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Abreviaturas

(Rs,,H) Hidropolisulfuros

(Rs,,OH)  |Acido polisulfénico

AMTS Alil metil trisulfuro

ARNt ARN transcripcion

CAT Cisteina aminotransferasa

CBS Cistationina-f3- sintasa

CGL Cistationina-liasa

CYP Citocromos P450

Cys Cisteina

CysSSH Persulfuro de cisteina

DADS Disulfuro de alilo

DATS Trisulfuro de alilo

DMTS Trisulfuro de dimetilo

DTNB Ditionitrobenzoico

GSH Glutation

GSSG Glutatiéon disulfuro

GSSSG Glutation trisulfuro

GST Glutation S-transferasas

H,0, Peroxido de hidrogeno

H,S Sulfuro de hidrégeno

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
IAM lodoacetamida

mBrB Monobromobimano

MST Mercaptopiruvato sulfurotransferasa
NAC N - Acetilcisteina

NADH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
PLP Piroxidal fosfato

RSOH Acidos sulfénicos

RSSH Persulfuros

RSSS R Polisulfuros

SQR Sulfuro quinona 6xido reductasa mitocondrial
TCEP Tris(2-carboxietil)fosfina

TNB

Acido tionitrobenzoico




Resumen

Estudios recientes indican que el sulfuro de hidrogeno (H,S) es producido enzimaticamente en la
mayoria de los organismos y tiene numerosos efectos fisiologicos en humanos. La compleja
quimica y biologia del H,S y de sus moléculas derivadas presentan enormes desafios para el estudio
de estas especies y de los mecanismos que sustentan los efectos biologicos. Los polisulfuros,
ejemplos de estos trisulfuro de cisteina y trisulfuro de glutation (GSSSG), serian depositos claves de
azufre sulfano en el organismo. Estos trisulfuros pueden reaccionar con tioles para dar persulfuros,
que a su vez pueden dar H,S. Se plantea que los efectos biologicos del H,S estarian mediados al
menos en parte por la formacion de persulfuros y polisulfuros. Recientemente se caracterizd al
persulfuro de glutation (GSSH) y se encontraron propiedades interesantes y distintivas del tiol. El
GSSH se obtuvo a partir de la reaccion entre H,S y GSSG, que también genera GSSSG y otros
polisulfuros. En este trabajo planteamos continuar esta linea de investigacion y caracterizar la
molécula de GSSSG y otros polisulfuros de glutation, en vistas de aportar herramientas utiles y
eventualmente aportar mayor entendimiento a la quimica y los equilibrios entre estas moléculas en
los sistemas biologicos. Para ello, en primer lugar se sintetizaron y aislaron por HPLC el GSSSG,
GS4G y GSsG, y se identificaron por espectrometria de masa. Luego se determinaron los espectros
de absorbancia en la region UV-vis y se utilizaron diferentes estrategias para determinar las
absortividades, con el objetivo de facilitar futuras determinaciones y calculos estequiométricos en
reacciones que involucren estas especies. Finalmente, se estudi6 la estabilidad en las condiciones de

trabajo y almacenamiento.



1. Introduccion

La compleja quimica y biologia del H,S y de sus moléculas derivadas presentan enormes desafios
para el estudio de estas especies y de los mecanismos que sustentan los efectos bioldgicos.

La clave para la versatilidad de funciones del azufre radica en la amplia variedad de estados de
oxidacion que puede adquirir el azufre en los sistemas biologicos que van desde -2 hasta +6 (Figura

1) (Mishanina, Libiad et al. 2015).
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Figura 1. Especies del azufre (s) y sus respectivos estados de oxidacion. En color rojo las

especies con estado -2, en verde las especies con estado -1, en amarillo las especies con estado 0,
e azul las especies con estado +5, en violeta las especies con estado +5 y en naranja las especies

con estado +6. Figura obtenida de (Mishanina, Libiad et al. 2015)

Se plantea como posible mecanismo de sefializacion del H,S su reaccion con productos tiolicos de
bajo peso molecular oxidados como disulfuros (RSSR) y écidos sulfénicos (RSOH) para formar
persulfuros (RSSH) (Benchoam, Semelak et al. 2020). Esta posibilidad se ve fortalecida por
propiedades que tienen los persulfuros que difieren de las de los tioles de los cuales derivan, como
ser mejores nucleofilos, que sus dos dtomos de azufre pueden actuar como electrofilos y una mayor

acidez.
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Los trisulfuros y polisulfuros superiores se consideran importantes en el organismo debido a su
funcién como reservorios de H,S y sus répidas reacciones para liberar persulfuros. Trabajos
recientes han demostrado que los persulfuros actian como poderosos antioxidantes y liberan H,S,
(Wu, Khodade et al. 2022)(Benchoam, Semelak et al. 2020).

Recientemente el equipo que integro en la Facultad de Ciencias de la UdelaR publico la
caracterizacion quimica del persulfuro de glutation (GSSH) determinando el pKa y las propiedades
nucleofilicas del GSSH. Dicho trabajo demostré que los persulfuros tienen una nucleofilia
aumentada respecto a los tioles (RSH), una mayor acidez y uno de sus azufres puede actuar como
electrofilo (Benchoam, Semelak et al. 2020).

En el trabajo mencionado, el GSSH se obtuvo a partir de la reaccion entre H,S y GSSG (Reaccion
1), que también genera GSSSG (Reaccion2) (Figura 2) y otros polisulfuros (Reaccion 3, 4 y 5)
(Bianco, Akaike et al. 2019).

GSSG + H2S —~——== GSSH +GSH Reaccién 1

GSSH + GSSG =4———== GSSSG + GSH Reaccioén 2
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Figura 1. Reacciones de formacion de GSSH y GSSSG. Se muestran las estructuras quimicas

de las especies de las reacciones 1 y 2. Los mecanismos de reaccion se dan por medio de

sustituciones nucleofilicas Sy2.



GSSSG + GSSH === GSSSSG +GSH  Reaccién 3. Formacién de
tetrasulfuro de glutation.

GSSSSG + GSSH <= (GSSSSSG + GSH Reaccién 4. Formacién de
pentasulfuro de glutation.

GSSSSSG + GSSH=~=— GSSSSSSG + GSH Reaccién 5. Formacion de
hexasulfuro de glutation

En el trabajo de Benchoam y colaboradores no se pudo caracterizar el GSSSG, pero es interesante
en varios aspectos. Por un lado se plantea que se generarian cantidades equivalentes a las de GSSH,
asi que es cuantitativamente importante (Benchoam, Semelak et al. 2020). Ademas, si bien se
obtuvieron estimados de la cinética de la reaccion 2, seria interesante contar con valores de

constantes de velocidad determinados directamente.

1.1.  El sulfuro de hidrégeno

El sulfuro de hidrogeno (H.S, sulfuro de dihidrogeno segin IUPAC) es la molécula mas simple de
la amplia variedad de compuestos que contienen azufre. Otros derivados del azufre como los
polisulfuros, ejemplos de estos trisulfuro de cisteina y trisulfuro de glutation (GSSSG), serian dos
de los depdsitos claves de azufre sulfano en el organismo. El azufre sulfano tiene un estado de
oxidacion de cero y asi se denominan los atomos de azufre que se encuentran unidos a otros dtomos
de azufre, o a un S de un lado y un protén del otro (Cuevasanta, Moller et al. 2017). E1 H,S es un
compuesto gaseoso e incoloro producido en fuentes geotérmicas, es vital para algunas formas de
vidas que habitan esos ambientes y de hecho se lo ha relacionado con la evolucion de los
organismos vivos en la naturaleza (Olson and Straub 2016) (Benchoam, Cuevasanta et al. 2019).
Durante siglos ha sido identificado y reportado como toxico para los humanos inhibiendo la cadena
respiratoria afectando la respiracion celular (especificamente inhibiendo el complejo IV) (Cooper
and Brown 2008). Pero va en aumento las investigaciones de las vias metabdlicas que le atribuyen
roles relevantes al H,S y a sus derivados para el funcionamiento celular, generando nuevos campos
de investigaciones para explorar. Como se discutird en mas detalle mas adelante, el H,S es
considerado un biorregulador con una amplia gama de funciones fisiologicas (Cao, Wu et al. 2018).

El H,S es un gas estructuralmente parecido al agua H,O pero con algunas propiedades diferentes. El
azufre posee una electronegatividad menor a la del oxigeno y similar a la del hidrégeno por lo que
la molécula H,S tiene un momento dipolar menor a la del H>O (0.97D vs 1.85D, respectivamente)
(Cuevasanta, Moller et al. 2017). El azufre es mas grande que el oxigeno (radios de van der Waals
de 1.80 y 1.42 A, respectivamente) tiene una electronegatividad més baja (2.58 y 3.44 en la escala

de Pauling, respectivamente) y es mas polarizable. Por lo tanto, el momento dipolar del H.S es
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menor que el del agua y los enlaces de hidrogeno en el H,S no se forman a temperatura ambiente
(Riahi and Rowley 2014); esto explica por qué el H,S es un gas a temperatura y presion ambiente,
con un punto de ebullicion de -60 °C (Albert and Geoffrey 1988). El H,S es soluble en agua (110
mM a 25 °Cy 1 atm)(Fogg, Bligh et al. 2001)(P.G.T.Fogg,C.Young (Eds.), (IUPAC Solubility Data
Series,1988,p.1). La solvatacion estd dominada por fuerzas de dispersion sin enlaces de hidrogeno
con las moléculas de agua comportandose mas bien como un soluto hidrofobico rodeado de
moléculas de agua con enlaces de hidrogeno. En solucion acuosa el H,S tiene un comportamiento
acido motivo por el cual se lo suele denominar acido sulthidrico, con un pK, de 7.0 y un pK,, > 17
a 25 °C (Millero 1986).
Estos valores determinan que en condiciones fisiologicas a pH 7.4 predomine la especie
monoanionica (HS™ anidn hidrosulfuro) en un 71.5 %, mientras el 28.5 % restante estd en la forma
protonada (H,S). La especie dianionica (S*sulfuro) se desprecia por encontrarse en concentraciones
insignificantes a pHs fisiologicos. Con el objetivo de simplificar se utilizara el término “sulfuro de
hidrégeno” para referirse a ambas especies en solucion acuosa, cuya distribucion estard determinada
por el pH de trabajo.
Hace 30 afios empezaron a estudiarse los efectos fisioldgicos del H,S, tras conocerse el papel que
otros compuestos gaseosos desempenaban en el metabolismo celular. El término “gasotransmisor”
fue acufiado por Wang para diferenciar a estas moléculas de los mensajeros celulares clasicos. Se
han listado una serie de propiedades (Scuffi, Lamattina et al. 2016) que dichas moléculas deben
poseer para ser clasificadas como gasotransmisores (Jin, Wang et al. 2017, Wang, Wang et al.
2017):
* Son capaces de atravesar libremente las membranas celulares sin necesidad de
hacerlo a través de un transportador especifico.
* Son generados enddgena y enzimaticamente, de forma regulada.
*  Presentan dianas de accion especificas en las células, ya sean sus efectos mediados
por mensajeros secundarios o no.
* Poseen funciones especificas y bien definidas a concentraciones fisiologicas.
* Sus funciones pueden ser mimetizadas mediante la aplicacion exogena de un
donador del compuesto gasotransmisor.
El H,S es producido de manera endogena en los tejidos de los mamiferos a través de dos vias una
enzimatica y otra no enzimatica. Por un lado la via no enzimatica es resultado de la reduccion de la
ruta elemental de azufre a H,S. Esto se logra por medio de otras especies reductoras generadas a
través de la oxidacion de la glucosa, tales como glutation, lactato, nicotinamida adenina

