 6xido nitrico presenta una menor afinidad de
unién al hemo, con una constante de disociacion Ky de 281 uM, lo cual implica una menor
relevancia fisiolégica. La unién del oxido nitrico estd también acompafiada de una
inhibicién de la actividad (K; ~320 uM) (79).
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Figura 9. Esquema de la uniéon de ligandos al Fe del  hemo de la
CBS. Cambios en los estados de coordinacion y los maximos de
Soret luego de la unién de CO y ‘NO. Figura modificada de (83).

Isonitrilos y cianuro

El hemo reducido de la CBS puede también unir isonitrilos (RNC) con diferentes
sustituyentes alifaticos (ter-butiiNC, bencilNC, ciclohexilNC), presumiblemente via el
desplazamiento del ligando tiolato, dando lugar a la formacion de complejos
caracterizados por un maximo de Soret de 433 nm (84). La velocidad de formacion del
complejo hemo ferroso-isonitrilo es relativamente lenta en comparacién con otras
hemoproteinas como la hemoglobina y depende de la naturaleza del grupo sustituyente.
En este sentido, se ha determinado que los derivados aromaticos de los isonitrilos
aumentan la velocidad de union al hemo reducido. Una vez formado, el complejo con el
isonitrilo puede ser reoxidado al ser expuesto al aire 0 en tratamiento con ferricianuro de
potasio, recuperando la forma férrica. El cianuro (CN’) también puede unirse al hemo
reducido de la CBS, exhibiendo un corrimiento en el maximo de Soret de 449 nm a 435
nm. La unién del cianuro presenta valores de constantes de disociacion Ky de 3.3 y 54
mM, respectivamente y genera una inhibicién en la actividad enzimatica con una K; ~ 2.3
mM (76).

Sulfuro de hidrégeno

Como fue mencionado, la CBS puede catalizar en una reaccion secundaria la formacion
de sulfuro de hidrégeno, molécula gaseosa de creciente interés con numerosos roles
fisiolégicos, como acciones vasorelajadoras y neuromodulatorias. Dado que el sulfuro
puede interactuar con diferentes hemoproteinas (algunos ejemplos biolégicos de esta
interaccion incluyen la formacién de sulfcatalasa, sulfhemoglobina y sulfmioglobina (85)),
una hipotesis atractiva postulaba que el hemo fuera capaz de sensar el sulfuro y de
alguna forma afectar el desempefio catalitico de la CBS, constituyendo un mecanismo de
autorregulacién. Sin embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio por Ernesto
Cuevasanta en el marco de su tesina de grado, indicaron que la exposicion de la CBS
hasta concentraciones del orden milimolar de sulfuro, no llevé a cambios en el espectro
UV-Vis de la enzima en el estado oxidado ni en el reducido. Tampoco se verificd un
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efecto significativo en la actividad enzimatica, lo que descarta un posible rol regulador del
sulfuro en la CBS (86).

Rol del hemo en la regulacion de la CBS

La funcion que cumple el hemo en la CBS aun permanece desconocida. Esta establecido
gue no participa del proceso catalitico, funcién que depende del PLP. De hecho, la CBS
de levaduras carece de hemo pero igual presenta actividad enzimatica (52, 87). Sin
embargo, a pesar de estar alejado del sitio activo (~ 20A) y de no intervenir directamente
en el ciclo catalitico, se ha determinado que modificaciones en el entorno del hemo
pueden repercutir en la actividad. Por ejemplo, en estudios realizados con una variante
de CBS a la que se elimin6 el extremo N-terminal de union del hemo (hCBSANG69) se
observd una disminucién en la actividad enzimética (88). A su vez, en pacientes con
hiperhomaocisteinemia hereditaria se han identificado varias mutaciones en el entorno del
hemo (89, 90). Para estudiar este efecto se construyeron mutantes a nivel de los ligandos
axiales del hemo (C52S, C52A y H65R). Todos los mutantes presentaron un menor
contenido de hemo con respecto a la enzima nativa aunque el nivel de saturaciéon en PLP
fue similar y sin embargo la actividad enzimética en todos los casos fue menor, lo cual
confirma que los cambios estructurales del hemo son capaces de modular a distancia la
actividad enzimatica a nivel del PLP (91).

Como fue mencionado, el hemo en el estado férrico es muy estable y sélo ha mostrado
ser reactivo frente al cloruro de mercurio que lleva a la pérdida del ligando tiolato, o por el
peroxinitrito. Estudios realizados en nuestro laboratorio por Laura Celano en el marco de
su tesis de maestria, determinaron la inactivacion de la CBS por el peroxinitrito y sus
radicales derivados por un mecanismo que ademas de la nitracién de algunos residuos
de Trp y Tyr, implica una alteracion a nivel del hemo, estudiado por espectrofotometria
UV-Vis y EPR, donde se vio la pérdida del ligando tiolato, con una conversion de bajo a
alto espin y “bleaching”, aunque las altas concentraciones de peroxinitrito necesarias
para introducir las modificaciones ponen en duda la relevancia in vivo (77). En el estado
reducido, el hemo puede unir diferentes ligandos exégenos como CO o el ‘NO, que
generan una inhibicibn en la actividad enzimética, proporcionando una evidencia
adicional sobre la comunicacion entre el hemo vy el sitio activo.

Para explicar el hecho que cambios a nivel del hemo inactiven la enzima, se ha sugerido
un posible mecanismo de regulacién alostérica que implica una comunicacion entre el
hemo y el PLP, via una alfa hélice que los conecta (80). En un extremo de la hélice reside
la Arg266 que establece un puente de hidrogeno con el ligando cisteinato, mientras que
el otro extremo contiene dos residuos de treonina, Thr257 y Thr260 conectadas al grupo
fosfato del PLP via enlaces de hidrégeno (Figura 10). Por tanto, la perturbacion o pérdida
del ligando tiolato puede ser trasmitido al PLP y repercutir directamente inactivando la
enzima. Reforzando esta teoria, recientemente se sugirié que la pérdida de actividad por
la uniéon del CO al hemo reducido, surge como consecuencia de la perturbacion en la
conexion Cys52/Arg266, generando el desplazamiento del PLP y un cambio en su forma
tautomérica de la forma cetoenamina a enolimina que, como consecuencia finalmente
inhibe el ciclo catalitico (65). Un dato interesante es que se han encontrado mutaciones
en los residuos Arg266 y Thr257 en pacientes con hiperhomaocisteinemia hereditaria (92).

Inicialmente se habia propuesto que el hemo podria tener un rol de sensor redox, dado
gue la actividad de la enzima disminuia en un 50 % en presencia de reductores (68). La
hipotesis del posible rol del hemo como sensor redox de la CBS, es particularmente
atractiva puesto que se podrian interpretar los cambios sufridos en la actividad de la
enzima de forma que, en un medio oxidante, se favoreceria la activacién de la CBS,
aumentando el flujo de homocisteina a través de la via de la transulfuracién en detrimento
de la transmetilacion, resultando en un incremento en la sintesis de glutation como forma
de proteccion a nivel celular. En este sentido se vio que la exposicion de una linea celular
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de hepatoma a peroxido de hidrogeno, favorecio la formacidén de cistationina y glutation
(9). Sin embargo, recientemente fue demostrado que la actividad de la enzima reducida
es de hecho similar a la de la forma oxidada y que la disminucion reportada de la
actividad se asocia con una lenta conversion de la especie reducida (449 nm) a una
especie inactiva que absorbe a 424 nm (93). La formacion de esta especie 424 en la que
se produce un cambio de ligando por otro neutro, esta ademas favorecida cuando la CBS
reducida se incuba en condiciones no fisioldgicas de pH alcalino y elevadas temperaturas
(~ pH 9.0, 40 ) (94). Recientemente se determin6é que el estado reducido de la CBS
estaria estabilizado por la interacciéon Cys52/Arg266, y en ausencia de esta interaccion,
por ejemplo en la mutacion Arg266Met, hay una conversion del hemo reducido a la forma
424, con pérdida de la actividad (95).

Figura 10. Mecanismo propuesto de regulacién alosté rica.
Hemo de la CBS. El ligando del hemo, Cys52, establece un puente
de hidrogeno con Arg266 que reside en un extremo de la a-hélice
(violeta), mientras que en el otro extremo contiene Thr257 y Thr260
gue interaccionan con el grupo fosfato del cofactor PLP.

Por tanto, la funcion del hemo podria ser consistente con un rol regulador capaz de
modular la actividad enzimatica en forma alostérica, inducida por cambios en el entorno
de coordinacién del hemo. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que la propuesta
del rol sensor implica que el hemo pueda ser reducido in vivo, ya que en el estado férrico
es muy estable y resistente a las modificaciones. En este sentido, al comenzar esta tesis,
se desconocian aspectos claves, tales como el valor del potencial de reduccion, su
estado redox in vivo, si se encuentra asociado a algun sistema reductor a nivel celular y
en ese caso cual es su identidad y como se establece la interaccidén con el hemo.

26



2.3. Sulfuro de hidrégeno

El sulfuro de hidrégeno (H,S)! es una molécula gaseosa generada endégenamente que
se encuentra ampliamente distribuida en tejidos de mamiferos. Junto con el 6xido nitrico
y el mondxido de carbono, el sulfuro integra el grupo de los denominados
gasotrasmisores dado que presenta un rol relevante en la sefalizacién, modulando
importantes funciones fisiologicas a nivel de los sistemas cardiovascular y nervioso.

2.3.1. Propiedades fisicoquimicas

El sulfuro de hidrégeno es un gas incoloro con un olor caracteristico. Es el compuesto
hidrogenado del azufre en el menor estado de oxidacion estable. Presenta una estructura
similar a la del agua, pero dado que el azufre tiene valores de electronegatividad menores
que los del oxigeno (2.5 contra 3.5, de acuerdo a la escala Pauling), el sulfuro de
hidrogeno es menos polar que el agua. El momento dipolar del H,S es de 0.97 D,
mientras que el del agua es de 1.85 D. Comparado con el agua, esta diferencia repercute
en la incapacidad de formar puentes de hidrégeno, lo cual en situacién normal le hace
adoptar el estado de agregacion gaseoso. El sulfuro de hidrogeno es un acido débil con
un pK,; de 7.0 y un pK,, ~ 17 (96), por lo que en condiciones fisiolégicas, a pH 7.4
predominara la especie monoanionica (HS") en un 71.5 %, mientras el 28.5 % restante
estara en la forma protonada (H,S). A lo largo del texto emplearemos el término sulfuro
de hidrogeno para referirnos genéricamente a la suma de ambas especies en solucion
acuosa a pH fisiolégico, dado que en estas condiciones la concentracion de la especie
dianiénica (S*) se considera insignificante.

En cuanto a su deteccién, se han descrito numerosas técnicas que incluyen métodos
espectrofotométricos, en los que el sulfuro puede ser monitoreado por la formacion de
sulfuro de plomo o azul de metileno a 390 o 670 nm, respectivamente; métodos
fluorimétricos, utilizando acetato mercurico de fluoresceina; métodos polarogréficos con
electrodos especificos para el sulfuro, asi como por cromatografia liquida o gaseosa (66,
97, 98).

2.3.2. Sintesis y catabolismo del sulfuro de hidrég  eno

En mamiferos, el sulfuro de hidrogeno se forma a partir de reacciones inespecificas de
desulfuracién de la cisteina. Estas reacciones son catalizadas principalmente por dos
enzimas PLP-dependientes de la via de la transulfuracion: la CBS y la CGL. Una tercer
enzima que participa en la sintesis de sulfuro de hidrégeno, es la mercaptopiruvato
sulfurotransferasa, que utiliza como sustrato mercaptopiruvato y transfiere o libera el
sulfuro (99, 100). El sulfuro de hidrégeno también puede ser obtenido de forma no
enzimatica a partir de polisulfuros orgénicos encontrados en el ajo (101), asi como de la
flora bacteriana intestinal.

De los mecanismos mencionados, las principales vias de formacién de sulfuro son
aquellas que utilizan CBS y CGL. Sin embargo, como consecuencia de la relativa
inespecificidad de estas enzimas por los sutratos, junto a su versatilidad en el mecanismo
catalitico, el sulfuro de hidrogeno puede ser generado por una multiplicidad de reacciones
(Figuras 11y 12 ). La CBS cataliza la formacién de sulfuro de hidrégeno cuando utiliza
como sustratos homocisteina y cisteina, a diferencia de la reaccion catalizada en la via
de la transulfuracion en la que utiliza serina (reacciones a y b, Figura 11).
Alternativamente, aunque en forma menos significativa, la CBS puede dar cuenta de la

! De acuerdo a IUPAC, los nombres recomendados para el sulfuro de hidrégeno protonado son sulfuro de
dihidrégeno, sulfano y dihidrégeno(sulfuro).
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formacion de sulfuro, catalizando la condensacién de dos cisteinas por un mecanismo de
B-sustitucién generando lantionina, o mediante la B-eliminacion de la cisteina con la
subsecuente rehidratacién del aminoacrilato para formar serina (reacciones c y d, Figura
11) (102). La CGL puede formar sulfuro de hidrégeno por humerosos mecanismos que
incluyen reacciones dependientes de cisteina en el atomo de carbono [3 (reacciones b y c,
Figura 12)y reacciones dependientes de homocisteina en y (reacciones d y e, Figura 12).
Se ha propuesto una ruta alternativa catalizada por la CGL que involucra la escision en (3
de la cistina, formando piruvato, amonio y el intermediario tiocisteina, que en presencia
de otro tiol, se descompone en forma no enzimatica dando sulfuro de hidrégeno, aunque
dada la baja concentracion intracelular de cistina, su contribucion para la generacién de
sulfuro no seria relevante (100). Estudios de simulacién de las reacciones catalizadas por
la CGL, efectuados con concentraciones fisiologicas de cisteina y homocisteina,
revelaron que la reaccién de escisién en o, de cisteina da cuenta del ~70 % del sulfuro
de hidrogeno generado (reaccion b, Figura 12) . Un dato interesante es que las vias que
utilizan homocisteina en reacciones catalizadas por la CGL, incrementan
progresivamente su incidencia en la generacion de sulfuro a medida que aumenta el
grado de hiperhomocisteinemia. En este sentido las simulaciones dan cuenta que en
condiciones de incrementos severos en la concentracion de homocisteina, las vias con
mayor peso en la generacion de sulfuro resultaron ser las reacciones de escision en a,y 0
de y-sustitucion de la homocisteina (reacciones d y e, Figura 12) (103).

NH,+ NH,+ 0 NH,+
O + HO o —— S o + a
HSW \)w( 'OM \)w( H,O ( )
0 0 NH,+ 0

homocisteina serina cistationina
NH,+ NH,+ 0 NH,+
HS/\)\H/O + HS\)ﬁ(O — O)H/vs\)\[(o + H,S (b)
0 o] NH,+ o}
homocisteina cisteina cistationina
NH,+ NH,+ NH,+ NH,+
HS\)\H/O + Hs\)\ﬂ/o — _O\H)VS\%(O + Hs (©
o] (0] 0] 0]
cisteina cisteina lantionina
NH,+ NH+
Hs\)\ﬂ/o + HO — HO\)ﬁ(O + HS (d)
o] o]
cisteina serina

Figura 11. Reacciones catalizadas por la CBS que co nducen a la formacion de sulfuro de
hidrégeno. Adaptado de (102).
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o] NH,+ NH,+ o]
OJH/\/S\)\H/O + HO — HS\)\H/O + \/lkﬂ/o + NH,
NH,+ o] o] o]
cistationina cisteina a-cetobutirato
NH,+ NH_+ 0
HS\)ﬁ(O + HO —— HO\)\H/O + HS — )S(O + NH;
o} o} o
cisteina serina piruvato
NH,+ NH + NH,+ NH,+
HS\)ﬁ(O + HS\)ﬁ}/O - 'ij)\/s\)w(o + HS
(@] (@] (@] (@]
cisteina cisteina lantionina
NH,+ NHst o)

_ O _
HS/\)\H/O + H0 — Ho/\)\ﬂ/ + H,S —= \/lg(o + NH,
(e} 0 (e

homocisteina homoserina a-cetobutirato
NH,+ NH,+ O 0
o + o —— S *+ H,S
HSW HS/\)\H/ _O)H/\/ \/\/lko_ 2
o) o) NH,+ NH +
homocisteina homocisteina homolantionina

(@)

(b)

(©)

(d)

(e)

Figura 12. Reacciones catalizadas por la CGL que co nducen a la formacién de sulfuro de
hidrégeno. Adaptado de (103).

El sulfuro de hidrégeno puede ademas ser generado por la mercaptopiruvato
sulfurotransferasa (MST), enzima que utiliza como sustrato el mercaptopiruvato, formado
como producto de la reaccién de la transaminacion de cisteina con a-cetoglutarato,
catalizada por la cisteina aminotransferasa (100, 104). La MST pertenece a la familia de
sulfurotransferasas, dado que cataliza la transferencia del azufre sulfano a partir de un
persulfuro o tiosulfato (en la subfamilia rodanesa) o del mercaptopiruvato (en subfamilia
MST) a un aceptor (105). Por tanto, la reaccién de transferencia del azufre forma
persulfuro y no sulfuro de hidrégeno. La liberacion del sulfuro del mercaptopiruvato
catalizado por la MST, se da como resultado de una reaccibn no catalizada
enzimaticamente con un grupo tiol como aceptor, aunque se desconoce su identidad. En
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experimentos in vitro se ha determinado la liberacién del sulfuro en presencia de
ditiotreitol (99).

En cuanto al catabolismo del sulfuro de hidrégeno, ensayos realizados con sulfuro
marcado radiactivamente [*S] demostraron su rapida metabolizaciéon por diferentes
tejidos (106). En estudios recientes se ha visto que a pesar que la concentracion del
sulfuro libre en plasma es muy baja, el sulfuro que se administra de forma exdgena en
sangre desaparece rapidamente, lo cual sugiere la presencia de reacciones que lo
consumen (107). La via principal detectada en diferentes tejidos, es la oxidacion del
sulfuro a tiosulfato y sulfato, que se excreta en la orina. En este sentido, se ha
determinado que el epitelio intestinal expresa un sistema especializado de enzimas que
metaboliza el sulfuro a tiosulfato y sulfato para prevenir su entrada a la circulacion de
cantidades excesivas (108). El mecanismo de oxidacion es aun objeto de estudio pero se
ha propuesto que el primer paso estaria catalizado por la sulfuro quinona
oxidorreductasa, una flavoproteina localizada en la membrana mitocondrial, capaz de
oxidar el sulfuro a persulfuro unido a la proteina. Luego la enzima sulfito oxidasa
transforma el persulfuro en sulfito, que puede ser oxidado a sulfato por la sulfito oxidasa o
alternativamente la rodanesa lo puede convertir en tiosulfato (42).

A nivel extracelular, otro destino del sulfuro que puede dar cuanta de su metabolizacién
es la reaccion con disulfuros proteicos o de bajo peso molecular, generando persulfuros.
Por otra parte, el sulfuro también puede reaccionar con hemoproteinas y unirse de forma
covalente al hemo formando por ejemplo sulfmioglobina y sulfhemoglobina (85), no
obstante el sulfuro sélo reacciona con la forma oxidada, con intermediarios de tipo ferrilo
(FeV=0) y no con la forma oxi, que en el caso de la hemoglobina es la mayoritaria en la
circulacion, por lo que seguramente tenga una incidencia menor respecto a las otras vias
del consumo de sulfuro (109, 110).

2.3.3. Roles fisiolégicos

La percepcion acerca del sulfuro de hidrégeno, clasicamente catalogado como gas téxico
y contaminante ambiental, se ha ido modificando hasta ser actualmente considerado un
relevante gasotrasmisor e incluso propuesto para ser administrado exégenamente como
agente terapéutico (111). A nivel del sistema nervioso central, donde el sulfuro es
generado principalmente por la CBS y la mercaptopiruvato sulfurotransferasa, presenta
efectos neuromoduladores, potenciando la respuesta mediada por el receptor de N-metil-
D-aspartato (112). En el sistema cardiovascular la produccion del sulfuro esté catalizada
principalmente por la CGL, donde cumple un rol de vasorrelajacion del masculo liso por
un mecanismo independiente de GMPc, que implica la apertura de canales de potasio
sensibles a ATP (canales K'arp) (113). En este sentido, el rol del sulfuro en el sistema
periférico ha sido demostrado recientemente en un modelo de ratébn genéticamente
modificado deficiente en CGL, con niveles de sulfuro muy reducidos en plasma y otros
tejidos, que exhibié una marcada hipertensién y una disminucion en la vasorrelajacion
dependiente del endotelio (114).

En la literatura se le asignan al sulfuro un amplio rango de respuestas biol6gicas, desde
citotdxicas a efectos citoprotectores. A elevadas concentraciones, el mecanismo por el
cual el sulfuro ejerce efectos téxicos parece ser debido a la inhibicion de la respiracion
celular, dado que actia como un inhibidor potente y reversible de la citocromo oxidasa de
la cadena respiratoria mitocondrial (115). En este sentido, un aspecto llamativo es que el
sulfuro indujo un estado de pseudohibernacibn en ratones con el consecuente
enlentecimiento general del metabolismo y disminucién de la temperatura corporal (116).
En cambio, a concentraciones bajas, en el orden de micromolar, la evidencia reciente
indica que el sulfuro de hidrogeno ademas de actuar como neuromodulador y mediador
de la homeostasis cardiovascular, puede también ejercer acciones citoprotectoras (117,
118). Por ejemplo, en un modelo in vivo de infarto al miocardio agudo en ratones inducido
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por isquemia-reperfusion, el sulfuro limité el dafio disminuyendo la inflamacién y
preservando la funcién mitocondrial (119). Entre los efectos benéficos se ha sugerido que
el sulfuro podria tener un rol antioxidante, protegiendo los sistemas neuronal y
cardiovascular del dafio oxidativo (117, 120-122). Sin embargo, aunque algunos estudios
han propuesto para el sulfuro un rol como atrapador de especies reactivas del oxigeno y
del nitrégeno en sistemas bioldgicos (123-125), restan aun por ser caracterizadas las
constantes cinéticas y mecanismos de reaccion.

2.4. Especies reactivas derivadas del oxigeno y del nitrdgeno

2.4.1. Radical anion superoxido

El superoxido (O,7) es un radical libre derivado de la reduccién monovalente del oxigeno
molecular (126). En los sistemas bioldgicos, el superdxido se puede formar por la accién
de diferentes flavoenzimas como la xantina oxidasa, la NAD(P)H oxidasa, las enzimas
citocromo P450 e incluso la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) desacoplada. Algunas
moléculas pequefias como la adrenalina, noradrenalina, FADH, o FMNH, pueden
autooxidarse en presencia de oxigeno dando lugar a la formacion de superdxido. Sin
embargo, durante el metabolismo celular normal, la mayor fuente de produccion de
superoxido in vivo la constituye la cadena respiratoria mitocondrial, principalmente en dos
sitios: a nivel de la NADH: ubiquinona oxido reductasa (complejo | de la cadena
respiratoria) y a partir de quinonas parcialmente reducidas, como el radical
ubisemiquinona del complejo Il de la cadena respiratoria.

El superdxido tiene un pK, ~ 4.8 por lo que a pH fisioldgico la abundancia de la especie
protonada (HO;") es minima y se encuentra principalmente en forma aniénica. Tiene una
vida media corta dado que puede reaccionar con algunas biomoléculas y ademas
dismuta a peréxido de hidrogeno y oxigeno (reaccién 2). Esta reaccién ocurre
espontaneamente (k = 2 x 10° M™ s, pH 7.4) (127) o catalizada por la enzima
superoxido dismutasa (SOD), que aumenta la velocidad de dismutacion en varios
6rdenes de magnitud (k = 2 x 10° M™ s, pH 7.4) (128) y juega un rol central en la
proteccion frente al superéxido.

O, +0,”+2H" 0 O, +H,0, 2

En los sistemas biologicos el superoxido puede actuar como agente reductor u oxidante,
con potenciales de reduccion de E°(O ,/O,™) = -0.160 V (1 M O, estado estandar) (129) y
(E°(O 7, 2H'/H,0,) = +0.940 V) (130), respectivamente. Es capaz de reducir complejos
férricos y cupricos generalmente presentes como cofactores de proteinas (131). Por otro
lado puede oxidar moléculas como polifenoles, tocoferoles, catecolaminas, tioles,
ascorbato y centros hierro-azufre, llevando a la inactivacion de enzimas que poseen estos
grupos prostéticos como la aconitasa o la succinato deshidrogenasa (132). A pesar de la
naturaleza radicalar del superoxido y de ser una especie lo suficientemente reactiva como
para producir dafios a nivel celular, la fuerza como oxidante se ve disminuida dado que
su caracter anionico limita la capacidad de difundir libremente a través de las membranas
biolégicas y necesita de un canal aniénico para atravesarlas, por lo que sus acciones se
restringen al sitio de generacion (133). Sin embargo, hay que tener en cuenta que las
reacciones de oxidacion a causa de un aumento en la formacion de superoxido pueden
ser mediadas por especies formadas a partir del superdxido y que presentan un mayor
potencial oxidativo, como el peréxido de hidrégeno, el radical hidroxilo o como veremos
més adelante el peroxinitrito, oxidante fuerte generado por la reaccion con el 6xido nitrico.
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2.4.2. Peroxido de hidrégeno

El peroxido de hidrogeno se forma como producto de la reduccién monovalente del
superoxido o mediante la reduccion divalente del oxigeno. La principal fuente de peréxido
de hidrégeno la constituye la dismutacion del superdxido catalizada enziméticamente,
aunque también puede ser generado mediante la reduccion por dos electrones del
oxigeno en reacciones catalizadas por oxidasas tales como la xantino oxidasa, glucosa
oxidasa, aminoacido oxidasas, urato oxidasa, entre otras (134, 135).

Dado que el perdoxido de hidrégeno (pK, ~ 10.8) no tiene carga a pH neutro, atraviesa
facilmente las membranas bioldgicas. El peréxido de hidrégeno no es un radical libre y es
generalmente poco reactivo dado que es un agente reductor débil (E°(O,™, 2H'/H,0,) =
+0.940 V) (130) y un agente oxidante débil (E°( H,0,, H'/ H,0O, HO") = +0.320 V) (136).
Sin embargo es capaz de oxidar directamente un gran numero de moléculas, inactivando
ciertas enzimas que cuentan por ejemplo con grupos tiol o residuos de metionina
presentes en el sitio activo. Ademas, la toxicidad del peréxido de hidrégeno proviene de
su capacidad para reaccionar con metales de transicion reducidos, como Fe(ll) o Cu(l),
conduciendo en la reaccion de Fenton, a la formacién del radical hidroxilo (HOY), la
especie parcialmente reducida del oxigeno de mayor reactividad (137) (reaccion 3).

H,0, + Fe* 0 3 OH + OH + Fe* (3)

Las principales enzimas encargadas de la metabolizacion del peréxido de hidrégeno son
la catalasa, presente en los peroxisomas de casi todos los tipos celulares, que cataliza la
dismutacion del peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua (reaccion 4); y las peroxidasas
localizadas en el compartimento citosélico y en la matriz mitocondrial, como las
peroxirredoxinas, que utilizan tiorredoxina (Trx) a expensas de tiorredoxina reductasa y
NADPH (138, 139), o la glutation peroxidasa, que detoxifica el peroxido de hidrégeno
acoplando su reduccion a agua con la oxidacion del glutation (GSH) (reaccién 5) (140).

2H,0, 0O 2H,0+0, (4)

H,0, + 2GSH/Trx, 0 O 2H,0 + GSSG/Trx,, 5)

red

2.4.3. Radical hidroxilo

El radical hidroxilo se genera en sistemas biolégicos a partir de la reduccidén por un
electron del peroxido de hidrégeno, en un proceso que requiere la participacion de
metales de transicion que intervienen en la reaccion de Fenton (reaccion 3) (137). En
condiciones fisiologicas los niveles de hierro libres son extremadamente bajos debido a
su secuestro por proteinas como la ferritina y la transferrina, evitando la participacion del
metal en la generacion del radical hidroxilo. Sin embargo, en condiciones en las que
aumentan los niveles de superoxido o de peroxido de hidrogeno, estos afectan el
metabolismo del hierro, por ejemplo el peréxido de hidrégeno es capaz de degradar
ciertas hemoproteinas como hemoglobina, mioglobina o citocromo ¢ determinando la
liberacion de hierro, lo que contribuye a la reaccion antes mencionada.

