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1 INTRODUCCION

La homocisteina fue descubierta en 1932 por du Vigneaud [1] pero fue
recién 30 anos mds tarde que adquirid interés desde el punto de vista clinico. En
1962 dos grupos independientes en Irlanda y Estados Unidos observaron
elevadas concentraciones de homocisteina en la orina de ninos con retardo
mental [2, 3]. En 1969 se redlizaron las primeras observaciones donde se
relacionaba en forma directa la presencia de niveles elevados de homocisteina
plasmdtica con el desarrollo de aterosclerosis [4] lo que produjo un resurgimiento
del interés por el estudio de este aminodcido azufrado.

Desde ese momento numerosas evidencias han demostrado que la
presencia de Hcy plasmdtica en niveles elevados, condicidn conocida como
hiperhomocisteinemia, se correlaciona con enfermedades complejas vy
multifactoriales de tipo cardiovascular y neurodegenerativo [5-10].

La hiperhomocisteinemia puede deberse a una conjuncién de factores
genéticos y adquiridos que afectan en mayor o menor grado el funcionamiento
normal de las enzimas que participan en su metabolismo, principalmente Ia
cistationina B sintasa (CBS) y la metilentetrahidrofolato reductasa, ya sea por
mutaciones en sus genes o por carencia de alguno de sus cofactores:
cobalamina (vitamina Bi2), folato o piridoxal fosfato (vitamina Be) [11-15].

Se ha propuesto que las enfermedades cardiovasculares de origen
aterofrombdtico asociadas con la hiperhomocisteinemia podrian ser el
resultado, en parte, de un incremento del estrés oxidativo vascular donde se
forman diferentes especies reactivas enfre las que se encuentra el peroxinitrito.
En este contexto podria existir interaccion entre la CBS, una de las enzimas del

metabolismo de la homocisteina, y el peroxinitrito.



1.1 METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS AZUFRADOS EN MAMIFEROS

El aminodcido azufrado cisteina (Cys) es utilizado en una amplia variedad de funciones
celulares incluyendo la sintesis del antfioxidante celular mds abundante, el glutation (GSH), quien
a su vez constituye una reserva fundamental de Cys para el organismo [16]. La Cys es el reactivo
limitante en esta biosintesis y por lo tanto su propia sintesis y utilizacién estd finamente regulada.
Su formacién es ademds la Unica ruta catabdlica para la remocién de aminodcidos azufrados en
exceso, oxiddndose a sulfato (SO42), didxido de carbono (CO2) vy piruvato [17].

En los mamiferos el dtomo de azufre (S) de la Cys proviene de otro aminodcido azufrado, la
meftionina (Met), residuo esencial que debe ser ingerido en la dieta; mientras que el esqueleto
carbonado es aportado por el aminodcido serina (Ser)[18]. El intermediario en esta sintesis es la
homocisteina (Hcy), un metabolito téxico que se genera por hidrdlisis de S-adenosilhomocisteina,
producto remanente de la accién metilante de S-adenosiimetionina (SAM) [19].

Existen dos vias principales de detoxificacidn de la Hcy: la transmetilacion y la
transulfuracion (figura 1). Aproximadamente el 50 % de la Hcy formada es transmetilada a Met en
el lamado “ciclo de la metionina” como forma de recuperar este aminodcido esencial. En esta
via participan las enzimas metionina sintasa, betaina-Hecy metiltransferasa (activas sélo en higado
y pdncreas) y la metilentetrahidrofolato reductasa [18, 20]. El ofro 50 % condensa en forma
ireversible con un residuo Ser para formar Cys mediante una transulfuracién en la que participan
en forma secuencial las enzimas cistationina P —sintasa (E.C. 4.2.1.22, CBS) y la cistationina y-liasa
(también llamada y cistationasa) [12, 21-25]. La Hey se relaciona por esta via metabdlica con la
produccién de GSH, principal amortiguador redox en mamiferos, y es por ello que varias de las
enzimas participantes son reguladas por cambios en el estado redox celular [26]. Ambas vias
estdn reguladas por la concentracién de SAM que actia como inhibidor alostérico de la
metilentetrahidrofolato reductasa y como activador de la CBS [27].

La Hecy es producida a nivel celular y exportada hacia el plasma donde es inmediatamente
oxidada en un 99 % a homocistina o disulfuros mixtos. Posteriormente es capturada a nivel celular
por transportadores, canales o receptores de membrana que reconocen diferentes tipos de
disulfuros (principalmente en higado y pdncreas) donde éstos son reducidos y la Hcy es

metabolizada a través de las vias antes mencionadas [28].
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Figura 1. Metabolismo intracelular de la homocisteina. La homocisteina posee dos destinos principales. Por un
lado puede tfransmetilarse a metionina con el aporte de metilo (-CHs) proveniente del metiltetrahidro-folato
para recuperar ese aminodcido esencial y garantizar la produccién de SAM, principal agente metilante a
nivel celular. Por ofro lado puede condensarse con un residuo Ser, generando en Ultimo término el
aminodcido Cys, cuyo destino principal es la sintesis de glutatién. Figura adaptada de [26]

La concentracion de Hcy total plasmdtica en condiciones normales se encuentra en un
rango entre 5 y 15 uM. Niveles por encima de estos valores se asocian al desarrollo de diferentes
patologias de gravedad variable, siendo moderadas cuando la concentracion plasmdtica no
excede 50 uM de Hcy total circulante y severas para valores superiores a 100 uM [20, 29-32]. En 1969
se realizaron las primeras observaciones que relacionaron niveles elevados de Hcy plasmdatica
(hiperhomocisteinemia) con la aterosclerosis [4].

Actualmente es considerada un factor de riesgo independiente en patologias de la
vasculatura perisférica, cerebral y coronaria entre las que prevalece la aterosclerosis. Se estima
gue mds de un 40 % de la poblacidon con este tipo de patologias posee niveles elevados de
homocisteina [5-10].

El mecanismo por el cual la Hcy en si misma es capaz de danar las paredes de los vasos no
ha sido bien definida hasta el momento y ha demostrado ser multifactorial [33, 34].

En relacidén al desarrollo de aterosclerosis se han planteado mecanismos mediados por

dano  oxidativo [35, 36] donde Ila homocisteina  actuaric  como  molécula



pro oxidante ya que su propia oxidaciéon en plasma produciria especies reactivas del oxigeno
como O2*-, *OH y perdxido de hidrégeno (H202), siendo estas moléculas finalmente causantes de
la citotoxiciad endotelial de la homocisteina. Sin embargo estos efectos se han observado en
experimentos in vitro y con dosis de 1 mM muy por encima de las esperadas en condiciones
fisioldgicas aun en las situaciones mds severas (100 uM).