dinucledtido fosfato (NADPH) o nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) (Burguera, Vela-
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Anero et al. 2020). Por otro lado la via enzimatica se basa en la accién principalmente de tres
enzimas: cistationina y-liasa (conocida como CSE o CGL), cistationina B-sintasa (CBS) y 3-
mercaptopiruvato sulfurtransferasa (MST). Esta ultima, actua gracias a la accion de una cuarta, la
cisteina aminotransferasa (CAT). El sustrato para la generacion de H,S endogeno es la L-cisteina
(Cys), un aminoacido que contiene azufre procedente de fuentes alimentarias sintetizado a través de
la via inversa de transulfuracion a partir de L-metionina y pasando por homocisteina. De esta forma,
las enzimas dependientes de piridoxal fosfato (PLP), CSE y CBS catalizan la desulfuracion de la L-
cisteina en la produccion de H,S (Renga 2011). En la década de 1990 se comenzaron a observar
efectos moduladores y de sefializacion del H,S (Cuevasanta, Moller et al. 2017), asociados con una
variedad de efectos fisiologicos de el H,S en los sistemas cardiovascular, nervioso y gastrointestinal
(Filipovic, Zivanovic et al. 2018). Se ha determinado que la concentracion tipica intracelular del
H,S esté en el rango 10-80 nM en varios tejidos (Vitvitsky, Kabil et al. 2012), pero es mucho mayor
en la luz del colon, con concentraciones informadas en el rango 0.2-2.4 mM (Deplancke, Finster et
al. 2003).

La hidrofobicidad del H>S permite su difusion no facilitada a través de las membranas celulares
(Mathai, Missner et al. 2009, Cuevasanta, Denicola et al. 2012), aumentando potencialmente la
exposicion de los colonocitos a el gas. En consecuencia, las células epiteliales del colon estan
adaptadas para sobrevivir a la exposicion aguda a niveles elevados de H,S (Levitt, Furne et al.
1999).

Las células mantienen niveles bajos en estado estacionario de H,S (Nicholls and Kim 1982) y la
oxidan de manera eficiente a través de la via de oxidacion del sulfuro mitocondrial para generar

tiosulfato y sulfato (Libiad, Yadav et al. 2014).

1.2.  Persulfuros biologicos de bajo peso molecular

Los persulfuros (RSSH/RSS") participan en el metabolismo de azufre y como mediadores en los
efectos de senalizacion del H,S. A pesar de su creciente relevancia sus propiedades quimicas son
poco conocidas.

El RSSH de la Reaccion (1) tiene propiedades diferentes a las de los tioles de origen. Por un lado
son mejores nucléofilos (probablemente como anién RSS), y por otro son més acidos. E1 RSSH es
mas acido que el RSH correspondiente en aproximadamente 1-3 pKa unidades. Por ejemplo, el pKa
del GSSH es de 5.45 + 0.03, 3.49 unidades por debajo del GSH (8.94) (Cuevasanta, Lange et al.
2015, Benchoam, Semelak et al. 2020). El factor que mas contribuye al menor pKa de los
persulfuros con respecto a los tioles es el enlace S-H mas débil en el persulfuro en comparacién con

el tiol. Esto indica que existe un mayor porcentaje de especies anionicas nucleofilicas RSS™ en
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comparacion con el tiolato (RS") y reacciona aun mas con el RSSR electrofilico para formar RSSSR
(Reaccion (2)).

Es importante tener en cuenta que los niveles mas altos de RSS™ (en comparacion con el RSSH
protonado y electrofilico) disminuiran en gran medida la velocidad inversa de la Reaccion (1) ya
que se requiere un RSSH electrofilico en esta reaccion (Cuevasanta, Lange et al. 2015).

La alta nucleofilia de los persulfuros se puede entender en términos del llamado efecto o
(Benaichouche, Bosser et al. 1990). El efecto a se define como la mejora de la nucleofilia cuando el
atomo adyacente a un nucleodfilo tiene un par de electrones solitario. El efecto a se define con
mayor precision como la desviacion positiva de la grafica de Bronsted correspondiente (log k frente
al nucledéfilo pKa ) (Edwards and Pearson 1962).

Esto se evidencia por sus reacciones con agentes alquilantes de tioles como monobromobimano y
1odoacetamida, que producen disulfuros mixtos. Esto también se evidencia por sus reacciones con
disulfuros como el 5.5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) y la 4.4-ditiodipiridina para producir
trisulfuros mixtos (Francoleon, Carrington et al. 2011, Cuevasanta, Lange et al. 2015). En sistemas
biologicos esto hace a los RSS™ més reactivos frente a electrofilos de las células.

A pH fisiolégico, el GSSH reacciona 1200, 97 y 22 veces mas rapido que el GSH con los
electrofilos mBrB, peroxinitrito y H»,O, respectivamente (Tabla 1) (Benchoam, Semelak et al.
2020). Esto puede explicarse por la mayor disponibilidad de especies ionizadas y dependiendo del

electrofilo, por la mayor nucleofilia.

Tabla 1. Constantes de velocidad para las reacciones de GSH con mBrB, peroxinitrito y H,O,.

Valores extraidos de (Benchoam, Semelak et al. 2020).

KpHGSSH (M-l S-l) KindGSSH (M-l S-l) KPHGSSH/KPHGSHa KindGSSH/KindGSHa
mBrB (7.02+0.04) x 10° (9.0£0.2)x 10° 1200 4
Peroxinitrito (1.25+/-0.03) x 10° (4.7+£0.1) x 10° 97 1.8
H,0, 7.5+0.6 7.7+0.6 22 0.24

Recientemente se observd que los persulfuros son muy buenos antioxidantes previniendo la
lipoperoxidacion lipidica. EI RSSH es altamente reactivo frente a los radicales peroxilo derivados
de fosfolipidos (Yang, Devarie-Baez et al. 2020), esta especie se encuentra entre los mejores
donantes de 4tomos de H reaccionando con una variedad de radicales con constantes de velocidad
varios 6rdenes mayores que las medidas para RSH. Las reacciones radicales son mas destructivas
en las membranas lipidicas de la célula donde una reaccidon en cadena eficiente conduce a la

acumulacion de hidroperdxidos lipidicos produciendo la muerte celular conocida como ferroptosis,
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esta es suprimida principalmente por la glutatiéon peroxidasa-4 (GPX4) catalizando la reduccion de
los hidroperoxidos de fosfolipidos. Se encontr6 que los derivados de RSSH eran altamente reactivos
frente a los radicales peroxilo derivados de fosfolipidos, suprimiendo por completo el consumo de
STY-BODIPY (una sonda fluorescente) en condiciones estandar de manera similar a la fenoxazina,
el inhibidor mas reactivo identificado hasta la fecha. La inhibicion de la peroxidacion lipidica por
RSSH se caracterizd por estequiometrias de atrapamiento de radicales muy bajas (es decir, n <
0.20). La aparente relacion de segundo orden entre n y [RSSH] es consistente con el agotamiento
de RSSH por su autorreaccion bimolecular, que produce polisulfuros, tioles y H,S (Wu, Khodade et
al. 2022).

Otra propiedad interesante diferente a la de los tioles es que los persulfuros muestran un caracter
electrofilico que falta en los tioles originales (Cuevasanta, Moller et al. 2017). Los persulfuros
protonados son electrofilos débiles. Pueden reaccionar con nucleodfilos para dar tioles cuando se
ataca el azufre exterior o H,S cuando se ataca el azufre interior. El ataque sobre un azufre u otro
parece estar determinado por el impedimento estérico (Kawamura, Nakabayashi et al. 1966) y por la
acidez del grupo saliente, siendo el mejor grupo saliente el que tiene menor pKa.

Los persulfuros estdn involucrados en la biosintesis y el catabolismo y juegan un papel en la
sefializacion celular por esta razon es importante comprender mejor sus propiedades quimicas.

La generacion de persulfuros en cisteinas de proteinas constituye una modificacion postraduccional
que podria afectar actividades proteicas en las células (Valentine, Toohey et al. 1987) (Cuevasanta,
Reyes et al. 2019).

Por ejemplo, el persulfuro de cisteina (CysSSH) puede servir como un intermediario importante en
la biosintesis de moléculas que contienen azufre como centros ferro-sulfurados, biotina y acido
lipoico, mediante la donacién de su atomo de azufre sulfano (Zhang, Crack et al. 2012). Se ha
propuesto que el CysSSH también estd involucrado en la regulacion de la metiltiolacion del ARNty
la secrecion de insulina (Takahashi, Wei et al. 2017).

Se han formulado hipdtesis sobre los efectos protectores directos e indirectos de los persulfuros y se
han investigando las posibles funciones antioxidantes (Bianco, Chavez et al. 2016, Millikin, Bianco
et al. 2016). Estudios recientes también sugirieron que las especies reactivas de azufre pueden tener
una potente actividad antiinflamatoria en células e in vivo (Zhang, Tsutsuki et al. 2021). En las
bacterias, los persulfuros y los polisulfuros ofrecen proteccion contra las agresiones bactericidas
externas causadas por las respuestas de las células inmunitarias y los antibidticos (Ono, Kitamura et
al. 2021). Por lo tanto, la maquinaria productora de persulfuro especifica de bacterias puede

convertirse en un objetivo atractivo para el desarrollo de farmacos antibacterianos (Khan, Fujii et al.

2018).
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En el reticulo endopldsmico, un ambiente con alta concentracion de disulfuros, la reaccion de H,S
con disulfuros podria ser mas relevante que en compartimentos con escasos disulfuros como el
citosol (Zhang, Macinkovic et al. 2014)

Es posible que RSSH generado bioldgicamente participe en muchos otros equilibrios y una
descripcion completa de la biologia y quimica de los hidropersulfuros puede requerir la

consideracion de estos otros procesos.

1.3. Trisulfuros y polisulfuros (GSH, Cys, Ajo)

Investigaciones han confirmado la presencia en varios organismos, incluyendo bacterias y
mamiferos, de hidropersulfuros (RSSH) y especies de polisulfuros de orden superior (es decir, RS,-
R’, n>2; y RS,-H, n> 1, con R = cisteina, glutation o proteinas) (Sawa, Ono et al. 2018).

(Ono, Kitamura et al. 2021).