Otras fuentes de radical hidroxilo incluyen la fision homolitica del perdxido de hidrégeno
por accién de la radiacion UV, asi como la radiacién ionizante. Ademéas se ha
determinado la formacion de este radical como producto de la descomposicion de
peroxinitrito.

De acuerdo a su potencial de reduccion (E°('OH/OH) = + 2.31 V) (136), el radical
hidroxilo presenta una elevada reactividad quimica y gran poder oxidante, reaccionando
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con biomoléculas generalmente a velocidades controladas por difusion, teniendo como
blanco azucares, aminoacidos, lipidos, nucleétidos y &cidos orgénicos, entre otros. El
radical hidroxilo experimenta fundamentalmente reacciones de abstraccion de un electron
0 un atomo de hidrégeno y adicién. En todos estos casos se generan nuevos radicales y
especies que, aunque menos reactivas respecto al radical hidroxilo, pueden sin embargo
generar mas radicales determinando que se produzcan reacciones en cadena y
propagando el dafio a nivel celular (141).

2.4.4. Acido hipocloroso y cloraminas

Los neutréfilos activados, en presencia de microorganismos invasores, liberan la enzima
mieloperoxidasa (MPO) durante el proceso de desgranulacion, encargada de catalizar la
formacion de hipoclorito® a partir de cloruro y peréxido de hidrégeno (reaccion 6) (142). La
MPO es una hemoproteina que también se encuentra presente en monocitos y hay
evidencia de su expresion in vivo en la microglia y en macrofagos (143).

H,0, + H* + CI'0 0. HOCI + H,0 (6)

HOCI + RNH, [0 [ RNHCI + H,0O (7)

El hipoclorito es un acido débil con un pK, de 7.5, por lo que a pH fisioldgico se encuentra
ionizado en un 50 % (144). Es un poderoso oxidante por dos electrones (E°(2HOCI,
2H*/2H,0, Cl,) = + 1.63 V, E°(OCI~, H,O/ CI5, 20H") = +0.89 V)) que participa en
reacciones de oxidacion y cloracion de varios blancos biolégicos (145-147). Los grupos
tiol, el tioéter de la metionina y el acido ascérbico son los blancos preferentes (k = 10° —
10% M™* s™) del hipoclorito in vivo, seguidos por los grupos amino (k = 10° M™* s™) (148).
En este sentido, el hipoclorito reacciona rapidamente con el glutation reducido (k = 10" M’
s (145), lo que representa un importante mecanismo de defensa a nivel celular frente a
la toxicidad de este oxidante. Las cloraciones biol6gicas mas relevantes incluyen grupos
amino de proteinas y moléculas pequefias dando lugar a la formacion de N-cloraminas
(reaccién 7), que presentan reactividad y especificidad oxidante propias frente a diversas
biomoléculas siendo menos reactivas que el hipoclorito (149).

2.4.5. Oxido nitrico

El 6xido nitrico o mondéxido de nitrogeno (‘NO) es un radical libre que juega un papel
clave como mediador de varias funciones fisioldgicas tales como la sefalizacion celular,
actuando como vasodilatador en el sistema vascular y como neurotrasmisor en el sistema
nervioso, y es también un agente citotoxico formado por las células del sistema inmune
(150, 151). El 6xido nitrico es sintetizado por un grupo de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintasas (NOS) que catalizan la N-oxigenacion, seguida del clivaje oxidativo de la
porcion guanidino del aminoacido arginina, produciendo citrulina y éxido nitrico. Las NOS
utilizan como sustratos arginina, oxigeno y NADPH y requieren como cofactores al FAD,
FMN, tetrahidrobiopterina (BH,), hierro protoporfirina IX (hemo) y calmodulina. Estas
enzimas son hemoproteinas que poseen ademéas un dominio del tipo citocromo P450
reductasas y su mecanismo de reaccion implica la transferencia de electrones desde el
NADPH hasta el hemo donde se encuentra el oxigeno que se adiciona al grupo

2 El término hipoclorito se utiliza para referirse a la suma de las especies hipoclorito anion (CIO) y
su acido conjugado, el acido hipocloroso (HOCI).
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guanidino, formando como intermediario a la N-hidroxiarginina (152). En mamiferos
existen tres isoformas de estas enzimas: NNOS y eNOS son constitutivas y se expresan
en neuronas y células endoteliales respectivamente, mientras que la iINOS e inducible y
se expresa en respuesta a mediadores proinflamatorios (153). El éxido nitrico es una
molécula pequefia e hidrofobica por lo que una vez sintetizado, es capaz de difundir en
medios acuosos y a través de membranas, ejerciendo sus acciones en distintos
compartimentos celulares. Su vida media en sistemas bioldgicos es relativamente corta
dado que reacciona muy rapido con centros metalicos o con otros radicales.

Las reacciones de mayor relevancia a nivel fisiolégico involucran en primer lugar la
formacion de complejos reversibles hierro-nitrosilo con el hemo de proteinas. Por
ejemplo, la unién del 6xido nitrico al hierro ferroso (Fe*?) del hemo de la guanilato ciclasa
produce un cambio conformacional que activa a la enzima y genera un aumento en la
sintesis de GMP ciclico (GMPc) siendo esta reaccion esencial para la activacion de las
vias de transduccion de sefiales (154, 155). Otra reaccion que probablemente sea la
mayor responsable de la desaparicion de este radical in vivo es la reaccién rapida e
irreversible con la oxihemoglobina y la oximioglobina para producir nitrato. Finalmente,
dado su cardcter de radical libre, el éxido nitrico reacciona rapidamente con diversos
radicales. Por ejemplo las reacciones con radicales lipidicos terminan cadenas de
propagacion radicalar y originan aductos con potenciales roles de sefalizacion (156,
157). La reaccion con radicales proteicos, como el radical tiilo, produce una modificacion
postraduccional que puede impactar en la actividad. El éxido nitrico reacciona ademas
con el oxigeno, formando especies oxidantes, nitrantes y nitrosantes como el diéxido de
nitrégeno ('NO,), el didxido de trinitrégeno (N,Os) y el tetradxido de dinitrégeno (N,O,).

Por dltimo, el 6xido nitrico reacciona rapidamente y de forma irreversible con el radical
superoxido formando el peroxinitrito, poderoso agente oxidante y nitrante (158).

2.4.6. Peroxinitrito

La reaccion entre los radicales 6xido nitrico y superéxido genera el peroxinitrito (reaccion
8). La velocidad de esta reaccion es muy rapida, cercana a los limites controlados por
difusion, con constantes de reaccion reportadas en el rango de 0.5 — 1.9 x 10*° M* s*
(159-161). Estos valores son de dos a diez veces mayores que el de la reaccion del
superoxido con la superdxido dismutasa (k = 2 x 10° M™ s™). De hecho, el 6xido nitrico
es capaz de reaccionar lo suficientemente rapido y encontrarse en concentraciones
suficientemente altas como para competir con la superéxido dismutasa por el superéxido
(162).

NO +0,” 0 ONOO' (8)

A pH fisioldgico encontramos tanto al peroxinitrito anién (ONOO™) como su &cido
conjugado, el 4cido peroxinitroso (ONOOH) (pK, ~ 6.8 a 37 ), pero predomina la forma
anionica (80 %)°. A lo largo del texto emplearemos el término peroxinitrito para referirnos
a la suma de ambas especies.

El peroxinitrito es un potente oxidante, que puede conducir a oxidaciones de multiples
blancos biologicos por uno o dos electrones, con potenciales de reduccién de E°(
ONOO7, 2H/'NO,, H,0) =+ 1.6 — 1.7 Vy E°( ONOO ~, 2H/NO, ", H,0) = + 1.3 - 1.37 V,
respectivamente (163, 164). En soluciones alcalinas, el peroxinitrito es una molécula

® De acuerdo a IUPAC, los nombres recomendados para el peroxinitrito anién y su acido conjugado son
oxoperoxonitrato(1-) y oxoperoxonitrato de hidrégeno, respectivamente.
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relativamente estable. Sin embargo, se descompone rapidamente a pH neutro o acidico
isomerizandose a nitrato. La descomposicion del peroxinitrito sigue un decaimiento
exponencial con una constante de velocidad de 0.9 s™ a 37 Ty pH 7.4, que aumenta al
disminuir el pH (163, 165). Al protonarse, el acido peroxinitroso se homoliza dando origen
a la formacion de los radicales hidroxilo ("OH) y dioxido de nitrégeno ('NO,) en una caja
de solvente. Una fraccion de estos radicales puede recombinarse dentro de la caja para
dar nitrato, mientras que otra fraccién (aproximadamente 30 %) de los radicales puede
difundir fuera de la misma y llevar a cabo reacciones de oxidacién (Figura 13) (166).

"NO, + CO5~

A
35%

[ONOOCO, ] — NOj + CO,
65%

A

CO> [

+

- - H -
'NO + O; —» ONOO~ === ONOOH ===['NO, ‘OH] —» NO,
70%

n+
M \KL RH 1l 30% | IV
Voo, NO,
M (n+1)+ ROH "NO, + "OH

Figura 13. Esquema de la reactividad del peroxinitr  ito. El peroxinitrito, formado a partir de la
reaccion entre radical superoxido y didxido de nitrégeno, puede reaccionar directamente oxidando
moléculas blanco (rutas | y Il); o puede reaccionar con CO, formando el aducto
nitrosoperoxicarbonato, que se descompone rapidamente formando radicales con un 35 % de
rendimiento. En ausencia de blancos directos, el acido peroxinitroso evoluciona lentamente
rindiendo radicales hidroxilo y diéxido de nitrégeno en un 30 %, capaces de promover reacciones
de oxidacion/nitracién por un electrén (IV), o isomerizar a nitrato (IV). Esquema tomado de (109).

Dado que estos radicales secundarios derivados de la homolisis del peroxinitrito poseen
su propia reactividad quimica oxidativa, se han propuesto dos mecanismos para las
reacciones de oxidacion dependientes de peroxinitrito. El primero de ellos implica la
reaccion directa de oxidacion de la molécula blanco por uno o dos electrones. Desde el
punto de vista cinético estos procesos son de segundo orden, es decir que su velocidad
depende tanto de la concentracion del peroxinitrito como de la molécula blanco, por lo
gue la constante aparente de descomposicion de peroxinitrito aumentara linealmente con
la concentracion de la molécula blanco. Este tipo de reacciones son frecuentemente
estudiadas por técnicas de cinética rapida como espectrofotometria de flujo detenido,
siguiendo la descomposicion del peroxinitrito a 302 nm. El segundo mecanismo lo
constituyen las reacciones indirectas de orden cero en peroxinitrito en las que la
oxidaciéon de las moléculas blanco est4 mediada por los radicales secundarios derivados
de la homalisis del peroxinitrito (radical hidroxilo y diéxido de nitrdgeno) (162, 167, 168).
Sin embargo, solo una pequefia parte de la reactividad del peroxinitrito puede ser
asignada a esta via, dado que in vivo la mayor parte del peroxinitrito serd consumido por
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su reaccién directa con blancos bioldgicos, en lugar de escapar hacia la ruta de formacion
de estas especies radicalares.

A nivel biolégico, los blancos preferentes de la reaccion directa del peroxinitrito son los
centros metalicos, el diéxido de carbono y compuestos con azufre y selenio (162, 169).
Se destaca su reaccion con peroxiredoxinas, enzimas que poseen tioles enormemente
reactivos, que reaccionan con el peroxinitrito con constantes de velocidad muy elevadas
(10° — 10° M's™) (170-172).

2.4.7. Radical carbonato

Una de las reacciones mas relevantes del peroxinitrito es con el dioxido de carbono
(CO,), dada la constante de velocidad de esta reaccion (k = 4.6 x 10* M*s* a pH 7.4y 37
C) (173) y que el CO, se encuentra presente en los sistemas biologicos en
concentraciones elevadas (1-2 mM). La reaccion conduce a la formacién inicial del aducto
nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO,) que se homoliza produciendo radical anion
carbonato (CO;™) y dioxido de nitrogeno, con rendimiento del 34 %, mientras el 66 %
restante se rearregla para formar CO, y nitrato (NO3) (174, 175) (Figura 13). En los
sistemas bioldgicos, también se ha sugerido su formacién a partir de la actividad
peroxidasa de la CuzZnSOD y del recambio de la xantino oxidasa en presencia de
bicarbonato (176). El radical carbonato es un potente agente oxidante de un electron, con
un potencial de reduccién de E°(CO;~, H/HCO5) = + 1.78 V (177) y junto al radical
diéxido de nitrégeno participan en reacciones de oxidacion y nitracion de biomoléculas.

2.4.8. Dioxido de nitrogeno

El 'NO, es un radical gaseoso poco soluble en soluciones acuosas que puede ser
formado de diferentes formas. Como se mencioné anteriormente una fuente importante
es la descomposicidon homolitica del peroxinitrito. Por otra parte, el nitrito (NO,)
enddégeno o exégeno puede ser oxidado a ‘NO, en reacciones catalizadas por
peroxidasas y por quimica de Fenton. El diéxido de nitrégeno puede ademas ser
producido durante la autooxidacién del radical 6xido nitrico (‘NO). Sin embargo, dado que
la autooxidacion depende del cuadrado de la concentracién del ‘NO, la produccion del
radical diéxido de nitrégeno por esta via sélo se vuelve relevante desde el punto de vista
fisiolégico en condiciones de produccion excesiva de Oxido nitrico o a nivel de
compartimentos hidrofébicos donde se concentran el 6xido nitrico y el oxigeno (178). El
diéxido de nitrégeno es un oxidante fuerte (E°('NO./NO,") = 0.99 V) (163) que puede
reaccionar por recombinacion con otra especie radicalar, realizar adicion a dobles
enlaces, transferencia de electrones y abstraccidbn de atomos de hidrégeno. Dada su
naturaleza lipofilica, su concentracion sera mayor en ambientes menos polares como el
interior hidrofébico de las proteinas, en lipoproteinas o en membranas plasméticas,
donde puede desencadenar procesos de lipoperoxidacion y formacion de nitrolipidos y
oxidacién de aminoacidos (178).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

En el siguiente trabajo proponemos caracterizar algunos aspectos bioquimicos de la
cistationina (-sintasa, centrandonos en su cofactor hemo, estudiando sus propiedades
redox y su reactividad con el oxigeno. A su vez investigaremos la reduccién del hemo por
sistemas biologicos, aspecto clave para poder comprender el rol de este cofactor en la
enzima. Finalmente, proponemos abordar la bioquimica del sulfuro de hidrégeno,
producto de la CBS de creciente interés biomédico, determinando su reactividad con
diferentes oxidantes de relevancia bioldgica.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Expresion, purificacion y caracterizacion de preparados de CBS
recombinante humana

Se plantea en primer lugar purificar la CBS a partir de plasmidos de expresion que
codifican para la enzima recombinante humana, caracterizando el preparado enzimético,
determinando la actividad especifica y el contenido de hemo, piridoxal fosfato y tioles. A
su vez, se optimizara la obtencion del hemo reducido en condiciones anaeroObicas
utilizando reductores quimicos.

3.2.2. Determinacién del potencial de reduccién y d e la reactividad frente al
oxigeno del hemo de la CBS

Determinaremos el potencial de reduccion del grupo hemo mediante técnicas
electroquimicas. Ademas se estudiara la reaccion del hemo reducido con el oxigeno,
caracterizando la cinética y los productos de reaccién. A su vez se estudiard la cinética
de reaccion entre el oxigeno y el producto formado entre la CBS reducida y el CO.

3.2.3. Estudio de la reduccion del hemo de la CBS p  or sistemas biolégicos

Se analizara la posible reduccién del hemo de la CBS in vivo, a través de la exposicién de
la CBS a diferentes sistemas de reduccion incluyendo fracciones subcelulares y proteinas
reductasas purificadas.

3.2.4. Caracterizacion de la reactividad del sulfur o de hidrogeno frente a
oxidantes de relevancia biologica

Se estudiara la cinética y mecanismos de reaccion del sulfuro de hidrégeno, producto
secundario de la enzima, frente a algunos oxidantes de interés biologico, para
racionalizar un posible rol como antioxidante.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Estudios bioquimicos con la cistationina B-sintasa

Reactivos

La catalasa bovina fue adquirida de Fluka, la xantina oxidasa en Calbiochem y la
superoxido dismutasa (Cu,ZnSOD) fue obtenida de DDI Pharmaceuticals (Mountain View,
CA). La resina Glutathione Sepharose 4B provino de Pharmacia Biotech. El PLP, la
leupeptina, la aprotinina, la pepstatina, la DNasa y el ditiotreitol provinieron de
AppliChem. Los restantes reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

La cepa BL-21 (DE3) de E. coli conteniendo el plasmido pGEX4T1/hCBSAC143 que
codifica para la variante trunca dimérica fue proporcionado por la Dra. Ruma Banerjee
(Universidad de Nebraska y Universidad de Michigan). A su vez la purificacion de la MSR
y NR1 fue realizada en su laboratorio en el marco de una pasantia de investigacion. El
tejido hepatico de ratas fue proporcionado por Adriana Cassina (Depto. Bioquimica,
Facultad de Medicina).

Expresion y purificacion de la CBS

La variante trunca dimérica de la CBS humana, que carece del dominio C-terminal de 143
aminoécidos, fue purificada a partir de un sistema de expresion que produce una proteina
de fusion con glutation S-transferasa. La purificacion se realizé siguiendo el
procedimiento descrito previamente con algunas modificaciones (68). Las cepas de E.
coli BL-21 (DE3) transformadas con el plasmido pGEX4T1/hCBSA143 (179), se cultivaron
en medio Luria-Bertani (LB) conteniendo ampicilina (75 pg/mL) a 37 < hasta obtener una
Absgonm de 0.8-1. Posteriormente se indujo la expresion de la proteina recombinante con
isopropiltiogalactopirandsido (IPTG, 0.2 mM), se agregd acido d-aminolevulinico (6-ALA,
75 mg/L) para promover la incorporacion del hemo y se crecié en condiciones de baja
agitacion a 25 € durante 16-18 horas. Luego las cé lulas se lisaron por sonicacion y se
realizé una cromatografia de afinidad en una columna conteniendo la resina GSH-
Sepharose 4B (Amersham), seguido por protedlisis limitada con trombina (proteasa de
serina endolitica) que permite escindir el dominio GST de la proteina de fusion y
posteriormente cromatografia de intercambio iénico utilizando una columna con DEAE
(dietilaminoetil) Sepharose CL6B. Finalmente, se realizé una segunda cromatografia de
afinidad, pasando nuevamente la muestra por la resina de GSH-Sepharose pero
guedandose esta vez con la fraccion que no era retenida. La enzima obtenida se
concentrd por ultrafiltracion y se conservo en amortiguador fosfato (0.2 M, pH 7.2) a — 80
°C. Alternativamente también se expreso y purificd la CBS nativa de cadena completa, a
partir del plasmido pGEX4T1/hCBS en un procedimiento similar al descrito anteriormente.

Caracterizacion bioquimica del preparado enzimético

La concentracion proteica se determind por el método de Bradford, utilizando albumina
sérica bovina como estandar (180). El contenido de hemo fue determinado por el método
de piridina-hemocromo que consiste en incubar la muestra en una solucién alcalina
(NaOH 0.1 M) que contiene piridina (2.5 M) y agregar ditionito de sodio para reducir el
hierro de la porfirina, que lo convierte en hemocromo con un maximo de absorcion en 556
nm, a diferencia del hemicromo (complejo porfirina oxidada-piridina) que no presenta un
pico de absorbancia definido sino un hombro que absorbe a 540 nm. El contenido de
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hemo se calcula de acuerdo a la diferencia en las absorbancias de la especie oxidada y
reducida (556nm — 540nm) tomando en cuenta el coeficiente de extincion reportado (&sse-
ss0) = 23.98 mM'cm™) (181). Como control y para comparar el resultado con datos
conocidos, se determiné el contenido de hemo de la mioglobina y del citocromo c.

La concentracion de piridoxal fosfato se estudié por fluorescencia, luego de remover el
PLP de la enzima con hidroxilamina seguido de didlisis, monitoreando la fluorescencia de
la oxima (Aexc 353 NM; Aem 446 NM) y comparando con una curva de calibracion utilizando
PLP de concentraciones conocidas determinadas espectrofotométricamente (€295 nm = 5.1
mM*cm™) (68).

El contenido de grupos tiol reducidos presentes en la enzima se cuantific6 de acuerdo al
método de Ellman, incubando la CBS (5 pM) con una solucion de &cido 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB, 200 uM), siguiendo la formacion de TNB (€412 nm = 13.6 mM™* cm™)
(182). Las muestras fueron ultrafiltradas utilizando centricones Ultrafree 0.5 (Millipore)
para remover la interferencia debida a la absorbancia caracteristica de los cofactores a
412 nm. En los casos en los que fue necesario bloquear los tioles reducidos de la enzima,
se incubd una solucién de CBS con un exceso de 10 veces de N-etilmaleimida (NEM, 1
mM) durante 30 min a 25 C, seguida de gel filtraci 6n en una columna de cromatografia
microBio-Spin (Bio-Rad).

Medidas de actividad de la CBS

El ensayo de actividad se basa en la reaccion de la cistationina con ninhidrina, en que se
forma un complejo coloreado que absorbe a 453 nm. Brevemente, se incub6 a 37 € una
mezcla de reaccion conteniendo PLP (0.25 mM), serina (30 mM) y CBS en amortiguador
Tris (250 mM, pH 8.6), iniciando la reaccién con el agregado de L-homocisteina (30 mM)
(183, 184). La reaccion se detuvo con el agregado de acido tricloroacético (TCA 5 %) y se
removieron las proteinas por centrifugacion durante 10 min a 5590 g y 4 °C. A
continuacion se agregdé ninhidrina al sobrenadante, la mezcla se incub6 5 min a 100 °C,
se enfrid en bafio con hielo durante 2 min y se dejé desarrollar color por 20 min a
temperatura ambiente, luego de lo cual se midi6 la absorbancia a 453 nm contra un
blanco sin enzima. La cantidad de cistationina formada fue determinada realizando una
curva de calibracion con cistationina de concentracion conocida. Alternativamente, se
puede utilizar un ensayo radiactivo, basado en la formacion de cistationina a partir de
serina marcada radiactivamente (68). Una unidad (U) de actividad enzimética de CBS se
define como la cantidad de enzima necesaria para la formacién de 1 umol de cistationina
por hora a 37 °C. La actividad especifica de la enzima se expres6 en U mg™ de proteina.

El reactivo de ninhidrina se prepard disolviendo 1 g de ninhidrina en 100 mL de acido
acético glacial, al cual luego se agreg6 1/3 del volumen de &cido fosforico glacial. Para
preparar 1 mL de L-homocisteina 200 mM, se disolvieron 0.2 mmoles de L-homocisteina
tiolactona en 0.2 ml de NaOH 5 M, se incub6 por 5 min a 37°C y se ajusto el pH a 8.6
con HCI 2 M. Luego se agregd amortiguador Tris-HCI (100 mM, pH 8.6) y ditiotreitol (DTT,
20 mM) (185).

Medida de la actividad glutarredoxina

La actividad hidroxietildisulfuro:glutation oxidorreductasa de la CBS se determind
siguiendo la oxidacién del glutatién, acoplando la reaccién a NADPH vy glutatién reductasa
(186). La reaccién fue monitoreada siguiendo la disminucién en la absorbancia a 340 nm
correspondiente al consumo de NADPH (€340 nm = 6220 M'lcm‘l). En un volumen final de 1
mL se incubé GSH 1 mM, NADPH 0.4 mM, EDTA 2 mM, BSA 0.1 mg/mL y glutatién
reductasa 6 pg/mL en Tris 0.1 M, pH 8.0. A continuacion se agrego hidroxietildisulfuro
(0.7 mM) y luego de 2 min se afiadié CBS, siguiendo la absorbancia a 340 nm. La unidad
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de actividad se define como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion de 1 umol de
NADPH por minuto.

Obtencion de condiciones anaerdbicas

Para realizar los experimentos en anaerobiosis se utilizaron viales o celdas
espectrofotomeétricas selladas con septos de goma. Las soluciones fueron degaseadas
por burbujeo intenso con argén o nitrégeno durante 20 a 30 min y se transfirieron con
jeringas “gastight”. En algunos casos, para asegurar la ausencia de trazas remanentes de
oxigeno, se utilizé el sistema compuesto por glucosa (100 mM), glucosa oxidasa (8 U/mL)
y catalasa (260 U/mL, segun medidas de actividad con peroxido de hidrégeno 10 mM). La
solucion amortiguadora anaerobica fue preparada disolviendo las sales de fosfato en
agua destilada hervida y burbujeando con nitrégeno.

Alternativamente, en los ensayos realizados en la Universidad de Michigan se utilizaron
tondmetros, dispositivos de vidrio con forma de burbuja, que permiten un degaseo
eficiente de las soluciones dado que es posible alternar el burbujeo con argdn y vacio,
repetido en 20 ciclos, dejando finalmente la solucion en presién positiva con argén hasta
ser utilizada. El tondmetro tiene la posibilidad de enroscar una jeringa “gastight”, para
poder titular la solucién, por ejemplo para reducir la enzima con ditionito de sodio y
ademdas se puede afiadir un brazo de vidrio en cuyo extremo tiene incorporada una celda
de espectrofotdbmetro. A su vez, los tondmetros pueden conectarse a las jeringas del
espectrofotometro de flujo detenido.

En los experimentos en los que se utilizé el espectrofotdmetro de flujo detenido, para
asegurar la anaerobiosis se incubd el equipo durante toda la noche con una solucién de
ditionito de sodio. En los experimentos realizados en la Universidad de Michigan, se
utilizé una solucibn compuesta por protocatehuate (PCA, 100 mM) y protocatehuate
dioxigenasa (PCD 0.06 U/mL) en amortiguador fosfato 0.1 M, pH 7.4 (187). Estas
soluciones fueron luego removidas con sucesivos lavados con agua destilada y
amortiguador degaseados previo a la introduccidbn en el equipo de las soluciones
anaerobias para realizar las determinaciones.

Reduccion quimica de la CBS

La reduccion de la enzima se realiz6 en condiciones anaerbbicas, degaseando las
soluciones de CBS por burbujeo intenso con argdén. Se agreg0é ditionito de sodio
(Na,S,0,) en cantidad estequiométrica y el nivel de reduccién de la CBS fue monitoreado
espectrofotométricamente por el corrimiento de la banda de Soret de 428 a 449 nm (69,
76). La solucion stock de ditionito fue preparada en NaOH 0.1 N degaseada y se
cuantificd siguiendo la reduccién de ferricianuro de potasio (KsFe(CN)e) a 420 nm (€420 =
1020 M™cm™) (188), asumiendo una estequiometria 2 a 1, de acuerdo con que la especie
reductora es el producto de disociacion del ditionito, el radical anién diéxido de azufre
(SO,™) (189). Debido a su autooxidacién, se control6 la concentracion de ditionito,
midiéndose al inicio y finalizacion de cada ensayo.

Alternativamente, en algunos casos, para reducir el hemo de la CBS se ultiliz6 citrato de
titanio (1), de acuerdo a procedimientos reportados previamente (68, 190). El citrato de
titanio se prepar6 mezclando &cido citrico 0.2 M con una solucion de cloruro de titanio
(TiCls, 1.9 M) preparada en HCI 0.2 M, neutralizando la mezcla con carbonato de sodio.
El citrato de titanio se cuantificé midiendo su absorbancia a 340 nm (€340 = 0.73 mMtem’
1Y (190) o siguiendo la reduccién de ferricianuro de potasio como fue descrito
anteriormente.
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Determinacion del potencial de reduccién del hemo d ela CBS

Voltametria ciclica. Los voltagramas fueron registrados a temperatura ambiente en una
celda de vidrio de tres electrodos utilizando un potenciostato/galvanostato BAS EC
Epsilon (Bioanalytical Systems, Inc.). Como electrodo de trabajo se utilizé6 un alambre de
platino (99.999%, Goodfellow) con el cual se obtuvo una mejor respuesta electroguimica
gue utilizando electrodos de oro o de carbén. El electrodo auxiliar también fue de platino y
como referencia se utilizd6 un electrodo de Ag/AgCl, calibrado antes de cada
determinacion. Los valores de potencial son reportados respecto al electrodo normal de
hidrégeno (NHE), afiadiendo 0.200 V al valor de potencial medido utilizando el electrodo
de referencia Ag/AgCI. Las determinaciones fueron realizadas con una solucién de CBS
trunca dimérica (10 uM) en perclorato de potasio (0.1 M) como electrolito soporte, con un
pH final ~6.5 medido al comenzar y finalizar cada ensayo. Las soluciones y la celda
fueron deoxigenadas burbujeando con nitrégeno durante 30 min previo a cada
determinacion.