Otro mecanismo propone que el estrés oxidativo promovido por la homocisteina elevada
altera las propiedades vasodilatadoras de un endotelio normal afectando la produccién por
parte de la eNOS del relajante endotelial éxido nitrico (*NO)[37] redireccionando la sintesis hacia
la formacién de superdxido (O2™) mediante la reduccidon en la disponibilidad del cofactor
tetrahidrobiopterina, que funciona ademds como atrapador de radicales [38]. La disminucién en
la concentracion efectiva de *NO promueve ademds la agregacién plaquetaria y la adhesidon
de leucocitos a las paredes del endotelio, eventos iniciales en la generacién de la placa de
ateroma [39].

La hiperhomocisteinemia también se asocia a multiples desérdenes neurolégicos, como
enfermedad de Alzheimer, demencia senil, deficiencias de tubo neural asi como a deficiencias a
nivel de la visidn, osteoporosis y otras deficiencias a nivel del sistema éseo. Estas manifestaciones
clinicas incluyen un amplio rango de edades que va desde la ninez hasta la vejez [20, 40].

A efectos de este trabajo nos centraremos en la enzimologia de la cistationina B-sintasa,
cuyas deficiencias genéticas y funcionales llevan a la acumulacién de Hcy a nivel plasmdtico y

al desarrollo de las patologias antes mencionadas.

1.2 CISTATIONINA B- SINTASA

La cistationina B-sintasa (E.C.4.2.1.22, CBS o L-serinsulfhidrasa) es una enzima clave que
cataliza el paso irreversible en la transulfuracion hacia la formacion de Cys y en Ultimo término de
GSH, principal regulador del estado redox a nivel celular [22].

Esta enzima participa en la sustitucién del grupo OH en el carbono B de la L-Ser por el tiol
(SH-) de la L-Hcy con la eliminaciéon de una molécula de H20, condensando ambos residuos para

formar cistationina, precursor de la Cys [24] de acuerdo a la siguiente reaccioén:

o *NH, 0 " NH,
- o -
HO/\HJ\O + HSW . _o)k(\/syﬁ(o
+NH, o * NH, o

L-Serina L-Homocisteina Cistationina



La CBS humana tiene localizacién citosdlica; en adultos se expresa en mayor proporcion en
higado, pdncreas y rindn y en menor porcentaje en cerebro, mientras que en la etapa fetal la
mayor expresion ocurre a nivel del corazdn [41, 42].

Es un homotetrdmero compuesto por subunidades idénticas de 63 kDa y su actividad es
promovida y regulada alostéricamente por SAM mediante la presencia de un dominio
autoinhibitorio en el extremo C-terminal. Este dominio se pierde por protedlisis parcial dando
como resultado una enzima dimérica que no responde a SAM y presenta una actividad
enzimdfica incrementada con relacién a la nativa en ausencia de SAM. Ademds el cambio
estructural a la disposicidn de dimero evita la agregaciéon proteica exhibida por la CBS
tetramérica. La forma dimérica de la enzima, con un PM de 48 kDa y una actividad catalitica
incrementada en ausencia de SAM, fue inicialmente purificada a partir de extractos de higado
humano por accidon de las proteasas hepdticas [43, 44].

En 1998 dos grupos independientes obtfuvieron por distintos procedimientos la enzima
dimérica con un comportamiento similar a la aislada de higado y con un PM similar de 45 kDa. El
primero fue el grupo de J.P.Kraus [45] que luego de someter a la enzima nativa recombinante a
protedlisis limitada con tripsina obtuvo un dimero estable con subunidades de 45 kDa. Su
secuencia aminoacidica se extendia desde el residuo 40 en el exiremo N-terminal hasta el
residuo 413 en el extremo C-terminal, regidn que contiene el centro catalitico que va desde la
Glu37 hasta la Arg 413, y estd altfamente conservada en las enzimas evolutivamente relacionadas
de plantas y bacterias [46, 47]. El segundo grupo liderado por W.D. Kruger obtuvo una CBS
dimérica con un PM de 45 kDa por introduccién de una mutacion en el residuo 409 (W4090PA)
en el marco de lectura abierta del pldsmido de la enzima nativa (pGEXCBS) que resultd en una
CBS cuya secuencia se extendia desde el residuo 1 hasta el 408 incluyendo también en este caso
el centro catalitico [48]. Ese nuevo pldsmido (pGEXCBSN) codifica el centro catalitico de la
enzima, carece del extremo regulatorio C-terminal, y al igual que el pldsmido para la enzima
nativa, se expresa en un sistema recombinante (E.coli BL 21) como proteina de fusidn con
glutation-S-transferasa y codifica para la enzima CBS A143 [49]. Tanto la enzima obtenida a partir
de extractos de higado como la recombinante muestran propiedades cinéticas que las hacen
indistinguibles entre si [24].

Posteriormente se aislé6 una mutacioén natural similar a la CBS A143 que predice una
terminacién prematura a nivel del residuo 420 [50] y que también posee una disposicidn dimérica
y constitutivamente activada.

Si bien la forma dimérica se obtuvo in vitro y como producto de ciertas mutaciones en
humanos, su relevancia fisiologica no era clara. En 2003 se realizaron estudios relacionados con el

modo de accidon del factor de necrosis tumoral o (TNF-a) que mostraron que éste era capaz de



inducir la activacion postraduccional de la CBS mediante una protedlisis dirigida que generaba
un producto de 45 kDa con disposicion dimérica y actividad incrementada con respecto a la
enzima nativa. De este modo se promoveria el flujo de homocisteina hacia la sintesis de GSH, lo
qgue aumenta la capacidad antioxidante de la célula cuando existe sobreproduccién de
especies reactivas del oxigeno durante, por ejemplo, un proceso inflamatorio [51].

La enzima tetramérica posee una alta tendencia a producir agregados lo que hace muy
dificil realizar estudios fisicos sobre ella [52], sin embargo la forma dimérica de la enzima

recombinante ha podido ser cristalizada y se muestra en la figura 2 [52-55].