Los trisulfuros estan en rapido equilibrio con los tioles para producir persulfuros reactivos (RSSH)

y sulfuro de hidrégeno (H»S) como se muestra en la (Figura 3).

a)
(0} (o] o]
RSH
60 S’S\S oG> —_— ®o S—SR
@ @ @
NH; NH3 NH;
Trisulfide
+
(o] (o]
RSH
NH3 NH;
Persulfide
b) S.g-S< ASag- S

Figura 3. (a) Reaccion de trisulfuro de cisteina y tioles para formar persulfuro y disulfuro. (b)
Estructuras de trisulfuro de dimetilo (izquierda) y trisulfuro de dialilo (derecha). Imagen extraida

de (Brown, Bowden, 2022).

En sistemas acuosos la reaccion entre H,S y RSSR da como resultado la formacion de equilibrios en
los que estan presentes H,S, RSH, RSSR, RSSH y RSSSR (y otras especies como polisulfuros). En
un sistema bioldgico, cualquiera de estas especies puede ser responsable de la actividad biologica.

La generacion de RSSSR no depende exclusivamente de la presencia de H,S en un sistema
biologico. Por ejemplo, RSSH se puede formar a través de la conversion de cistina (Cys-SS-Cys) al
correspondiente hidropersulfuro de cisteina (Cys-SSH) y piruvato o serina a través de la cistationina
v-liasa (CSE) o la cistationina B-sintasa (CBS) (Yamanishi and Tuboi 1981). Numerosos estudios

han utilizado la Reaccion (1) para generar RSSH in situ (Francoleon, Carrington et al. 2011)
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(Saund, Sosa et al. 2015). Se estima que a partir de la Reaccion (1) se estdn generando otros
equilibrios y otras especies paralelamente (como la Reaccion (2)), esta no se ha tenido en cuenta
adecuadamente en los estudios y es seguro que pueden estar presentes otras especies del azufre
ademas de las que se muestran en la reaccion de equilibrio. E1 RSSSR generado a partir de la
Reaccion (2) es mas electrofilico que el RSSR correspondiente lo que indica que puede reaccionar
bajo estas condiciones de reaccion. En el caso de un disulfuro como RSSR, el ataque nucleofilico en
cualquiera de los 4&tomos de azufre libera RSH/RS™ como grupo saliente. En el caso de RSSSR, hay
dos tipos de atomos de azufre un atomo de azufre sulfano y atomos de azufre no sulfano (los atomos
en negrita de RSSSR). El ataque nucledfilo en el atomo de azufre de sulfano da como resultado un
grupo saliente RS y el ataque en atomos de azufre que no son de sulfano da como resultado la
expulsion de un RSS™ grupo saliente.

El atomo de azufre atacado es el que tiene mejor grupo saliente. Extrapolando esta idea al ataque
nucleofilico en RSSSR, se esperaria que predominara el ataque en los sitios de azufre sin sulfano ya
que RSS es una base significativamente mas débil que RSy por lo tanto un mejor grupo saliente
(Cuevasanta, Lange et al. 2015).

Aunque se pueden imaginar reacciones quimicas que podrian conducir a polisulfuros de orden
superior, con base en los resultados y argumentos presentados en algunos trabajos estas reacciones
parecen desfavorables ya que el azufre sulfano de RSSSR tendria que ser atacado (Figuras 4 y 5)
(Bianco, Akaike et al. 2019). Sin embargo, los polisulfuros de orden superior han sido observados

en varios trabajos y su formacion merece ser caracterizada en profundidad.

I
[N ] '.@ )
AT
A B
R-5-S-5-S-R' + Rs® R-S-S-S-R' + RSs®

Figura 4. Reaccion de un hidropersulfuro nucleéfilo con un trisulfuro. (A) Ataque nucleofilico

en el atomo de azufre sulfano y (B) ataque nucleofilico en un atomo de azufre no sulfano.
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R-S-S-E
E R-§-5-8-S-R + R-S-H (unfavorable products)

CSE ES (eectroph‘ili/
/—\ ot favorable*
]

R-5-5-R + HyS === R-S-S-H + R-S-H

\E\]/ )/—— R-8-8-8-R + R-5-S-H (non-productive)*

non-favorable pathway due to poor leaving group.
_S.H + R-§-5.S.
RSH + RSS-SR ** non-productive reaction since reactants and products are the same.

Figura 5. Otros equilibrios que podrian estar formandose con sus respectivos productos.

Imagen extraidas del articulo Bianco 2019.

Es importante tener en cuenta que se debe tener cuidado al extrapolar los resultados quimicos
descritos aqui a un sistema biologico. La cinética de todas las reacciones examinadas (p. ¢j., las
reacciones directa e inversa de las Reacciones (1) y (2)) no estan firmemente establecidas y es
posible que las reacciones de las especies estén en equilibrio con otras moléculas biologicas.

Por ejemplo, las especies de RSSH tienen una gran actividad redox ((Bianco, Chavez et al. 2016);
(Francoleon, Carrington et al. 2011)) y pueden ser interceptadas por oxidantes bioldgicos suaves
antes de que puedan participar en las reacciones de equilibrio que se comenta en este trabajo. La
conversion enzimatica de especies RSSSR a través de procesos de reduccion a otras especies
pueden ocurrir, eliminando asi los trisulfuros de las reacciones de equilibrio.

Trabajos recientes han sugerido fuertemente que los polisulfuros (S>3) estan presentes en niveles de
UM en el plasma humano y que es probable que las concentraciones mas altas sean incorrectas
(Ikeda, Ishima et al. 2017).

Hay pocos trabajos sobre las estabilidades de los trisulfuros y polisulfuros que podrian ofrecer
informacion sobre qué valor es mas preciso, algunos realizados recientemente. Seglin estudios con
polisulfuros de glutation (GS,G,n>2) (Akaike, Ida et al. 2017) y polisulfuros alquilados (RS,R, n>2)
los enlaces azufre-azufre en los polisulfuros se vuelven susceptibles a la hidrolisis incluso en
condiciones fisioldgicas y alcalinas débiles en comparacion con enlaces S-S en los disulfuros.

La hidrolisis de polisulfuros a pH fisioldgico da como resultado la formacion de tioles reducidos o
hidropolisulfuros (RS,.;H) y RSOH o &cido polisulfénico (RS,.;OH) (Knowles and Milner 1998)

(Figura 5). RSOH puede reaccionar con tioles para formar disulfuros.



14

RS,R + H,0 =RSH + RS, ,OH or RS, ;H
+ RSOH (n > 2)

Figura 6. Reaccion de hidrolisis de polisulfuros con la formacion de tioles reducidos o

hidropolisulfuros (RS,.iH) y RSOH o acido polisulfénico (Rs,.;OH).

La reaccion entre RS, ;OH y dichos hidropersulfuros (R'SSH) darian como resultado la formacion
de polisulfuros de cadena mas larga (R'S..; R) (Figura 7). La hidrdlisis de polisulfuros estaria
desempefiando un papel importante en el inicio de la elongacion de la cadena de azufre

(concatenacion de azufre).

@ Electrophile @ Nucleophile
REE®

T Sulfur chain elongation

(sulfur catenation)

Hydrolysis
equilibrium

®:rEOH REDR
Hzo{R@H + HO@R] /

ROR = or
RE@DH + HOOR \
@: reductant > ROH + REDH + HEDH
l i

H20 ®
REDD — rR@oH +@OH —> OSD

Hydrolysis equilibrium

Figura 7. Equilibrio de hidrolisis de polisulfuros y su modulacion por electrofilos y
nucledfilos. Las especies de polisulfuro (RS,R, n >2) mantienen el equilibrio de hidrdlisis con la
formacion concomitante de varios derivados con diferente estado redox, como tioles o
sulfhidrilos (RSH), hidropolisulfuros (RS, H) y acido sulfénico (RSOH) o acido polisulfénico
(RS,-1OH). Imagen extraida de Sawa, Ono et al. 2018.

El mismo estudio también demostré que la hidrélisis espontanea de polisulfuros en ausencia de
electrofilos se suprimi6 notablemente mediante la adicion de tirosina, un aminoéacido fendlico (es
decir, que contiene hidroxifenilo).

La proteccion dependiente de tirosina de los polisulfuros frente a la hidrolisis es un modo
completamente nuevo de regulacion de la homeostasis o metabolismo de polisulfuros incluso puede
estar involucrado en procesos fisiologicos y puede convertirse en un objetivo especifico en la

modulacion farmacolédgica de especies reactivas de azufre (Hamid, Tanaka et al. 2019)(Figura 8).
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Figura 8. Hidrolisis de polisulfuro acelerada por electréfilos fuertes y protegida por
compuestos que contienen grupos hidroxilo (reaccion de GSSSSG (1 uM) con o sin protectores
de hidroélisis que contienen grupos hidroxilo (tirosina y serina, I mM cada uno) o aceleradores de

hidrélisis (NEM, MBB, y NBF-Cl, | mM cada uno) en tampon de fosfato de sodio 0.2 M (pH

8.0) a 37°C). Imagen extraida de Sawa, Ono et al. 2018.

Estudios de estabilidad con el trisulfuro del ajo dialiltrisulfuro (DATS) mostraron que después de 3
meses a temperatura ambiente y 35 °C se degradaron el 11 y el 30 % del DATS puro
respectivamente, pero a 4 °C el DATS puro era estable y no se observaron cambios por HPLC (Yoo,
Kim et al. 2014). En presencia de GSH, DATS se degradd rapidamente y liber6 H,S
instantdneamente. GSH reaccion6 con DATS en una reaccion de intercambio tiol-disulfuro dejando
GSH oxidado como uno de los productos de degradacion junto con H,S y otros compuestos del
azufre. Cuando se disolvio el DATS en una solucién micelar compuesta de propilenglicol, etanol,
Tween 80 y agua se demostrd que era estable a valores de pH que oscilaban entre 2.6 y 7.0 durante
15 minutos medidos por HPLC. En un estudio, se probo la estabilidad del trisulfuro de dimetilo
puro (DMTS) a 4, 22 y 34 °C durante 1 afio. A 4y 22 °C, el DMTS no mostr6 degradacion durante
todo el estudio. Cuando se calentd a 34 °C el 70 % del DMTS se degradé y los productos de
degradacion incluyeron disulfuro de dimetilo, tetrasulfuro de dimetilo y pentasulfuro de dimetilo
(Warnakula, Ebrahimpour et al. 2020).

En (Brown and Bowden 2022) se estudi6 la estabilidad de los trisulfuros biologicamente relevantes
de cisteina, glutation y N-acetilcisteina. Se midio la estabilidad del trisulfuro de NAC en agua
tamponada a valores de pH de 5.8 , 7.4 y 9.0. En cada valor de pH el trisulfuro de NAC se mantuvo
estable sin degradacion observable después de 8 dias. Sin embargo, el trisulfuro de NAC se degrad6
rapidamente con butilamina y trietilamina, observandose 43 % y 14 % degradados después de 1 h,

respectivamente, y 92 'y 87 % después de 24 h, respectivamente (Figura 9).