Titulacién potenciométrica. El potencial de reduccion (E,) del hemo de la CBS fue
determinado potenciométricamente de acuerdo al método de Dutton, utilizando ditionito
de sodio como reductor y ferricianuro de potasio como oxidante (191). Se utilizd6 una
solucion degaseada de CBS trunca dimérica (15 uM) en amortiguador fosfato de sodio
(50 mM, pH 7.2), en presencia de los siguientes mediadores redox: antraquinona 2-
sulfonato (E,, = — 225 mV), benzil violégeno (E., = — 358 mV) y metil violégeno (E,, = —
440 mV) (192), cada uno en una concentracion final de 10 uM. Las titulaciones redox
fueron realizadas en un dispositivo diseflado especialmente el cual consistia en una celda
del espectrofotbmetro de 1 mL, sellada con un septo de goma a través del cual se
introdujeron los electrodos de trabajo y auxiliar, ambos alambres de platino, y el electrodo
de referencia de Ag/AgCl, calibrado rutinariamente antes de cada determinacion. Las
medidas de potencial fueron registradas mediante un potenciostato FLUKE 75 IlI
Multimeter. Las titulaciones redox fueron realizadas a temperatura ambiente en
condiciones anaerobias, degaseando todas las soluciones, asi como la celda mediante
burbujeo intenso con nitrégeno. Los valores de potencial medidos son reportados
respecto al electrodo normal de hidrégeno (NHE). Luego de la adicién del reductor u
oxidante, se dejo equilibrar el sistema hasta notar que el cambio en el potencial
registrado fuera <1 mV en 5 min y en ese momento se registro el espectro de absorcion.
Como control también se registraron los espectros UV-Vis de los mediadores en
presencia de ditionito de sodio o ferricianuro, en ausencia de CBS y en cada valor de
potencial se rest6 su contribucion a la absorbancia en presencia de enzima.

Determinacion de la constante de velocidad de reacc  i6n entre Fe(ll)CBS y oxigeno

El estudio de la cinética de reaccion fue realizado utilizando un espectrofotometro de flujo
detenido Applied Photophysics SF 17MV (Leatherhead, UK) con un tiempo de mezclado
menor de 2 ms. Los experimentos se realizaron en condiciones de pseudo-primer orden,
utilizando concentraciones en exceso de dioxigeno. En una de las jeringas, sellada con
septo de goma y bajo flujo continuo de argon, se colocé una solucion degaseada de
Fe(INCBS en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4 con DTPA 0.1 mM) previamente
reducida con ditionito de sodio (40-100 uM) transferida con una jeringa “gastight” en
condiciones anaerobicas. En la otra jeringa se colocaron concentraciones crecientes de
dioxigeno obtenidas mezclando diferentes volimenes de agua destilada degaseada
(burbujeada con argén), con agua equilibrada con aire (0.258 mM O,) o equilibrada con
dioxigeno (1.25 mM O,) a 25 € (193). Las constantes de velocidad observadas para la
oxidacion de CBS kg (™) se determinaron ajustando los datos de absorbancia a 449 nm
a una funcion de caida exponencial de primer orden, utilizando el software del equipo.
Las determinaciones fueron realizadas en presencia de SOD (0.25 pM mondémero). Se
mantuvo la temperatura controlada a 25.0 £ 0.1 . Los espectros en funcién del tiempo
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fueron obtenidos utilizando un accesorio de arreglo de diodos (Applied Photophysics
(200-750 nm), Leatherhead, UK) acoplado al espectrofotometro de flujo detenido.

Determinacion de la constante de reaccion entre Fe(  II)CBS y peroxido de hidrégeno

La cinética de reaccién fue estudiada en un espectrofotémetro de flujo detenido siguiendo
un procedimiento similar al descrito anteriormente. Se mezclé una solucion anaerodbica de
Fe(INCBS (5 pM) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4 con DTPA 0.1 mM) con
concentraciones crecientes y en exceso de peroxido de hidrogeno (0-4 mM) en presencia
de dioxigeno (129 puM) y SOD (0.25 uM). Los trazos cinéticos correspondientes a la caida
en la absorbancia a 449 nm fueron ajustados a una funcién exponencial de primer orden
para obtener las constantes de velocidad aparente Kqps (S™).

Determinacién de la constante de reaccion entre Fe(  11)CO-CBS y oxigeno

El estudio cinético de la reaccion de reoxidacion del Fe(ll)CO por dioxigeno fue realizado
en colaboracion con David Ballou (Universidad de Michigan) utilizando un
espectrofotdbmetro de flujo detenido Hi-Tech Scientific modelo SF-61DX al cual se acoplo
un accesorio de arreglo de diodos para registrar los espectros de absorcion en el tiempo.

Para obtener las soluciones anaerobicas de la enzima se utilizaron tonometros, como se
explicd en la seccion de obtencién de condiciones anaerdbicas. En estos ensayos, la
CBS (5 uM, concentracion final luego de mezclar) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4
con DTPA 0.1 mM) fue primero degaseada en el tonémetro realizando varios ciclos de
nitrégeno/vacio, luego se titulé con ditionito, agregado mediante la jeringa en pequefas
concentraciones y se verifico la reduccion realizando espectros de absorcion. A
continuacion, la solucion de Fe(ll)CBS se satur6 con monéxido de carbono (CO)
alternando ciclos de vacio y burbujeo con CO de tanque durante 20 min y luego se
registraron espectros en el tiempo para confirmar la formacion de la especie Fe(l)CO.
Finalmente se conectd el tonédmetro al espectrofotometro de flujo detenido. En la otra
jeringa se colocaron concentraciones crecientes y en exceso de oxigeno, obtenidas
burbujeando agua destilada degaseada con oxigeno de tanques con diferentes
porcentajes. Las determinaciones fueron realizadas en presencia de SOD (0.5 pM
mondmero) y se mantuvo la temperatura controlada a 25.0 + 0.1 <C.

Exposicion de CBS a sistemas reductores

Se incubd la CBS con diferentes sistemas reductores, en presencia o0 ausencia de
nucleotidos de piridina (NADH o NADPH) vy flavinas di- o mononucleétido (FAD y FMN),
monitoreando la reduccion de la enzima por los cambios en el espectro UV-Vis. La
determinacion fue realizada en condiciones anaerobias como fue descrito previamente.
Se realizaron también ensayos donde se estudié el consumo de oxigeno utilizando un
electrodo Clark, en presencia de los sistemas reductores y NADP(H) antes y después del
agregado de la CBS.

Como sistemas reductores se utilizaron fracciones subcelulares de higado de rata, en
particular la fraccion citosélica y microsomal; y flavina reductasas purificadas como la
xantina oxidasa (comercial y purificada en nuestro laboratorio), metionina sintasa
reductasa y NR1 (purificadas en el laboratorio de Ruma Banerjee).

Fraccionamiento subcelular. Se realiz6 el fraccionamiento subcelular a partir de extractos
de higado de rata. Los 6rganos fueron obtenidos en colaboracion con Adriana Cassina
del Departamento de Bioguimica de Facultad de Medicina, quien realiza experimentos
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con estos animales y cuenta con la habilitacion correspondiente. Brevemente, se extrae
el higado de una rata sacrificada en el momento y se mantiene en hielo durante todo el
procedimiento. Se corta en trozos pequefios y se resuspende en la solucién de
homogeneizacion (10% wi/v) que contiene sacarosa (0.25 M) e inhibidores de proteasas
en amortiguador Tris 50 mM, pH 7.4. A continuacién se homogeneiza el tejido con un
homogenizador Potter-Elvenhem a 1100 rpm con varias incursiones del émbolo y el
homogeneizado se filtra en gasa. Posteriormente se realizd6 el fraccionamiento
subcelular siguiendo protocolos estandar de centrifugacion diferencial (194). El
homogeneizado se centrifugd a 900 g por 20 min a 4 T y el sobrenadante, contenie ndo
las fracciones mitocondrial y citosélica se centrifugd nuevamente a 10.000 g durante 30
min™ h a 4 . Se recolectaron los sobrenadantes conten iendo las fracciones citosdlicas.
Para obtener la fraccion microsomal se realiz6 una ultracentrifugacion a 100.000 g
durante 1 h a 4 <C. Los pellets enriquecidos en fra ccion microsomal fueron resuspendidos
en 1 mL del amortiguador Tris 50 mM, pH 7.4 con sacarosa 0.25 M. Como control, se
avaluo la actividad del extracto siguiendo la reduccion del diclorofenolindofenol (50 uM,
DCFIF) monitoreando el descenso en la absorbancia a 600 nm (gg00 nm = 22000 M cm'l)
(195), en presencia de NADH y/o NADPH 100 puM (196).

Expresion y purificacion de la MSR y oxidorreductasa NR1. Estas flavoproteinas fueron
purificadas siguiendo un procedimiento similar al de la CBS, mediante un sistema de
expresion que produce una proteina de fusion con un dominio glutation transferasa
(GST). El cultivo se creci6 en medio LB con ampicilina a 37 °C hasta obtener una
absorbancia a 600 nm de 0.6. Posteriormente se indujo la expresion de las proteinas
recombinantes con isopropiltiogalactopirandsido (IPTG, 1 mM), se agrego riboflavina (1
mg/L) y se crecié en condiciones de baja agitacion a 25 T durante 16-18 horas. Luego
las células se lisaron por sonicacion y la purificacion continu6 mediante una
cromatografia de afinidad utilizando una resina de glutation-Sepharosa, seguida de
protedlisis limitada con trombina para remover el dominio de glutation transferasa y
finalmente otro paso por la columna de glutation-Sepharosa, pero ahora recogiendo el
eluido donde se encuentra la enzima. Alternativamente se puede realizar una
cromatografia de afinidad utilizando una resina de 2',5-ADP-Sepharose, que une estas
proteinas por su dominio de union a NADPH. Finalmente las enzimas purificadas fueron
caracterizadas mediante la realizacion del espectro de absorcion para confirmar el
contenido de flavinas y se midio su actividad determinando la reduccion de citocromo ¢
en presencia de NADPH.

4.2. Preparacién y cuantificacion de especies react  ivas

Peroxinitrito.  El peroxinitrito fue sintetizado en un reactor de flujo detenido a partir de
nitrito de sodio (NaNO,) y peréxido de hidrogeno en condiciones de pH &cido, de acuerdo
al procedimiento reportado previamente (197). Las soluciones stock de peroxinitrito
fueron tratadas con di6oxido de manganeso para eliminar el peroxido de hidrégeno
remanente de la sintesis y se conservan a —80 C. L a concentracion de peroxinitrito se
midié espectrofotométricamente a 302 nm (g5, = 1670 M'cm™) (198) y se realizaron
diluciones en NaOH 10 mM o 0.1 N inmediatamente antes de su utilizacion. La
concentracion de nitrito (NO,") contaminante fue tipicamente menor al 25 % respecto a la
concentracion de peroxinitrito.
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Peroxido de hidrégeno. Las soluciones de peréxido de hidrogeno fueron preparadas a
partir de la dilucion del stock en agua Nanopura y su concentracion se determin6 de
acuerdo a su absorbancia a 240 nm (x40 = 43.6 M'em™) (199).

La formacién de peroxido de hidrogeno por reaccion del oxigeno con la CBS reducida,
fue determinada por un método fluorescente, utilizando acido para-hidroxifenilacético (p-
HPA) cuya oxidacion genera el dimero (p-HPA), en una reaccion catalizada por la
peroxidasa de rdbano (HRP). El ensayo consistié en agregar alicuotas de reaccioén a una
solucion con p-HPA (1 mM) y HRP (10 nM) en amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.4,
incubando durante 10 min a 37C. A continuacion, dado que la maxima emision de
fluorescencia del (p-HPA), se obtiene a un pH alcalino, una alicuota de la mezcla se
diluy6é al medio en amortiguador pirofosfato 100 mM, pH 10, se midio la fluorescencia
(Aexc = 323 nm; Aem = 400 nm) y se determiné la concentracién utilizando una curva de
calibracion con concentraciones conocidas de peroxido de hidrégeno.

Acido hipocloroso.  El &cido hipocloroso fue preparado a partir de la dilucion de la
solucion stock en NaOH 0.1 N y se cuantific6 midiendo su absorbancia a 292 nm (&;9, =
350 M*cm™) (200).

Taurina cloramina. La solucion de taurina cloramina (TauCl) fue preparada antes de
cada experimento, mezclando taurina con hipoclorito en una relacion de 10:1 con un
exceso de taurina para evitar la formacion de di- y tricloraminas y se cuantific6 midiendo
su absorbancia a 252 nm (g, = 429 M'cm™) (148, 201). Alternativamente, se utilizé un
ensayo colorimétrico basado en la oxidaciébn de yoduro de potasio. Brevemente, se
hicieron reaccionar alicuotas de TauCl de concentracién desconocida con una solucion
de KI 50 mM en amortiguador &acido acético/acetato 0.1 M pH 4.0 y se cuantificé la
absorbancia correspondiente a la formacion del anién triioduro (I37) a 287.5 nm (€975 =
40000 M*cm™) y 353 nm (gzs3 = 26400 M*cm™) (202). La concentracién de TauCl
obtenida de esta forma solo difiere en menos de un 5 % de las obtenidas directamente
por su absorbancia a 252 nm, por lo que ambos métodos son concordantes.

Deteccion de superdoxido

La formacion del radical anion superéxido como producto de la reaccion del oxigeno con
CBS reducida, fue determinada en primera instancia midiendo la reduccién de citocromo
c (cit ¢*) a 550 nm (ess0 = 21000 M*cm™) (203). También se utilizé nitro blue tetrazolio
(NBT), cuya reduccion por superéxido genera el formazan de color azul-violaceo medido
a 550 nm (gss0 = 15000 M*em™) (204). Finalmente, se opt6 por utilizar epinefrina, cuyo
producto de oxidacion por el superdxido forma adrenocromo (205, 206) que absorbe a
480 nm (e450 = 4020 M'cm™) (69). Se confirmé la especificidad del proceso evaluando la
inhibicion de su oxidacién por superoxido dismutasa (SOD). Las soluciones stock de
epinefrina bitartrato (40 mM) fueron preparadas en el momento en HCI 0.01 N y se
mantuvieron en hielo para prevenir su autooxidacién. En un ensayo tipico se incubd
Fe(Il)CBS (previamente reducida con cantidades subestequiométricas de ditionito de
sodio) con epinefrina y oxigeno, afiadidos simultaneamente en una concentracion final de
2 mM y 200 uM respectivamente, en ausencia y en presencia de SOD (1.5 pM
mondmero). Dado que se ha reportado que la CBS puede reoxidarse lentamente y en
forma espontdnea en un proceso promovido por pH acido (207), estos experimentos
fueron realizados en un medio ligeramente alcalino, en amortiguador Tris (0.1 M, pH 8.6).
La oxidacion de epinefrina fue seguida espectrofotométricamente registrando los
espectros de absorcion luego de realizar una ultrafiltracion para remover la interferencia
en la absorcién debida a los cofactores de la enzima. Como control se realizaron ensayos
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en ausencia de CBS. Para determinar la estequiometria de oxidacion de epinefrina por el
anion superoxido, se compard esta reaccion con la reducciéon de citocromo ¢**. Como
sistema generador de superdxido se utiliz6 la enzima xantina oxidasa (3.5 mU/mL)
agregando xantina (50 uM) como sustrato. Como control, la actividad de la xantina
oxidasa fue monitoreada espectrofotométricamente midiendo la aparicién del producto
&cido Urico a 292 nm (g,9, = 11000 M™cm'™).

Procedimientos generales

Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro Varian Cary 50. Los
experimentos fueron realizados en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) excepto se
indique lo contrario, conteniendo acido dietilentriaminopentaacético (DTPA, 0.1 mM) para
eliminar la posible interferencia debida a trazas de metales.

4.3. Estudio de la reactividad del sulfuro de hidr6  geno

Preparacion y cuantificacion de sulfuro de hidrégen o]

Como fuente de sulfuro de hidrégeno en solucion se utilizé sulfuro acido de sodio (NaHS),
almacenado en un desecador. Las soluciones de sulfuro de hidrégeno se prepararon en
agua ultrapura deoxigenada, se mantuvieron en hielo en recipientes sellados y se
utilizaron en el dia. La concentracion de la solucidn stock de sulfuro de hidrégeno fue
estandarizada mediante titulacion iodométrica. Brevemente, el sulfuro fue atrapado con
acetato de zinc para minimizar su difusion y luego fue tratado con un exceso de iodo en
medio acido. El iodo remanente fue titulado con tiosulfato de sodio (208). La
concentracion de sulfuro de hidrégeno fue tomada como el 70.3 % de la estimada por
pesada.

La concentracion de sulfuro de hidrégeno en mezclas de reaccion fue determinada
espectrofotométricamente por el método del azul de metileno (97, 209). Las alicuotas de
reaccion fueron mezcladas con cloruro de zinc (2 mM) para fijar el sulfuro y luego se
agreg6 N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPDA, 7.5 mM final a partir del stock 20 mM en
HCI 7.2 M) en presencia de cloruro férrico (FeCls, 11.25 mM final a partir del stock 30 mM
en HCI 1.2 M). Luego de 20 min a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 670
nm correspondiente a la formacion del azul de metileno, el cual se relacion6 con la
concentracion de sulfuro utilizando curvas de calibracion con concentraciones conocidas
de NaHS. Alternativamente, el sulfuro de hidrégeno fue medido mediante un método
polarimétrico, utilizando un electrodo sensor de sulfuro (Modelo 1SO-H2S-2; World
Precision Instruments, WPI). El voltaje se fijo6 en 150 mV y la sefal fue detectada
acoplando el analizador Apollo 4000 (WPI). Antes de cada determinacion, se calibréd el
sensor realizando una curva de calibracion con soluciones de sulfuro de hidrégeno
preparadas en el momento utilizando las mismas condiciones que en el experimento.

Cinética de la reaccion del peroxinitrito con sulfu ro de hidrégeno

Para determinar la constante de velocidad de la reaccion del peroxinitrito con sulfuro de
hidrégeno, se siguié la cinética de descomposicion del peroxinitrito utilizando un
espectrofotometro de flujo detenido como fue descrito anteriormente. Los experimentos
se realizaron en condiciones de pseudo-primer orden, monitoreando la descomposicion
del peroxinitrito a 302 nm en presencia de un exceso de sulfuro de hidrégeno. No se
observd una interferencia apreciable de la absorbancia del sulfuro de hidrogeno a 302
nm. Las constantes de velocidad observadas kqs (s™) fueron determinadas a partir del
ajuste de los trazos cinéticos a una funcion de caida exponencial de primer orden
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utilizando el software del equipo. La temperatura fue mantenida a 37.0 + 0.1 T y el pH
final se midi6 mezclando volumenes iguales de la solucion de cada jeringa (simulando la
mezcla realizada en la celda del espectrofotometro de flujo detenido). Los valores
reportados son el promedio + desviacion estandar (SD) de al menos 7 determinaciones
independientes.

Las soluciones del amortiguador fosfato de sodio con DTPA 0.1 mM a pH 7.4, fueron
preparadas con la precaucibn de no adicionar NaOH para disminuir el efecto
contaminante del didxido de carbono. Para estudiar especificamente el rol del diéxido de
carbono en la reactividad del peroxinitrito, se prepard una solucion stock de bicarbonato
de sodio (NaHCO3;, 1M) que se adiciond al amortiguador fosfato pH 7.0 de forma que
alcance un pH de 7.4 + 0.1 y una concentracion final de NaHCO; de 25 mM. La
concentracion final de di6xido de carbono fue de 1.2 mM, calculada de acuerdo al valor
de pK, de 6.1 para el equilibrio entre el acido carbdnico y el diéxido de carbono. Esta
solucion amortiguadora modificada se preparé en el momento y se utilizé inmediatamente
para minimizar la difusién del diéxido de carbono. Se realizaron controles con peroxinitrito
previamente descompuesto en la solucion amortiguadora (experimentos de adicion
reversa) a fin de descontar la contribucion a los rendimientos de oxidacion de
contaminantes presentes en las preparaciones de peroxinitrito, como la de los productos
de su descomposicion, en particular nitrito.

Cinética de la reaccion del peréxido de hidrogeno ¢ on sulfuro de hidrogeno

Los experimentos se realizaron en condiciones de pseudo-primer orden, utilizando una
concentracion en exceso de peréxido de hidrogeno. La reaccion dio comienzo luego de
agregar sulfuro de hidrogeno (190 puM) a viales sellados conteniendo perdxido de
hidrégeno (2.5 mM) en amortiguador Tris (0.1 M, pH 7.4 con DTPA 0.1 mM) incubados a
37 C. Se tomaron alicuotas de la reaccion a difere ntes tiempos a las que se les adiciono
catalasa (78 U/mL, de acuerdo a medidas de actividad con peréxido de hidrégeno 10
mM) para detener la reaccion y consumir el exceso de perdxido de hidrégeno que
permanecié sin reaccionar, en presencia de cloruro de zinc (10 mM) para atrapar el
sulfuro. A continuacion se cuantifico el contenido de sulfuro en las muestras mediante el
método del azul de metileno y a partir del ajuste a una funcién exponencial de primer
orden se determinoé el valor de la constante de velocidad. Como control se determin6 que
la caida en la concentracion de sulfuro de hidrégeno en ausencia de peréxido de
hidrégeno no resultdé ser significativa durante los tiempos de incubacién. Ademas se
verifico que la actividad catalasa no resulté afectada por el cloruro de zinc en nuestras
condiciones experimentales.

Cinética de la reaccion del hipoclorito con sulfuro de hidrégeno

La cinética de reaccidbn de oxidacion del sulfuro de hidrégeno por hipoclorito fue
estudiada mediante un ensayo de competencia con metionina. Las reacciones dieron
comienzo con el agregado de hipoclorito a mezclas de reaccién conteniendo sulfuro de
hidrégeno en ausencia o en presencia de concentraciones crecientes de metionina en
amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4 con Chelex) incubados en viales sellados a 37 <C.
Luego del agregado del hipoclorito, las reacciones fueron incubadas durante 1 min y
posteriormente se tomaron alicuotas de la reaccion para cuantificar el contenido de
sulfuro por el método del azul de metileno. Los controles realizados demostraron que no
hubo reaccién apreciable entre el sulfuro de hidrégeno y metionina en nuestras
condiciones experimentales y que la metionina no interfiri6 de forma apreciable con el
método empleado de cuantificacion del sulfuro. Dado que el hipoclorito es muy reactivo
hacia una gran variedad de compuestos bioldgicos, en particular las aminas, la eleccién
del amortiguador es critico para evitar interferencias, por tanto estos experimentos fueron
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realizados en amortiguador fosfato tratado con Chelex para eliminar la posible
interferencia debida a metales traza y evitar la utilizacién del agente quelante DTPA.

Alternativamente, el sulfuro de hidrogeno fue detectado utilizando el sensor de sulfuro. En
un experimento tipico, el hipoclorito fue inyectado en una camara con temperatura
controlada conteniendo sulfuro de hidrogeno en ausencia 0 en presencia de
concentraciones crecientes de metionina. Los controles realizados demostraron que en
las concentraciones utilizadas, el hipoclorito o la metionina no interfirieron en la sefial de
deteccidn correspondiente al sulfuro de hidrégeno.

Cinética de la reaccion de taurina cloramina con su  Ifuro de hidrégeno

El estudio cinético de la reaccion fue realizado siguiendo el consumo de sulfuro de
hidrégeno utilizando el sensor de sulfuro. La reaccion dio comienzo luego de agregar
sulfuro de hidrégeno (3.5 uM) a diferentes concentraciones de TauCl (30-90 uM) en
amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4 con Chelex) a 37 €. Como control, en las
concentraciones ensayadas no se detectd sefial apreciable debida a TauCl en ausencia
de sulfuro de hidrégeno.

Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue medido utilizando un oximetro Cole Parmer (Vernon Hills, I,
USA) conectado a un electrodo Clark (Modelo 5300, Yellow Springs Instrument Co.)
acoplado a una computadora con un procesador DUO.18 (World Precision Instruments).
El electrodo fue calibrado tomando como 100% la solubilidad del oxigeno en agua
burbujeada con aire (solubilidad del oxigeno a 37 °C, 217 uM). En un experimento tipico,
se inyectd peroxinitrito (0.5 mM) a la camara del oximetro conteniendo diferentes
concentraciones de sulfuro de hidrégeno en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM
DTPA) a 37 T. Como control, los reactivos fueron a fiadidos en forma reversa, siendo el
peroxinitrito descompuesto en amortiguador antes de ser mezclado con el sulfuro de
hidrégeno.

Experimentos de radidlisis de pulso

El estudio fue realizado mediante la técnica de radidlisis de pulso, en un trabajo de Madia
Trujillo en colaboracion (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina) con Lisa
Folkes y Peter Wardman, en el Gray Cancer Institute (University of Oxford, UK). Se utilizé
un acelerador lineal de 6 MeV. Se realizaron pulsos electronicos de 6 MeV de energia
durante 0.2 ps, que resultan en ~ 0.8 Gy, determinado por dosimetria de tiocianato.

La constante de velocidad de la reaccién entre el radical didxido de nitrégeno y sulfuro de
hidrogeno fue determinada en un ensayo de competencia con 2,2-azinobis(3-
etilbenztiazolina 6 acido sulfénico) (ABTS*), como fue reportado previamente (210). El
radical dioxido de nitrégeno ('NO,) fue generado por radidlisis de pulso de soluciones
acuosas conteniendo 6xido de dinitrégeno (N,O, 25 mM), dando lugar a concentraciones
submicromolares de radical hidroxilo (HO"), que en presencia de nitrito de sodio (NaNO,,
5 mM) gener6 el 'NO,. Una vez formado, el "NO, reaccion6 con ABTS?, cuya oxidacién
genera el radical ABTS™ seguido a 645 nm (g = 13400 M* cm™) (211); o con sulfuro de
hidrogeno dando lugar a la formacion del radical sulfanilo (S7) que también oxida al
ABTS*para formar ABTS™. Las concentraciones de ABTS* y de sulfuro de hidrégeno
utilizadas en el ensayo fueron seleccionadas de forma que aunque en gran exceso
respecto a ‘NO,, no compitieran con el nitrito para la formacion inicial del radical hidroxilo.
Las soluciones de ABTS* (20-100 pM) fueron preparadas en amortiguador fosfato de
sodio (25 mM, pH 6 y 7.5) y saturadas con N,O. La constante de velocidad de la reaccion
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de oxidacion del ABTS? por el S~ también fue determinada por radidlisis de pulso,
siguiendo el procedimiento descrito previamente para la reaccion del ABTS? con
radicales tiilo (210). Las constantes de velocidad observadas fueron obtenidas por
ajustes de la formacion de ABTS™ a una funcién doble exponencial. Los experimentos
fueron realizados a temperatura ambiente (~25 C).

Simulaciones y andlisis de los datos

Todos los experimentos reportados fueron repetidos en dias diferentes, con cada
condicion realizada habitualmente por triplicado con resultados reproducibles. Los
resultados se expresan como valores promedio con los correspondientes valores de
desvio estdndar o se muestra un experimento representativo de los mismos. Las graficas
y el andlisis de los datos fueron realizados utilizando el programa Origin 6.1 (Microcal
Software).

Las simulaciones asistidas por computadora fueron realizadas utilizando el programa
Gepasi version 3.30 (212). Para el estudio de la oxidacion aerdbica del sulfuro de
hidrégeno por peroxinitrito, las constantes cinéticas utilizadas fueron seleccionadas para
las reacciones a pH 7.4 y 37 C, cuando no se encontraron constantes en estas
condiciones se utilizo el valor reportado mas cercano.

Las estructuras cristalogréaficas fueron visualizadas y analizadas con el programa PyMol
v0.99 (61) utilizando las coordendas atomicas obtenidas del Protein Data Bank con el
cbdigo de acceso 1JBQ (50). Para los célculos electrostaticos se utilizd la aplicacion
Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) (213).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Expresion, purificacion y caracterizacion de p  reparados de
CBS recombinante humana

Esta parte del trabajo fue realizado en conjunto con Laura Celano, como parte de su
Maestria en Ciencias Biol6gicas referente a las interacciones de CBS con el peroxinitrito.
También participé Ernesto Cuevasanta en el marco de su tesina de grado.