Figura 2. Estructura fridimensional de la CBS A143. Izquierda: Dimero representado con cintas, cada
mondmero se muestra en color marrdn y azul respectivamente. El grupo hemo se representa con el modelo
de bolas y barras en celeste al igual que el cofactor PLP en fucsia y los ligandos del hemo, Cys52 e Hisé5, en
violeta. La CBS adopta un plegamiento general similar a la familia de la friptofano sintasa [55]. Derecha:
acercamiento que muestra la disposicion entre el hemo y el cofactor PLP que conservan una distancia de
20 A entre si dentro de cada mondmero. Se observa ademds la disposicion del hemo unido a sus ligandos
axiales mediante un loop de 15 residuos en el extiremo N-terminal [55]. La figura fue generada por el
programa PyMOL v0.99 (DelLano, W. L. 2002. The PyMOL Molecular Graphics System. DeLano Scientific, San
Carlos, CA, USA. http://www.pymol.org.) a partir de la secuencia 1JBQ [52] obtenida en el Protein Data
Bank.

La CBS presenta una organizacién modular con un dominio de unidn al grupo hemo en el
extremo N-terminal, seguido por un dominio catalitico donde se encuentra el cofactor PLP vy el
dominio regulatorio al que se une el efector alostérico SAM en el extremo C-terminal (figura 3) [45,
49].

Cada mondmero tanto en la enzima completa (551 residuos por monémero) como en la
dimérica (408 residuos por mondmero) se une a ambos sustratos (Hcy y Ser) siguiendo un
mecanismo de reaccion tipo ping-pong, posee una molécula de piridoxal 5'-fosfato (PLP) y un
grupo hemo hexacoordinado siendo la Unica hemoproteina dependiente de PLP caracterizada

hasta el momento [24, 56].
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Figura 3. Organizaciéon modular de cistationina B-sintasa. El extremo N-terminal posee el sitio de unidn al
hemo cuyos ligandos axiales son los residuos Cys52 e Hysé5. En el dominio catalitico se ubica la Lys119
formando una base de Schiff con el cofactor PLP y un motivo oxidorreductasa de tipo CXXC entre la Cys272
y la Cys275. En el extremo C-terminal se encuentfra el dominio regulatorio de respuesta a SAM con dos
secuencias repetidas en tandem (CBS1 y CBS2) y una estructura secundaria de tipo B-a-B-B-a caracteristica
de unién a derivados de adenosina. La CBS A143 carece del fragmento C-terminal a partir del residuo 408
por lo que no posee el dominio regulatorio de unién a SAM. Esquema extraido de [25].

La CBS presenta ademds un motivo oxidorreductasa de disulfuros cercano al hemo de tipo
CXXC del que participan la Cys272 y Cys275, con un plegamiento similar al de la glutarredoxina
de E. coli con la secuencia CPGC, donde las cisteinas pueden estar reducidas como tiol u
oxidadas formando disulfuro intramolecular [52]. Este dominio es de funcidn ain desconocida.

La desnaturalizaciéon térmica produce cambios en la CBS a nivel de la absorcién del grupo
hemo en la regidon de la banda de Soret (428 nm) produciendo una disminucion directamente
proporcional al grado de desnaturalizacién. Los cambios espectrales a 428 nm muestran que la
enzima tetramérica es mds termoestable que la dimérica ya que presenta un punto de inflexion a
los 60 °C mientras que en la dimérica se observa a los 56 °C y comienza a precipitar 10 °C antes
que la enzima completa [45].

La enzima nativa posee valores de Km menores para Ser (2 mM) y Hey (5 mM) en relacién a
la dimérica (10 mM)[49]. En cambio en términos de actividad enzimdtica, aln en presencia del
activador alostérico SAM, la actividad alcanzada por la CBS nativa es menor a la que presenta la
CBS dimérica, mostrando esta Ultima un estado superactivazo [25]. En la tabla 1 se resumen las

propiedades cinéticas y estructurales de ambas formas.



Pardmetro CBS nativa CBS dimérica

Peso molecular (kDa)/ monémero 63 45
Estado oligomérrico Tetrdmero Dimero
PLP/subunidad 1 1
Hemo/subunidad 1 1
Respuesta a SAM + -
Act. Especifica (- SAM) (umol/h.mg.) 159 750
Act. Especifica (+SAM) (umol/h.mg.) 295 750
keat (- SAM) /mol de sitio activo (s1) 2.8 10
keat (+ SAM) (s°7) 5.2 10
Km Hey (MM) 5+0.9 18+8
Km ser (MM) 2403 9.7+43

Tabla 1. Propiedades cinéticas y estructurales de la CBS humana nativa y trunca dimérica. La concentracion
de SAM utilizada en estas determinaciones fue de 380 uM vy la kcat fue calculada por mol de sitio activo
para evitar asunciones sobre el estado de oligomerizacién de la enzima ya que se han observado
oligbmeros superiores al tetrdmero. Extraida de [25]

El gen que codifica las diferentes isoformas del ARNm para la CBS humana se encuentra en
el cromosoma 21, en la regidn 21922.3 [43, 57], regidn donde también se encuentran asociados
los genes que codifican para el fenotipo del sindrome de Down [58]. La homocisteinemia
asociada a deficiencias en dicho gen es originada como un desorden genético recesivo de
cardcter hereditario [29]. De las mds de 130 mutaciones patogénicas caracterizadas
aproximadamente el 50% muestra respuesta positiva y variable frente a la administraciéon de
piridoxina (precursor del PLP, cofactor de la CBS), las mds frecuentes son la 1278T y la R266K [59-
61]. Oftros tipos de mutaciones puntuales se han observado en el dominio de unidén a hemo y en
el dominio regulatorio C-terminal. En este caso se observa la expresion de una enzima activa que
no responden a SAM aungue conserve su sitio de unidn en algunos casos (ej: S466L). Dentro de
este grupo se subdividen de acuerdo a su actividad en aquellas que presentan una actividad
constitutiva aumentada similar a la inducida por SAM en la enzima nativa (P422L y S466L) y las
que presentan una actividad constitutiva aumentada pero en valores mds cercanos a la de la
CBS nativa en ausencia de SAM (I1435T y D444N). Las mutantes son estructuralmente similares y se
comportan en términos cinéticos de igual forma que la enzima dimérica lo que demuestra que
tanto la protedlisis parcial del dominio regulatorio C-terminal como la unidén de SAM causan un
efecto similar en la CBS, suprimiendo la accién del dominio autoinhibitorio para aumentar su

actividad enzimdtica [62].
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1.2.1 La CBS es una enzima dependiente de PLP

El PLP (figura 4 A) es un cofactor muy versdtil que participa en diferentes transformaciones
quimicas de aminodcidos tales como transaminacion, B-eliminacién, B y vy sustitucion,
descarboxilacion y racemizacién [63-65]. La diversidad de reacciones catalizadas por el PLP
involucra a mds de 100 enzimas pertenecientes a 5 de los 6 grupos enzimdaticos definidos por la
IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) [65]. Las enzimas dependientes
de PLP se clasifican a su vez en 4 grupos segin su estructura tridimensional, secuencia, estructura
secundaria y perfiles de hidrofobicidad. Dentro de esta clasificacién, la CBS pertenece al tipo Il o
familia B. Los miembros de este grupo presentan dos dominios de estructura mixta o/p con el PLP
unido entre ellos [66],(Miles, E.W & Kraus,J.P, 2004).