—e—Triethylamine
—o—Butylamine

F —&— Addition of buty] amine and
R sulfur to NAC disulfide
2 ~

a) 0 0 0 0
S

_OJ\/\S*S*S%O_ . zz 8 _ok-/\sis/\)ko_

HN__O HN.__O R Ry HN._O HN_O

—e—Triethylamine

—o—Butylamine

Time (d)

10

15

Time (h)

20 25 30

16

Figura 9. (a) Esquema general del equilibrio entre NAC tri- y disulfuros en presencia de una
amina y azufre elemental. (b) Estabilidad del trisulfuro de NAC en presencia de butilamina
(naranja) y trietilamina (rojo) medida por espectroscopia de RMN de 'H. ¢) Datos de la adicion
de butilamina (naranja) y trietilamina (rojo) al trisulfuro de NAC para ilustrar que el equilibrio se

alcanz6 en menos de 5 h. Figura obtenida de (Brown and Bowden 2022).

Los productos de degradaciéon fueron principalmente el disulfuro y un sélido blanquecino,
probablemente azufre elemental. Solo se observaron cantidades muy pequefias de tetrasulfuro
(<3%) en ambas reacciones (Brown and Bowden 2022). No se observaron cambios en la estabilidad
frente a Acetonitrilo y Benzamida.

Para probar la estabilidad del trisulfuro de NAC a temperaturas elevadas se almaceno en un tubo de
RMN el trisulfuro en agua en un bafio de aceite a 40 °C y se obtuvieron periédicamente los
espectros de RMN de 'H. No se observd degradacion apreciable después de 10 dias. Cuando se
aumento la temperatura a 60 °C, el 74 % del trisulfuro de NAC se degradd en 3 dias con productos
de degradacion como el disulfuro y el azufre. La estabilidad del trisulfuro de cisteina en agua
tamponada se estudi6 a valores de pH de 5.8, 7.0 y 9.0. A pH 4cido de 5.8, el trisulfuro de cisteina
se mantuvo estable con <3% de degradacion durante 9 dias. Cuando se anadi¢ trisulfuro de cisteina
a agua tamponada a un pH neutro de 7.0 el 40 % del trisulfuro de cisteina se degrad6 después de 13
dias con los productos de degradacion incluyendo cistina (disulfuro de cisteina) y un solido
insoluble que se identificd como azufre elemental por reaccion con trifenilfosfina. En la figura 10 se

muestra la estabilidad del trisulfuro de cisteina frente a aminas.
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Figura 10. (a) Esquema general del equilibrio entre trisulfuro de cisteina y cistina en presencia
de una amina y azufre elemental. (b) Se muestra la estabilidad del trisulfuro de cisteina en
presencia de butilamina (rojo) y trietilamina (naranja) medida por espectroscopia de 'H RMN. (c)
Puntos de datos iniciales de la degradacién del trisulfuro de cisteina en presencia de butilamina

(rojo) y trietilamina (naranja). Figura obtenida de (Brown and Bowden 2022).

Cuando se aument6 el pH a 9.0 el trisulfuro de cisteina se degradé en un 56 % después de 13 dias
con los productos de degradacion de cistina y azufre elemental. Esto resulta importante para
comprender como se comportan los trisulfuros en diferentes partes del cuerpo que varian en pH,
incluidas las células tumorales (pH 6.4 — 7.0), los tejidos sanos (pH 7.2 — 7.5) y el liquido
pancreatico (pH 8.8) (Hao, Xu et al. 2018). La degradacion del GSSSG fue mas rapida a valores de
pH de 5.8 y 7.4 que la de los trisulfuros de NAC y cisteina. A un pH acido de 5.8, el 71 % del
GSSSG se degrado después de 10 dias. A valores de pH de 7.4 y 9.0, el GSSSG se degradé un 79 y
un 81 %, respectivamente. El GSSSG se degradé mas rapido que el trisulfuro de cisteina debido al
menor pKa del amonio en el glutation (pKa = 9.6) en comparacion con cisteina (pKa= 10.8).

En presencia de butilamina y trietilamina, el GSSSG se degrad6 en un 29 y un 14 % después de 30
min, respectivamente, en un 78 y un 81 %, después de 1 dia, respectivamente, y la degradacion se
estabilizo debido al equilibrio entre el disulfuro, el azufre elemental y la amina. A valores de pH de
7.4y 9.0, el tetrasulfuro se degradd en un 55 y un 52 %, respectivamente, después de 9 dias. En

cada pH, el producto de degradacion fue trisulfuro de NAC, azufre elemental y una pequefia

cantidad de disulfuro de NAC (<3%).
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Figura 11. Compuestos organicos derivados del azufre y porcion o extracto de la droga donde

se encuentran. (Raghu R. et al., 2012).

Una importante fuente bioldgica de polisulfuros es el ajo (Figura 11). La especie Allium sativum
contiene aproximadamente 33 compuestos organicos derivados del azufre, entre los cuales cabe
destacar la aliina, alicina, ajoeno, alilpropil disulfuro, trisulfuro de dialilo (DATS), S-alilcisteina, S-
alilmercaptocisteina. Ademas se han descrito varias enzimas, como alinasa, peroxidasas, mirosinasa
y otras y 17 aminoacidos, como arginina y otros. Las propiedades biologicas y medicinales
beneficiosas del Allium sativum se han atribuido a los compuestos organicos derivados del azufre
(Augusti and Mathew 1974).

Los extractos acuosos y metandlicos de Allium sativum fueron capaces de inhibir la actividad
mutagénica de la aflatoxina B1 en Salmonella typhimurium. El extracto acuoso de la misma
especie, disminuyd también la mutagenicidad provocada por 4-nitroquinolina-1-6xido en
Escherichia coli (Zhang et al., 1989) y la mutagenicidad de la radiacion y, H,O,, hidroperdxido de
cumeno, ¢ hidroperoxido de t-butilo en S. typhimurium.

Se ha demostrado que los compuestos organicos de azufre del ajo modulan la actividad de las
enzimas glutation S-transferasas (GST), una familia de enzimas importantes en la detoxificacion de
carcindégenos y de los citocromos P450 (CYP), una familia de enzimas que activan muchos
carcindgenos quimicos en animales de experimentacion. En 1986, demostraron por primera vez que
el alil metil trisulfuro (AMTS por sus siglas en inglés) aumentaba la actividad de la GST en el
estomago, en la mucosa del intestino delgado, en el higado y en el pulmon de los ratones (Sparnins,
Mott et al. 1986).

Los compuestos organicos derivados del azufre del ajo inhiben la proliferacion de células
tumorales, y esto se ha descrito en varios estudios donde se tratan diferentes tipos de células

tumorales. En una investigacion estudiaron el efecto sobre células tumorales mamarias caninas
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(Sundaram and Milner 1993). Fue descrito también en lineas celulares tumorales de colon humano,
de pulmoén y de la piel (Sundaram and Milner 1996).

El ciclo celular también se ve afectado por el DADS, disminuye el porcentaje de células tumorales
de colon humano en las fases G1 y S y simultdneamente, aumenta el porcentaje de células en la fase
G2/M (Knowles and Milner 1998).

El tratamiento de las células HEK293T con Cys-SSS-Cys condujo a un aumento significativo de los
hidropersulfuros intracelulares Cys-SSH y GSSH (Figura 5). Se establece que la captacion de
cistina en células de mamiferos se produce a través de la actividad del antiportador xc- , que exporta
glutamato mientras capta cistina de la solucion extracelular (Conrad y Sato, 2012 ; Lewerenz et al. .,
2013). Sin embargo, no se sabe si Cys-SSS-Cys también se transporta a través de xc—.
Independientemente, Cys-SSS-Cys puede representar una posible herramienta farmacoldgica/de
investigacion para aumentar los hidropersulfuros intracelulares (aunque es necesario examinar mas
tipos de células para determinar si se trata de un fendémeno general). Es importante destacar que los
trisulfuros (p. €j., Cys-SSS-Cys) son estables y se pueden almacenar y utilizar de manera similar a
los disulfuros (p. ¢j., cistina). El Cys-SSS-Cys es estable en condiciones acidas, se puede almacenar
a temperatura ambiente, es estable a la descomposicion durante meses y es mas soluble
(aproximadamente 10 veces) que cistina en solucion acuosa. Por otro lado, los hidropersulfuros son
intrinsecamente inestables a la desproporcion y no se pueden almacenar facilmente (Rao and Gorin
1959).

Cuando los trisulfuros reaccionan con los tioles producen persulfuros (Ida, Tomoaki, et al., (2014))
que son nucledfilos méas fuertes que los tioles, lo que los hace mas reactivos frente a los electrofilos
en las células y mejores eliminadores de especies reactivas de oxigeno (Benchoam, Semelak, et al.
2020). Se ha demostrado que el persulfuro de cisteina (CysSSH) ayuda en la regulacion de la
secrecion de insulina, la metilacion del ARNt y la sefializacion de Ca* por la quinasa I dependiente
de Ca?"/calmodulina, como potentes antioxidantes para regular los niveles de especies reactivas de
oxigeno y como sustancias quimicas que promueven los procesos antiinflamatorios.

Es importante tener en cuenta que los aumentos intracelulares en las especies de RSSH también
pueden conducir a niveles intracelulares més altos de RSSR, RSH y H,S a través de los procesos de
equilibrio descritos anteriormente. Por lo tanto es desaconsejable concluir que la proteccion
observada es el unico resultado del aumento de los niveles de RSSH intracelular. Dado que el
tratamiento de células con Cys-SSS-Cys no aumenta drasticamente los niveles de especies de RSH
la proteccion observada claramente no se debe a RSH. Sin embargo, sigue siendo posible que la
proteccion resulte al menos parcialmente del aumento de los niveles intracelulares de H,S. Sobre la

base de los resultados en (Bogdandi, Ida et al. 2019) y (Benchoam, Semelak, et al. 2020)
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actualmente es dificil distinguir entre las acciones de RSSH de H»S en un sistema bioldgico ya que
son socios de equilibrio y deben estar presentes simultaneamente. Por lo tanto, los fundamentos
quimicos para predecir las funciones protectoras asociadas con las especies de RSSH atn no se han
establecido con certezas (Ono, Kitamura et al. 2021)(p. ¢j., Ono et al ., 2014 ; Millikin et al .,
2016).

Algunas proteinas presentan dominios sulfurados, como es el caso del sitio activo de la SQR. La
eliminacion de H>S comprende la transferencia de azufre del H,S a un aceptor tiofilico y la
transferencia de electrones del H,S a través de FAD a la CoQ10 catalizada por medio de la SQR
anclado a la membrana mitocondrial en la cadena de transferencia de electrones. La CoA actta
como un aceptor de azufre alternativo para SQR y el producto CoA-SSH forma un complejo de
transferencia de carga (CT) estable con FAD en ACADS humano.

La capacidad de SQR para generar CoA-SSH tiene implicaciones importantes para regular la
bioenergética del colon ya que los colonocitos utilizan preferentemente el butirato, derivado de la
microbiota como biocombustible. Se ha planteado la hipotesis de que CoA-SSH podria ayudar a
priorizar la oxidacion del sulfuro sobre la del butirato para proteger a las células del
envenenamiento respiratorio durante la exposicion intestinal aguda a H,S.