5.1.1. Expresion y purificaciéon de la CBS

La CBS humana fue purificada en su variante trunca dimérica, a partir de un sistema de
expresion que produce una proteina de fusion con un dominio glutation transferasa. En la
Figura 14, se indican las diferentes etapas en la purificacion de la CBS mediante un gel
de electroforesis.

| 80 kDa
— 66 kDa

— 44 kDa

Figura 14. Analisis en SDS-Page de las diferentes e tapas de la
purificacion de la CBS. Se sembraron los lisados de células
bacterianas antes y después de inducir la expresion de la proteina
recombinante con IPTG (carriles 1 y 2, respectivamente). Luego se
sembro la fraccidn obtenida en la sonicacién y extraccion (carril 3).
A partir de la fraccién soluble, se realizé un intercambio iénico (carril
4), cromatografia de afinidad (carril 5), protedlisis con trombina
(carril 6) y nuevamente un intercambio iénico (carril 7) seguido de
otro paso de cromatografia de afinidad (carril 8).

Luego de la induccién, se observa una banda mayoritaria con un peso molecular de
aproximadamente 68 kDa correspondiente a la CBS trunca (45 kDa) unida al dominio de
glutation S-transferasa (23 kDa), con un incremento importante en su intensidad que
corresponde al aumento en el nivel de expresion de la proteina recombinante.
Posteriormente, se lisaron las células y se procedi6 a purificar la proteina por
cromatografia de afinidad, utilizando una resina de glutatibn-sepharosa. La CBS se
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separ6 del dominio de glutatién transferasa por protedlisis limitada por trombina, la cual
fue controlada para evitar la protedlisis de la CBS. En el gel de electroforesis se observa
la aparicion de una banda mayoritaria correspondiente al monémero de la CBS dimérica
(45 kDa), ademas una banda menor de la proteina de fusién adn sin digerir (68 kDa) y la
correspondiente al dominio escindido de glutation S-transferasa (23 kDa). Por tanto, se
realizd otro paso de intercambio i6nico, seguido de una nueva cromatografia de afinidad
pero en este caso nos quedamos con la fraccidén eluida (que pasé por la columna sin
interaccionar con la resina) donde se encuentra s6lamente la CBS, que fue finalmente
concentrada y almacenada en amortiguador fosfato (0.2 M, pH 7.2) a —80 °C.

Es importante destacar que en las sucesivas purificaciones de la CBS se han introducido
pequefias modificaciones al protocolo original que han permitido optimizar el proceso de
expresion y purificacion, logrando finalmente obtener muy buenos rendimientos de
enzima funcional y con alto grado de pureza con para poder realizar los diferentes
ensayos.

5.1.2. Caracterizacion bioquimica de la CBS purific  ada

Determinacion de la actividad enzimatica

Las medidas de actividad de CBS fueron realizadas utilizando un ensayo colorimétrico
basado en la reaccion del producto de la reaccidn cistationina con ninhidrina, reactivo que
reacciona especificamente con grupos amino. En la Figura 15 (panel A), se observa un
espectro de absorcion del complejo ninhidrina-cistationina con un maximo de absorcion a
453 nm y como control los espectros correspondientes a la reaccion de ninhidrina con
cada uno de los sustratos, serina y homocisteina. Ambos sustratos presentan un espectro
de absorcion diferente. Debemos considerar ademéas que la concentracion final de cada
uno luego de agregar ninhidrina a los ensayos de actividad es de 1.5 mM y su aporte a la
absorbancia medida sera menor que la observada en este control. De todas formas, en
cada determinacion de la actividad se realizé un blanco con todos los reactivos en
ausencia de enzima y se restd su contribucidon en la absorbancia final medida. La
cistationina formada en la mezcla de reaccion se cuantificoO realizando una curva de
calibracion con concentraciones conocidas de cistationina (Figura 15, panel B). Se obtuvo
una relacién directa entre la cantidad de cistationina formada y la concentracion de
enzima (Figura 15, panel C). La actividad especifica de la CBS trunca dimérica fue
determinada como 550 umoles mg™ h™ a 37 <C, similar a valores reportados (47).
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Figura 15. Determinacion de la actividad de

CBS. (A) Control: espectro de absorcion de
1.0 cistationina y los sustratos serina y homocisteina
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Determinacion del contenido de hemo

El espectro de absorcién del hemo de la CBS es tipico de una hierro protoporfirina IX.
Luego de la purificacién, la enzima en estado oxidado férrico presenta un maximo de
absorbancia a 428 nm que corresponde a la banda y de Soret, junto con las bandas af3 en
el entorno de los 550 nm, caracteristico de un hemo hexacoordinado de bajo espin
(Figura 16). Se distingue ademas el maximo correspondiente a la banda & del hemo a
364 nm. El cofactor PLP, unido a la enzima mediante una base de Schiff con la Lys119,
presenta a pH 7.4 dos formas tautoméricas en equilibrio correspondientes a la forma
protonada de la aldimina interna (cetoenamina) que absorbe a ~400 nm y a la
desprotonada (enolimina) a ~330 nm, con lo cual se estima que contribuyen en un
pequefio porcentaje a los maximos de absorbancia a 428 y 364 nm (214).

Para evaluar la pureza de la muestra, se calculd la relacion Abs,gy/Abs,,g, COn un valor
promedio de 1.07, similar al valor reportado de ~1.0 (68, 73). El contenido de hemo fue
determinado mediante el método de piridina hemocromo, obteniendo para la CBS trunca
dimérica un 80 % de hemo con un coeficiente de extincion para la forma férrica a 428 nm
y pH 7.4 de 73500 + 3700 M™* cm™ (basado en proteina) y 92700 + 4600 M™* cm™ (basado
en hemo), comparable con el reportado previamente (47).
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Figura 16. Espectro UV-Vis de la CBS oxidada y redu cida. Una solucién de Fe(ll)CBS (9 uM)
en amortiguador fosfato 0.1 M, pH 7.4, fue reducida en condiciones anaerobias con el agregado de
ditionito de sodio. Inserto. Espectro diferencial calculado como Abs Fe(ll)CBS-AbsFe(llI)CBS, por
lo que los maximos positivos representan los picos de la forma reducida.

Reduccion quimica del hemo de la CBS

El hemo de la CBS puede ser reducido utilizando diferentes reductores quimicos, tales
como ditionito de sodio o citrato de titanio. Es importante puntualizar que la reduccién de
la enzima debe realizarse en condiciones anaerdbicas. Para ello pusimos a punto un
protocolo para trabajar en anaerobiosis que implicé sellar las celdas del
espectrofotdmetro con septos y degasear previamente todas las soluciones utilizadas en
el ensayo por burbujeo intenso con argén. Adicionalmente se utiliz6 un sistema para
consumir las trazas de oxigeno remanentes, compuesto por glucosa/glucosa oxidasa y
catalasa y como control para verificar la ausencia de oxigeno en el sistema se utilizd
hemoglobina, determinando espectrofotométricamente la ausencia de la forma oxiHb.

El espectro de absorcion en la forma ferrosa indica un desplazamiento en el maximo de
Soret, con un corrimiento hacia el rojo a 449 nm, lo cual indica la retencién del ligando
tiolato. Ademés se definen dos nuevos picos centrados en 571 y 540 nm, que
corresponden a las bandas a y [ respectivamente (Figura 16). En la Figura 17, se
observa una titulacion de la CBS con la adicion de pequefias alicuotas de ditionito. La
CBS pasa directamente del estado férrico Fe(ll)CBS al ferroso Fe(ll)CBS con la
aparicion de puntos isosbésticos bien definidos a 440, 464 y 555 nm, indicando que no
hay formacion de especies intermediarias durante la reduccion. La contribucion a la
absorbancia en el entorno de 314 nm, corresponde a trazas de ditionito de sodio.
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Figura 17. Espectro UV-Vis de la titulacion de CBS con
ditionito. A una solucion de Fe(ll)CBS (9 uM) en amortiguador
fosfato 0.1 M, pH 7.4, en condiciones anaerobias se agregaron
pequefias alicuotas de ditionito de sodio. Se observa una
disminucién de la especie oxidada y un aumento en la absorbancia
a 449 nm, correspondiente a la forma reducida.

Estudios realizados en nuestro laboratorio con Inés Marmisolle, en el marco de su tesina
de grado, han permitido caracterizar la cinética de reduccion de la CBS por ditionito de
sodio. La constante de velocidad de reaccion fue determinada mediante
espectrofotometria de flujo detenido, mezclando una solucion anaerdbica de Fe(lI)CBS
con concentraciones crecientes y en exceso de ditionito de sodio. Las constantes
observadas (kops) fueron determinadas a partir del ajuste de los valores de absorbancia a
449 nm a una funcién exponencial, para cada concentracion de ditionito. Al graficar Kops
vs [ditionito]*? se obtuvo una relacién lineal, por lo que la reaccién siguié un orden de %
con respecto al ditionito, indicando que la especie reductora es el radical anién diéxido de
azufre (SO,™), producto de disociacion del ditionito (reacciones 9 y 10). El valor de la
constante de velocidad de reduccion fue de (1.24 + 0.03) x 10’ M* s, apH 7.4y 25 C
(215).

S,0,7 = 2S0,” 9
SO,” + Fe(lNCBS O 0. SO, + Fe(I)CBS (10)

Determinacion del contenido de tioles

De acuerdo con la secuencia aminoacidica de la CBS humana, en la variante de cadena
completa cada monomero tiene 11 cisteinas que se encuentran altamente conservadas
en mamiferos. Una de ellas, la Cys431 se localiza en el extremo C-terminal, por lo que
estd ausente en la variante trunca dimérica que presenta 10 cisteinas. En nuestro caso
determinamos el contenido de cisteinas reducidas en la CBS purificada de acuerdo al
método de Ellman y el resultado indica un tiol reducido por monémero de CBS (1.0 + 0.4,
n = 2), valor consistente con el reportado para la variante trunca dimérica, donde ademas
se sugirié que podria tratarse de la Cysl15, que se encuentra expuesta y accesible al
solvente (216). Este residuo se encuentra en el extremo N-terminal, en la regién del hemo
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pero no participa en su unién. Sin embargo a pesar de conocer que esta expuesto, no es
posible determinar su rol en la estructura de la enzima dado que las estructuras
cristalograficas disponibles comienzan en el aminoacido 40. Es interesante el hecho que
en la variante de cadena completa se ha reportado la existencia de dos tioles reducidos,
donde ademas de la Cysl5, la Cys431 del extremo C-terminal también se encuentra
accesible al solvente y podria tener un rol en la unién del AdoMet (216).

Caracterizacion de la posible actividad glutarredoxina

La CBS presenta una secuencia CXXC que comprende los residuos aminoacidicos
Cysa72-Proy73-Gly,74-Cys,7s, localizada en la region catalitica proximo al hemo y al PLP, a
una distancia de ambos de ~20 A. Curiosamente, este motivo cuya funcién se desconoce,
esta conservado en otras CBS de mamiferos que contienen hemo, pero ausente en
distintas especies mas distantes que no lo contienen, como en la CBS de levaduras o de
Dictyostelium (50). De acuerdo a estudios estructurales, estas cisteinas han sido
detectadas en el estado tiol oxidado formando un enlace disulfuro intramolecular, pero
también en el estado tiol reducido, presumiblemente por la presencia de ditiotreitol en el
medio de cristalizacion (50, 51). Las secuencias CXXC, son caracteristicas de la familia
de proteinas denominadas tiol-disulfuro oxidorreductasas, como la tiorredoxina o
glutarredoxina. Las enzimas de esta familia se caracterizan por tener en el sitio catalitico
dos residuos de cisteina redox-activos en un dominio tipico de tiorredoxina altamente
conservado. Con el fin de comprender la funcién de esta secuencia CXXC presente en la
CBS, se analiz6 una posible actividad enzimatica del tipo glutarredoxina, mediante la
determinacion de la reduccién del sustrato hidroxietildisulfuro (XSSX) por GSH, que se
oxida a GSSG y se vuelve a reducir a GSH acoplando la reaccion a glutatién reductasa y
NADPH (Figura 18).

+ CBS
-CBS
IS
<
(@]
<
™
0
Q Glutarredoxina
< 05'l 2GSH + XSSX ——— > GSSG + 2 X-SH
Glutation reductasa
GSSG + NADPH + H* ——= 2 GSH + NADP*
NADPH + H* + XSSX ————— NADP* +2 X-SH
0.4 T T T T

2 3 4 5
Tiempo (min)

Figura 18. Determinacion de actividad oxidorreducta  sa en CBS.
En un volumen final de 1 mL se incubé GSH 1 mM, NADPH 0.4
mM, EDTA 2 mM, BSA 0.1 mg/mL y glutatién reductasa 6 pg/mL en
Tris-Cl 0.1 M, pH 8.0. A continuacién se agregé HED 0.7 mM y
luego de 2 min se afladi6 CBS 2 uM. Se realiz6 ademas un control
sin enzima (linea negra). La reaccion fue monitoreada
espectrofotométricamente  siguiendo la disminucién en la
absorbancia a 340 nm correspondiente a la oxidacion de NADPH.
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La reaccion fue monitoreada siguiendo el consumo de NADPH a 340 nm, definiendo la
unidad de actividad glutarredoxina como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion
de 1 umol de NADPH por minuto. En presencia de CBS, la actividad glutarredoxina fue
determinada como menor a 0.014 U/mg para la variante trunca dimérica y menor a
0.0038 U/mg para la variante de cadena completa (Figura 18). Estos resultados al ser
comparados con la actividad oxidorreductasa de la glutarredoxina (Grx1) de E. coli,
reportada como 220 U/mg (217, 218), sugieren que la CBS no presenta actividad
glutarredoxina apreciable. Esto estd de acuerdo con el hecho de que las dos cisteinas
accesibles al solvente en la CBS de cadena completa no correspondian a las del dominio
CPGC, resultando poco probable la funcion como oxidorreductasa para la CBS (216).
Otro elemento importante para tener en cuenta son los estudios realizados por Ernesto
Cuevasanta en el marco de una colaboracion con Martin Grafia del Instituto Pasteur, en
los que mediante analisis bioinformatico de estructuras no se evidencié una homologia
estructural clara ni superposicion de dominios entre la CBS y otras enzimas de la familia
de oxidorreductasas de tioles.
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5.2. Potencial redox del hemo de la CBS y estudio d e su
reactividad con oxigeno

5.2.1. Determinacion del potencial redox

Voltametria ciclica

Para determinar el valor del potencial redox del hemo en la CBS, se empleé como una
aproximacion inicial la técnica de voltametria ciclica. El procedimiento consistié en aplicar
a la solucién de CBS un barrido de voltaje a una velocidad de 0.1 V s, utilizando como
electrodo de trabajo un alambre de platino y registrando la intensidad de corriente al
realizar varios ciclos, tanto en el sentido directo como en el inverso. Estos experimentos
se realizaron con Fernando Zinola (laboratorio de electroquimica). Como se observa en la
Figura 19, el voltagrama exhibié dos picos, uno anddico (en el cual la enzima esta
completamente oxidada) centrado en —0.316 = 0.017 V y otro catddico (en el que la CBS
esti totalmente reducida) en -0.457 + 0.006 V versus NHE (promedio = desviacion
estandar, n = 6).

| (LM)

-0.5 0.0 05 1.0 1.5
E (V) vs NHE

Figura 19. Voltametria ciclica de la CBS. Los voltagramas ciclicos
fueron registrados en condiciones anaerébicas aplicando una
velocidad de barrido de potencial de 0.1 V s™ en presencia (trazo
continuo) o en ausencia (trazo punteado) de la CBS trunca dimérica
(10 uM) en perclorato de potasio (0.1 M), pH 6.46. Los valores de
potencial son reportados respecto al electrodo normal de hidrégeno
(NHE). Las flechas indican la direccién del barrido de potencial.
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Como control, estos picos no se observaron en ausencia de enzima. Para descartar que
la sefial obtenida fuera debida a los grupos tiol en la CBS, se repitid el procedimiento con
la CBS previamente tratada con NEM para bloquear de forma irreversible sus grupos tiol.
En este caso se obtuvo un resultado similar que con la CBS sin modificar, confirmando
que la respuesta electroquimica observada fue originada en el hemo (no se muestra). Sin
embargo, considerando la respuesta tipica de un sistema reversible por la transferencia
de un electron, la separacion entre los picos deberia ser 0.059 V. En nuestro caso, la
diferencia entre los picos fue de 0.141 V, por lo que la respuesta obtenida puede
considerarse de un sistema cuasi-reversible y por lo tanto no es posible determinar con
exactitud el valor del potencial redox realizando el promedio entre los valores de potencial
anddico y catodico. La causa de esta respuesta no totalmente reversible en la respuesta
electroquimica, puede haber sido la adsorcion de la CBS a la superficie del electrodo de
trabajo. Es importante mencionar que la reversibilidad no mejor6 con el incremento en la
velocidad del barrido de voltaje ni con el agregado de mediadores quimicos que
facilitaran la transferencia del electrén entre el hemo y el electrodo. De todas formas, con
hemoproteinas generalmente es dificil obtener mediante voltametria ciclica sefales
electroquimicas en forma directa, por lo cual se destaca el haber obtenido una respuesta
con la CBS. Esto esta de acuerdo con el hecho que el hemo en la proteina se encuentra
relativamente expuesto y accesible al solvente, tal como lo indican los estudios
estructurales (50, 51).

Titulacién potenciométrica

Como alternativa, con el fin de mejorar la reversibilidad de la respuesta electroquimica y
poder determinar con mayor exactitud el valor del potencial de reduccipon del hemo en la
CBS, se utilizdé una técnica electroquimica diferente, la titulacion potenciométrica. Esta
técnica es usualmente utilizada para determinar el potencial redox de hemoproteinas y se
basa en la medida del potencial, monitoreando al mismo tiempo alguna propiedad del
cofactor hemo como cambios en el espectro UV-Vis. El procedimiento consiste en
agregar pequefias alicuotas de ditionito de sodio a una solucion de CBS totalmente
oxidada y en cada punto de la titulacion, una vez que se alcanza el equilibrio, registrar
simultdneamente la medida del potencial y los cambios de absorbancia mediante
espectros UV-VIS. De esta forma se puede determinar la distribucion de las especies
oxidada y reducida para cada valor de potencial medido. La titulacién continta hasta que
la enzima esta totalmente reducida. Alternativamente se puede realizar la titulacion
potenciométrica en el sentido inverso, partiendo de la CBS previamente reducida con
ditionito y agregando sucesivas alicuotas de ferricianuro de potasio hasta oxidarla
completamente.

En la Figura 20, se muestra un experimento representativo obtenido por titulacién
potenciométrica oxidativa, en el cual se registré en cada punto de la titulacion, el espectro
de absorcioén y el valor de potencial. Los experimentos fueron realizados en presencia de
mediadores redox que facilitan la transferencia de electrones entre el hemo y el electrodo
de trabajo, ayudando a la reversibilidad de la respuesta electroquimica. Dado que estos
mediadores presentan espectros de absorcion y potenciales redox bien definidos, se
realizaron los controles correspondientes para descartar alguna interferencia de los
mismos en las sefales detectadas. Los datos de absorbancia a 428 nm y 449 nm en
funcion del potencial, fueron ajustados a la ecuacién de Nernst modificada (ec. 1), donde
A, representa la absorbancia de la CBS completamente oxidada, Ag es la absorbancia de
la CBS totalmente reducida y Ax la absorbancia de ambas especies, oxidada y reducida
en cada punto de la titulacion.

:A + AR_AO

X o T (e (ec. 1)
1+ e[RT/nF]
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Figura 20. Titulacion potenciométrica de la CBS. Una solucion

anaerdébica de Fe(l)CBS (15 uM), previamente reducida con
ditionito de sodio en amortiguador fosfato (50 mM, pH 7.4, fue
oxidada con el agregado de sucesivas alicuotas de ferricianuro de
potasio, registrando simultaneamente el voltaje y los espectros de
absorcién. Los datos de absorbancia a 428 nm (circulos) y 449 nm
(cuadrados) fueron ajustados a la ecuacién de Nernst modificada
(ec. 1, lineas continuas). Como mediadores se utilizaron
trifeniltetrazolio, safranina O, rojo neutro y metil violégeno, en
concentraciones finales de 0.8-1.25 pM.

El potencial de reduccion estimado a partir de las titulaciones en sentido oxidativo, fue de
=252 +90mV (n=4) a449 nmy =241 £+ 90 mV (n = 4) a 428 nm, versus NHE a pH 7.4.
Para las titulaciones en sentido reductivo, se obtuvieron valores de potencial de —260 +
80 mV (n = 6) y de =230 £ 70 mV (n = 4) a 449 nm y 428 nm, respectivamente, versus
NHE a pH 7.4. Sin embargo, nos preocupd la excesivamente alta dispersién de las
medidas. Esta baja reproducibilidad probablemente pudo deberse a la dificultad de
mantener anaerobiosis sostenida durante estos experimentos prolongados. Por lo tanto,
las titulaciones fueron repetidas por Peter Madzelan y Ruma Banerjee en la Universidad
de Nebraska, utilizando una camara anaerobia. En la Figura 21, se muestra un
experimento representativo de titulacion potenciométrica en sentido reductivo, en el que
se parti6 de la CBS oxidada con un maximo de absorcién de Soret a 428 nm y se
agregaron alicuotas de ditionito hasta reducirla completamente, con un corrimiento en el
méximo de absorbancia a 449 nm. En este caso, para obtener el valor del potencial redox
(Em), se utilizé la ecuacion de Nernst (ec. 2) ajustando los datos del potencial medido (E)
y la concentracion de la especie reducida obtenida calculando la diferencia en los valores
de absorbancia a 428 o 449 nm entre el espectro registrado a determinado potencial y el
espectro inicial de la enzima totalmente oxidada (en la titulacion en sentido reductivo).

(ec. 2)
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Los valores obtenidos del potencial de reduccion para la titulacion reductiva fueron de
=287 mV a 449 nm (pendiente = 54 mV) y de =285 mV a 428 nm (pendiente = 59 mV),
versus NHE a pH 7.2. Para las titulaciones en sentido oxidativo se obtuvieron valores de
potencial de —293 mV (pendiente = 58 mV) y —294 mV (pendiente = 50 mV) a 449 nm y
428 nm, respectivamente. A partir de las pendientes obtenidas en cada caso surge un
valor muy proximo a los 59 mV, lo cual permite establecer que la reaccion redox en el
hemo de la CBS siguio el esperado comportamiento Nernstiano cuando se considera que
en la reaccion hubo intercambio de un electrén. El valor promedio (+ desviacion estandar)
del potencial redox considerando diferentes determinaciones independientes, fue de —291
+ 5 mV (n = 4) para la titulacion reductiva y =289 + 6 mV (n = 3) para la titulacion
oxidativa.

0.6- ' A 240
I
A ﬁ -280+
A
0.4+ AN E -3204
2 w
'<? -360+
7 15 -10 -05 00 05 10
024 log [ox]/[red]
0.0 : : ' S
400 450 500 550 600 650
A (nm)
Figura 21. Titulacion potenciométrica de la CBS. Una solucion

anaerdbica de Fe(ll)CBS (7 yM) en amortiguador fosfato (50 mM,
pH 7.2, fue reducida con el agregado de sucesivas alicuotas de
ditionito de sodio, registrando simultaneamente el voltaje y los
espectros de absorcion. Se utilizaron como mediadores:
antraquinona 2-sulfonato, benzil violégeno y metil violégeno, en
concentraciones finales 10 pM. Inserto. Ajuste a la ecuacion de
Nernst (ec. 2) de datos representativos correspondientes a la
titulacion reductiva con ditionito (circulos negros) y a la titulacion
oxidativa con ferricianuro (circulos blancos).

61



Inicialmente, basado en la naturaleza de la CBS, con un hemo de bajo espin con dos
ligandos axiales relativamente fuertes, se habia pronosticado un valor de potencial redox
relativamente bajo. Los valores de potencial de reduccion medidos para el hemo de la
CBS se encuentran en el rango de los reportados en la literatura para otras
hemoproteinas con un ligando tiolato (Tabla 2) e incluso son bien comparables con otros
hemo que al igual que la CBS presentan ligandos Cys/His.

Tabla 2. Comparacion del potencial redox de hemo-tiolato proteinas

proteinas hemo -tiolato ligandos  potencial redox vs. NHE referencia
citocromo P450 Cysl/- -360 a-170 mV (3)
oxido nitrico sintasa Cysl/- —-347 a-239 mV (2)
cloroperoxidasa Cysl/- -140 mV (4)
R. rubrum CooA Cys/Pro -320 mV (6)
citocromo R. sulfidophilum Cys/His -160 mV (7
citocromo ¢ Met80Cys Cys/His -390 mV 1)
Cit. Csso T. elongatus His92Cys Cys/His -300 mV (8)
SoxAX P. pantotrophus Cys/His —432 mV (5)

Debemos tener en cuenta que el valor del potencial de reduccion en hemoproteinas se ve
influenciado por mdultiples factores, entre los que se incluyen: la identidad de los
aminoéacidos ligandos del hemo, la hidrofobicidad y nivel de exposicién o accesibilidad al
solvente, asi como los puentes de hidrogeno e interacciones electrostéticas que puedan
generarse entre residuos cargados en el entorno del hemo. En este sentido, el tiolato en
la CBS establece interacciones polares con Arg266 y con el atomo de nitrégeno del Trp54
(50, 51). Estas interacciones, al disminuir la capacidad de donar electrones al centro
metalico, tenderian a estabilizar el estado reducido e incrementar el valor del potencial
redox (219, 220). Por otra parte, en colaboracion con Martin Grafia del Instituto Pasteur,
se ha podido determinar que el hemo en la CBS se encuentra en un entorno
electropositivo, con varios residuos aminoacidicos con carga positiva, incluyendo las
argininas Arg51 y Arg224, que interaccionan con los carboxilatos del hemo (Figura 22).
La correlacion entre el potencial de reduccion y un entorno electropositivo esta bien
documentada para hemoproteinas en general (129, 219, 220) y se puede predecir que
tendra un efecto estabilizador del estado reducido del hemo y por tanto tendera a
incrementar el valor del potencial.
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Figura 22. Estudio del potencial electrostatico en el entorno de
union del hemo en la CBS. La superficie de la proteina se
representa coloreada de acuerdo al potencial electrostatico. Las
regiones con carga positiva se muestran en azul y con carga
negativa en rojo. La informacion estructural se obtuvo de PubMed
(1JBQ) utilizando PyMol para visualizarla y Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver (APBS) para el célculo electrostatico.

A diferencia de otras hemoproteinas en las que el grupo hemo se encuentra escondido
en el interior de la estructura proteica, en la CBS el hemo parece estar bastante expuesto
en la superficie (~150A%. Hay que considerar sin embargo que en la estructura
cristalografica, estan ausentes aproximadamente 40 aminoacidos del extremo N-terminal,
con lo cual se desconoce cual seria su efecto y qué influencia podrian tener en el grado
de exposicion del hemo.

Paralelamente, Peter Madzelan y Ruma Banerjee determinaron por el mismo
procedimiento el potencial de reduccién del hemo de la CBS de cadena completa con un
valor de —=350 + 4 mV (95). Resulta sorprendente la diferencia obtenida en el valor del
potencial de ~60 mV entre la CBS de cadena completa y la variante trunca, lo cual
sugiere que quizas el cambio en el estado de oligomerizacion de tetramero a dimero
pueda de algun modo influir en el entorno del hemo, o que el dominio regulatorio en la
CBS de cadena completa pueda interaccionar con el dominio de unién al hemo,
modulando de esta forma su potencial de reduccién. Sin embargo, entre ambas variantes
no se encontraron diferencias en otras propiedades, como caracteristicas
espectroscopicas, 0 como se vera a continuacién en la reactividad frente al oxigeno.
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5.2.2. Reactividad del oxigeno con el hemo reducido de la CBS

Reactividad del Fe(Il)CBS con oxigeno

A partir de la observacion experimental de que se tornaba muy dificil poder trabajar con la
CBS reducida, excepto en condiciones anaer@bicas estrictas dado que la enzima se
reoxidaba muy rapidamente aun en presencia de pequefias trazas de oxigeno, surgio la
inquietud de estudiar la cinética de oxidacién por el oxigeno de la CBS reducida, asi
como determinar el mecanismo de reaccion e identificar sus productos.