A

Figura 4. Estructura del piridoxal -5"-fosfato (PLP). (A) El PLP es un derivado de la piridoxina o vitamina Bé.
(B)La coenzima se une covalentemente a la enzima por medio de una base de Schiff (imina) formada por la
condensacién de su grupo aldehido con el grupo € amino de un residuo Lys enzimdtico. Se muestra la forma
tautomérica protonada, la forma aldimina desporotnada es una estructura resonante de la anterior.

Al igual que ofras enzimas que poseen PLP, la CBS presenta cierta promiscuidad de sustrato
ya que puede producir cistationina por el mecanismo de B-sustitucion, pero también puede
generar sulfuro de hidrégeno (H2S) que funciona como neuromodulador cerebral por B-
eliminaciéon o B-sustitucién dependiendo de los sustratos de partida [65, 67, 68].

En fodas las enzimas dependientes de PLP el grupo carbonilo (C=0) del cofactor se
encuentra formando una aldimina inferna con el grupo amino (-NH2) de un residuo de lisina (Lys)
ubicado en el sitio activo (figura 4 B). En el caso de la CBS el residuo que participa es la Lysis y la
aldimina interna protonada (A mdx 420 nm) se encuentra en equilibrio con su forma tautomérica
desprotonada (A mdx 330 nm). Durante la catdlisis el PLP actia como sumidero de electrones,
extrayéndolos del sustrato, un residuo Ser en este caso [23]. El grupo amino del sustrato sustituye al

amino de la Lys en la poco estable base de Schiff o aldimina interna que estd formando con el
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PLP, para formar entonces una aldimina externa. Esta aldimina externa, se transforma en un
infermediario aminoacrilato que reacciona entonces con el segundo sustrato para liberar el
producto de la reaccién y volver a regenerar la aldimina interna entre el PLP y la enzima (figura
5).

Lys lH
e“{“ Ho’\i’coz-
+
”H Serine c/y‘“"
CH |. H
Z5r¢ Znad
P 1 e |
N N
H H
E E-Ser
412 nm 420 nm

n
Cystathionine

~ I o j O
B Hey P |
N
H N
E-Cst E-AA
420 nm 460 nm

Figura 5. Estructuras postuladas para los intermediarios de PLP en la reaccion catalizada por la CBS de
levadura. Se muestran los intermediarios de la reaccidén que han sido identificados con sus respectivos
mdximos de absorcién. El residuo Lys119 se encuentra formando una aldimina interna con el PLP (E). Cuando
se une el primer sustrato de la enzima, un residuo de Ser, la Lys es desplazada y se forma una aldimina
externa con el PLP (E-Ser). Esta aldimina pierde una molécula de H2O y se forma el intermediario
aminoacrilato (E-AA) que reacciona con el segundo sustrato, la Hecy para formar una aldimina externa pero
ahora unida a cistationina (E-Cst), el producto final de la reaccién, que es liberado dejando a la CBS pronta
para comenzar otro ciclo catalitico. Extraido de [25].

La comparacién de secuencia aminoacidica entre la CBS humana, de rata y otras enzimas
relacionadas, por ejemplo la subunidad B de la ftriptofano sintfasa bacteriana y treonina
desaminasa, muestra un motivo SVK (Ser-Val-Lys) altfamente conservado que incluye el residuo de
Lys esencial para la formacién de la base de Schiff correspondiente [21, 23, 25]. Una vez en
contacto con los sustratos, el PLP enzimdtico cambia su espectro UV-Vis caracteristico hacia el
de los respectivos intermediarios de la reaccidn y esto hace posible su estudio [21].

La CBS tetramérica humana no presenta fluorescencia relacionada al PLP, mientras que la
CBS dimérica posee una emision débil a 388 nm y 508 nm cuando es excitada a 330 nm y 420 nm,
longitudes de onda correspondientes a la aldimina interna desprotonada y protonada
respectivamente. La escasa o nula fluorescencia de la enzima nativa quizd se deba tanto a un

efecto de apagamiento de los aminodcidos que rodean al PLP como a un efecto de filtro interno
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generado por el hemo. Probablemente la ausencia de los 143 residuos en el extremo C-terminall
de la enzima dimérica elimina parcialmente ese efecto observdndose entonces fluorescencia
[21, 49].

1.2.2 La CBS posee un grupo hemo de funcién no definida

El grupo hemo en la CBS fue identificado 13 anos atrds por J.P. Kraus y colaboradores [69]
como un hemo tipo b de acuerdo al espectro obtenido y comparado con hemos a, b y ¢
estandar por el método de piridina hemocromo [70].

Este hemo es de tipo ferriprotoporfirina IX [69] y hexacoordinado de bajo spin, disposicidon
gue fue determinada por EPR (resonancia electrénica paramagnética) y absorcidén de rayos X. El
espectro de EPR para la CBS dimérica es rombico con g. = 2.5, gy =2.3 y gx =1.86, valores que
coinciden con los de otras hemoproteinas con hemo hexacoordinado en disposicidon de bajo spin
[71]. Estos resultados fueron confirmados luego por resonancia Raman [52, 55, 72].

La quinta y sexta posicién en el hemo de la CBS se encuentran ocupadas por el grupo
tiolato de la Cys52, lo que la incluye en el grupo de proteinas hemo-tiolato, y por un residuo
histidina (His 65) respectivamente [55, 73].