Analisis cristalograficos han brindado informacion estructural valiosa y llevaron a postular un
mecanismo de reaccion diferente. Segun estos estudios, la forma activa de la SQR tiene un motivo
de trisulfuro de cisteina activo redox antes y después de la catalisis (Landry, Moon et al. 2019). El
mecanismo catalitico de SQR implica a un trisulfuro de cisteina como la forma activa del cofactor
redox. Otra caracteristica del mecanismo postulado, también respaldado por la estructura cristalina,
es que el complejo CT se forma entre FAD y 201 Cys-SS™, en lugar de con el tiolato 201 Cys-S™.
Una posible ventaja catalitica de este motivo redox es que la adicion nucleofila de sulfuro a un
trisulfuro es quimicamente mas facil que la adicién a un disulfuro, lo que explicaria en parte la
mejora de la velocidad de ~2 x 107 para la adicion de sulfuro a SQR frente a la adicion de sulfuro a

un disulfuro en solucion (0.6 M s a pH 7.4, 25°C) (Figura 12).
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Figura 12. Interseccion entre las rutas de oxidacién de sulfuro y butirato y los mecanismos
propuestos para la reaccion SQR (a). La reaccion SQR candnica utiliza GSH como aceptor para
generar GSSH, con electrones dirigidos al conjunto de CoQ10. (b) El mecanismo de reaccion
SQR propuesto anteriormente en el que las cisteinas del sitio activo en la enzima en reposo
forman un disulfuro. (c¢) Propuesta actual para la semirreaccion oxidativa catalizada por SQR,
informada por estructuras cristalinas, invoca una configuracion de trisulfuro de las cisteinas del

sitio activo. Figura obtenida de (Landry, Moon et al. 2019).

En este trabajo planteamos continuar esta linea de investigacion y caracterizar la molécula de
GSSSG vy otros polisulfuros de glutation, en vistas de aportar herramientas ttiles y eventualmente
aportar mayor entendimiento a la quimica y los equilibrios entre estas moléculas en los sistemas

biologicos.
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Objetivos

Objetivo general

- Purificar y caracterizar el glutation trisulfuro y otros polisulfuros.

Objetivos especificos

- Purificar el glutation trisulfuro y otros polisulfuros

- Analizar los espectros UV de los polisulfuros purificados.

- Determinar el coeficiente de extincion molar del trisulfuro de glutation y tetrasulfuro de

glutation.
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2. Materiales y Métodos

2.1.1. Preparacion de soluciones
Los reactivos quimicos utilizados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (San Luis, Missouri, EEUU),
a no ser que se indique otro origen. Se realizo la preparacion de buffer fosfato 0.1 M, pH = 7.4 y de
buffer fosfato 0.1 M, con 0.1 mM de acido dietilentriaminopentaacético (dtpa, ACROS), pH = 7.4.
Este ultimo sera el buffer utilizado en la mayoria de los ensayos a no ser que se indique lo contrario.
Se realizo la preparacion de soluciones de GSSG (AppliChem) estandar de 60 mM y GSH 20 mM,
en tampon de fosfato de sodio (0.1 M, 0.1 mM dtpa, pH 7.4). Se disolvi6 GSH (ACROS) en el
tampon mencionado a partir de estas se obtienen por dilucién soluciones de 1 mM y 2 mM para
observar sus espectros por espectrofotometria. EI GSSG se prepard de la misma manera, para luego
preparar las diluciones de 10 mM de GSSG para la reaccion con H»S.
Las soluciones stock de sulfuro se prepararon disolviendo Na,S en agua destilada y viales sellados,
inmediatamente antes de ser utilizadas, a concentraciones iniciales de aproximadamente 50 mM. A
partir de ellas se realizaron las correspondientes diluciones para alcanzar la concentracion deseada.
Previo a ser masados, los cristales de la sal se lavaron con agua destilada y se secaron para remover
impurezas de la superficie, producto de la oxidacion con el oxigeno durante su almacenamiento.
Para la manipulaciéon de H,S se utilizaron jeringas Hamilton gas-tight y viales sellados con
volimenes tales como para mantener la minima fase gaseosa en todos los casos.
Se prepararon Stocks concentrados de mBrB (Sigma-Aldrich) (50 mM) en acetonitrilo calidad
HPLC. Se prepararon soluciones de TCEP 0.4 M (Sigma-Aldrich) en agua destilada. A partir de esta
se prepararon diluciones para los diferentes experimentos. Se prepararon soluciones de DTNB 20
mM en etanol 95 %.
Preparacion de fase movil A TFA al 0.1 % V/V en agua mQ. Fase movil B Acetonitrilo.
2.1.2. Reaccion para sintesis de GSSSG
La obtenciéon de GSSSG se realizé a partir de la reaccion H,S + GSSG, que genera GSSH que
reacciona con otro GSSG para dar GSSSG (Reacciones 1y 2). Se prepararon soluciones de GSSG y
H,S en viales sellados a concentraciones finales de 10 mM y 5 mM, respectivamente, por dilucion
de los estandares. El volumen final preparado destinado para la purificacion de los poslisulfuros de
glutation fue de 15 ml.
2.1.3. Analisis de productos de reaccion por HPLC
1) En una primera instancia como medida analitica la cromatografia de fase reversa se realizd
con un HPLC 1260 Infinity (Agilent) con un detector de absorbancia UV-visible de arreglo
de diodos y una columna C18 Ascentis (100 x 4.6 mm, 3 pm, Sigma-Aldrich). Los
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compuestos se eluyeron con un gradiente de TFA al 0.1 % v/v en agua:acetonitrilo (100:0 de
0 a 2 min, 60:40 de 8 a 10 min, 5:95 de 12 a 14 min) a un flujo de 0.8 ml/min. Los
cromatogramas se registraron a varias longitudes de onda incluyendo 260 nm. Todas las
muestras que se inyectan se diluyen al medio en TFA 1% para mejorar su separacion en la
columna. En primer lugar se inyectaron 100 pl de las especies GSSG y GSH (1 mM de cada
uno) para obtencion de sus cromatograma y tiempos de retencion. Luego se inyectaron 25 pl
de la reaccion 1 y se analizaron los productos por comparacion con GSH y GSSG estandar.

2) En segunda instancia como medida preparativa la cromatografia de fase reversa se realizd
con un HPLC 1260 Infinity (Agilent) con un detector de absorbancia UV-visible de arreglo
de diodos y una columna Discovery C18 Supelco semipreparativa (25 cm x 10 mm, 5 um).
En este caso se inyectaron 1 ml de la reaccion 1 y se eluyeron con un gradiente de TFA al
0.1 % (v/v en agua):acetonitrilo (100:0 de 0 a 2 min, 60:40 de 8 a 10 min, 5:95 de 12 a 17
min) a un caudal de 5 ml/min. Los cromatogramas se registraron a 260 nm. Posteriormente
se recogieron las distintas fracciones para identificar los productos.

3) En tercera instancia se realiza un analisis de productos por derivatizacion con mBrB. Las
muestras derivatizadas con mBrB se diluyeron en TFA al 1 % (v/v) (Fluka) antes de la
inyeccion y se eluyeron con el siguiente método (0-2') 100% A - ( 8-10") 60%A — 40% B —
(12-16") 5% A- 95 % B (16-21") 100%A. Por un lado se inyectaron 10 pl de las especies
GSH, TCEP y H,S (0.5 mM + mBrB 4 mM + buffer de cada uno) como estandares, y luego
se inyectaron 10 pl de las fraccion purificadas en la parte preparatoria luego de reaccionar
con TCEP 2 mM + 4 mM de mBrB + buffer en un volumen final de 200 pl. Se midieron los

productos derivatizados a 396 nm.

2.1.4. Analisis de los productos por espectrometria de masa
Las fracciones purificadas por HPLC fueron analizadas por espectrometria de masas en el Institut

Pasteur de Montevideo en un espectrometro MALDI TOF en modo reflector positivo.

2.1.5. Obtencion de espectros UV

Se obtuvieron los espectros UV de las diferentes fracciones directamente de los picos del
cromatograma obtenido con deteccion del arreglo de diodos del HPLC (compuestos en 0.1% TFA
con cantidades variables de acetonitrilo). Por otro lado, Las fracciones purificadas por HPLC fueron
diluidas en buffer fosfato pH = 7.4 y se determinaron sus espectros utilizando por
espectrofotometria empleando el rango entre 250-500 nm en el espectrofotdémetro Varian Cary 50

(Agilent, Santa Clara, EEUU).



25

2.1.6. Determinacion de coeficientes de extincion molar

2.1.6.1. Titulacion de TCEP con DTNB
La titulacion se realiz6 titulando 6 muestras de TCEP de 0 — 10 — 20 — 30 — 40 — 50 uM

respectivamente con una solucion en exceso de DTNB 2 mM. El volumen final de cada solucion de
reaccion preparada es de 1ml en buffer fosfato pH= 7.4. A cada muestra de reaccion se determind su
espectro para luego realizar la curva de calibracion graficando Abs 412 nm en funciéon de las
concentraciones de TCEP utilizadas en el experimento. Se utiliz6 una absortividad de 14150 M
cm’ para el tionitrobenzoato (Riener, Kada et al. 2002).

2.1.6.2. Determinacion de absortividad de GSSG mediante titulacion con TCEP utilizando

espectrofotometria
Para la construccion de la curva de calibracion se realizd una titulacion utilizando diferentes

concentraciones de TCEP (0.0 - 0.50 -1.00 -1.50 - 2.00 mM) para reaccionar en buffer fosfato pH =
7.4 con GSSG 2 mM final en un volumen final de 1000 pl todo por duplicado. Para cada reaccion
se realizd su espectro de absorcion respectivo y se grafico los 5 juntos.

Para la determinacion del coeficiente de absortividad de graficaron los valores a 253 nm de cada
reaccion en funcion de la concentracion de TCEP.

2.1.6.3. Determinacion de absortividad de GSSSG mediante titulacion con TCEP

Para la construccion de la curva de calibracion se realizd una titulacion utilizando diferentes
concentraciones de TCEP finales (0 - 30 - 60 - 90 - 120 pM) para reaccionar en buffer fosfato pH =
7.4 con un volumen de 50 ul GSSSG obtenido por HPLC hasta alcanzar un volumen final de 150 pl
todo por duplicado. Para cada reaccion se realizd su espectro de absorcion respectivo y se grafico
los 5 juntos. Para la determinacion del coeficiente de absortividad de graficaron los valores a 253
nm correspondiente al maximo de absorbancia del GSSSG de cada reaccion en funcion de la

concentracion de TCEP y se ajust6 por minimos cuadrados. Se asumid una estequiometria 1:1.