La reaccion fue estudiada por técnicas de cinética rapida, empleando un
espectrofotometro de flujo detenido. Como se observa en la Figura 23, cuando una
solucion anaerobica de Fe(ll)CBS previamente reducida con ditionito de sodio se mezclo
con un exceso de oxigeno en condiciones de pseudo-primer orden, se observo una muy
rapida reoxidacion (en el orden de milisegundos) de la enzima, evidenciada en los
espectros de absorcion por una disminucion en el maximo de absorbancia a 449 nm
correspondiente a la forma reducida de la CBS, y un concomitante aumento de la forma
oxidada a 428 nm. Claramente se observa ademas la aparicion de un punto isosbéstico a
438 nm, confirmando que no hay formacién detectable de especies intermediarias tales
como oxiCBS (Fe'/0, o Fe"/0,™) u oxiferrilo (FeV=0).

400 425 450 475 500
A (nm)

Figura 23. Oxidacion de Fe(ll)CBS por el oxigeno.  Espectro UV-
Vis luego de mezclar Fe(IDCBS (5 uM) con O, (129 uM) en
amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, con DTPA 0.1 mM) a 25 <C.
Los espectros fueron registrados cada 8 ms luego del mezclado,
entre 4 y 140 ms. Las flechas indican la direccién del cambio de
absorbancia en el tiempo.
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Para determinar la constante de velocidad de la reaccion se siguio el curso temporal del
decaimiento de la CBS reducida a 449 nm, al ser expuesta a concentraciones crecientes
y en exceso de oxigeno. Los trazos cinéticos mostraron una desviacion del
comportamiento esperado de pseudo-primer orden, pues no ajustaron bien a una funcién
de caida exponencial, evidenciado en los graficos de escala logaritmica que no mostraron
una dependencia lineal (Figura 24). Pensando en que quizds como producto de la
reaccidbn se estuviera formando algin intermediario responsable de la desviacién
observada, se realizé el experimento en presencia de catalasa (0.2 o 1.25 uM), pero no
se determind una correccion en la desviacion, lo cual sugiere que de formarse peréxido
de hidrégeno, éste no interfiere en la reaccion de oxidacion. Sin embargo, cuando en la
determinacion experimental se incluyé SOD (0.2 o 0.4 uM), la desviacion fue suprimida,
implicando la formacién del anién superdxido. Una explicacion plausible para este hecho
es que en ausencia de SOD, tanto el oxigeno como el radical superdxido pueden oxidar
la Fe(I)CBS. El radical superdxido puede ser originado en nuestro sistema ya sea en la
reaccibon misma de reoxidacibn de la CBS, pero también como producto de la
autooxidacién del ditionito via la reaccion de su producto de disociacion (SO,™) con el
oxigeno. Para ayudar a la comprension de este mecanismo y confirmar su incidencia en
la reaccidn se realizaron simulaciones cinéticas asistidas por computadora, utilizando las
reacciones listadas en la Tabla 3, utilizando condiciones similares a las experimentales.
Como resultado, el curso de la reaccion simulada pudo ser bien reproducido con la
inclusién de la reaccidon del radical superdxido con Fe(I)CBS, con una constante de
velocidad de reaccion en el orden de 10° M* s™ (Figura 24).
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Figura 24. Trazos cinéticos de la reaccion entre Fe (II)CBS y
oxigeno. Gréfico en escala logaritmica de los trazos cinéticos a 449
nm luego de mezclar Fe(I)CBS (4.4 uM, reducida con ditionito de
sodio 23 uM, concentraciones finales) con O, (129 uM) en
amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, DTPA 0.1 mM) a 25 <, en
ausencia (linea anaranjada) o en presencia de SOD (0.4 uM, linea
roja), o catalasa (0.2 pM, linea azul). A corresponde a la
absorbancia a tiempo t, Ay y Anr SON los valores de absorbancia
inicial y final, respectivamente. Las lineas punteadas representan
los trazos cinéticos simulados para la reaccion de oxidacion del
Fe(I)CBS con radical superéxido (Tabla 3), asumiendo constantes
de velocidad de 2 x 10° M™" s™ (linea punteada superior) o de 1 x
10" M* s™ (linea punteada inferior) Inserto: grafico de escala lineal
hasta 0.4 s.
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Tabla 3. Reacciones involucradas en la oxidacion aerébica de CBS reducida por ditionito.

Reaccion constante de Referencia
velocidad ( k)

Fe(INCBS + O, — Fe(ll)CBS + O,~ 1.11x10°M*s*  Este trabajo
(pH 7.4, 25 °C)

Fe(INCBS + O, + 2 H" — Fe(ll)CBS + H,0, 2-10 x 10° M*s*  Este trabajo
(pH 7.4, 25 °C)

S,0,° = 2S0,” 1.8x10°M* st (n? (221, 222)
2.5t (d)
(pH 6.5, 25 °C)

SO,™ + 0, — SO, + 0,~ 1x108M*s? (222)
(pH 6.5, 25 °C)

20,"+2H" — 0, +H,0, 2x10°Mts? (127)
(pH 7.4)

& (n), reversa; (d) directa

Por tanto, para determinar el valor de la constante de velocidad para la reaccién entre
Fe(INCO con el oxigeno, se midieron las constantes de decaimiento de pseudo-primer
orden de la enzima reducida frente a diferentes concentraciones de oxigeno, en
presencia de SOD (0.25 uM). El resultado obtenido muestra que las constantes
observadas k,ps aumentaron linealmente con concentraciones crecientes de oxigeno, lo
cual indica la ausencia de cinética de saturacién, descartando la unién directa del
oxigeno al hemo (Figura 25).
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Figura 25. Constante de velocidad entre Fe(I)CBSy  oxigeno. Se mezcld una
solucion anaerébica de Fe(ll)CBS (5 uM) con concentraciones crecientes de O,
en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, con DTPA 0.1 mM) a 25 T, en
presencia de SOD (0.25 UM). Las Kes (™) fueron determinadas del ajuste a la
funcion de caida exponencial de Fe(I)CBS a 449 nm, para cada concentracion
de oxigeno. Los resultados son el promedio + desviacion estandar (n = 8). Se
muestran datos de dos exnerimentos indenendientes renresentativos.



A patrtir de la pendiente se determiné un valor para la constante de velocidad de reaccién
de segundo orden de (1.11 + 0.07) x 10> M*s™ a pH 7.4 y 25 C (promedio + desviacion
estandar, n = 4). Como se observa en el grafico, el intercepto no pasa por cero (5.5 + 1.2
s™) y desconocemos su causa. Para la CBS de cadena completa se siguié el mismo
procedimiento experimental y se determiné una reactividad con oxigeno muy similar que
para la variante trunca dimérica, con un valor de constante de reaccion de segundo orden
de (1.13 + 0.05) x 10° M's™. Este resultado contrasta con la diferencia de potencial de 60
mV encontrada para las dos variantes de la CBS.

Se determind ademas la constante de velocidad de la reaccion de reoxidacion de
Fe(Il)CBS por peroxido de hidrogeno, que resulté ser mas lenta con un valor de (5.8 =
0.1) x 10°® M* s (Figura 26). La inclusion de esta reaccion en las simulaciones no afect6
el decaimiento de Fe(ll)CBS por el oxigeno, descartando su incidencia en la reaccion.
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Figura 26. Constante de velocidad entre Fe(IlCBS y  H,0,. Se
mezcld una solucién anaerdbica de Fe(l)CBS (5 upM) con
concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno en
amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, con DTPA 0.1 mM) a 25 C, en
presencia de SOD (0.25 pM). Las kqss (s™) fueron determinadas del
ajuste a la funcion de caida exponencial de Fe(ll)CBS a 449 nm,
para cada concentracion de peroxido de hidrégeno. Los resultados
se presentan como el promedio + desviacién estandar (n = 8).

Determinacién de la generacion de radical anién superéxido

A continuacién nos avocamos a la identificacién del producto de la reaccion entre la CBS
reducida y el oxigeno. Considerando el valor del potencial redox determinado para la
CBS, —291 mV y el reportado para la reduccién del oxigeno por un electrén E°(O ,/O,7),
de -160 mV (1 M O, estado estandar) (129), la formacion del radical superdxido estaria
favorecida termodindmicamente, mas aun teniendo en cuenta que el superoxido dismuta
rapidamente y su concentracién sera varios 6rdenes de magnitud menor que la del
oxigeno, desplazando el equilibrio en el sentido de su formacion.

Para el estudio de la formacion de superéxido, se siguié en primera instancia la reduccién
del citocrmo ¢ o del NBT (203, 205, 223). Sin embargo, cuando la CBS previamente
reducida con minima cantidad de ditionito de sodio en condiciones anaerobicas era
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incubada con citocromo ¢ o NBT, éstos se reducian antes de agregar el oxigeno.
Pensando en que quizés podian haber quedado pequefas trazas del reductor en el
medio que pudieran estar interfiriendo, la CBS reducida fue gel filtrada bajo condiciones
anaerobicas antes de agregar el citocromo ¢ o NBT, sin embargo el problema no pudo
ser solucionado. Como alternativa se utilizé otra molécula, la epinefrina, que a diferencia
de las anteriores puede ser oxidada por superéxido y genera como producto el
adrenocromo que puede ser detectado espectrofotométricamente (205, 206). En este
caso, cuando la Fe(ll)CBS fue expuesta a una concentracién en exceso de oxigeno, en
presencia de epinefrina, dio lugar a la formacion de adrenocromo, evidenciado en el
espectro de absorcion por la aparicion de un maximo a 480 nm. Su formacion fue inhibida
en forma significativa en presencia de SOD, confirmando la generacion del radical
superoxido (Figura 27, panel A).
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Figura 27. Deteccion del radical superdoxido como pr  oducto de la reaccion de Fe(ll)CBS con
oxigeno en presencia de epinefrina.  (A) Una solucion anaerébica de CBS (25 puM) fue reducida
previamente con ditionito de sodio (12.5 uM) y luego se mezclé con epinefrina (2 mM) y oxigeno
(200 uM) en ausencia (linea azul) o en presencia de SOD (1.5 pM, linea negra). Inserto:
Acercamiento de la region en el espectro de 400-650 nm. (B) La concentracion de superéxido fue
determinada a partir del adrenocromo a 480 nm junto al producto adrenocromo-sulfito a 350 nm.
En los controles en ausencia de CBS se utilizé en su lugar ferricianuro (25 uM), que no forma
superoxido. Los datos son representativos de tres experimentos independientes que difieren en
menos del 10 %.
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Figura 28. Oxidacion de epinefrina por flujos de su  peréxido generados por el sistema
xantina/xantina oxidasa. Se incubé epinefrina (0.2 mM) con xantina (50 uM) y xantina oxidasa
(3.5 mU/mL) y se registraron los espectros de absorcién cada 1 min hasta los 10 min (formacion

de adrenocrmo). Luego se agrego ditionito (22 puM, linea anaranjada).
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Figura 29. Efecto de agentes reductores en el adren  ocromo. EIl adrenocromo fue inicialmente
generado mediante la oxidacién de epinefrina (0.2 mM) con ferricianuro (0.4 mM) (linea azul),
seguido de la adicion: (A) ditionito de sodio (25 y 50 pM, lineas celeste y anaranjada,
respectivamente); (B) sulfito de sodio (40, 80 y 120 uM, lineas celeste, negra y anaranjada,
respectivamente); (C) ditionito previamente descompuesto en amortiguador (25 y 50 pM, lineas
celeste y anaranjada, respectivamente); o (D) acido ascérbico (20 mM, a tiempo inicial, 5y 20 min,
lineas celeste, negra y anaranjada, respectivamente).
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Sin embargo, la cantidad de superdxido detectada no fue la esperada, de acuerdo a la
concentracion inicial de CBS utilizada en el ensayo. Ademés en el espectro se observo
un pico adicional con un méaximo de absorcion centrado en ~350 nm, consistente con la
formacion de un derivado del adrenocromo. Fue asi que encontramos reportes en la
literatura que establecian que el adrenocromo puede reaccionar con reductores, como el
ditionito y su producto de descomposicion sulfito (SO3*), dando lugar a la formacion del
producto adrenocromo-sulfito que absorbe a 350 nm (224, 225). Como control,
confirmamos la formacién de este derivado en ensayos en los cuales generamos
previamente el adrenocromo, mediante la oxidacion de epinefrina por ferricianuro o flujos
de superoxido generados por el sistema xantina/xantina oxidasa, y luego lo incubamos
con sulfito de sodio, ditionito y ditionito que fue previamente descompuesto en
amortiguador (Figuras 28 y 29). Ademéas a partir de estos experimentos se pudo
determinar un valor del coeficiente de extincién para este derivado del adrenocromo,
estimado como 14500 + 330 M™* cm™ a 350 nm.

Por otra parte, estudiamos la estequiometria de la oxidacién de epinefrina por flujos de
superéxido, comparando la velocidad de formacién del adrenocromo respecto a la
generacion del citocromo reducido (Figura 30). Comparando con la relacion molar de 1.0
para el citocromo reducido respecto al superdxido, en nuestras condiciones de reaccion
estimamos que se requieren 1.78 mol de superédxido para la formacion de 1 mol de
adrenocromo a partir de 1 mol de epinefrina a pH 8.6, lo cual es consistente con el valor
reportado de 1.39 a pH 7.8 (206). Como control, también determinamos que en nuestras
condiciones de reaccion el peroxido de hidrégeno (1-40 mM) no oxido la epinefrina.
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Figura 30. Oxidacion de epinefrina a adrenocromo y reduccion
del citocromo c¢ por flujos de superoxido generados por el
sistema xantina/xantina oxidasa.  Se incubé citocromo ¢ (20 uM,
cuadrados) o epinefrina (2 mM, triangulos) con xantina (50 puM) vy
concentraciones crecientes de xantina oxidasa en amortiguador Tris
(0.1 M, pH 8.6, con EDTA 0.1 mM) a 25 °C. Las reacciones fueron
monitoreadas espectrofotométricamente a 550 o 480 nm,
respectivamente.
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Por tanto, el rendimiento total en la generacion del radical superdxido a partir de la CBS
puede ser calculado a partir de los productos detectados a 480 y 350 nm, como la
cantidad de adrenocromo formado directamente y aquella que derivé en la formacién del
derivado adrenocromo-sulfito, respectivamente (Figura 27, panel B). Dado que aunque en
forma muy lenta la epinefrina puede sufrir autooxidacion y generar adrenocromo, se
incluyeron controles sin CBS, ambos en ausencia y en presencia de ditionito. Aunque el
ensayo no permite determinar en forma cuantitativa la cantidad exacta de superéxido
generado, podemos observar que en presencia de CBS la formacion de superéxido fue
aproximadamente 2 veces mayor respecto a las condiciones control, por lo que estos
resultados confirman la generacion de superdxido como producto de la reaccion entre la
Fe(INCBS y el oxigeno.

Con el fin de detectar la posible formacion de peroxido de hidrégeno, realizamos varios
esfuerzos realizando los ensayos habituales basados en la reduccién enzimatica del
peréxido de hidrégeno, utilizando la peroxidasa de rabano (HRP). En primer lugar
tratamos de detectar directamente la formacion de los compuestos | y Il de la HRP
mediante espectros UV-Vis de muestras de Fe(l)CBS (15 uM) previamente reducidas
con ditionito, incubadas con HRP (20 uM) vy oxigeno (200 uM), en ausencia o en
ptresencia de SOD (1.25 uM). Sin embargo, no fue posible detectar los compluestos | y II,
probablemente debido a la interferencia en el espectro de absorcion de la CBS o por la
posible reaccion de trazas de ditionito o sus productos de descomposicion con los
compuestos. Como alternativa, tratamos de detectar el peréxido de hidrégeno
monitoreando la oxidacion del 2,2’-azinobis(3-etilbenztiazolina 6 &cido sulfénico) (ABTS?)
siguiendo el incremento en la absorbancia a 725 nm correspondiente a la formacion de
ABTS™ y de esta forma evitar la interferencia en la absorbancia por la banda de Soret del
hemo de la CBS. En este caso tampoco fue posible detectar ABTS™ y los controles
realizados con peréxido de hidrogeno exdégeno, nuevamente indicaron la interferencia
debida al ditionito o sus productos de descomposicién. Finalmente, exploramos una
nueva opcién basada en la formacién del producto fluorescente (p-HPA), a partir de la
oxidacién por peréxido de hidrogeno del para-hidroxifenilacético (p-HPA) en una reaccion
catalizada por la HRP. En la Figura 31 se muestra un experimento representativo en el
gue se detecto la formacion de 2.9 uM de perdxido de hidrégeno, que fue completamente
inhibido al agregar catalasa. Sin embargo, partiendo de Fe(I)CBS (10 uM), en presencia
de SOD, se esperaba detectar 5 uM de peréxido de hidrégeno. Por otra parte, el control
de autooxidacion debido a las trazas de ditionito, di6 cuenta de un 30 % del perdxido de
hidrégeno formado. Por lo cual, al igual que para el caso con la epinefrina, aunque el
ensayo con p-HPA confirmé cualitativamente la formacion de peréxido de hidrégeno, no
fue posible cuantificar su formacién en forma exacta.
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Figura 31. Deteccidn de peréxido de hidrégeno como producto
de la reaccion de Fe(I)CBS con oxigeno en presenci ade HRPy
p-HPA. Una solucién anaerébica de Fe(ll)CBS (10 uM) se mezclé
con oxigeno (200 pM) y SOD (1.25 uM) en amortiguador fosfato
(0.1 M, pH 7.4 con DTPA 0.1 mM) a 25 €, en ausencia 0 en
presencia de catalasa (50 nM). Alicuotas de reaccién se mezclaron
con p-HPA (1 mM) y HRP (10 nM) y luego de diluir las muestras en
amortiguador pirofosfato (0.1 M, pH 10), se midi6 la fluorescencia
(Aexc = 323 nm; Aem = 400 nm). En los controles se utilizé
ferricianuro (10 pM), que no forma superéxido. Inserto: curva de
calibracion. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes que difieren en menos del 10 %.

5.2.3. Determinacion de la constante de velocidad d e reaccion entre
Fe(I1)CO-CBS y oxigeno

Como se mencioné anteriormente, el hemo en el estado reducido es capaz de unir CO
llevando a la formacion de la especie Fe(ll)CO-CBS e inactivando la enzima. Se observé
que el Fe(INCO una vez formado y expuesto al aire era capaz de reoxidarse rapidamente,
con una recuperacion de la actividad enzimatica. A partir de alli surgié la inquietud de
caracterizar la cinética de la reaccion entre el Fe(I)CO y el oxigeno. Estos ensayos
fueron efectuados en los laboratorios de la Dra. Ruma Banerjee y del Dr. David Ballou, en
el marco de la pasantia realizada en la Universidad de Michigan.

Realizamos estudios de cinética rapida, mediante la utilizacion de un espectrofotémetro
de flujo detenido. A su vez, para asegurar la anaerobiosis en las preparaciones de la
enzima, se emplearon tonémetros. El disefio experimental consistié en primer lugar en
reducir la CBS en condiciones anaerobias, mediante el agregado de sucesivas alicuotas
de ditionito de sodio. Dado que este reductor en presencia de oxigeno puede generar
radical superéxido, en estos ensayos Yy tal como fue planteado en el estudio de la cinética
de reoxidacion de Fe(I1)CBS por el oxigeno, se cuid6 de no agregar ditionito en exceso y
los ensayos se realizaron en presencia de SOD. La titulaciéon con ditionito fue efectuada
en el tondbmetro especialmente acondicionado con una jeringa “gastight”, asi como con un
brazo de vidrio con una celda espectrofotométrica incorporada en el extremo, lo cual
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permitié realizar espectros UV-VIS para controlar la reduccion de la CBS. Una vez
reducida completamente, la enzima fue saturada con CO, mediante sucesivos ciclos de
vacio y burbujeo con CO. Posteriormente y previo a conectar el tonémetro a una jeringa
del espectrofotdbmetro de flujo detenido, se registraron como control espectros para
asegurar la formacion del Fe(l)CO, comprobado por la aparicion del maximo
caracteristico de absorcion a 420 nm (Figura 32).

Fe(ICO
420 nm
Fe(llINDCBS
428 nm
1.21 Fe(I)CBS
449 nm
v 0.84
o)
<
0.4 1
0.0

400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 32. Espectro UV-Vis durante la preparacion d e Fe(Il)CO.
Una solucién anaerdbica de Fe(llNCBS (10 uM) en amortiguador
fosfato (0.1 M, pH 7.4 con DTPA 0.1 mM), fue titulada con ditionito
de sodio para obtener la forma reducida Fe(ll)CBS, y luego se
saturé con CO durante 20 min, dando lugar a la formacién de la
especie Fe(Il)CO.

A continuacion, una vez obtenida la especie Fe(ll)CO, se conect6 el tonbmetro a una
jeringa del espectrofotometro de flujo detenido, mientras en la otra se colocaron
concentraciones crecientes y en exceso de oxigeno, para tener condiciones de pseudo-
primer orden. Las concentraciones de oxigeno fueron obtenidas burbujeando agua
destilada con oxigeno proveniente de tanques conteniendo diferentes porcentajes de
oxigeno y nitrégeno. Luego de cada disparo, se registraron los espectros UV-Vis en modo
cinético, variando el tiempo de adquisicién desde pocos segundos hasta 1425 s para
cada concentracion de oxigeno. En la Figura 33 se muestra un registro tipico en el que se
observa una disminucién tiempo-dependiente del maximo correspondiente al Fe(lII)CO a
420 nm y su corrimiento hacia a la forma oxidada de la enzima con un maximo de Soret a
428 nm. A su vez, hay un desplazamiento de las bandas a y 3 con picos a 571 y 540 nm,
respectivamente, en la forma Fe(l)CO hacia el hombro centrado en ~550 nm
caracteristico de la forma Fe(lll)CBS.
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Figura 33. Oxidacién de Fe(ll)CO por el oxigeno. Espectro UV-
Vis luego de mezclar Fe(I)CO (5 pM, 500 uM CO) con O, (0.625
mM) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, con DTPA 0.1 mM) a
25 TC. Las determinaciones se realizaron en presencia de SOD (0.5
MM mondémero). Los espectros fueron registrados hasta 1425 s. La
flechas indican la direccion del cambio de absorbancia en el tiempo.
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Figura 34. Trazos cinéticos de la re accion entre Fe(ll)CO y oxigeno. Registro de la absorbancia a 420 nm a
diferentes tiempos: (A) 28 s, (B) 142 seg y (C) 1425 s. Datos obtenidos a partir de los espectros adquiridos en el
tiempo tal como se indica en la leyenda de la Figura 33. Las lineas rojas representan el ajuste a la funcién doble
exponencial (A y C) y doble exponencial mas recta (B).

Para determinar la constante de velocidad de la reaccion se realiz6 un analisis preliminar
con el software del espectrofotbmetro de flujo detenido en Michigan, a partir del cual se
determing la existencia de mas de una fase en la reaccion de oxidacion del Fe(l1)CO. Al
regreso de la pasantia se hizo un analisis exhaustivo de los datos utilizando el programa
informético ProK de Applied Photophysics, para lo cual hubo que transformar la matriz de
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datos. La ventaja de utilizar este programa radica en que permite realizar un analisis
cinético global, a todas las longitudes de onda. También se realizaron ajustes de los
diferentes datos a la longitud de onda de 420 nm con el programa Origin. La presencia de
multiples fases repercutié en que se obtuvieron diferentes constantes exponenciales para
las diferentes ventanas temporales (Figura 34). Se destacé una constante observada de
pseudo-primer orden Kkq,s, del orden de 102 que presentaba una amplitud importante,
aproximadamente 3 veces mayor que la de la fase rapida previa, y nos enfocamos en
ella. Para esta fase, se determiné una buena concordancia entre los valores de Kkgps
obtenida a partir del analisis global y los obtenidos a partir del ajuste a una funcion doble
exponencial mas recta. La dependencia de k,,s con la concentracion de oxigeno fue
hiperbdlica (Figura 35). A partir del ajuste global de los diferentes experimentos obtenidos
a 142 y 285 s, se obtuvo una k.,s maxima de aproximadamente (0.033 + 0.013) s™ a pH
7.4y 25 C. A su vez, la concentracion de oxigeno a la mitad de la kops maxima fue de
0.10 mM. Esto sugiere un mecanismo de reaccion diferente al de esfera externa
determinado para la reoxidacion de Fe(Il)CBS con el oxigeno. Por su parte, la presencia
de multiples fases puede ser atribuida a la coexistencia de més de una subpoblacién de
especies, es decir ademas de la forma Fe(I)CO mayoritaria, no podemos descartar la
presencia de Fe(ll)CBS remanente que no unié el CO o de la especie Fe(ll)424, cuya
formacion a partir de la especie reducida ha sido reportada bajo ciertas condiciones y se
desconoce cual seria su reactividad con el CO y con el oxigeno. Como se observa en la
Figura 34, panel C, el cambio de absorbancia a 420 nm se prolongaba hasta los 1425 s,
pero el andlisis cinético se realiz6 hasta los 285 s, por posibles interferencias a tiempos
largos.
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Figura 35. Constante de velocidad entre Fe(I)CO y oxigeno.  Se
mezcld una soluciéon anaerébica de Fe(I)CO (5 uM) con
concentraciones crecientes de oxigeno, tal como se indica en la
leyenda de la Figura 33. Las kess (™) fueron determinadas a partir
del ajuste global hasta los 142 s, para cada concentracion de
oxigeno. Los resultados se representan como el promedio de dos
experimentos independientes.
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5.2.4. Discusion

En esta seccién del trabajo hemos caracterizado el potencial redox del grupo hemo en la
CBS. Mediante titulacién potenciométrica, en presencia de mediadores, se determind un
valor de potencial de reduccion para el hemo de —291 + 5 mV a pH 7.2, en el rango del
potencial reportado para otras hemoproteinas que también presentan un tiolato como
ligando. Ademas, mediante espectrofotometria de flujo detenido se caracterizé la cinética
de reaccion de la CBS reducida y el oxigeno, determinando para esta reaccion de
reoxidacion una constante de velocidad de (1.11 + 0.07) x 10° M*s*apH 7.4y 25 C. La
ausencia detectable de formacion de especies intermediarias verificada en los espectros
de absorcion registrados en el tiempo, junto al hecho de obtener una cinética lineal en
lugar de un comportamiento de saturacion, sugieren para la reaccion un mecanismo de
esfera externa. De hecho, la disociacion del ligando cisteina del hemo de la CBS se ha
reportado que ocurre con una constante de velocidad de primer orden de 0.0166 s™ (80),
lo cual es muy lento para dar cuanta de la reaccidon con el oxigeno que ocurre con
constantes de pseudo-primer orden de 20-80 s*. Aunque en general para las
hemoproteinas que sufren procesos de autooxidacion se ha propuesto que el mecanismo
involucra la unién del oxigeno al centro metalico (226), hay ciertos sistemas para los
cuales se han reportado mecanismos de esfera externa (227, 228). Un dato curioso que
encontramos en la literatura es que el hemo del citocromo bssg, componente de la NADPH
oxidasa de fagocitos encargada de formar superdxido mostrd, al reaccionar con el
oxigeno, propiedades cinéticas muy similares a las observadas para la CBS, con una
constante de velocidad de 9.3 x 10° M*s™ (229).

La reaccion de reoxidacion del hemo en la CBS dio lugar a la formacion de radical anién
superoxido, detectado mediante la oxidacion de epinefrina y confirmado por su inhibicion
con superéxido dismutasa. De acuerdo a su relativamente elevado potencial de reduccion
E“(0,7, 2H'/H,0,) = +940 mV (130), el radical superdxido podria también reoxidar la
Fe(INCBS. En este sentido, mediante simulaciones cinéticas pudimos estimar para esta
reaccién una constante de velocidad de 2-10 x 10° M* s™. Sin embargo, esta reaccién no
seria significativa puesto que in vivo, el superodxido tiene entre sus destinos principales la
dismutacion a peréxido de hidrégeno y oxigeno, en una reaccion que procede de forma
esponténea o catalizada por la SOD (2 x 10° M™*s™ (128)), asi como la reaccién con 6xido
nitrico que conduce a la formacién de peroxinitrito (1.9 x 10'° M* s (161)).