En la CBS purificada el hemo se encuentra oxidado como Fe(lll) pero puede ser reducido a
Fe(lll con reductores como el citrato de fitanio o difionito de sodio [24]. Los estudios
cristalogrdficos en la CBS dimérica muestran al hemo hexacoordinado y de bajo spin tanto en
estado oxidado como reducido [52-54].

El espectro UV-Vis caracteristico de la enzima es resultado de la presencia tanto del hemo
como del PLP (figura 6é). La CBS Fe(lll) muestra un mdaximo caracteristico a 429 nm
correspondiente a la banda y de Soret del hemo y al aporte de la aldimina interna protonada (A
max 420 nm). A 550 nm se observa un mdaximo poco definido correspondiente a la banda aff del
hemo y a 364 nm absorbe la banda § del hemo [74] y parcialmente la aldimina interna
desprotonada del PLP (A mdx 330 nm). La coordinacion entre el tiolato de la Cys52 vy el Fe(lll) se
observa en la regién UV-Vis de baja energia por la presencia de dos bandas a 645 nm y 705 nm
[74,75].

Cuando el hemo se reduce a Fe(ll) el méximo a 429 se desplaza hacia el rojo apareciendo
un nuevo mAaximo a 449 nm y la banda a 550 nm se resuelve en dos bandas definidas a 571 nm
(o) y 540 nm (B) [24].
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Figura 6. Espectros de CBS oxidada y reducida. La enzima oxidada (—) presenta un hombro a 550 nm,

correspondiente a las bandas ap del hemo, a 429 nm se observa el méximo caracteristico de la banda y de
Soret y por Ultimo la banda § a 364 nm. Cuando la enzima se expone a un reductor como el ditionito de
sodio el espectro del hemo cambia a su estado reducido (—). El mdximo a 429 nm se corre hacia 450 nm vy
las bandas a y B se resuelven en mdximos a 571 y 540 nm respectivamente.

Este hemo hexacoordinado en estado oxidado es relativamente inerte al infercambio de
sus ligandos con moléculas exdgenas, no mostrando afinidad por los ligandos férricos mds
comunes para hemoproteinas reportados como azida, cianuro (CN-) o fluoruro (F) [23] v en
particular para hemotiolatos como piridina, imidazol, histidina adn cuando se ensayan en altas
concentraciones (10 mM) [76].

Sélo se han observado cambios espectrales frente a la adicidn de altas concentraciones
(200 uM o superior) de cloruro de mercurio (HgCl), un agente quelante de tioles. En este caso
ocurre un corrimiento del maximo a 429 nm hacia el azul (395 nm) [71, 72, 77], consistente con la
conversién de un Fe(lll) hexacoordinado de bajo spin a un Fe(lll) pentacoordinado de alto spin,
sugiriendo que hay una pérdida de coordinacion con el tiolato de la Cys52 de acuerdo a
resultados previos de EPR [71] y resonancia Raman [72]. A pesar de que el HgClz es capaz de
interactuar con todos los residuos Cys que posee la CBS dentro y fuera del bolsillo que contiene al
hemo, los cambios en el espectro sugieren que existe una interaccién directa con el ligando axial
en el hemo (Cys52), sugiriendo que se encuentra accesible a ligandos externos [78]. Esto puede
ser revertido por la adicidén de un tiol (ej: Cys, Hey, ditiotreitol) que recupera la coordinaciéon en la
sexta posicion [77]

La CBS en estado reducido y en presencia de concentraciones de HgCl> hasta 300 uM
también muestra un espectro inalterado, pero a concentraciones mayores del quelante se
produce un corrimiento del méximo a 450 nm hacia 425 nm. Resultados similares se han obtenido

cuando la enzima reducida es sometida a temperaturas entre los 4 y los 55 °C, donde se produce
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una nueva especie con un MAaximo a 424 nm [79]. De acuerdo con reportes previos para otros
hemos tipo b en estado reducido, este desplazamiento del méximo hacia el azul para la banda y
de Soret estaria indicando la pérdida de coordinacién con la Cys52 pero la retencion de un sexto
ligando diferente no determinado hasta el momento [71, 72, 74, 78-80].

En el caso de la exposicion a HgCl, tanto para la enzima oxidada como reducida los
cambios espectrales se corresponden con la pérdida de actividad enzimdtica [77].

La CBS en estado reducido es un poco mds reactiva siendo capaz de unirse a moléculas
gaseosas como el mondxido de carbono (CO) y éxido nitrico (*NO) aungue su afinidad y modo
de union son diferentes.

El CO se une al hemo en su estado reducido Fe(ll) desplazando a la Cys52 y forma un
complejo hexacoordinado de bajo spin con un desplazamiento del pico de Soret que pasa a
absorber a 422 nm e inactiva la enzima [23, 81]. La CBS en estado reducido y en ausencia de CO
presenta un mdximo a 450 nm, a diferencia de las hemoproteinas del tipo Psso que en estado
reducido deben unirse a CO para pasar al mdximo a 450 nm [82, 83]. En la CBS el CO actiua
como inhibidor reversible y competitivo de la Hcy y su espectro es similar a complejos Fe (Il)/CO
observados en otras hemoproteinas (egj: indolamina 2,3 dioxigenasa, HRP, CooA) [23, 84-86]. La
unién de CO al hemo de la enzima reducida produce cambios en el entorno del mismo que
resultan en un desplazamiento del ligando Cys y en la incapacidad de unidn de la homocisteina
[23, 72]. A pesar de que el modo en que se une el hemo de la CBS al CO es similar a la de ofro
hemotiolato hexacoordinado, el sensor de CO bacteriano CooA, es dificil explicar esta funcién
como sensor de CO para la CBS en el contexto metabdlico en que se encuentra y por lo tanto se
desconoce su relevancia fisioldgica [23].

El "NO también se une en forma reversible al hemo en su estado reducido aungue con una
afinidad 200 veces menor que el CO produciendo un corrimiento del méximo hacia el azul (390
nm) correspondiente a un estado pentacoordinado de alto spin con pérdida de los dos ligandos
axiales y la formacién de un ferroso nitrosil-CBS, similar a espectros reportados para complejos
Fe(ll)/*°NO en otfras hemoproteinas [87] y también en este caso se acompana de una inhibicién
de la actividad enzimdtica [24].

El cianuro (CN-) es capaz de reaccionar con la CBS en su estado reducido generando un
cambio espectral con corrimiento hacia el azul desde 450 nm a 435 nm, aunque la afinidad del
hemo es menor que para el CO (milimolar vs micromolar). Si bien la enzima oxidada no une CN-,
se observd una inactivacion similar tanto en la enzima oxidada como reducida debido a la
conocida reactividad que presenta el CN-con el PLP [23].