2.1.6.4. Determinacion de absortividad de GSSSG por estequiometria en HPLC.
Reduccion completa de GSSSG con exceso de TCEP

Estindar de GSH
Se pone a reaccionar | mM GSH, 2 mM TCEP en buffer. Se esperan 10 min para garantizar que

todo el GSH esta efectivamente reducido. Se adiciona a la mezcla de 200 pl, 16 ul de mBrB 50 mM
(4 mM final) y se espera 10 min para garantizar la formacién completa del producto GS-B. A 50 pl
de esta mezcla se le adiciona 50 pl de TFA (1%) para inyectar. Se analiza por triplicado. Se
determina por HPLC el area bajo la curva del pico del cromatograma obtenido de un estandar
Determinacion de [GSSSG]

Se realiza una dilucion al 1/5 de la fraccion purificada por HPLC correspondiente al GSSSG. Se

registra su valor de absorbancia correspondiente al méximo registrado a 253 nm.
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Se reduce el GSSSG que se determind su méaximo de absorbancia a GSH a partir de la siguiente
reaccion: 100 pl GSSSG (fraccion 10.9) + 20 ul TCEP (20 mM) + 80 pl de buffer. Se esperan 10
min. Se adiciona a la mezcla 16 ul de mBrB (50 mM) se espera 10 min. A 50 pl de la mezcla de le
adiciona 50 pl de TFA (1%) para inyectar. Se controla que el TCEP haya estado en exceso
constatando la presencia de TCEP-bimano en la cromatografia. Se registran los resultados, en
particular la concentracion de GS-B resultante y se realizan los célculos estequiométricos para la
determinacion cuantitativa de GSSSG. Con el valor de absorbancia y la concentracion determinada
por estequiometria por HPLC se calcula la absortividad molar del GSSSG empleando la ley

Lambert- Beer.

2.1.6.5. Determinacion de absortividad de GS .G por estequiometria en HPLC. Reduccion
completa de GS,G con exceso de TCEP

Estindar de GSH

Se prepara igual que descrito arriba.

Determinacion de [GS,G]

Se realiza una dilucion al 1/5 de la fraccion purificada por HPLC correspondiente al GS4G. Se
registra su espectro de absorbancia y el valor de absorbancia correspondiente al maximo registrado
a 297 nm.

Se reduce el GS4G que se determind su maximo de absorbancia a GSH a partir de la siguiente
reaccion: 100 pul GS4G + 20 pul TCEP (20 mM) + 80 ul de buffer y se esperan 10 min. Se adiciona a
la mezcla 16 pl de mBrB (50 mM) y se espera 10 min. A 50 pl de la mezcla se le adiciona 50 pl de
TFA (1%) para inyectar. Se registran los resultados y se realizan los calculos estequiométricos para
la determinacién cuantitativa de GS4G. Con el valor de absorbancia y la concentracion determinado
por estequiometria por HPLC se determinan la absortividad molar del GS4,G empleando la ley

Lambert- Beer.

2.1.6.6. Prospeccion para determinacion de la [GS5G] y su respectiva absortividad molar
Para la determinacion 100 pl GSsG + 20 pl TCEP (20 mM) + 80 pl de buffer. Se esperan 10 min.

Se adiciona a la mezcla 16 ul de mBrB (50 mM) se espera 10 min. A 50 pl de la mezcla de le
adicionan 50 pl de TFA (1%) para inyectar.

2.1.7. Estabilidad de los polisulfuros

Se realiza una disolucion al 1/5 de la muestra purificada correspondiente al GSSSG en buffer
fosfato pH 7.4 y se mide su absorbancia en el espectrofotémetro por un intervalo de 1 h.

Para observar la estabilidad de las muestras purificadas luego de estar congeladas a -20 °C se
inyecta en el HPLC para ver sus cromatogramas a 260 nm y analizar si hubo descomposicion u otra

alteracion en dichas muestras.



27

3. Resultados y Discusion

3.1.  Sintesis de GSSSG

En las figuras 13 y 14 se muestran las reacciones 1 y 2 que se utilizaron para la obtencion de los
polisulfuros purificados. Para dichas reacciones se proponen mecanismos de sustitucion
nucleofilicas de orden 2 (Sx2). La constante de velocidad para las reacciones 1 y 2 se estimaron en

el trabajo realizado por (Benchoam, Semelak et al. 2020).
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Figura 13. El mecanismo propuesto para la reaccion 1 es Sx2. Su constante de velocidad para

la formacion del GSH y GSSH estimada es de de 0.23 M s'.(Benchoam, Semelak et al. 2020)
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z

Figura 14. Para la reaccion 2 el ataque nucleofilico del persulfuro al GSSG es mas rapido que
la reaccion 1. Se estima una constate de velocidad de 2.3 M s'.(Benchoam, Semelak et al. 2020)

Esto puede explicarse por aumento de la densidad electronica en el azufre sulfano.



3.2.  Analisis de productos de reaccion por HPLC

3.2.1. Reacciones 1y 2

En las figuras 15 y 16 se muestran los cromatogramas que separan los productos de la reaccion
entre GSSG y H,S, obtenidos con las columnas analitica y preparativa, respectivamente. Se puede
observar los tiempos de retencion y los picos bien separados. En la columna analitica los tiempos de
retencion fueron de: 5.7 — 6.6 — 7.4 — 7.9 minutos, asignados a las especies GSSG, GSSSG, GS.G y
GSsG, respectivamente. Los picos que siguen probablemente correspondan a las especies GS¢G,

GS-G, etc.. Para la columna preparativa, los tiempos de retencioén fueron: 9.6 — 10.9 — 12.6 — 13.9

minutos, asignados a GSSG, GSSSG, GS.G y GSsG.
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Figura 15. Cromatograma en columna analitica a 260 nm. Los tiempos de retencion de cada
pico fueron 5.7 — 6.6 — 7.4 — 7.9 minutos, asignados a las especies GSSG, GSSSG, GS4G y GSsG,

respectivamente. Los cromatogramas para GSH y GSSG no se muestran.
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Figura 16. Cromatograma en columna semipreparativa a 260 nm. Los tiempos de retencion de
cada pico fueron: 9.6 — 10.9 — 12.6 — 13.9 minutos, asignados a GSSG, GS;G, GS,G y GS;sG. Los

cromatogramas para GSH y GSSG no se muestran.

3.2.2. Productos de reaccion con derivatizacion
Para poder identificar los polisulfuros, se planted en primer lugar hacer una reduccion con TCEP y

determinar la relacion H,S:GSH. Para GSSSG se esperaba observar 1:2 de H,S:GSH; para GS.G
2:2, etc. Para la cuantificacion de H,S y GSH se planteo usar la reaccion con mBrB, para dar lugar a
los derivados con bimano del GSH, GS-B, y del H,S, el B-S-B, que se separan en una cromatografia
de fase reversa y absorben distintivamente a 396 nm. El TCEP también reacciona con el mBrB para
dar TCEP-B.

En la Figura 17 se muestran los cromatogramas y los tiempos de retencion a) del mBrB a los 10.86

min, en b) TCEP-B alos 9.15 min, en c) B-S-B a los 10.33 y en d) GS-B a los 7.8 min.
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Figura 17. a) Se muestra el cromatograma del mBrB de 4 mM de concentracion . El tiempo de retencion obtenido
fue de 10.86 min. b) Tiempo de retencion para la especie TCEP-B obtenida de la reaccion TCEP + mBrB. Se observa
el pico de mBrB (10.86 min) dado que se encuentra en exceso y el pico del TCEP-B a los 9.15 min. ¢) Cromatograma
correspondiente a B-S-B de la reaccién H,S (0.25 mM) + mBrB (4 mM). Tiempo de retencion para B-S-B fue 10.33

min. d) Cromatograma correspondiente a la especie GS-B de la reaccion de GSH + mBrB que eluye a los 7.8 min.
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En la figura 18 se observa el cromatograma obtenido de la reduccion del GSSSG con TCEP y su
derivatizacién con mBrB. Se obtienen los picos correspondientes a las especies caracterizadas en la
figura 17, incluyendo el mBrB, el GS-B y el TCEP-B. Sin embargo, no se observd el pico
correspondiente a la reaccion de H,S + mBrB, el B-S-B. No sabemos a que se debe pero una
posibilidad seria que el H,S se pierda como gas del tubo de reaccion. A pesar de diferentes
modificaciones y esfuerzos para cuantificar el H,S liberado, esto no fue posible, por lo que no
pudimos utilizar esta estrategia para identificar los polisulfuros obtenidos anteriormente y se

caracterizaron por espectrometria de masa.
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Figura 18. Cromatograma de las especies quimicas obtenidas en la la reacciéon GSSSG + TCEP
+ mBrB. Se observan GS-B (7.8 min), TCEP-B (9.15 min) y mBrB (10.86 min), pero no se pudo

observar B-S-B.

3.3. Analisis de los productos por espectrometria de masa
El andlisis por espectrometria de masas de las fracciones purificadas como se muestra en la Figura

16 verificaron la sintesis en la reaccion 1 de los polisulfuros GSSSG y GS4G. A modo de control se
analiz6 en primer lugar el GSSG. Se observo un ion molecular con una m/z de 613.139, coincidente
con la masa exacta correspondiente al GSSG protonado es de 613.15 Da. En el espectro de masa se
puede observar el aducto formado entre el GSSG + Na” correspondiente al segundo pico mas

grande (m/z = 635.12)(Figura 19 a y b).
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Figural9. a) Espectro de masa correspondiente al GSSG. b) Se muestra un modelo de la

estructura del GSSG.

La siguiente fraccion analizada fue la asignada al GSSSG. La masa correspondiente al GSSSG

protonado es de 645.13 Da, que coincide con el pico mas abundante en el espectro de masa.

También se puede observar el aducto formado entre el GSSSG + Na” correspondiente al segundo

pico mas grande (m/z = 667.12)(Figura 20 a y b).
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Figura 20. a) Espectro de masa correspondiente al GSSSG. El pico de mayor tamafio
corresponde al ion protonado de GSSSG (m/z = 645.13). b) Se muestra un modelo de la
estructura del GSSSG.

También se analiz6 la fraccion purificada asignada al GS4G. La masa correspondiente al GS,G
protonado es de 677,1 Da, que coincide con el pico principal en el espectro. En el espectro de masa
también se puede observar el aducto formado entre el GS4G + Na+ correspondiente al segundo pico

mas grande (Figura 21 ay b).
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Figura 21. a) Espectro de masa de la fraccion asignada al GS,G. El pico de mayor tamafio
coincide con la m/z esperada para el GS4G protonado (677.1). b) Se muestra un modelo de la

estructura del GS,G.

34. Analisis de espectros UV
En la figura 22 se observa los espectros de GSH obtenidos por espectrofotometria en buffer fosfato

7.4 y por HPLC en agua con 0.1% TFA. Los espectros de GSH nos permiten confirmar que esta
especie no absorbe a las longitudes de onda mayores a 255 nm a estos pHs, lo que nos permitiria
diferenciarla de las especies disulfuro y polisulfuro. Es importante esta confirmacién dado que para
la determinacion de los coeficientes de extincion molar de los polisulfuros implican reacciones en

donde el GSH siempre estd presente.
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Figura 22. a) Espectro UV del GSH (1 mM) en buffer fosfato pH= 7.4 obtenido en el
espectrofotometro. b) Espectro UV del GSH en TFA 0.1% obtenido por HPLC.