El valor del potencial de reduccién estimado indica que la CBS podria estar en estado
reducido in vivo, lo cual tendria implicancias muy relevantes a la hora de especular en
sus posibles funciones a nivel celular. Por un lado, el rol propuesto como sensor precisa
del hemo reducido, estado en el cual es menos estable y pierde la coordinaciéon con la
cisteina, por ejemplo cuando une moléculas gasotrasmisoras como el CO o el NO. En
segundo lugar, una vez reducido el hemo podria reaccionar rapidamente con el oxigeno,
constituyendo una nueva fuente de generacion de superéxido a nivel celular en el
compartimento citosolico y posiblemente en el nicleo. El superéxido y sus productos,
como el peréxido de hidrégeno y el peroxinitrito, no solo pueden contribuir al dafio
oxidativo sino que ademas son capaces de iniciar mecanismos sefializadores.
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5.3. Estudio de la reducciéon del hemo de la CBS por sistemas
biolégicos

Como planteamos, la dilucidacién de si el hemo puede ser reducido in vivo por sistemas
biolégicos, tendria implicancias muy relevantes y se torna de fundamental importancia
para poder asignarle un rol en la enzima. El valor de potencial de reduccion determinado,
aunque bajo, lo cual refleja la estabilidad del estado férrico, podria de todas formas
permitir su reduccién. Ademas el hemo estd particularmente expuesto en la estructura
proteica por lo que estaria facilmente accesible a posible reductores celulares. Algunos
candidatos que, de acuerdo a su potencial conseguirian catalizar esta reduccion pueden
ser flavoproteinas, en presencia de nucledtidos de piridina y flavina como dadores de
electrones. Ciertas flavoproteinas como la citocromo P450 reductasa microsomal (-365
mV y -270 mV para los dominios FAD y FMN, respectivamente) (230), o la
NADH:quinona oxidorreductasa mitocondrial (-414 mV para la reduccién de
flavosemiquinona a hidroquinona) (231), de acuerdo a su potencial podrian dar cuenta de
la reduccién del hemo de la CBS, sin embargo se debe tener en cuenta que se localizan
en compartimentos celulares diferentes a la CBS. En cambio, hay otras flavoproteinas
localizadas en el citosol que pueden resultar buenos candidatos, por ejemplo la metionina
sintasa reductasa (potencial de reduccién de la semiquinona a hidroquinona de —291 mV
y =227 mV para los dominios FAD y FMN, respectivamente (232)), la oxidorreductasa
NR1 (=365 mV y =305 mV (196)), la nNOS (=347 y -239 mV (2)), o la xantina
deshidrogenasa (=340 mV (233)).

Poder determinar la reduccion del hemo de la CBS en forma directa en lineas celulares o
tejidos es muy dificultoso principalmente por la baja concentracion en la que se encuentra
la enzima y dada la presencia de otros componentes o contaminantes que pueden
interferir, a lo que se suma el hecho que puede haber reaccion con el oxigeno y de esta
forma afectar las medidas. Por tanto la estrategia experimental consistié en exponer la
CBS purificada a diferentes sistemas reductores, en presencia de nucledtidos de piridina
y flavina, en condiciones anaerébicas, monitoreando la reduccién del hemo por sus
cambios en los espectros de absorcion. Como sistemas reductores se emplearon: a)
extractos de higado de rata, 6rgano en el cual se encuentra la CBS, utilizando diferentes
fracciones subcelulares, en particular la citosélica; y b) enzimas purificadas como la
xantina oxidasa/deshidrogenasa, la metionina sintasa reductasa y la oxidorreductasa
NR1.

5.3.1. Exposicion de CBS a fracciones subcelulares

En una primera aproximacion se monitored directamente el espectro de absorcion de un
cultivo de E. coli que sobreexpreso la variante trunca dimérica de la CBS recombinante
humana. Como se observa en la Figura 36, luego de inducir la expresioén de la enzima en
el cultivo de células bacterianas se observa la presencia de un méximo de absorcion a
428 nm, indicativo de la presencia de la CBS en estado oxidado. Sin embargo, no se
obtuvo evidencia de la presencia de la forma reducida de la enzima a 449 nm.
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Figura 36. Expresion y espectro UV-Vis de la CBS re combinante humana en cultivo
bacteriano. (A) La cepa BL21 (DE3) de E. coli conteniendo el plasmido de expresion
PGEX4T1/hCBSA143 se cultivd en LB con ampicilina (50 pg/mL) a 37 . Cuando la Abs gyonm 1l€go
a 0.6 (carriles 2 y 3) se indujo la expresion con IPTG (0.2 mM), en presencia de &cido &-
aminolevulinico (75 mg/L), manteniéndose el cultivo por 25 horas a 25 C (carriles 4 y 5). Las
células se resuspendieron en buffer de muestra con SDS y B-mercaptoetanol y se sembraron en
gel SDS-PAGE. Los marcadores de peso molecular (carril 1) corresponden a glucosa oxidasa (80
kDa) y albumina bovina (66 kDa). (B) Espectro UV-Vis del LB (linea punteada) y del cultivo celular
dil 1:2 (linea continua) luego de la sobreexpresion.

Una segunda aproximacion para explorar la reduccion bioldgica, consistié en exponer la
CBS purificada a fracciones subcelulares, particularmente las fracciones citosolica y
microsomal, donde se espera que algunas flavoproteinas puedan ser capaces de
efectuar la reduccion del hemo in vivo. Estas fracciones fueron obtenidas por técnicas
usuales de centrifugacion diferencial a partir de un extracto de higado de rata. El
procedimiento consistio en incubar la CBS con nucleétidos de piridina y agregar alicuotas
de las fracciones subcelulares, en condiciones anaerobias, registrando los espectros de
absorcion en el tiempo.

Como resultado, no se observo la aparicion de un maximo de absorcion a 449 nm, que
indicara la reduccién del hemo (Figura 37). El ensayo fue también realizado agregando
flavinas (FAD y FMN), obteniendo el mismo resultado negativo. Como control, se muestra
gque la CBS pudo ser reducida con el agregado de ditionito de sodio. A su vez, tomando
ventaja que el hemo reducido de la CBS, a diferencia del oxidado, puede reaccionar con
cianuro, formando un complejo caracteristico que absorbe a 435 nm (76), también
realizamos ensayos en los que se agregé cianuro de potasio, pero en este caso tampoco
se observaron cambios en el espectro de absorcion (Figura 38) .
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Figura 37. Ensayo para determinar la reduccion de C BS por
una fraccién citosdlica de higado de rata. Espectros UV-Vis

luego de incubar CBS (5 uM) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH
7.4) con alicuotas de una fraccién subcelular (citosélica vy
microsomal) (0.6 mg/mL) en presencia de NADPH (100 uM). Las
condiciones anaerobicas fueron obtenidas por burbujeo con argén y
las trazas remanentes de oxigeno fueron removidas utilizando el
sistema de glucosa (100 mM), glucosa oxidasa (8 U/mL) y catalasa
(260 U/mL). Como control, la CBS fue reducida en forma quimica
con el agregado de ditionito de sodio.
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Figura 38. Ensayo para determinar la reduccién de C BS por
una fraccion citosolica en presencia de KCN. Se incubé CBS (10
UM) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con alicuotas de una
fraccion subcelular citosélica (0.13 mg/mL) en presencia de NADH y
NADPH (100 pM). Se agregd KCN (20 mM). Las condiciones
anaeroébicas fueron obtenidas como en la Figura 37. Como control,

la CBS fue reducida en forma quimica con el agregado de ditionito
de sodio.
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Dada la rapida reaccion del hemo reducido con el oxigeno, como alternativa se realizaron
experimentos en los que se siguid el consumo de oxigeno con un electrodo Clark de las
fracciones subcelulares en presencia de NAD(P)H. La hipotesis era que la CBS, si se
reducia con los extractos celulares, podria reoxidarse con oxigeno llevando a un aumento
en la velocidad de consumo de oxigeno, pero en los ensayos no se evidencié un aumento
apreciable en el consumo luego de agregar la CBS (Figura 39).
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Figura 39. Consumo de oxigeno. A una solucion de particulas
submitocondriales (PSM, 0.05 mg/mL) en amortiguador fosfato (0.2
M, pH 7.4, 0.2 mM DTPA) se agregé NADH (200 pM). El consumo
de oxigeno no aumenté con la adicion de CBS (10 uM). El
experimento fue realizado con la adiciéon de succinato (5 mM), asi
como con el extracto citosélico de higado de rata (0.13 mg/mL), sin
observar cambios en el consumo de oxigeno.

En su conjunto, estos resultados no mostraron evidencia de la posible reduccion del
hemo por sistemas bioldgicos. Sin embargo el hecho de no haber detectado la forma
reducida de la CBS en los ensayos in vitro tampoco permite descartar que la misma
pueda ocurrir. Por ejemplo, aunque se utilizaron sistemas anaerobios y se efectuaron
varios controles para asegurar la ausencia de oxigeno, la presencia de alguna traza
remanente puede haber perjudicado las medidas, otro factor puede haber sido el hecho
que en los ensayos utilizamos la enzima recombinante humana y las fracciones
subcelulares fueron aisladas a partir de tejido hepatico de rata. Por tanto, pensamos que
el siguiente paso implicaria la utilizaciéon de sistemas homoélogos, o la utilizacién de otro
sistema reductor, por ejemplo, en lugar de fracciones subccelulares, exponer
directamente la CBS a flavoproteinas.
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5.3.2. Exposicion de CBS a flavoproteinas

A continuacién analizamos la posible reduccion del hemo al exponer la CBS a
flavoproteinas citosélicas purificadas, que de acuerdo a su potencial de reduccion podrian
dar cuenta de su reducién in vivo. Los estudios en los que se utilizé metionina sintasa
reductasa y oxidorrreductasa NR1, fueron realizados en el marco de una pasantia de
investigacion en el laboratorio de la Dra. Ruma Banerjee del Departamento de Quimica
Biolégica, Universidad de Michigan. Cabe destacar que este laboratorio cuenta con
camaras y accesorios para el trabajo en anaerobiosis, asi como tanques de monéxido de
carbono escasos en nuestro medio.

Exposicion a xantina oxidasa

En primer lugar utilizamos la enzima xantina oxidasa, purificada en nuestro laboratorio.
Esta enzima participa en las fases finales del catabolismo de las purinas en mamiferos,
catalizando la oxidacion de la hipoxantina y xantina a acido arico, al mismo tiempo que
reduce el oxigeno para formar peroxido de hidrogeno y radical anion superoxido. La
xantina oxidasa contiene tres centros redox como grupos prostéticos: molibdeno, hierro-
azufre y una flavina. El ensayo consistié en incubar en condiciones anaerobias la CBS
con xantina oxidasa, en presencia de sus sustratos, xantina e hipoxantina, registrando los
espectros de absorcidén en el tiempo. El resultado indicd que en estas condiciones de
reaccidbn no se observaron cambios apreciables en los espectros que evidenciaran la
reduccién del hemo en la CBS, aun repitiendo el ensayo variando la relacion de
concentraciones.

Exposicion a metionina sintasa reductasa

A continuacion, utilizamos la enzima metionina sintasa reductasa (MSR), una
flavoproteina oxidorreductasa que como se sefiald en la introduccion, esta involucrada en
la activacion reductiva de la metionina sintasa. La MSR es una proteina monomérica
soluble de 78 kDa que presenta un dominio FAD y otro FMN, caracteristicos de los
miembros de la familia de diflavinas oxidorreductasas, que incluyen por ejemplo la
citocromo P450 reductasa, las 6xido nitrico sintasas y la oxidorreductasa NR1 (234). La
transferencia de electrones en estas reductasas sigue la siguiente secuencia: NADPH -
FAD - FMN. En el caso de la MSR, el FAD y el FMN transfieren equivalentes de
reduccién secuencialmente desde el dador de dos electrones, NADPH al aceptor de un
electron cob(ll)alamina, cofactor de la metionina sintasa que se oxida ocasionalmente
durante el ciclo catalitico (14).

La MSR se obtiene a partir de un sistema de expresion que produce una proteina de
fusién con el dominio glutation S-transferasa y se purifica siguiendo un procedimiento
similar que para la CBS. Antes de utilizar la MSR en los distintos ensayos,
caracterizamos el preparado enzimatico obtenido. El espectro de absorcion de la MSR
oxidada presenta el comportamiento tipico de una flavoproteina, con maximos de
absorcion a 380 nm y 454 nm, con un hombro a 480 nm. La reduccién al agregar NADPH
en condiciones aerobicas, resulta en la disminucion de la absorbancia a 450 nm vy la
aparicion de un hombro pequefio en el entorno de 585 nm y 640 nm, consistente con la
formacion de una semiquinona estable (Figura 40, panel A). De acuerdo a la relacién
Abs,go/Abs,ss, €l contenido de flavinas fue similar al reportado (14), al igual que su
actividad especifica, que fue determinada mediante un ensayo de reduccion de citocromo
¢ NADPH-dependiente (Figura 40, panel B).
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Figura 40. Caracterizacién de MSR purificada.  (A) Espectro UV-Vis de la MSR (1.5 uM) en
amortiguador Tris 50 mM, pH 7.6. La CBS oxidada (linea negra) fue reduciada con el agregado de
NADPH (50 uM) y se registraron espectros cada 2 min (lineas verde y roja). (B) Ensayo de
actividad siguiendo la reduccion de citocromo ¢ (36 uM) en presencia de NADPH (100 puM) en
amortigador Tris 50 mM, pH 7.6. la reaccion dié comienzo con el agregado de MSR (55 nM) y fue
monitoreada por la reduccién del citocromo c, siguiendo el cambio de absorbancia a 550 nm. Se
obtuvo un valor de 4 pmol min™ mg™, en el orden de los valores usuales de la literatura.

La estrategia experimental consistio en exponer en condiciones anaerobias la Fe(llI)CBS
con MSR previamente reducida con NADPH vy registrar los espectros UV-Vis. No se
observaron cambios en los maximos de absorcion correspondientes a la CBS que
indicaran su reduccion. El ensayo fue repetido en varias oportunidades, variando las
concentraciones de MSR o de CBS y en ningun caso se evidencié directamente la
reduccion del hemo. Como alternativa, mediante la utilizacion de CO tratamos de
incrementar las chances de poder detectar la CBS reducida a través del producto
Fe(I)CO que tiene un méaximo de absorbancia caracteristico a ~420 nm. Estos ensayos
fueron realizados en una camara anaerobia que cuenta en su interior con un
espectrofotdmetro comun y otro de flujo detenido. El procedimiento consistié en reducir la
MSR agregando NADPH (verificando su reduccién mediante espectros de absorcion),
luego se agrega Fe(ll)CBS, y se transfiere la celda (sellada con un septo de goma para
mantener la anaerobiosis) de la cAmara anaerobia al tanque de CO donde es burbujeada
durante 10-15 min hasta saturar la solucién. Posteriormente se registraron los espectros
de absorcion en el tiempo. El resultado muestra un desplazamiento tiempo-dependiente
en el maximo de la CBS oxidada (428 nm) hacia un nuevo pico cercano a 420 nm,
indicando la formacion del producto con CO (Figura 41). Esto sugiere que la CBS fue
reducida por la MSR en presencia de NADPH y que luego uni6 el CO. Sin embargo,
resulta interesante y a la vez intrigante el hecho que en los espectros no se observe la
especie reducida a 449 nm, dado que de acuerdo a datos reportados, para formar el
Fe(I)CO, el CO se une a la Fe(ll)CBS previo desplazamiento del ligando tiolato, que
ocurre de forma muy lenta con una constante reportada de primer orden de 0.0166 s™
(80).
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Figura 41. Estudio de la reducciébn de CBS por MSR en
presencia de CO. Se agregé Fe(ll)CBS (1 uM) a una solucion de
MSR (4 pM) previamente reducida con NADPH (1 mM) en
condiciones anaerobias. Luego se saturd la solucién con CO (1
mM) y se inici6 el registro de los espectros tomados hasta 60 min.

Como control, cuando el ensayo se realizé en las mismas condiciones pero en ausencia
de CO, no se observaron cambios en el maximo de absorbancia de la enzima. Por otra
parte cuando la CBS fue reducida con ditionito y luego se expuso a CO, se formd el
Fe(I)CO, confirmando que el maximo de absorcién coincide con el observado a 420 nm
(Figura 42). Otro aspecto tenido en cuenta en el disefio experimental fue la potencial
interferencia en la absorbancia de las flavinas de la MSR, con maximos a 380 nm y en
particular en el entorno de 450 a 480 nm (Figura 40), dado que presentan coeficientes de
absortividad del orden de 1 x 10* M* cm™. Por tanto, aunque luego de la reduccion por
NADPH, el maximo a 450 nm de la flavina disminuye, se realizaron los controles
correspondientes en ausencia de CBS.
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Figura 42. Experimentos control.  (A) Se incubo Fe(lII)CBS (1 uM) con MSR (2 uM) en presencia
de NADPH (1 mM), en ausencia de CO y se registraron los espectros de absorcion, donde no se
observan cambios en el maximo correspondente a la enzima oxidada a 428 nm. (B) Una solucion
de Fe(llCBS (1 uM) fue reducida con ditionito de sodio y luego se saturé con CO, registrando los
espectros en el tiempo. Se observa la disminucion de la absorbancia a 449 nm, correspondiente a
la forma reducida de la CBS y la formacién del producto Fe(I)CO que absorbe a 420 nm.
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Analizando los espectros, el curso temporal parece indicar la existencia de dos fases en
el aumento de la absorbancia a 420 nm, una rapida cuya duracién es de pocos minutos y
otra mas lenta de incremento sostenido en el tiempo. Este comportamiento coincide con
datos reportados acerca de la dinamica de wuniébn del CO estudiada por
espectrofotometria de flujo detenido, en los que la cinética de reaccidén se ajusté a dos
funciones exponenciales sucesivas, con una fase rapida con mayor amplitud que la fase
lenta (80). Cuando los ensayos se realizaron variando la relacion de concentraciones de
CBS:MSR, dejando fija la concentracion de CBS (1 pM) y aumentando la de MSR (2 0 4
pM) y manteniendo el NADPH y CO en concentraciones en exceso y saturantes, se
observdé un incremento en la velocidad de la fase inicial mas rapida, de forma
concentracién-dependiente.

En la reduccién de la CBS por la MSR podrian estar involucradas interacciones proteina-
proteina, tal como sucede por ejemplo en la reaccion de reactivacién de la metionina
sintasa catalizada por la MSR (14). Para analizar este punto se determiné el efecto de la
fuerza idnica en la reaccion. Sorprendentemente la velocidad de formacion de Fe(I)CO
en los primeros 10 min mostré una dependencia con la fuerza idnica, obteniendo un perfil
en forma de campana con un maximo cercano a los ~200-300 mM de fuerza ib6nica
(Figura 43). Por tanto, la interaccion de la MSR con la CBS parece involucrar
interacciones de carga, posiblemente entre grupos de carga negativa en la reductasa y
de carga positiva en la CBS, dado el entorno electropositivo en el que se encuentra
inmerso el hemo en la estructura proteica.
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Figura 43. Efecto de la fuerza ibnica. Se agregdé CBS (1 uM) a
una solucion de MSR (2 uM) previamente reducida por NADPH (1
mM) y luego se satur6 con CO (1 mM). El ensayo fue repetido
utilizando en cada caso amortiguador fosfato con concentraciones
crecientes de KCI (75-760 mM) controlando el pH final, mantenido
en 7.4.
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Se realizaron nuevos ensayos utilizando un espectrofotometro de flujo detenido. En este
caso en colaboracion con el Dr. David Ballou del Departamento de Quimica Biologica de
la Universidad de Michigan. Otra variante fue la utilizacion de tonémetros, en lugar de
preparar y degasear las soluciones en la camara anaerobia.

El procedimiento experimental consistié en colocar en una jeringa del espectrofotometro
de flujo detenido un tondmetro conteniendo una solucién de CBS (1 uM, final luego de la
mezcla) en amortiguador fosfato, pH 7.4, previamente degaseada con ciclos de vacio y
nitrégeno y luego saturada en CO. Por otra parte, se prepararon diferentes tonémetros
cada uno con concentraciones crecientes de MSR (2, 5y 10 uM) a las que se agrego
NADPH (500 uM) en exceso para asegurar la reduccion de MSR. Estos tonémetros se
colocaron en la segunda jeringa y al mezclar, luego de cada disparo, se registraron los
espectros de absorbancia en el tiempo, variando la adquisicion de los mismos desde
milisegundos hasta 1425 s.

En la Figura 44, se muestra un registro representativo de los espectros obtenidos. El
resultado indica una disminucion del maximo correspondiente a la CBS oxidada, y un
concomitante aumento de la absorbancia a 420 nm, correspondiente a la formacién del
Fe(I)CO. A diferencia de los ensayos anteriores, en este caso si observamos la aparicién
de un pico a 449 nm, correspondiente a la CBS reducida que luego reacciona con CO
para formar Fe(l)CO.
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Figura 44. Reduccién de CBS por MSR en presencia de CO. En
un espectrofotometro de flujo detenido, se mezclé una solucién
anaeroébica de Fe(llI)CBS (final 1 uM) saturada con CO, con MSR (2
pHM) previamente reducida con NADPH (500 pM), en amortiguador
fosfato (0.1 M, pH 7.4, con DTPA 0.1 mM) a 25 TC. L os espectros
fueron registrados luego del mezclado desde 0.75 a 1425 s. Las
flechas indican la direccién del cambio de absorbancia en el tiempo.

Estos ensayos fueron repetidos en ausencia y en presencia de concentraciones
crecientes de MSR. En la Figura 45, se comparan los cambios de absorbancia
registrados en el tiempo para las longitudes de onda de 449 y 420 nm obtenidos. A 449
nm se observa un incremento en la absorbancia y luego una disminucién, lo cual se
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corresponderia primero con la formacion de la especie reducida Fe(I)CBS vy luego, al
reaccionar con CO, su conversion en la especie Fe(ll)COCBS. En este sentido, se
distingue un aumento en la absorbancia a 422 nm que a tiempos cortos parece tener una
fase lag. Es destacable ademas la dependencia del cambio de absorbancia en el tiempo
con el incremento de la concentracion de MSR.
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Figura 45. Dependencia del cambio de absorbancia co n la concentracibn de MSR. Se
grafican los maximos de absorbancia a 449 nm (A) y 420 nm (B) obtenidos a partir de los
espectros UV-Vis registrados hasta 1425 s, luego de mezclar una solucion de Fe(llI)CBS (final 1
MM) saturada con CO, en ausencia (linea negra) o en presencia de diferentes concentraciones de
MSR (2, lineas roja y verde, 5 uM linea azul y 10 uM, lineas celeste y anaranjada) previamente
reducida con NADPH (500 uM), en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, con DTPA 0.1 mM) a 25
TC. Inserto: registro del curso temporal de la absorbancia a 449 nm hasta 142s.

Un resultado muy sorpresivo, del cual aiin no tenemos una explicacién clara, fue que en
los experimentos control, al mezclar Fe(lll)CBS saturado con CO en una jeringa, con
NADPH en ausencia de MSR en otra jeringa, se observéd un incremento en el maximo a
449 nm (Figura 46). Cabe mencionar que este comportamiento se repitid en todos los
ensayos realizados en ausencia de MSR. Incluso cuando se utilizaron preparados de
CBS y de MSR de distintas purificaciones, o al cambiar el stock de NADPH. En la
literatura no hay reportes sobre una posible reduccién de CBS por NADPH y no se
espera que esto ocurra directamente, dado que el NADPH es un dador de dos electrones
y para reducir el hemo de la CBS se precisa un solo electron. De hecho ese seria el
trabajo de las flavina reductasas. Ademas se hicieron controles bloqueando entre
sucesivas medidas la luz incidente en la celda del espectrofotometro de flujo detenido,
pero igual se observé la reduccion, con lo que descartamos un efecto fotoquimico. De
todas formas, a pesar de este comportamiento inesperado, es bien destacable que en
presencia de MSR hay un claro incremento de las absorbancias a 449 nm y 420 en el
tiempo y de manera concentracion-dependiente.
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Figura 46. Ensayo control . Espectros UV-Vis de una solucién de

Fe(llCBS (1 uM) saturada con CO, mezclada con NADPH (1 mM)
en ausencia de MSR en un espectrofotometro de flujo detenido. Los
espectros de absorcion fueron registraron hasta los 285 s.

Para poder determinar una constante para la reaccién de reduccion se realizaron dos
tipos de andlisis cinéticos, en primer lugar se utiliz6 el método de velocidades iniciales,
calculando la pendiente de la porcion inicial de la reaccion en los primeros 15 segundos y
por otro lado, los datos de absorbancia a 449 nm en funcidn del tiempo fueron analizados
mediante el ajuste a una funcién exponencial.

El método de velocidades iniciales consiste en determinar la pendiente inicial en el grafico
de absorbancia a 449 nm en funcién del tiempo, para cada concentracion de MSR. Se
considera que la concentracién de los reactivos durante el intervalo de medida, en los
primeros 15 segundos, permenece constante e igual a la inicial. Es necesario ademas
conocer el coeficiente de absortividad para la forma reducida de la CBS. Este valor fue
estimado a partir de datos recopilados de diferentes espectros donde la CBS fue
completamente reducida por ditionito (el calculo se efectu6 restando la absorbancia a 449
nm de la CBS reducida menos la contribucion a 449 nm de la CBS oxidada y luego
dividiendo por la concentracion de CBS). El valor calculado del coeficiente de extincion
fue de 63900 + 5020 M™* cm™ (n = 11, basado en proteina). Como se observa en la Figura
47, las velocidades iniciales muestran un aumento lineal con las concentraciones de MSR
y a partir de la pendiente del grafico se estimé una constante de velocidad de reduccion
de 931 M's™ a pH 7.4y 25 T (promedio de dos experimentos ind ependientes).
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Figura 47. Analisis de la cinética de reduccion de CBS por MSR
por el método de velocidades iniciales. Las velocidades iniciales
fueron obtenidas a partir de la pendiente inicial en la absorbancia a
449 nm en los primeros 15 s, para cada concentracion de MSR.
Cada punto representa el promedio (+ desviacién estandar) de al
menos 8 determinaciones. Se muestran datos de un experimento
representativo.
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Figura 48. Analisis de la cinética de reduccion de CBS por MSR
por el ajuste a una funciébn exponencial. Las constantes
observadas Kgps (s'l) fueron determinadas a partir del ajuste de la
formacién de Fe(I)CBS a 449 nm a una funcién exponencial hasta
siete vidas medias, para cada concentracion de MSR. Cada punto
representa el promedio (+ desviacion estandar) de al menos 5
determinaciones. Se muestran datos de un experimento
representativo.
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A su vez, los datos de absorbancia a 449 nm en funcién del tiempo, fueron analizados
mediante el ajuste a una funcién exponencial hasta 7 vidas medias. De esta forma, a
partir del gréfico de kops €n funcion de la concentracién de MSR, se estim6 una constante
de velocidad de 8630 Ms™ (promedio de dos experimentos independientes) (Figura 48).

Las constantes determinadas a partir del ajuste a la funcién exponencial, son un orden de
magnitud mayores que las obtenidas por la aproximacion de velocidades iniciales. Una
explicacién para esta diferencia puede ser que al ajustar los datos a una funcion de
aumento exponencial simple solo hasta 7 vidas medias, estamos sobreestimando el valor
de la constante, dado que hay una parte del registro no incluida en el ajuste. Por otra
parte, es importante tener en cuenta que en los primeros puntos no tenemos un gran
exceso de MSR respecto a la CBS, por lo que no estamos en condiciones de pseudo
primer orden. Como alternativa se realizd un ajuste a una doble funciéon exponencial, que
no mostré un buen ajuste.