También varios isonitrilos con sustituyentes alifaticos diferentes (tert-butilCN, bencilCN,

ciclohexilCN) han mostrado ser capaces de unirse al Fe(ll) de la CBS produciendo un cambio
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espectral de 450 nm a 432 - 435 nm variable segin el sustituyente acompanado de un
corrimiento hacia 563 nmy 534 nm en las bandas a y B respectivamente [88].

La CBS de mamiferos posee un grupo hemo que estd ausente en levaduras sin embargo
ambas enzimas presentan una secuencia similar y catalizan la misma reaccién [89-921]. La
presencia del grupo hemo en la CBS de mamiferos es reciente en términos evolutivos, costosa en
términos bioguimicos y hasta el momento no ha sido determinada su funcion.

En relacién con la posible funcidn de este hemotiolato dentro de la CBS se han investigado
roles de tipo catalitico, regulatorio o estructural [23].

La funcién catalitica del hemo fue descartada debido a que el mecanismo enzimdtico de
la CBS en todas las especies se explicaba por la sola presencia de cofactor PLP [21]. Estudios
posteriores confirmaron esta primera observacion ya que por EPR y NMR se determind que el
hemo se encuentra a una distancia de 20 A del PLP donde ocurre la p-sustitucion [92], hecho que
se confirmo por estructura cristalina [52, 55]. Sin embargo, si bien el grupo hemo en la CBS no es
imprescindible para la catdlisis, su presencia promueve una mayor actividad enzimdatica. El grupo
hemo posee su sitio de unidn dentro de los primeros 70 residuos en la regidn N-terminal, region
ausente en CBS de levaduras y T. cruzi [24, ?1]. Cuando se eliminan esos residuos la enzima es
incapaz de unir hemo, sin afectar la unidn a PLP pero se obtiene una disminucién de 60 % en la
actividad enzimdatica [89, 93, 94].

También se postuld para este hemo un rol regulatorio ya que la actividad catalitica ha
mostrado ser influida por diversos factores relacionados al hemo como el estado redox del Fe o
simplemente por un contenido de hemo correcto.

Se ha observado que cambios en el estado de oxidacién del hemo son capaces de
regular la actividad enzimdtica. La enzima reducida presenta una actividad enzimdtica
disminuida a la mitad en relacion con la actividad de la enzima oxidada, recuperdndose
completamente la actividad inicial cuando el hemo se reoxida [24]. El estado redox del hemo es
ademds dependiente del pH favoreciéndose la reoxidaciéon de Fe(ll) a Fe(lll) a valores de pH
inferiores a 7.4 [74]. La relevancia fisiolégica de este comportamiento es desconocida porque no
existen evidencias que muestren el estado redox en que se encuentra la enzima dentro del
entorno celular [81].

En relacién a la modulacién de la actividad enzimdtica con el PLP, se realizaron estudios de
espectroscopia NMR sobre dtomo de fésforo del PLP que mostraron modificaciones en su nicleo
que se acompanan de cambios en el estado de oxidacidn del hemo de la forma
paramagnética Fe(lll) a la diamagnética Fe(ll), indicando una transmisidon de informacién entre
ambos cofactores que permite una modulacién de la actividad catalitica [95]. Para estudiar este

efecto se construyeron mutantes a nivel de los ligandos axiales del hemo. Todos los mutantes
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(C52S, C52A y H65R) presentaron un menor contenido de hemo con respecto a la enzima nativa
aungue el nivel de saturacién en PLP fue similar y sin embargo la actividad enzimdtica en todos
los casos fue menor. Los espectros UV-Vis se vieron modificados para el caso de los mutantes
donde se sustituyo la Cys52, observdndose un desplazamiento del mdéximo caracteristico a 429
hacia 415 nm (C52S) y 417 nm (C52A). Estos resultados confirman que los cambios estructurales

del hemo son capaces de modular a distancia la actividad enzimdtica a nivel del PLP [95].

1.3 FORMACION Y REACTIVIDAD GENERAL DEL PEROXINITRITO

1.3.1 Formacion en sistemas biologicos

El peroxinitrito! es un poderoso agente oxidante y buen nitfrante que puede ser generado
por varios procesos bioldgicos. La via principal de sintesis ocurre a partir de la reaccion de dos
especies radicalares: el superdxido (O2*) vy el éxido nitrico (*NO)(reaccién 1) [96-98].

El *NO es producido in vivo por las isoformas endotelial, neuronal e inducible de la éxido
nitrico sintasa (NOS) durante la conversidon de arginina en citrulina en una amplia variedad de
tipos celulares, incluyendo macrdfagos, células endoteliales, neutréfilos, hepatocitos y neuronas
[99, 100]; posee una vida media del orden de segundos y puede difundir a través de las
membranas [101, 102]. Cumple funciones de sefnalizacion importantes en el control de la presidon
y el flujo sanguineo vy tiene propiedades antiaterogénicas [99]. Su concentracion intracelular
dependiendo del estado fisiopatoldgico va desde 450 nM en células endoteliales luego de su
estimulacion [103] a 4 uM durante la oclusién de una arteria cerebral [104, 105].

El O2*-por su lado es producido por la reduccion del oxigeno molecular (O2) por un electrén
en una amplia variedad de células como producto de la respiracion y el metabolismo celular. Se
forma principalmente en la mitocondria por la fuga de electrones de la cadena respiratoria y
también a partir de las enzimas xantina oxidasa y NAD(P)H oxidasa [98, 106]. Es eliminado por
accién de la superdxido dismutasa (SOD), posee una vida media menor a los milisegundos y sélo
es capaz de atravesar las membranas por canales anidnicos [107]. Su reactividad preferencial
con la SOD mantiene su concentracion basal intfracelular en rangos de nanomolar a picomolar
[108], sin embargo la alta tasa de respiracion de las células puede aumentar estas

concentraciones ya que produce flujos intracelulares que pueden superar uM s [109].

1 El término peroxinitrito utilizado en el texto se refiere tanto a la forma aniénica (ONOO-) como a su dcido conjugado
(ONOOH). Segun la IUPAC los nombres que corresponden son: para la especie ONOO-, oxoperoxonitrato (1-) y para el
dcido peroxinitroso, ONOOH, oxoperoxonitrato de hidrogeno.
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Considerando entonces la vida media de ambos radicales, la formacion de peroxinitrito

deberd ocurrir principalmente en sitios cercanos a la formacién de Oz~ [110].