En la figura 23 a, b y ¢ se muestran los espectros UV del GSSG y su diferencial (GSSG -GSH). En
primer lugar se muestra el espectro diferencial de GSSG medido en el espectrofotometro en un
rango de longitudes de onda entre 200 y 500 nm. El mismo se obtuvo restando los valores de
absorbancia del GSH generados por la reduccion total del GSSG con TCEP. También es importante
destacar que el TCEP no absorbe significativamente a longitudes de onda mayores a 250 nm, y el
producto de oxidacion TCEPO absorbe aun menos ((240 nm) = 53.6 M' cm™ y 1.8 M cm’,
respectivamente, Lopez y col, manuscrito en preparacion). En la segunda imagen de la figura 23 se
muestra el espectro de GSSG de la fraccion purificada por HPLC. Este espectro UV es obtenido en

agua con 0.1% TFA dada la fase mévil empleada para la inyeccion de la muestras y su posterior
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elucion. En ambos espectros UV se pudo determinar que el maximo de absorbancia para esta
especie es de 250 nm, valor que coincide con los reportados en otros trabajos. Los espectros de la
misma especie en diferentes solventes pueden variar un poco debido a que la absorcion de radiacion

electromagnética depende de propiedades intrinseca y del entorno de la especie en estudio.
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Figura 23 a). Espectro diferencial de GSSG obtenido por espectrofotometria a pH= 7.4. Se muestra el maximo de
absorbancia de 250 nm. b) Espectro de absorciéon de GSSG de la fraccion purificada obtenido por HPLC. ¢) Espectros
de GSSG - GSH - y diferencial -.
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En la figura 24 a y b se muestra los espectros UV del GSSSG purificados por HPLC. El maximo de
absorbancia para esta especie sulfurada es de 253 nm, muestra un maximo muy similar al GSSG
pero muestra un espectro diferente. Se puede observar claramente un espectro mas ancho lo que
demuestra que esta especie absorbe mds en longitudes de onda mayores. Para un mejor
entendimiento del por qué de este aumento en la absorcion se deberia realizar un analisis cuantico

empleando herramientas informaticas.
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Figura 24 a) Espectro UV diferencial de GSSSG a pH= 7.4 obtenido por espectrofotometria.
Se resto el espectro de GSSSG obtenido a una solucion de 1 mM GSH. Se observé un pico de

absorcion a 253 nm. b) Espectro UV de GSSSG obtenido por HPLC (en agua con 0.1% TFA).
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En la figura 25 y 26 se muestran los espectros UV de las especies GS.G y GSsG purificadas por
HPLC. Para estas especies polisulfuradas se puede observar un corrimiento de los maximos de
absorcion con respecto a las especies GSSG y GSSSG.

Para el GS.4G el maximo de absorbancia es de 294 nm y para el GSsG es de 300 nm. En la imagen
se muestra los espectros obtenidos en buffer fosfato pH= 7.4 en el espectrofotometro y en medio

acido TFA por HPLC.
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Figura 25 a). Espectro UV de GSiG en buffer fosfato pH= 7.4. Se registra un maximo de
absorbancia a 294 nm. b) Espectro UV de GS,G obtenido en HPLC (agua con 0.1 % TFA). Se

registra un maximo de absorbancia a 294 nm.
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Figura 26. a) Espectro UV de GSsG purificado, obtenido por espectrofotometria a pH= 7.4. Se

registra un maximo de absorbancia a 300 nm.

b) Espectro UV de GS;G realizado en HPLC (agua con 0.1% TFA).
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3.5.  Determinacion de coeficientes de extincion molar de polisulfuros de glutation

3.5.1. Titulacion de TCEP con DTNB
Se valoraron [TCEP] crecientes de 0, 10, 20, 30, 40, 50 uM con el agente titulante DTNB 2 mM
segin la reaccion que se muestra en la figura 27, en diferentes ocasiones. Se determind que la

[TCEP]inicial siempre presentd el mismo valor de 2 mM, lo que indica que el TCEP es estable

siempre que se mantenga en frio.
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Figura 27. Ecuacion quimica que representa la reaccion entre TCEP + DTNB dando como producto
TNB + TCEPO.

En la figura 28 se muestra el espectro de TNB para cada concentraciéon de TCEP valorado. Las
medidas de absorbancia se realizaron a 412 nm que es el maximo que absorbe la especie TNB.
La figura 29 muestra muestra la curva de calibracion obtenida de las medidas de absorbancia a 412

nm vs [TCEP]. El valor de la pendiente result6 de 0.028.
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Figura 28. Espectro de absorcion de TNB para cada reaccion frente [TCEP] crecientes de 0, 10, 20,
30, 40, 50 uM.
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Figura 29. Curva de calibracion de TCEP 0, 10, 20, 30, 40, 50 uM con el agente titulante DTNB 2
Mm.

AAbs/A[TCEP]=Pendiente /14150 M- cm-' = 0.028/ 14150 M-' cm x factor de dilucién = 1.98 mM de TCEP.

3.5.2. Titulacion de GSSG con TCEP
Para la obtencidn del coeficiente de extincion molar del GSSG se valoro frente a concentraciones

crecientes de TCEP previamente valorado segun la siguiente reaccion quimica. La reduccion del
GSSG se realizo utilizando el TCEP, un agente reductor muy empleado en la quimica de tioles y del
azufre. Esta reaccion da como productos de generacion de TCEPO (forma oxidada del TCEP) y

GSH (Figura 30).
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Figura 30. Reaccion entre el GSSG y TCEP. Los productos de dicha reaccion son el GSH y TCEPO.
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Figura 31. Espectro de absorcion de GSSG vs [TCEP] crecientes.

En la figura 31 podemos observar el espectro de absorcidon de GSSG obtenido para cada reaccion
frente a las concentraciones crecientes de TCEP. Las absorbancias fueron obtenidos por
espectrofotometria midiendo en un rango ente 200 y 500 nm. Para la realizacion del espectro se
muestra el rango donde las especie GSSG muestra mayor absorcion.

En la figura 32 se muestra la curva de calibracion obtenida midiendo la absorbancia a 253 nm de
GSSG (que se va consumiendo) vs las [TCEP] crecientes empleadas para la valoracion. La
pendiente de la curva de calibracion corresponde al € gssq x el factor de dilucion (1000). Se
determino el coeficiente absortividad para GSSG dando un valor de £ gssg = 275 M em’™.

El valor reportado para esta especie es de 270 M cm™ a 260 nm (Johnson and Beer 1971). No hay
mucha bibliografia que muestre como se determind ni muchos reportes de dicho valor. Nuestros
resultados arrojaron un valor muy cercano al reportado y presentan un método experimental para
determinarlo.

Es importante contar con una constante fisica como el coeficiente de extincion molar del GSSG
dado que es una especie que esta en varios equilibrios quimicos bioldgicos. Recordemos que el
GSSG es una especie que permite medir el estrés oxidativo de una célula comparando con las
concentraciones de GSH. Ademds como demostramos en este trabajo es blanco de otras reacciones
dado que esta reaccionando con persulfuros y formando otras especies polisulfuradas.

En sintesis se obtuvo un coeficiente de extincion molar para GSSG y reportamos un método para su
determinacion experimental. A continuacion intentamos utilizar este método para determinar el

coeficiente de extincion molar del GSSSG.
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Figura 32. Curva de calibracion obtenida a partir de las Abs253 vs [TCEP]. La pendiente de la curva
de calibraciéon corresponde al €*Gss¢ x el factor de conversion (1000). Se determiné el coeficiente

absortividad para GSSG dando un valor de 275 M cm™.

3.5.3. Titulacion de GSSSG con TCEP
La valoracion de GSSSG se realizé con TCEP. La reaccion se muestra en la figura 33. Esta reaccion

da como producto 2 mol de GSH més 1 mol de H,S.
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Figura 33. Ecuacion quimica que representa la reduccion del GSSSG generando GSH + H,S.

En la figura 34 y 35 se muestra el espectro obtenido para las diferentes reacciones entre GSSSG y
TCEP y la curva de calibracion entre las Abs 253 y las concentraciones de crecientes de TCEP. Se
puede observar que a medida que aumentaba las concentraciones de TCEP desciende las
absorbancias de la especie GSSSG debido a su reduccion parcial a GSH. El GSH no absorbe a estas
longitudes de onda. De la curva de calibracion se obtuvo una estimacion de coeficiente de extincion

molar del GSSSG. El valor estimado es de 1050 M cm™.
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Este procedimiento experimental tiene la desventaja La reaccion en la valoracidon es un poco mas
compleja dado que en la figura se muestra los productos que se obtiene cuando usamos un exceso
de TCEP.

Con esto queremos aclarar que mientras se esta titulando GSSSG con TCEP en defecto se estdn
formando otras especie como GSSG, GSSH y los productos de la reduccion total como GSH y H.,S.
La presencia de reacciones paralelas a la que muestra la figura implica que el valor obtenido del
coeficiente de extincidn molar estd subestimado, dado que las otras especies estarian contribuyendo
en la absorbancia. Posiblemente la pendiente de la curva en la ausencia de estas especies
intermedias seria mayor lo que el coeficiente de extincion molar para GSSSG seria en realidad
mayor al estimado en este experimento.

Este inconveniente no ocurre en la valoracion anterior realizada al GSSG, porque su reduccion con
TCEP siempre forma GSH y no especies intermedias que dificultan la determinacion de €gssg. Dado
este inconveniente, tuvimos que redisefiar la estrategia para determinar el coeficiente de extincion

molar del GSSSG.
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Figura 34. Espectro de absorcion para la valoracion de la especie GSSSG.
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Figura 35. Curva de valoracion del GSSSG con TCEP. Estimamos el coeficiente absortividad
para GSSSG dando un valor de 1050 M cm™.

3.5.4. Determinacion del coeficiente de extincion molar del GSSSG
Para determinar el coeficiente de extincion molar del GSSSG se optd por una aproximacion

combinando los espectros de absorcion de la solucion de GSSSG de partida, con la concentracion
de GSH hallada por ensayo de reduccién con exceso de TCEP, derivatizacion con mBrB y
cuantificacion de GS-B por HPLC. La estequiometria es 2 GS-B por GSSSG. La diferencia con la
aproximacion usada al inicio para identificar los polisulfuros es que aqui no se pretende cuantificar
el H,S liberado.

Los calculos correspondientes se muestran en el anexo I. El promedio de la absortividad a 253 nm
es de 1358 + 11 M cm™ para el GSSSG (N = 3).

Es interesante observar como el maximo del espectro de absorciéon no cambia demasiado respecto al
GSSG, pero la absortividad es casi cinco veces mayor. Para un méaximo de absorcion particular, la
magnitud de ¢ depende de la seccion transversal de captura de las especies y de la probabilidad de
que tenga lugar una transicion que absorba energia. Se ha demostrado que la relacion entre € y estas
variables es € = 8.7 x 10" PA. Donde P es la probabilidad de la transicion y A el area blanco de la
seccion transversal en centimetros cuadrados por molécula. Por lo general la absorcion de radiacion
ultravioleta o visible es resultado de la excitacion de los electrones de enlace. Consideramos que un
aumento en el tamafio de la molécula estaria ocasionando un aumento del area transversal y el
aumento de niimero de electrones implicados un aumento de las probabilidades de la transicion,

explicando la mayor absortividad.