Exposicion a oxidorreductasa NR1

Como sistema reductor alternativo utilizamos la enzima oxidorreductasa NR1, identificada
recientemente como una flavoproteina citosélica de 68 kDa, que al contener dominios
FAD y FMN también integra la familia de diflavinas y se ha visto que presenta gran
homologia con la MSR (235). En primer lugar la NR1 fue expresada y purificada
siguiendo un procedimiento similar al descrito para la CBS y MSR. En la Figura 49, se
indican en un gel de electroforesis las diferentes etapas en la purificacion.
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Figura 49. SDS-Page de etapas de la purificacion de  NR1. Se
sembraron los lisados de células bacterianas antes y después de
inducir la expresion de la proteina recombinante con IPTG (carriles
2 y 3, respectivamente). A continuacion se efectud la sonicacion
(carril 4) y a partir de la fraccion soluble (carril 5), se realizé una
cromatografia de afinidad con glutation-sepharosa (carril 6), seguida
de protedlisis con trombina con otro paso de cromatografia de
afinidad (carril 7). Los marcadores de peso molecular se indican en
el carril 1.
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En cuanto a la caracterizacibn de la enzima purificada, se realizé el espectro de
absorcion para confirmar el contenido de flavinas y se midio su actividad determinando la
reduccion de citocromo c en presencia de NADPH. La NR1 mostro tener un contenido de
flavinas menor al esperado de acuerdo a la relacion de absorbancias AbsSy;o/AbSuso
(Figura 50), ademas la actividad resulté ser sélo un 20 % respecto a la reportada (0.4
pumol min™ mg™ vs. 1.98 pmol min™ mg™) (14).
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Figura 50. Espectro UV-Vis de la NR1 purificada.  Espectro UV-
Vis de la NR1 (1.5 uM) en amortiguador fosfato 50 mM, pH 7.4. Se
observan los maximos de absorcién caracteristicos de las flavinas a
380 y 450 nm y un hombro a 480 nm. La relacién Abs,;o/Abs,s fue
de ~9.6, mientras el valor reportado es de 5, por lo que esta
preparacion de NR1 tiene un bajo contenido de flavinas

Por tanto, se optdé por reconstituir el preparado enzimatico promoviendo la incorporacion
de flavinas mediante el agregando FAD y FMN, removiendo por filtraciéon el exceso no
unido. Sin embargo, luego del tratamiento nuevamente se obtuvo un bajo contenido de
flavinas y una muy baja actividad enzimatica. Por tanto se comenzd una nueva
purificacién, pero en este caso no se logré una buena expresion de la proteina. La NR1
se intentd purificar en numerosas oportunidades sin lograr obtener la enzima activa y con
el contenido adecuado de flavinas, por lo que lamentablemente no fue posible incluirla en
los ensayos para determinar la reduccion del hemo.

Exposicion al dominio reductasa de la NOS

A su vez, se exploré la reduccion del hemo de la CBS por el dominio reductasa de la
NNOS, que como fue mencionado anteriormente, también contiene FAD, FMN y une el
NADPH y de acuerdo a su potencial de reduccién podria dar cuenta de esta reduccion in
vivo. Estos ensayos fueron realizados por Inés Marmisolle, utilizando el dominio
reductasa purificado de la nNOS cedido por Dennis Stuehr (Cleveland Clinic). El
procedimiento experimental consisti6 en exponer una solucion de CBS anaerébica al
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dominio reductasa de la NOS, en presencia de NADPH vy registrar los cambios en los
espectros UV-Vis, registrados en el tiempo. En este caso no se evidencié la aparicion del
méaximo a 449 nm correspondiente a la enzima reducida. Al agregar KCN u éxido nitrico
utilizando ProliNO como dador de NO, no se observo la aparicion de maximos a 435 o
390 nm, respectivamente que indicaran la reduccion del hemo de la CBS.

5.3.3. Discusion

En esta parte del trabajo hemos abordado el estudio de la posible reduccion biolégica del
hemo de la CBS mediante distintas aproximaciones experimentales. Por un lado, como
posible sistema reductor utilizamos fracciones subcelulares de higado de rata, en
particular la fraccidon citosdlica del tejido donde se encuentra la CBS en mayor
abundancia. El resultado indica que con los extractos en nuestras condiciones de
reacciéon no fue posible detectar la reduccién del hemo, que fue monitoreado por los
cambios a nivel de los espectros UV-Vis, asi como por el consumo de oxigeno. A
continuacion realizamos un nuevo abordaje experimental mediante la exposiciéon de la
CBS a distintas flavoproteinas citosélicas purificadas. En este caso, con la MSR y en
presencia de CO obtuvimos evidencia que sugiere la reduccion del hemo de la CBS. Los
cambios observados en los espectros de absorcion en el tiempo, permiten aventurar que
la MSR prereducida por NADPH, es capaz de reducir el hemo de la CBS que a su vez, en
presencia de CO, genera el producto Fe(Il)COCBS. Una observacion inesperada que
surge de estos ensayos, fue la aparicion en el espectro de un méaximo de absorbancia
correspondiente a la CBS reducida, en ausencia de MSR pero en presencia de NADPH,
lo cual constituye un punto para seguir explorando en futuras determinaciones. De todas
formas, hay un marcado incremento en la velocidad de reduccién del hemo de la CBS en
presencia de concentraciones crecientes de MSR. El hecho de haber obtenido estos
resultados es bien destacable, dada la complejidad del sistema en estudio, en particular
debido a la dificultad inherente del trabajo en condiciones anaerobias.

Los resultados obtenidos son preliminares y es necesario efectuar nuevos ensayos para
confirmar plenamente esta hipétesis. En este sentido, como continuacion del trabajo
puede resultar de gran relevancia complementar los estudios de cinética rapida con otras
técnicas espectroscopicas, por ejemplo mediante resonancia paramagnética electronica.
Dado que el hemo reducido es diamagnético, se podria seguir la desaparicion del
paramagnetismo asociado con el hemo oxidado, al incubar CBS con MSR en presencia
de NADPH, realizando controles en ausencia de CBS, o incluso también tomar ventaja
del hecho que cuando el hemo reducido reacciona con el 6xido nitrico, el hierro del hemo
pasa del estado diamagnético al paramagnético, con lo cual se podria tratar de detectar
en la sefal de EPR la aparicion del patron caracteristico de tres lineas de division
hiperfina que resultan de la interaccién del NO con Fe(ll)CBS. Ademas de confirmar el rol
de la MSR en la reduccién, se podrian expresar en forma separada los dominios
NADPH/FAD o el dominio FMN de la MSR para identificar cual seria el encargado de
reducir el hemo. A su vez, esperamos poder obtener en el corto plazo la flavoproteina
NR1 purificada y activa para poder evaluar un posible rol en la reduccion de la CBS.
Dado que la NR1 presenta un potencial redox mas negativo que la MSR, seria incluso un
mejor candidato para efectuar la reduccion del hemo.
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5.4. Reactividad del sulfuro de hidrégeno con perox  initrito y
otros oxidantes de interés biologico

Entre los efectos citoprotectores asignados al sulfuro de hidrogeno, se ha propuesto que
podria tener un rol antioxidante. Sin embargo, no existe una caracterizacion sistematica
de la cinética y mecanismos de reaccion del sulfuro con oxidantes y radicales libres. Con
el fin de comprender y racionalizar el posible potencial protector del sulfuro en sistemas
bioldgicos, se abordé el estudio de su reactividad con diversos oxidantes de uno y dos
electrones, en particular con el peroxinitrito. Ademas se comparé la reactividad del sulfuro
con la de tioles de bajo peso molecular, como cisteina y glutation.

5.4.1. Reactividad del sulfuro de hidrégeno con per  oxinitrito

Estudios directos de espectrofotometria de flujo detenido

El estudio cinético de la reaccion directa entre sulfuro de hidrogeno y peroxinitrito fue
realizado por técnicas de cinética rapida, empleando un espectrofotometro de flujo
detenido. Las determinaciones experimentales se realizaron en condiciones de pseudo-
primer orden, utilizando concentraciones de sulfuro en exceso, de por lo menos 5 veces
respecto al peroxinitrito. La reaccién fue monitoreada siguiendo la descomposicién del
peroxinitrito, en presencia de concentraciones crecientes de sulfuro de hidrégeno. Como
se observa en la Figura 51, la caida en la absorbancia a 302 nm correspondiente al
consumo de peroxinitrito siguié una funcion exponencial simple, lo cual se evidencia en el
grafico de escala logaritmica donde se aprecia una relacién lineal. Las constantes de
velocidad de primer orden kqs (™) se incrementaron linealmente con la concentracion de
sulfuro de hidrogeno, excepto por una pequefia aunque reproducible desviacion
observada a bajas concentraciones de sulfuro. A partir de la pendiente del grafico se
determind la constante aparente de segundo orden para la reaccion, con un valor de (4.8
+ 1.4) x 10° M*s* a pH 7.4 y 37 T (promedio * desviacién estandar con n = 4). La
desviacion de la linealidad observada a bajas concentraciones de sulfuro, ocurre en una
condicion en la cual el decaimiento del peroxinitrito por homolisis (0.9 s™) se torna mas
significativo respecto a su reaccion directa con el sulfuro. Este comportamiento es similar
al reportado previamente para la reaccidn entre peroxinitrito y los tioles de bajo peso
molecular cisteina y glutatién (236) y es probablemente causado por la reaccion entre el
radical dioxido de nitrégeno y el anidén superéxido que da lugar a la formacién de
peroxinitrato (O,NOQO7), que también absorbe a 302 nm y puede provocar un
enlentecimiento aparente artefactual en las constantes observadas de decaimiento del
peroxinitrito (237).

La estequiometria de la reaccion fue determinada en colaboracién con el Lic. Ernesto
Cuevasanta, exponiendo peroxinitrito (0.246 mM) a una solucién de sulfuro de hidrégeno
en exceso (2.10 mM) en viales cerrados a pH 7.33. Luego de incubar la mezcla de
reaccion durante 3 min a 37 C, la cantidad de sulf uro remanente fue determinado como
(1.64 + 0.04) mM (promedio + desviacién estandar con n = 6). Este valor corresponde a
1.87 mol de sulfuro de hidrégeno oxidado por mol de peroxinitrito. En estas condiciones,
se calculé que > 90% del peroxinitrito reacciond de forma directa con el sulfuro en lugar
de homolizar. Ademés, en los controles en los que el peroxinitrito fue previamente
descompuesto en el amortiguador antes de ser expuesto al sulfuro, no se observo
oxidacién, descartando una potencial interferencia debida a contaminantes del
peroxinitrito.
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Figura 51. Constante de velocidad de la reaccion en tre sulfuro

de hidrégeno y peroxinitrito.  Se mezclé peroxinitrito (50 uM) con
concentraciones crecientes de sulfuro de hidrégeno en
amortiquador fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 37 T. Las
kops (87) fueron obtenidas a partir del ajuste de la absorbancia del
peroxinitrito a 302 nm a una funcién exponencial. La constante de
velocidad de segundo orden fue determinada de la pendiente del
gréafico de kg5 versus concentracion de sulfuro de hidrégeno (0.67-
3.33 mM). Inserto. Trazo cinético representativo a 302 nm en escala
logaritmica, en ausencia y en presencia de sulfuro de hidrégeno
(desde la derecha hacia la izquierda: 0, 0.34, 0.67, 1, 1.34, 1.67 y
2.32 mM). A es la absorbancia a tiempo t, y Ag Y A representan
los valores de absorbancia inicial y final, respectivamente.

Dependencia del pH

A continuacién se estudid la dependencia de la cinética de la reaccién con el pH,
determinando las constantes aparentes de segundo orden (obtenidas a partir de los
gréficos de Kkqps Versus concentracion de sulfuro de hidrégeno) a diferentes valores de pH
(Figura 52, inserto). Una particularidad a mencionar es que en los experimentos
realizados con valores de pH &cidos y elevadas concentraciones de sulfuro, los trazos
cinéticos mostraron desviaciones al ser ajustados a una funcién simple de caida
exponencial y ademas presentaron un incremento en la absorbancia a tiempos mayores,
probablemente causados por interferencias debidas a los productos de reaccién. En la
Figura 52, el grafico correspondiente a las constantes aparentes de segundo orden en
funcion del pH mostr6 un perfil con forma de campana, lo cual se explica por la
participacién en la reaccién de dos especies disociables en el rango de pH estudiado.
Aunque la proximidad en los dos valores de pK,, de 7.0 para el sulfuro y 6.8 para el
peroxinitrito, dificulta un andlisis mayor, el resultado es consistente con un mecanismo de
reaccion que involucra la forma aniénica del sulfuro de hidrégeno (HS") con la forma
protonada del peroxinitrito (ONOOH).
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Figura 52. Dependencia del pH de la reaccion entre  sulfuro de
hidrégeno y peroxinitrito.  El peroxinitrito (50 uM) fue mezclado
con concentraciones crecientes de sulfuro de hidrogeno en
amortiguador fosfato (0.1 M, 0.1 mM DTPA) a 37 <, al pH indicado.
Inserto. Los valores de Kgps (s'l) fueron determinados para cada
concentracién de sulfuro de hidrégeno y para cada valor de pH. Las
constantes aparentes de segundo orden (k,p,) Obtenidas del gréafico
de kops versus sulfuro, fueron graficadas en funciéon del pH. Se
muestran datos de cuatro experimentos independientes realizados
en diferentes dias (simbolos abiertos).

Medidas del consumo de oxigeno

La oxidacion del sulfuro de hidrégeno mediada por el peroxinitrito resulté estar asociada
con el consumo de oxigeno, lo cual estd de acuerdo con observaciones reportadas
previamente para tioles de bajo peso molecular (236, 238). De acuerdo a los perfiles
obtenidos, en condiciones de bajas concentraciones de sulfuro de hidrégeno (< 0.27 mM)
se verificd una sola fase rapida de consumo de oxigeno con una duracion menor a 0.5
min, en la cual el consumo total de oxigeno se incrementd al aumentar la concentracion
del sulfuro (Figuras 53, panel a y 54). Este consumo fue inhibido en un ~50 % al agregar
el atrapador de espin 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO, 25 mM). En cambio, cuando
se realiz6 el ensayo con mayores concentraciones de sulfuro de hidrégeno (> 0.27 mM),
el consumo de oxigeno present6 dos fases (Figura 53, panel b): una fase rapida (fase 1),
en la cual el consumo de oxigeno ahora disminuyd con el incremento en la concentracion
de sulfuro (Figura 54), seguida por la aparicion de una segunda fase (fase Il), cuya
duracion fue de varios minutos, en la que la velocidad del consumo de oxigeno se
incremento con el aumento de la concentracion del sulfuro.
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Figura 53. Perfil del consumo de oxigeno. Se monitore6 el
consumo de oxigeno luego de agregar peroxinitrito (0.5 mM) a
diferentes concentraciones de sulfuro de hidrégeno en amortiguador
fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 37 €. Se muestran
registros representativos con concentraciones de sulfuro de 0.066 y
4 mM, en ausencia (a, b) o en presencia (c, d) de NaHCO; (25 mM)
(concentracion final de diéxido de carbono ~ 1.2 mM). Las flechas
indican el momento en el cual fue afiadido el peroxinitrito. Los datos
son representativos de tres experimentos independientes.

Al graficar el consumo de oxigeno inicial (fase 1) en funcién de la concentracién de sulfuro
de hidrégeno, se obtuvo un perfil acampanado (Figura 54). Este patrén en el consumo de
oxigeno es consistente con la coexistencia de dos vias que compiten en el mecanismo de
la reaccion de oxidacion del sulfuro por el peroxinitrito. A bajas concentraciones de
sulfuro predomina la homodlisis del peroxinitrito (0.9 s, pH 7.4, 37 °C) dando lugar a la
formacion de los radicales hidroxilo ((OH) y diéxido de nitrégeno ('NO,), que pueden
reaccionar con el sulfuro de hidrégeno en un proceso de oxidaciébn por un electrén,
conduciendo a la formacion del radical sulfanilo (S7)*, capaz de reaccionar con el oxigeno
e iniciar una cadena de reacciones radicalares oxigeno-dependientes, propagando y
amplificando la via de oxidacién por un electrén. En efecto, se ha reportado que el ‘OH
reacciona con el sulfuro de hidrégeno, dando lugar a la formacion del radical sulfanilo con
una constante de velocidad de 1.5 x 10 M™ s* (240). En cambio, a mayores
concentraciones de sulfuro, desciende el consumo de oxigeno dado que predomina la
reaccion directa de oxidacion del sulfuro de hidrégeno por el peroxinitrito en un
mecanismo de oxidacién por dos electrones.

* A pH 7.4, el radical sulfanilo estara predominantemente en la forma aniénica S, de acuerdo al
pK, reportado para el HS' de ~ 3-4 (239)Das, T. N., Huie, R. E., Neta, P., and Padmaja, S. (1999)
Reduction Potential of the Sulfhydryl Radical: Pulse Radiolysis and Laser Flash Photolysis Studies
of the Formation and Reactions of 'SH and HSSH™ in Aqueous Solutions. Journal of Physical
Chemistry A 103, 5221-6.
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Figura 54. Consumo inicial de oxigeno (fase I) en f uncién del
sulfuro de hidrogeno.  Se agregd peroxinitrito (0.5 mM) a
diferentes concentraciones de sulfuro de hidrégeno (0.03-5.3 mM)
en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 37 Ty se
determiné la fase inicial del consumo de oxigeno. Los resultados
representan el promedio + desviacién estandar (n = 3). Inserto.
Simulaciones. La linea continua representa el perfil obtenido de las
simulaciones realizadas utilizando las reacciones listadas en la
Tabla 4, donde el 100 % corresponde a 86 uM. La linea punteada
(rojo) representa el perfil simulado cuando se omiti6 la reaccién
directa entre el sulfuro de hidrégeno y el peroxinitrito, en este caso
el 100 % corresponde a 197 uM.

Para poder comprender estos resultados, justificar el comportamiento observado vy
confirmar los mecanismos propuestos, se realizaron simulaciones asistidas por
computadora, utilizando una serie de reacciones con constantes de reaccion conocidas
recopiladas de la literatura (Tabla 4). Como se observa en la Figura 54, a pesar de la
complejidad del modelo por la gran cantidad de reacciones involucradas en el proceso, el
perfil obtenido en la simulacién reproduce cualitativamente los resultados obtenidos en
forma experimental. En la simulacién sin embargo, el maximo de consumo de oxigeno
obtenido fue menor que el determinado en forma experimental (86 versus 205 uM), lo
cual se debe probablemente a la numerosa variedad de intermediarios de naturaleza
radicalar y no radicalar que pueden formarse, algunos de los cuales no pudieron ser
incluidos en la simulacion por la falta de constantes reportadas. De todas formas, la
simulacién explica el perfil obtenido en forma de campana confirmando la incidencia de la
reaccién directa de oxidacién del sulfuro por peroxinitrito, dado que cuando esta reaccion
no fue incluida en la simulaciéon, desaparece la caida en el consumo de oxigeno
observada a altas concentraciones de sulfuro de hidrogeno (Figura 54, inserto, linea
punteada). Otro dato interesante obtenido a partir de las simulaciones es que la reaccion
que contribuye en mayor medida al consumo de oxigeno es aquella entre of S™y O,. De
hecho, la supresion de esta reaccion redujo el consumo de oxigeno en dos 6rdenes de
magnitud, y a una concentracion de 0.27 mM de sulfuro de hidrégeno, el oxigeno
constituye el blanco preferente del radical sulfanilo.
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Cuando la oxidacién del sulfuro de hidrégeno por peroxinitrito fue estudiada en presencia
de diéxido de carbono, también se observd consumo de oxigeno aunque con un perfil
diferente sin la aparicion de la forma acampanada (Figure 3 c, d), comportamiento que
fue confirmado en las simulaciones que incluyeron al CO, (no se muestra). En este
sentido, la rapida reaccion entre el peroxinitrito y el diéxido de carbono (4.6 x 10* M™* s,
pH 7.4, 37 ) (173) compite con la reaccion directa de oxidacién del sulfuro de
hidrégeno, aun en presencia de altas concentraciones de sulfuro, dando lugar a la
formacion de "NO, y radical carbonato (CO3™) con un rendimiento del ~35 % (174, 175),
los cuales pueden oxidar al sulfuro para formar el radical sulfanilo. De hecho, se ha
reportado que el radical carbonato reacciona con el sulfuro con una constante de

velocidad de 2 x 10° M*s™ (239).

Tabla 4. Reacciones que participan en la oxidacion aerdbica del sulfuro de hidrégeno por
peroxinitrito utilizadas en la simulacion de la Figura 54.

Reaccion ?

constante (k)

Referencia

Reacciones involucradas en

peroxinitrito
ONOOH — 'NO; + HO’
ONOOH — NO3™ + H*

HO" + NO,” — ‘NO, + OH"
2 'NO,; = N,0,

N,O4 + H,O — NO, + NO3 + H*
'NO, + O,” == O,NOO"

O,NOO™ — O, + NO;~
20,"+2H" — 0, + H,0,
ONOO™ + CO, — ‘NO, + CO35™
ONOO™ + CO, —» NO3; + CO,
CO3;™ +'NO, —» NO; + CO;,

COs;™ + 0,”— CO5* + 0,

el

decaimiento del

Reacciones adicionales en presencia del sulfuro de

hidrégeno
HS + ONOOH — HSOH + NO,~

H,O; + HS™ — HSOH + OH™

0.27 sP

0.63s'P
6x10°Mtst

4.5x 108 M*s? (d)

6.9 x 10 s™ (r)
1x10%s™
4.5x10° M*s™ (d);
1.1s™(r)

1.3s

2x10° Mt st

1.6 x10* M* std
3.0x10* Mt st
1x10°M's™
6.5x10°M*s*

48x10°Mtst

0.73M*'st

(163) (163)

(163)
(240)

(240)

(241)

(242, 243)

(242, 243)
(127)
(173)
(173)
(240)

(240)

Este trabajo

Este trabajo

98



HSOH + HS™ — HSSH + OH~
'NO, + HS" — ST+ NO, + H'

HO' + H,S/HS™ — S™+ H,0

O, + HyS/HS™ — H,0, + S~
H,S/HS™ + CO3™ — S™+ CO3*
S”+S"+2H"— HSSH

S™+ HS = HSS™

HSS* + 0, —» HSS™ + O,~

HSS™ + S™ — HSSH + HS"

HSS™ + HSS® — HSSH + 2 HS™
ST+ 0,+H — HSOO" — H"+ SO,~

SOZ._ + 02 — SOz + 02._

82042_ -2 SOZ._

S0, + H,0 == HS0;/S03* + H*

HSO;/S05% + S™ — SO;™ + H,S/HS™

HSO3/S05” + ‘NO, — SO3™ + NO,~
HSO; /S0 + HO" — SO;™ + H,0
SO;™ + SO3™ — productos

SO;™ + 0, — SO5™

SO;™ +CO;~ — SO,* + CO,

SOs™ + SOs~ — productos

HSO;/S05> + SOs™ — SO;™ + HSOx~

1x10°Mtste
1.2x10"Mts?
1.5x 10" M1t
200 Mt stf
2x108Mtst
6.5x 10° Mt st

5.4 x 10° M* s (d):
5.3x 10°s™ ()

4x10°Mtst
9x10°M*'s™
9.5x10°M* st
75x10°M* st
1x108M*st

2.5 st (d); 1.8 x 10°
Mt st ()

3.4x10° s (d); 2.0 x
108 Mtst ()’

41x10°M*ste
1.2x10"M* st
5.1x10° M's™
5x10°M* st
1.5x10°M*s™
55x10°M*s™
1x108Mts?t

6x10°Mtst

(244)

Este trabajo
(240)
(245)
(239)

(246)

(246)

(246)
(246)
(246)

(246)
(222)

(221, 222)

(247)

(239)
(240)
(240)
(240)
(240)
(240)
(240)

(240)

% Se utilizaron reacciones cuyas constantes cinéticas fueron determinadas a pH neutro y 37 C. Cuando
no se encontraron constantes reportadas en estas condiciones se utilizé el valor mas cercano obtenido.
® Calculado considerando la constante cinética para la descomposicién del peroxinitrito (0.9 s a pH 7.4)
(163) y el rendimiento radicalar (30 %) (167, 168). ° (d) y (r) representan las constantes cinéticas de las

reacciones directa y reversa, respectivamente.

Calculado considerando la constante cinética para la

reaccion del ONOO™ con CO, (k = 4.6 x 10* M™s™) (173) y el rendimiento de radicales (34 y 66 %) (174,
175). ° Constante de velocidad reportada para la cisteina. " Constante de velocidad reportada para el
glutation. ¢ El valor de pK, reportado para el sulfito de hidrégeno (HSO3) es 6.97 (247).
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5.4.2. Reactividad del sulfuro de hidrégeno con di6  xido de nitrégeno

La cinética de la reaccion de oxidacion por un electron del sulfuro de hidrégeno por el
‘NO, fue de estudiada por experimentos de radidlisis de pulso realizados por Madia
Trujillo. Dado que las especies que participan de la reaccion no pueden ser detectadas
espectrofotométricamente, la reaccion fue monitoreada utilizando ABTS? como molécula
reportera, cuya oxidacion genera un intenso cromoéforo ABTS™, seguido a 645 nm (211).
De acuerdo a las reacciones (12-14) el ABTS™ puede ser generado ya sea por la
oxidacion del ABTS? por el radical sulfanilo o por el diéxido de nitrégeno.

'NO, +HS™ 03 NO,” +S~ +H’ (11)
S +ABTS*” (+H') O HS™ +ABTS™ (12)
‘NO, + ABTS?” 0 [@» NO,” + ABTS™~ (13)

La velocidad de la reaccién (11) es significativamente mas lenta que la de la reaccién (12)
y la contribucion de la reaccién (13) es una constante dado que se utiliza una
concentracion de ABTS* fija y en exceso sobre ‘NO,, por lo que la reaccion de interés
(11) sera en gran medida la limitante de la velocidad. En primer lugar entonces se
determind el valor de la constante de velocidad para la reaccion (12) entre el radical
sulfanilo y ABTS?. Mediante radidlisis de pulso y generando S™ a partir de la oxidacion
del sulfuro de hidrégeno por el "OH, se siguio la oxidacién de concentraciones crecientes
de ABTS? a pH 6 y 7.5. Se determiné una rapida formacién de ABTS™, seguido de un
lento decaimiento. A partir del ajuste de la formacion inicial de ABTS™ a una funcion
exponencial de primer orden se obtuvieron las constantes de velocidad observadas Kqps
que mostraron una relacién lineal con concentraciones crecientes de ABTS?. De la
pendiente del gréafico surge el valor de la constante de velocidad de reaccién entre S™ y
ABTS? de (1.06 * 0.04) x 10° M* s* y (1.2 + 0.9) x 10° M* s* a pH 6 y pH 7.5,
respectivamente (Figura 55, panel A). La disminucion de 8.8 veces en el valor de la
constante de velocidad de reaccion determinada a pH 7.5 en comparacién con la de pH
6, puede ser atribuida al atrapamiento del S™ por HS™ (reaccién 14) con una constante K
=1.01 x 10* M (246), reaccién que predomina a pH alcalino:

S +HS™ —— HSS™*" (14)

Dado que HS™ se encuentra en equilibrio con H,S, considerando el pK, del H,S de 7.0, se
puede calcular un incremento de 8.4 veces en la fraccion de HS™ a pH 7.5 respecto a pH
6, lo cual estd de acuerdo con la magnitud del cambio observado en la constante de
velocidad de la reaccion entre S™y ABTS?.

A continuacion, una vez obtenida la constante de velocidad para la reacciéon 12, se
determiné el valor de la constante de reaccién entre el ‘NO, y sulfuro de hidrégeno a pH 6
y 7.5. Como se menciond anteriormente, las k,,s Se obtuvieron a partir de un ajuste
exponencial de dos reacciones secuenciales. A su vez, la constante de primer orden Kegps
gue caracteriza la formacién de ABTS™, puede ser calculada a partir de la siguiente
ecuacion: Kos = ki[HS] + ks[ABTS?]. Como se espera, a una concentracion constante de
ABTS?, kg Mmuestra una dependencia lineal con la concentracion de sulfuro de
hidrégeno, de cuya pendiente se obtienen los valores de la constante de velocidad de la
reaccion de (3.0 +0.3) x 10 Mt stapH 6y (1.2 +0.1) x 10’ M™* s* a pH 7.5 (Figura 55,
panel B). La velocidad de reaccién entre ‘NO, y sulfuro de hidrégeno fue dependiente del
pH, de acuerdo con que la especie que esta reaccionando es HS . Sin embargo, el
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incremento en la reactividad de 4 veces entre pH 6 y 7.5 fue menor al esperado (8.4
veces de acuerdo al pK, = 7.0), probablemente debido a la reaccién entre STy HS™, en
lugar de reaccionar con ABTS*, que puede llevar a una subestimacion de la constante de
velocidad a pHs alcalinos, tal como fue reportado previamente para la cisteina y glutatién
(210). A su vez, el valor del intercepto de las pendientes en el eje y muestra una estrecha
correlacion con el valor reportado de la constante de velocidad entre ABTS® y "NO,, ks =
2.2 x 10’ M* s* (Figura 55, panel B) (248).