'NO+0,” - ONOO’
Reaccién 1 k ~ 1010 M-1s-1

v=k['NO][0,"]

La constante de segundo orden para la reaccién entre ambos radicales tiene un valor
aproximado de 100 M-1s-1 [111-113], lo que indica que es una reaccién controlada por difusion
[110].

En sitios de inflamacién se observa la expresién de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS)
qgue se activa en células musculares lisas y en macréfagos, generando un aumento en la
concentracién de éxido nitrico del orden de micromolar [114]. La concentracion de Oz~ también
se ve aumentada en procesos inflamatorios durante la estimulacion de neutrdfilos y macrdfagos
[115-117]. En estas condiciones entonces, ocurre una competencia por el O2*-entre Ia SOD (k =2
x 102 M-1s-1) [118] y el *NO.

El peroxinitrito existe en un equilibrio de protonacién con un pKa = 6.8 [97], por lo que la
relacion entre la forma protonada (ONOOH) y desprotonada (ONOO-) depende del pH local, en

condiciones fisiolégicas (pH 7.4) un 80 % se encuentra en forma anidénica [109].
1.3.2 Difusion y blancos biolégicos del peroxinitrito

Las especies oxidantes que se generan dentro de un sistema bioldgico son altamente
reactivas por lo que su difusidn queda limitada a corta distancia a partir del compartimiento en el
gue fueron generados. Debido a las diferentes moléculas blanco con las que puede reaccionar
a nivel celular, el peroxinitrifo fiene una vida media menor a los 100 ms que le permite un
potencial traslado intra o extracelular no mayor a los 20 um [119, 120]. Los efectos biolégicos y su
deteccién dependen de la habilidad para atravesar membranas celulares. En ese sentido se ha
comprobado que tanto la especie anidnica (ONOO-) mediante canales anidnicos, como la
forma protonada (ONOOH) mediante difusidén pasiva son capaces de hacerlo y ambos procesos
coexisten a pH fisioldgico [121, 122].

Debido a que la velocidad de reaccidon con diversas moléculas blanco es similar a la
velocidad de difusidén del peroxinitrito, el hecho de que ocurra reaccidén o difusion va a depender
de factores como la concentracion de los blancos potenciales, el sitio de formaciéon y

concentracién del peroxinitrito, la cinética con los blancos presentes y la difusion [120].
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En condiciones in vivo el peroxinitrito reacciona con un nimero limitado de moléculas, en
parte debido a la gran variacion en los valores de constantes cinéticas (108-102 M-1s-1)) que posee
con diferentes blancos y a la concentracion celular efectiva de los mismos. A eso se debe
agregar que la formacion y cantidad de peroxinitrito producido varia con los distintos tipos
celulares y los estados fisiopatoldgicos [119].

Dentro de las proteinas, numerosas enzimas son inactivadas por peroxinitrito [123, 124]
aungue no siempre ésto es reproducido a nivel celular o subcelular donde existen otras
reacciones compitiendo [125, 126]. En general el mecanismo de inactivaciéon enzimdtica ocurre
por oxidacion o nitracidn irreversible de algin residuo critico de la enzima como una cisteina
importante para la catdlisis, en el grupo hemo o en un cluster [Fe-S] [109], sin embargo existen
casos en los que la oxidacidén de la enzima por peroxinitrito promueve la actividad catalitica
como es el caso de la prostaglandina endoperoxidasa sintasa [127] y otras peroxidasas [128-130].

El efecto del peroxinitrifo sobre la enzima se determina mediante su influencia en la
actividad enzimdtica utilizando el pardmetro ICso que se define como la concentracién de
oxidante capaz de inhibir en un 50 % la actividad enzimdtica inicial [123]. Sin embargo este valor
no es absoluto ya que varia con la concentracidén enzimdatica, la estequiometria de la reaccidn
con peroxinitrito y las constantes cinéticas de éste con los residuos criticos y no criticos en la
enzima, sumado a que la especie inactivante puede ser uno de los radicales proveniente de la

homodlisis del peroxinitrito [109, 131].
1.3.3 Reactividad general del peroxinitrito

El peroxinitrito es estable en soluciones alcalinas en valores de pH por encima de 10, donde
se encuentra en su forma aniénica (ONOO-). Cuando el pH se vuelve neutro o dcido se
descompone rdpidamente en forma exponencial, con una constante cinética de 0.9 s (pH 7.4,
37 °C) que aumenta con la tfemperatura y disminuye con el pH [115, 132].

En presencia de moléculas blanco, el peroxinitrito puede reaccionar en forma directa o en
forma indirecta a través de los productos derivados de su descomposicidn (reaccidn 2) y de esta

manera promover diferentes efectos a nivel bioldgico [110].

Reaccién 2 ONOOH —[ ‘OH+ NO, | ' OH+' NO,
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Reactividad directa

La reaccion directa entre el peroxinitrito y una molécula blanco puede ocurrir mediante la
oxidacion por uno o dos electrones. Cuando la oxidacién ocurre por dos electrones la molécula
de peroxinitrito (ONOO- o ONOOH) reacciona con una cinética de segundo orden que depende
de la concentracidén de la molécula blanco, de modo que la constante aparente de
descomposicidn de peroxinitrito aumenta en forma lineal con la concentracién de ésta (figura 7,
reacciones | y ll) [109, 110]. Este tipo de reacciones ocurren con centros metdlicos como los que
presentan las porfirinas de manganeso sintéticas [133], centros metal-sulfurados (Fe_S o Zn-S) [123,
134] y los grupos hemo en diferentes peroxidasas [128] con constantes cinéticas de 105 M1 s o
superior.

También reacciona en forma directa con fioles presentes en el sitio activo de ciertas
peroxiredoxinas (ej: triparredoxina peroxidasa) en el orden 105 - 10 7 MIsT ([135], v en
aminodcidos libres, albumina y glutatidon, entre otfros, con constantes cinéticas que se encuentran
en el orden de 103 M1 [97, 136].

Muestra ademds reactividad directa con compuesto de selenio como los residuos

selenocisteina, selenometionina, glutatién peroxidasa en un rango entre 103y 106 M-1s1 [137-139].