46
3.5.5. GS4G: analisis por HPLC
Para determinar el coeficiente de extincion molar del GS4G también se us6 la aproximacion
explicada anteriormente combinando los espectros de absorcion de la solucion de GS4G de partida,
con la concentracion de GSH hallada por ensayo de reduccion con exceso de TCEP, derivatizacion
con mBrB y cuantificacién de GS-B por HPLC. La estequiometria es 2 GS-B por GS.G.
Los calculos correspondientes se muestran en el anexo II. El promedio para la absortividad a 294
nm del GS4G fue de 1598 + 7 M!' ecm™. En este caso, tanto el maximo de absorbancia como la
absortividad fueron mayor que para el GSSSG. La explicacion del aumento de la absortividad seria
la misma que planteada anteriormente, pero de alguna manera se esperaba un aumento mayor de la
absortividad. Tal vez esto se compenso por la menor energia necesaria para la transicion (maximo
de absorbancia de 294 nm vs 253 nm). Seria muy interesante realizar calculos de quimica cuantica

para entender estas diferencias en las propiedades espectrales de los polisulfuros.

3.5.6. Estabilidad de los polisulfuros purificados

Se midio6 la absorbancia del GSSSG por espectrofotometria durante un intervalo de 60 minutos. Se
grafico para determinar su estabilidad a temperatura ambiente (21°C) (Figura 35). Se puede
observar que la especie GSSSG es bastante estable, transcurrido 60 minutos a temperatura ambiente
su absorbancia no varia significativamente los valores de absorbancia en condiciones de pH=7.4 en
buffer fosfato pH 7.4. De acuerdo a las absorbancias se descompuso solo un 4.5% del GSSSG
inicial (Variacion tfinal / t inicial 0.1500/0.1570 = 0.9554).

Estabilidad de GSSSG
0,1600
0,1580 * *
*
0,1560 o o . .
, 01540 .
20,1520 ¢ .
0,1500 *
0,1480
0;1460\ I I I I I I 1
0 10 20 30 40 50 60 70
tiempo (min)

Figura 3S5. Estabilidad del GSSSG. Grafico de Absorbancia (253 nm) de GSSSG vs tiempo
tiempo (minutos) en buffer fosfato pH = 7.4. Se observa la estabilidad de la especie GSSSG en el

tiempo.
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En la figura 36 se observa los cromatogramas obtenidos para la fraccion correspondiente a la
GSSSG, GS4G y GSsG. El mismo muestra la estabilidad de dicha especie luego de 30 dias de
almacenamiento a -20°C en el medio acido colectado del HPLC. En los cromatogramas de GSSSG
y GS4G no se observan picos de otras especies indicando que no ocurren reacciones entre los
polisulfuros en estas condiciones. Podemos decir que en las condiciones en que se guardo el
GSSSG y el GS4G son bastantes estables. Esto nos permite conservar las especies purificadas por
largo tiempo y valida los experimentos realizados con muestras que fueron almacenadas en estas
condiciones durante varios meses.

Para la especie GSsG se pueden observar en el cromatograma otros picos correspondientes a las
especie GS.G y GSeG. Esto esta indicando que en el tiempo y las condiciones que estuvo

almacenada la fraccion de la especie GSsG si ocurren reacciones generando otras especies.
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Figura 36. Cromatogramas de las especies (a) GSSSG, (b) GS.G y (¢) GSsG después de 30 dias
de almacenamiento a -20 °c. Las especies GSSSG y GS4G no muestran degradacion, los picos son
los correspondientes a las especies purificadas en primera instancia. El cromatograma de GSsG

muestra otro dos picos que corresponden a GS4;G y GS¢G lo que indica que dismutan y se degrada.

La estabilidad del GSSSG y los otros polisulfuros varian seguramente por las condiciones de
almacenamiento (Brown y Bowden 2022). Queda demostrado que a temperaturas bajas(-20 °c) los
polisulfuros son bastantes estables sin la presencia de otras especies como aminas o glutation
(excepto el GSsG). Esto permite que se pueda almacenar estas especies en frio sin que dismuten o
degraden en un intervalo de tiempo amplio. Queda por demostrar si GSsG a los 9 dias se degrada

como en el articulo mencionado.
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4. Conclusiones

En este trabajo: a) Se sintetizd el GSSSG y otros polisulfuros de glutation a partir de la reaccion de
H,S + GSSG. b) Se purifico GSSSG, GS4G y GSsG por HPLC. ¢) Se determind la identidad de
estos polisulfuros por espectrometria de masa resultando para GSSG, GSSSG y GS4G 613.14 Da,
645.13 Da y 677.1 Da respectivamente sus masas, coincidente con las masas protonadas. d) Se
determinaron los espectros UV de las especies GSSG, GSSSG, GS4G y GSsG y sus maximos de
absorcion para cada una de las especies fueron 253 nm, 252 nm, 294 y 300 nm respectivamente.

e) Se determinaron los coeficientes de extincion molar de las especies GSSG, GSSSG y GS4G a
253,253 y 294 nm, dando 275 M'em™, 1358 M cm™ y 1598 M™! cm™ respectivamente, valores no
reportados a la fecha para los polisulfuros. f) GSSSG, GS4G resultaron bastante estables en las

condiciones de trabajo y GSsG se descompone incluso a -20C.

Perspectivas

Para comprender y abordar con mayor entendimiento los espectros UV y los coeficientes de
extincion molar se propone trabajar con simulaciones cuanticas de las especies estudiadas.
Conociendo el coeficiente de extincion molar podemos determinar con mejor precision las
concentraciones de las especies GSSG y GSSSG. Seria interesante ahora determinar cuanto GSSSG
se forma efectivamente en la reaccion 1 en condiciones similares a las usadas por (Benchoam,
Semelak, et al. 2020), a modo de completar la caracterizacion de esa reaccion y de los equilibrios
involucrados. También seria interesante determinar la constante de velocidad del GSSSG con H,S y
GSH. Se ha propuesto que esta reaccion seria mucho mas répida que para el GSSG, y este
argumento sustenta el mecanismo enzimdtico propuesto para la enzima encargada de la
descomposicion del H,S, la sulfuro quinona 6xido reductasa mitocondrial (SQR) (Landry, Moon et
al. 2019, Landry, Moon et al. 2020). Sin embargo, la evidencia experimental aun es escasa y es
necesario experimentar con modelos mas accesibles. Para finalizar, consideramos que los resultados
obtenidos en este trabajo pueden aportar datos importantes para determinar cuestiones

fundamentales de la quimica del GSSSG y otros polisulfuros del glutation.
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6. Anexo
GSSSG por HPLC

Célculo de moles de GSH estandar:

- ImM. 200mL - 216uL.
X=10.9259/2 = x=463uM

- N° moles de GSH= 10uL . 463 uM

1) 4.63x 10° moles --------- area 1148
O 71.6  x=2.9x 10" moles/ 10 x10° L= 28.9 uM x factor de dilucion=57.8 uM
YR Q— 100 pL
S 216 L x= 124.7 = [GSH]= 124.7 pM —ecememv [GSSSG]= 62.4 uM
2) 4.63x 10® moles --------- area 1148
O 71.5 x=2.88x 10" moles/ 10 x10° L= 28.8 uM x factor de dilucion=57.6 uM
YT G— 100 uL
SR 206 il x= 124.4 = [GSH]= 124.4 pM —emememv [GSSSG]= 62.2 uM
3) 4.63x 10 moles --------- area 1148
X-mmmmmmmn- 70.6  x=2.84x 107" moles/ 10 x10° L= 28.5 uM x factor de dilucion= 56.9 uM
56.9 UM wmemeeev 100 uL
SR 216 uL  x= 123 = [GSH]= 124.7 Mim o [GSSSG]= 61.5 Mim

€= Abs253= 0.0845/ 62.4 x10° M= 1351 M cm”
€= Abs253=0.0845/ 62.2 x 10°M= 1353 M"' cm'
€= Abs253=0.0845/ 61.5 x 10 “M= 1371 M"' cm"'

Tabla 2. Tabla con los valores de [GSH], [GSSSG] y absortividad molar obtenida para GSSSG. Determinacion
de la absortividad del GSSSG.

Exp | Tiempo Area [GSH] uM [GSSSG] uM | Absortividad®%5%,s;,,, M cm™ | Area GSH std
de retencion
(min)

1 7.7 71.6 124.7 62.4 1351 1118

2 7.7 71.5 124.6 62.3 1353 1325.2

3 7.7 70.5 126 61.5 1371 1059.2

Promedio 1148.05

El promedio de la absortividad a 253 nm es de 1358.3 + 11 M’ em™ para el GSSSG
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GS.G por HPLC

Calculo de moles de GSH estandar

- ImM. 200pL- 216pL.
X=10.9259/2 = x=463uM

- N° moles de GSH= 10uL . 463 uM

1) 4.63x 10° moles --------- area 1148
Xmmmmmmmmme 66.7 x=2.7x 10" moles/ 10 x10° L=27 uM x factor de dilucion= 54uM
54 uM ---------- 100 pL
S 216 il x= 116.64 = [GSH]= 116.64 UM --nnemmrev [GSSSSG|= 58.32uM
2) 4.63x 10” moles --------- area 1148
Xmmmmmmmmme 66.5 x=2.68 x 10" moles/ 10 x10° L=26.8 uM x factor de dilucion= 53.6uM
53.6 UM -enmemmeev 100 pL
S 216 il x= 115.8 = [GSH]= 115.8 tM --ncrmemev [GSSSSGJ= 57.8uM
3) 4.63x 10 moles --------- area 114
D 66.2 x=2.67x 10" moles/ 10 x10° L= 26.7 uM x factor de dilucion= 53.4 uM
53.5 UM —oemmemeev 100 uL
Xememmemenee 216 L x= 123 = [GSH]= 115.34 pMocemmemem- [GSSSG]=57.7 pM

€= Abs294= 0.0926/ 58.32 x 10° M = 1587.8 M"' cm’!
€= Abs294= 0.0926/ 57.8 x 10° M= 1602.1 M cm
€= Abs294= 0.0926/ 57.7 x 10 “M = 1604.8M™" cm’

Tabla 3. con los valores de [GSH], [GSSSG] y absortividad molar obtenida para GSSSG.

Exp Tiempo Area [GSH] uM | [GSSSSG] uM | Absortividad®*%,g4 y M cm! Area GSH std
de retencion
(min)

1 7.7 66.7 116.64 58.32 1587.8 1118

2 7.7 66.5 115.8 57.8 1602.1 1325.2

3 7.7 66.2 115,34 57.7 1604.8 1059.2

1090.8

Promedio= 1148.05

Abs297=0,0926 Promedio absortividad a 294 nm = 1598 + 7 M ecm™
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