A B
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Figura 55. (A) Constante de velocidad de la reacci6 n entre S~y ABTS?. Una solucién de
ABTS* (20-100 pM) en amortiguador fosfato (25 mM) a pH 6 (circulos cerrados) y pH 7.5 (circulos
abiertos) fue saturada con N,O y se afiadid sulfuro de hidrégeno (0.5 mM) inmediatamente antes
de la radidlisis de pulso. Se generaron concentraciones submicromolares de HO™ mediante pulsos
de 0.2 ps (0.8 Gy) y se determinaron las constants de pseudo-primer orden (kops) @ partir del ajuste
a la formacion exponencial de ABTS™ a 645 nm. Inserto: curso temporal tipico de la formacion de
ABTS™ a 645 nm, obtenido con ABTS* (40 pM) y sulfuro de hidrégeno (0.5 mM) a pH 6. (B)
Constante de velocidad de la reaccion entre ‘NO, y sulfuro de hidrégeno. Se monitored la
formacion de ABTS™ a 645 nm luego de aplicar radiolisis de pulso a soluciones saturadas en N,O
conteniendo NaNO, (5 mM) y ABTS* (100 pM) en amortiguador fosfato (25 mM) a pH 6 (circulos
cerrados) y pH 7.5 (circulos abiertos). El sulfuro de hidréogeno (0 — 0.5 mM) fue agregado
inmediatamente antes de aplicar un pulso de ~0.2 ps (0.8 Gy) y se determinaron las constantes de
pseudo-primer orden (ko) €n funcidn de las concentraciones de sulfuro. Inserto: curso temporal
tipico de la formacién de ABTS™ a 645 nm, obtenido con ABTS?™ (100 pM), sulfuro de hidrégeno
(0.3 mM) y NaNO, (5 mM) a pH 6.

101



5.4.3. Reactividad del sulfuro de hidrégeno con per  éxido de hidrégeno

El valor de la constante de velocidad de reaccion entre sulfuro y perdxido de hidrégeno
fue determinado en condiciones de pseudo-primer orden. En presencia de un exceso de
peréxido de hidrégeno, la concentracién de sulfuro disminuyd siguiendo una funcion
exponencial (Figura 56). A partir del ajuste se determind una constante de velocidad de
segundo orden de (0.73 + 0.03) M s™ a pH 7.4 y 37 °C. Este valor esta de acuerdo y se
encuentra en el orden de valores reportados previamente para esta reaccion de ~ 0.5 M*
s’ obtenidos mediante distintos procedimientos experimentales y en diferentes

condiciones de pH y temperatura (249-251).
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Figura 56. Constante de velocidad de la reaccibn en tre
peroxido de hidrégeno y sulfuro.  Las reacciones dieron comienzo
con el agregado de peroxido de hidrégeno (2.5 mM) a una solucién
de sulfuro de hidrégeno (190 uM) en amortiguador Tris (0.1 M, pH
7.4, DTPA 0.1 mM) a 37 C. Se removieron alicuotas de la reacion
a diferentes tiempos, se les agregé catalasa para eliminar el
peréxido de hidrégeno remanente y se cuantificé el sulfuro de
hidrégeno por el método del azul de metileno. La constante de
pseudo-primer 6rden se obtuvo a partir del ajuste a una funcion
exponencial.

5.4.4. Reactividad del sulfuro de hidrégeno con hip  oclorito

La reactividad del hipoclorito con tioles de bajo peso molecular se caracteriza por ser muy
rapida, tanto que no puede ser estudiada directamente por técnicas de
espectrofotometria de flujo detenido, excepto a pHs muy alcalinos . En nuestro caso,
asumiendo que el sulfuro de hidrégeno tendria un comportamiento cinético similar, la
constante de velocidad para la reaccidn entre el hipoclorito con sulfuro de hidrégeno a pH
7.4, fue evaluada en forma indirecta utilizando un ensayo de competencia. Estos estudios
se basan en el principio de que en reacciones paralelas que comparten uno de sus
reactivos, en este caso el hipoclorito, se generan productos diferentes cuya relacién de
concentraciones es igual a la relacion entre sus constantes cinéticas. En nuestro caso
utilizamos metionina como molécula competidora (reacciones 15-16), dado que reacciona
con el hipoclorito con una constante de velocidad conocida de 3.8 x 10" M* s* a
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temperatura ambiente (252) (asumimos un valor dos veces mayor a 37 C) y la reaccion
fue seguida cuantificando la concentracion de sulfuro remanente por el método del azul
de metileno. Las reacciones involucradas en la competencia son las siguientes:

HOCI + H,S 0L P, (15)

HOCI + Met O 0. P, (16)

En condiciones en las que no se utiliza un gran exceso de los reactivos que participan en
la competencia, la relacién entre las reactividades esta dada por la siguiente ecuacion
(172, 253):

n {[HS]} " { [H.S], }
kst _ [st]o h [PHZS]oo _ [st]o B ([st]o' [st]M) (ec. 3)

Kieo |1 { [Met, } i { [Met, }
[Met]o - [PMet]oo [Met]o - ([st]M' [HZS]A)

donde [H,S], representa la concentracion inicial conocida de sulfuro de hidrégeno y [H,S]a
y [H.S]uw corresponden a las concentraciones finales medidas de sulfuro en ausencia y en
presencia de una concentracion dada de metionina, respectivamente. Como se observa
en la Figura 57, la metionina compitié en la reaccion, incrementando la cantidad de
sulfuro de hidrégeno remanente luego del tratamiento con hipoclorito.
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Figura 57. Competencia con metionina de la reaccion de
oxiacién de sulfuro de hidrégeno por hipoclorito. Se incubdé

sulfuro de hidrégeno (316 pM) con hipoclorito (150 pM) en
amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4 con Chelex) a 37 € en
presencia y ausencia de metionina. Se cuantificé la concentracion
de sulfuro remanente (circulos) para cada concentracion de
metionina por el método del azul de metileno. Cada medida de
sulfuro fue realizada en triplicados que difieren en menos del 5 %.
Las lineas representan los valores esPerados para las constantes
de velocidad calculadas (8 x 10" M™ s™, continua) + desviacion
estandar (punteadas).
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De acuerdo a la ecuacion 3, se calculé una constante de velocidad de (8 + 3) x 10’ M*s™
a pH 7.4y 37 C. Este valor de la constante de vel ocidad es consistente y se encuentra
en el orden del obtenido utilizando un electrodo de sulfuro para cuantificar el sulfuro
remanente, siendo en este caso de 11 x 10’ M?! s®. Recientemente, en un trabajo
realizado por Nagy et al. (254), se reporté para esta reaccion un valor de constante de
velocidad de 2 x 10° M* s™, ~25 veces mayor que el nuestro, midiendo la velocidad de
formacion de su producto HSSH a pH alcalino ~13 y extrapolando el valor a pH 7.4. No es
clara la causa de la diferencia, aunque si comparamos las constantes independientes del
pH para el HOCI (2 x 108 con HS y 5-12 x 10° con cisteina), nos sorprenderia que el HS™
reaccionara mas rapido que la cisteina, tal como se desprende al analizar el trabajo de
Nagy (4.8 x 10°con HS'y 5-12 x 10° con cisteina).

5.4.5. Reactividad del sulfuro de hidrégeno contau  rina cloramina

Se estudi6 la cinética de reaccion entre el sulfuro de hidrégeno y la TauCl, seleccionada
como modelo de cloraminas dado que la taurina esta presente a elevadas
concentraciones intracelulares en diferentes tejidos y en particular en los neutréfilos (del
orden milimolar), donde es factible la formacion de este oxidante como consecuencia de
procesos inflamatorios (255, 256). En este caso, como procedimiento experimental se
utilizé un electrodo sensor de sulfuro y se siguié directamente el consumo de sulfuro de
hidrégeno en presencia de concentraciones crecientes y en exceso de TauCl. Los trazos
cinéticos obtenidos mostraron desviaciones al ajuste exponencial, probablemente a
causa de la formacién de productos en la reaccion que interfirieron con la sefal
detectada, por tanto, los datos fueron analizados utilizando una aproximacion de
velocidades iniciales (Figura 58). La constante de velocidad de segundo orden para la
reaccion fue determinada como (303 + 27) M* s a pH 7.4 y 37 T, lo cual esta de
acuerdo con el hecho conocido que las cloraminas son varios 6rdenes de magnitud
menos reactivas que el hipoclorito (148).
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Figura 58. Constante de velocidad de la reaccion de | sulfuro de

hidrégeno con TauCl . Se incubd6 sulfuro de hidrégeno (3.5 uM) con

diferentes concentraciones de TauCl (a, 34.5; b, 46; c, 57.3; d, 79.5;

e, 68.7 y f, 91.4 uM) en amortiguador fosfato (0.1 M, con chelex) a

pH 7.4 y 37 . El consumo de sulfuro fue monitorea do utilizando un

sensor. Cada determinacién fue realizada por triplicado que difieren

en menos del 5 %. A partir de una aproximacién de velocidades

iniciales se obtuvo una constante de velocidad de segundo orden

(303 + 27) M s™. Inserto: Curso temporal de la reaccion entre sulfuro

de hidroégeno (3.5 uM) y TauCl (79.5 uM) hasta 300 s. 104



5.4.6. Discusion

En esta seccion del trabajo de tesis hemos caracterizado la reactividad del sulfuro de
hidrégeno con diferentes oxidantes de relevancia biolégica que actlian por mecanismos
de oxidacion por uno o dos electrones. Se determinaron las constantes de velocidad para
las reacciones de oxidacion del sulfuro por peroxinitrito y peroxido de hidrogeno, con
valores de (4.8 + 1.4) x 10° M* s y (0.73 + 0.03) M* s* a pH 7.4 y 37 T,
respectivamente. Ademas el sulfuro fue oxidado por el hipoclorito y TauCl con constantes
de velocidad estimadas como (8 + 3) x 10" M™*s™ y (303 + 27) M s™, respectivamente. Es
interesante el hecho que las constantes de velocidad determinadas para la reaccién entre
el sulfuro de hidrégeno con oxidantes por dos electrones, resultan comparables a las
constantes reportadas para las reacciones de oxidacién de tioles de bajo peso molecular,
en particular con cisteina y glutation, tal como se ilustra en la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de las constantes de velocidad para las reacciones del sulfuro de
hidrégeno vy los tioles de bajo peso molecular cisteina y glutation, con oxidantes de uno y

dos electrones.

Sulfuro de
hidrégeno

(PKa 7.0)

Cisteina
(pK, 8.1-8.4)

Glutatién
(pK, 8.6-9.2)

Oxidantes por
dos electrones

4.8x10°M1tst

45x10°M?ts?

1.3x10°M1ts?

Peroxinitrito (pH 7.4, 37 T) (pH 7.4, 37 T) (pH 7.4, 37 T)
Este trabajo (257) (163, 258)
0.73M*s™ 29M*s? 0.87 M's™
Peréxido de hidrégeno (pH 7.4, 37 T) (pH 7.4, 37 T) (pH 7.4, 37 T)
Este trabajo (259) (259)
8x10'M*s™ 3.2x10" M*ts? 210" Mts?t
Hipoclorito (pH 7.4, 37 T) (pH 7.4, 25 T) (pH 7.4, 25 T)
Este trabajo (252) (145)
303 M*'s™ 205 M*s™ 115 M*s*
TauCl (pH 7.4, 37 T) (pH 7.4, 24 T) (pH 7.4, 24 T)
Este trabajo (148) (148)

Oxidantes por

un electron
1.2x10" Mts? 5.0x 10" Mts? 2.0x10" M1tst
‘NO, (pH 7.5, 25 T) (pH 7.0) (PH 7.0)
Este trabajo (210) (210)
1.5x 10" M*s? 3.5x10° mtst 2.3x10°M1s?
HO® (pH 6) (pH 7.0) (pH 6.8)
(240) (240) (240)
2.0x 108 M*ts? 4.6 x 10" M*s? 5.3x10°M*s?
CO;~ (pH 7.0) (pH 7.0) (pH 7.0)
(239) (240) (240)
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En el caso de la oxidacion del sulfuro de hidrégeno por peroxinitrito, de acuerdo a los
datos obtenidos del perfil de pH (Figura 52) y al igual que fuera propuesto para tioles de
bajo peso molecular (258), el mecanismo de oxidacion por dos electrones probablemente
involucra el ataque nucelofilico de la forma aniénica del sulfuro (HS) en el &omo de
oxigeno peroxidico del acido peroxinitroso, conduciendo a la formacion de nitrito y el
disulfuro de hidrégeno, presumiblemente con la formacion de &cido sulfénico (HSOH)
como intermediario, tal como se indica en las siguientes reacciones:

HS™ + ONOOH - HSOH + NO," (18)
HS™ + HSOH - HSSH + OH- (19)

Este mecanismo propuesto es consistente ademas con el hecho que la estequiometria de
la reaccion fue de 1.87 mol de sulfuro de hidrégeno oxidado por mol de peroxinitrito. Para
la reaccion del sulfuro con perdxido de hidrégeno, también se ha sugerido un mecanismo
de oxidacion analogo que implica la formacién de &cido sulfénico (249, 260).

El valor de la constante de velocidad independiente del pH calculado a partir del valor
obtenido a pH 7.4 para la reaccion entre HS™ con el &cido peroxinitroso es de 3.35 x 10*
M* st y para el perdxido de hidrégeno de 1.02 M™* s™. El hecho que el peroxinitrito
reaccione varios 6rdenes de magnitud mas rapido que el peréxido de hidrégeno, significa
gue sigue la tendencia de dependencia de la reactividad con la acidez del grupo saliente
(HNO,, pK, = 3.15 versus H,0O, pK, = 15.7) (172, 261, 262). Ademas las constantes de
reaccion independientes del pH calculadas a partir de los datos de la Tabla 5, muestran
una menor reactividad intrinseca del HS™ con los diferentes oxidantes en comparacion a
la cisteina, por ejemplo la reactividad disminuye 1/6 con el acido peroxinitroso, 1/25 con
el peroxido de hidrégeno, 1/3 con el hipoclorito y 1/4 con la TauCl. La disminucion en la
reactividad es ain mas acentuada cuando la comparacion se realiza con el glutation en
lugar de la cisteina.

Aun teniendo en cuenta que la comparacién fue realizada con datos obtenidos de
origenes diferentes, es claro que cualitativamente la tendencia del HS™ de reaccionar mas
lentamente que la cisteina y el glutatibn se mantiene valida para otros oxidantes. En este
sentido, hay dos aspectos que ayudan a comprender estos datos. En primer lugar, en el
HS™ esta ausente el efecto del campo inductivo de un sustituyente contiguo, como el
metileno presente en los tioles alifaticos. En segundo lugar, la nucleofilicidad se
correlaciona con la basicidad de Brgnsted y el HS™, con un pK, de 7.0, es menos basico
gue la cisteina y el glutatién. En la Figura 59, se observa que la reactividad de los tioles
alifaticos hacia el peroxinitrito aumenta al aumentar el pK, (172, 263). El HS™ sigue esta
tendencia e incluso reacciona mas lentamente.
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Figura 59. Comparaciéon de la reactividad del sulfur o de
hidrégeno y tioles de bajo peso molecular con el pe roxinitrito.
Se grafican las reactividades intrinsecas de tiolatos (log de la
constante de segundo orden independiente del pH) versus pK,.
Para tioles de bajo peso molecular se observa una correlacion
positiva de Brgnsted, como se indica por la linea. 1, Cisteina etil
éster; 2, cisteina metil éster; 3, penicilamina; 4, cisteina; 5, glutation,
6, mercapto etilguanidina; 7, homocisteina; 8, N-acetil cisteina; 9,
acido dihidrolipoico. Adaptado de (172) y (263).

El sulfuro de hidrogeno puede también ser sujeto de oxidaciones por un electrén, en este
caso en reacciones mediadas por radicales derivados del peroxinitrito tanto en ausencia
como en presencia de didxido de carbono (HO', 'NO,, CO;7). Los valores reportados para
las constantes de velocidad del sulfuro con el HO" y CO5™, asi como el valor determinado
en este trabajo para la reaccion con ‘NO, (1.2 + 0.1) x 10" M s™ (pH 7.5, 25 <), también
se encuentran dentro del rango de los reportados para tioles de bajo peso molecular
(Tabla 5).

El mecanismo de oxidacion por un electrén de tioles (RSH) da lugar a la formacion del
radical tiilo (RS"), que puede tener varios destinos. Por un lado puede reaccionar con
oxigeno generando radicales secundarios, entre ellos radicales tiilperoxilos (RSOO).
Alternativamente, el RS’ puede combinarse con otro RS’ para formar el disulfuro
correspondiente, o reaccionar con el tiolato formando el radical anién disulfuro (RSSR™),
capaz de reaccionar con oxigeno y formar superoxido, el cual a su vez puede reaccionar
oxidando otros tioles e iniciando una cadena de reacciones radicalares dependientes del
oxigeno.

En forma analoga al comportamiento descrito para los tioles podemos extrapolar este
complejo mecanismo de reaccion al sulfuro de hidrégeno, cuya oxidacién por un electréon
conduce a la formacién del radical sulfanilo, S™. Dependiendo de las condiciones en las
cuales se lleva a cabo la reaccion (presencia de oxigeno, concentracion de sulfuro de
hidrégeno, pH), el S™ puede participar de tres rutas que compiten entre si: dimerizar con
otro S™ para formar el dihidrégeno disulfuro (HSSH); reaccionar con oxigeno dando lugar
al reductor altamente reactivo radical anién diéxido de azufre (SO,™, dioxidosulfato(¢1-)),
gue a su vez puede ser un intermediario en la generacién de superdxido; o reaccionar
con HS™ para formar el radical anion disulfanilo (HSS™) (Figura 60).
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Figura 60. Mecanismo de oxidacion del sulfuro de hi  drégeno por peroxinitrito.  En la via de
oxidacién por dos electrones, el peroxinitrito reacciona con el sulfuro de hidrégeno, probablemente
dando lugar a la formacién de un intermediario de tipo sulfénico que reacciona con otra molécula
de sulfuro para dar el disulfuro correspondiente. La via de oxidacién por un electrén implica la
reaccion de radicales derivados del peroxinitrito con sulfuro de hidrégeno, formando el radical
sulfiilo, el cual como posibles destinos puede dimerizar formando el disulfuro,0 reaccionar con
oxigeno para producir el radical peroxilo, o con otro sulfuro formando el radical anién disulfuro.

Es importante tener en cuenta que la oxidacion aerdbica del sulfuro de hidrégeno
presenta niveles adicionales de complejidad, dado que pueden producirse una amplia
gama de productos e intermediarios inestables, entre los que se incluyen los listados en
la Tabla 5, y otros cuyas constantes de velocidad no han sido determinadas y por tanto
no fueron incluidos, tales como el sulfuro elemental (Sg), polisulfuros (S,>, n = 2-9),
tiosulfato (S,05%), sulfito de hidrogeno (HSO3)y sulfato (SO4*) (249, 260, 264, 265). En
cuanto a los intermediarios radicalares, ademéas de S™ y HSS™, se pueden formar una
gran variedad de radicales secundarios {ScO,}" que participan en la cadena de reacciones
radicalares dependientes del oxigeno. Hay estudios reportados en los que mediante
resonancia de espin electronico (ESR) se ha determinado la formacion de S™ y en
presencia de oxigeno se detectd6 SO,”, probablemente generado via el rearreglo del
radical anion peroxilo SOO™ (239, 246, 266). Ademas, recientemente se ha reportado la
deteccion de S™ y del radical anion sulfito (SO;™, trioxidosulfato(+1-)) utilizando el
atrapador de espin DMPO (267). En el contexto celular, el glutation y el ascorbato son
también blancos probables para el S™ (268). Intentamos detectar el radical sulfanilo como
producto de la reaccion de oxidacion del sulfuro de hidrégeno por peroxinitrito, mediante
EPR utilizando DMPO, sin embargo, se obtuvo sefial ain en ausencia de peroxinitrito.
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En conjunto, creemos que los estudios cinéticos sobre las reacciones del sulfuro de
hidrégeno con diferentes oxidantes en diferentes tejidos y su compartimentacion.

La concentracion del sulfuro de hidrogeno en tejidos ha sido inicialmente reportada con
valores en el rango micromolar, por ejemplo en el cerebro y el sistema periférico (113,
269-271). Sin embargo, los numeros en la literatura son variados y tienden a disminuir
con el paso del tiempo. En este sentido, recientemente se han publicado valores de
sulfuro significativamente menores, en el rango hanomolar, en homogenados de higado y
de cerebro de ratén (272). Ademas, la cantidad de sulfuro unido en el suero humano que
es detectado como sulfuro libre, previa reduccion con ditiotreitol, fue estimada como ~1-2
MM (98, 273).

Para que una molécula pueda ser considerada como un antioxidante eficiente, capaz de
atenuar el dafio producido por diferentes oxidantes, deberia encontrarse en una
concentracién suficiente y ser capaz de reaccionar rapidamente. Por lo tanto,
considerando las bajas concentraciones que puede alcanzar el sulfuro en diferentes
tejidos de mamiferos y de acuerdo a las relativamente bajas constantes de velocidad
determinadas en este estudio, podemos concluir que las reacciones directas del sulfuro
de hidrégeno, en particular con el peroxinitrito y el peréxido de hidrégeno, no son lo
suficientemente rapidas como para dar cuenta de los efectos protectores reportados en
condiciones de estrés oxidativo, a menos que el sulfuro pueda ser administrado
exbégenamente como agente terapéutico o se pueda acumular localmente a altas
concentraciones. El sulfuro en estado protonado podria atravesar libremente las
membranas sin utilizar transportadores especificos (274), por lo que si pudiera
concentrarse en compartimentos hidrofébicos, un aspecto a considerar es su posible
participacién modulando reacciones oxidativas en fases lipidicas como en biomembranas
y lipoproteinas donde los tioles de bajo peso molecular son escasos. Sin embargo, no
hay datos publicados respecto a las propiedades de particion del sulfuro de hidrégeno en
fases hidrofébicas. Debe ademas ser tenido en cuenta que el mecanismo de oxidacion
por un electron del sulfuro puede disparar una cadena de reacciones radicalares
dependientes de oxigeno con el potencial de amplificar el dafio oxidativo.

En suma, creemos que este trabajo proporciona nuevos elementos y consideraciones
cinéticas acerca de la reactividad del sulfuro de hidrégeno con oxidantes por uno y dos
electrones. Los resultados sugieren que el sulfuro de hidrégeno no seria un blanco
preferente del peroxinitrito u otros oxidantes in vivo, por lo que descartamos un posible rol
antioxidante, a menos que pueda ser administrado en forma exdgena o que se pueda
acumular localmente a altas concentraciones.
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6. CONCLUSIONES

Nuestro trabajo se centrd en la caracterizacion bioquimica de la cistationina B-sintasa,
enzima clave en el metabolismo de aminoacidos azufrados. En particular nos centramos
en el estudio de las propiedades redox de su inusual cofactor hemo-tiolato, con el fin de
aportar al conocimiento sobre su posible rol en la enzima. A su vez, extendimos el estudio
hacia el sulfuro de hidrégeno, producto secundario de la CBS y relevante gasotrasmisor
de creciente interés biomédico, determinando su reactividad con diferentes oxidantes. A
continuacion se resumen algunas de las conclusiones que hemos extraido a lo largo del
trabajo de tesis.

En primer lugar se logr6 expresar y purificar la CBS recombinante humana en su variante
trunca dimérica, realizando una exhaustiva caracterizacion de las propiedades
bioquimicas del preparado enzimatico. Se destaca la optimizacion del trabajo en
condiciones anaerébicas para obtener la enzima reducida mediante el uso de reductores
guimicos.

En segundo lugar determinamos el potencial de reduccion del hemo como —291 + 5 mV,
valor en el rango del observado para otras hemoproteinas con un tiolato como ligando.
Ademds se caracteriz6 la reactividad del oxigeno con el hemo reducido, determinando
una constante de velocidad de (1.11 + 0.07) x 10° M*s™ a pH 7.4 y 25 C. Comprobamos
gue la reaccion de reoxidacion procedio sin la formacién de intermediarios detectables y
sin revelar una cinética de saturacion, por lo cual sugerimos un mecanismo de esfera
externa. Como producto de reaccién detectamos la formacion de radical anion
superoxido, lo cual resultdé ser particularmente significativo dado que de existir el hemo
reducido de la CBS in vivo, su reaccion con oxigeno podria representar un nuevo
mecanismo de formacidn de especies reactivas a nivel citosdlico a partir de las vias del
metabolismo de la homocisteina.

En tercer lugar, se analiz6 la posible reduccién del hemo en sistemas biol6gicos, para lo
cual se utilizaron dos aproximaciones experimentales. Por un lado se expuso la CBS a
fracciones subcelulares y por otro lado se utilizaron flavoproteinas citosoélicas purificadas.
En los ensayos en los que se utilizd metionina sintasa reductasa en presencia de CO,
constatamos la formacion del producto Fe(Il)CO, evidencia que sugiere la reduccion del
hemo de la CBS y constituye un punto de crucial importancia para seguir explorando en
futuras determinaciones.

Por ultimo, abordamos el estudio de la reactividad del sulfuro de hidrégeno con diferentes
oxidantes de interés bioldgico. Los resultados experimentales fueron complementados
con estudios de simulaciones asistidas por computadora y comparados con los de tioles
de bajo peso molecular. Estos estudios muestran la relevancia de los abordajes cineticos,
para definir si moléculas con accion antioxidante in vitro pueden ejercer acciones
antioxidantes in vivo y dar consistencia a interpretaciones sobre los mecanismos de
accion fisiologico y farmacolégico de moléculas con actividad redox.
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De los resultados y observaciones experimentales realizadas en el transcurso del trabajo
de Doctorado surgieron los siguientes articulos publicados en revistas arbitradas:

1. Reactivity of hydrogen sulfide with peroxynitrite and other oxidants of biological
interest. (2011) Carballal, S., Trujillo, M., Cuevasanta E., Bartesaghi, S., Mdller,
MN., Folkes, LK., Garcia-Bereguiain, MA., Gutiérrez-Merino, C., Wardman, P.,
Denicola, A., Radi R., Alvarez, B. Free Radic Biol Med. 50(1):196-205. Epub 2010
Oct 26.

2. Inactivation of cystathionine beta-synthase with peroxynitrite. (2009) Celano, L.,
Gil. M., Carballal, S., Durdn R., Denicola, A., Banerjee R. and Alvarez, B. Arch
Biochem Biophys. 491(1-2): 96-105.

3. Dioxygen reactivity and heme redox potential of truncated human cystathionine
beta-synthase. (2008) Carballal, S., Madzelan, P., Zinola, F., Grafa, M., Radi, R.,
Banerjee, R. and Alvarez, B. Biochemistry, 47(10): 3194-201.

Otras publicaciones en las cuales se participé durante este periodo:

1. Formation and reactions of sulfenic acid in human serum albumin (2010). Alvarez,
B., Carballal, S., Turell, L. and Radi, R. Methods in Enzymology. 473:117-36.
Review.

2. Sulfenic acid - A key intermediate in albumin thiol oxidation. (2009) Turell, L., Botti,
H., Carballal, S., Radi, R. and Alvarez, B. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed
Life Sci. 877(28):3384-92. Review.

3. Oxidation of the albumin thiol to sulfenic acid and its implications in the
intravascular compartment. (2009) Turell, L., Carballal, S., Botti, H., Radi, R. and
Alvarez, B. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 42(4): 305-11.
Review.

4. Reactivity of sulfenic acid in human serum albumin. (2008) Turell, L., Botti, H.,
Carballal, S., Ferrer-Sueta, G., Souza, J. M., Freeman, B. A., Radi, R. and Alvarez,
B. Biochemistry, 47(1): 358-67.

5. Sulfenic acid in human serum albumin. (2007) Carballal, S., Alvarez, B., Turell, L.,
Botti, H., Freeman, B. A. and Radi, R. Amino Acids, 32(4): 543-551. Review.

A continuacion se destacan las tesinas co-dirigidas vinculadas a la tematica:

1. Reduccion de la cistationina B-sintasa por sistemas bioquimicos. Inés Marmisolle
(Trabajo especial de la Licenciatura en Bioquimica, Facultad de Ciencias). En
curso.

2. Interacciones entre la cistationina B-sintasa y el sulfuro de hidrogeno. Ernesto
Cuevasanta (Trabajo especial de la Licenciatura en Bioquimica, Facultad de
Ciencias). Culminado en 2008.
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