'"NO, + CO,"
35%
[ONOQCdz] —_— NO:; + COy
65%
A
CO2 | 111
_ _HT % -
‘NO + O, — ONOO™ === ONOOH === ['NO, -OH] —/» NO,
70%
M”RQ‘ RH 11 30% | IV
v ‘NO, NO;
M+ ROH 'NO,, + ‘OH

Figura 7. Reactividad directa e indirecta del peroxinitrito. El peroxinitrito en sistemas bioldgicos se produce
principalmente a partir de la reaccién entre *NO y el O2*~ Una vez formado puede reaccionar directamente
con centros metdlicos por un electron (reaccidon 1) o mediante oxidacién por dos electrones con metales u
otros blancos moleculares (reacciéon ll), o puede reaccionar con CO2 (Ruta lll). Una fraccién del peroxinitrito
(~30%) se homoliza generando *OH y *NO2 promoviendo oxidaciones por un electrén via radicalar (Ruta 1V).
Esquema extraido de [110].
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Reactividad mediada por diéxido de carbono

El peroxinitrito también es capaz de reaccionar directamente con el didxido de carbono
(CO2) con una constante de segundo orden de 5.7 x 104 M-1s-1 [140-142] a través de la formacion
de un aducto ONOOCOz2 (1-carboxilato-2-nitrosodioxano o nitrosoperoxicarbonato) que se
descompone réapidamente (<1 uys) para formar *NO:2 vy radical carbonato (CO3*-) con un 35 % de
rendimiento [143], mientras el 65 % restante de los radicales formados se rearregla para formar
CO2 vy NOs (figura 7, reaccién lll) [96, 144, 145]. Sin embargo el CO2 no puede ser considerado un
afrapador de peroxinitrito porque el aducto que forma no es una especie inerte ya que sus
productos de homdlisis, *NO2 y COs*-, son mejores especies nitrantes capaces de aumentar los
rendimientos de nitracién de compuestos aromdtico en relacion a las producidas por la homolisis
de peroxinitrito [140, 142, 146-149].

El radical COs*- ademds es capaz de oxidar biomoléculas con constantes cinéticas del
orden de 105-108 M- s [150, 151] redireccionando la reactividad del peroxinitrito. La reaccion
entre el peroxinitrito y el CO2 es posible fisioldgicamente ya que la concentracion de éste en
plasma es elevada (1.3 mM) y se encuentra en equilibrio con la concentracién de bicarbonato

(HCOgz, 25 mM) formando un amortiguador cuyo pka esigual a 6.1 a 37 °C (reaccion 3)[152].

CO, +H,011 H,CO,[1 HCO, +H"
pka =6.1a 37°C

Reaccién 3

Reactividad indirecta mediada por radicales

En ausencia de blancos directos, el peroxinitrito se isomeriza en un 70 % a NOsz vy el 30 %
restante se homoliza en las especies radicalares hidroxilo (*OH) y didxido de nitrdgeno (*NO2)
(figura 7, reaccién IV) (Beckman, 1990). En este caso la reaccién es de primer orden para el
peroxinitrito e independiente de la concentracion de la molécula blanco ya que el paso limitante
es la formacién de los radicales, aunque a veces esta relacion es mdas compleja [132, 153, 154].

El radical *OH es un oxidante mds potente pero menos selectivo que el *NO2 y el COs°, sin
embargo dentro de un sistema bioldgico complejo existen multiples blancos que pueden
reaccionar directamente con el peroxinitrito, por lo que, en relacién, la reactividad mediada por
*‘OH es lenta y del peroxinitrito total formado in vivo, mds del 95 % es capaz de reaccionar
directamente con diferentes biomoléculas, mientras que menos del 5 % reacciona como *OH y
‘NO2 [110, 119].
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Nitracién proteica mediada por peroxinitrito

El peroxinitrito es capaz de promover la nitracién de residuos aromdticos, incorporacién de
un grupo nitro (—NO2), principalmente tirosina y tfriptofano presentes en las proteinas, asi como
residuos de guanina en el ADN y de cadenas dlifdticas en dcidos grasos [119]. A 25°C el
rendimiento de la nitracidn, cuantificada como 3-nitrotirosina en relacion al peroxinitrito presente
es de 6-8 % [155]. La nitracién de tirosina no afecta la velocidad de descomposicidon del
peroxinitrito y rinde ademds ditirosina e hidroxitirosina y todos son resultado de un mecanismo
radicalar [156, 157].

El mecanismo consiste en la oxidacion por un electrén del aromdtico (ej: Tyr) por parte del
*OH o el *NO2 generando el radical tirosilo (Tyr*) y una molécula de agua o NO2 respectivamente
(reaccion 4).

El radical tirosilo formado es capaz de reaccionar con el *NO2 para dar el producto final 3-
nitrotirosina (reaccion 5) con una constante cinética de 3 x 107 M1 s [158]. A su vez dos radicales
Tyr* pueden reaccionar entre si para dar la 3,3"-ditirosina (reaccidn 6) con una constante de 4.5 x
108 M-1s1 [159].

Debido a que el *OH prefiere adicionarse al anillo aromdtico en lugar de extraer un
electrén el rendimiento de radical tirosilo por su reacciéon con *OH es inicialmente del 5 %, siendo
el radical hidroxitirosilo (TyrOH®) el producto mayoritario. Sin embargo éste puede rearreglarse en
un radical tirosilo y una molécula de agua aumentando el rendimiento de tirosilo o puede unirse
a otro hidroxitirosilo y formar hidroxitirosina. La reaccidn con la Tyr para formar el radical tirosilo de

todos modos es muy rdpida (1.3x1010M-1s-1)[160]

Reaccién 4 "NO, / "OH+Tyr — Tyr" + N02' /H,0
Reaccioén 5 Tyr' +*NO, — TyrNO,

Reaccién é Tyr® + Tyr" — DiTyr

A pesar de que el peroxinitrito es un mal agente nitrante, su rendimiento de nitracion
aumenta por su reaccién con CO2 o por la presencia de centros metdlicos de proteinas [119]
como se explicard mds adelante.

Si bien la nitracién proteica en un sistema bioldgico no es un proceso exclusivo de la
presencia de peroxinitrito [161, 162] el uso de ciertos compuestos que modulan la produccién de
oxido nitrico (inhibidores de la NOS o atrapadores de *NO) o superdxido (miméticos de SOD o
atrapadores de O2*) o atrapadores de peroxinitrito, ha permitido concluir que la formacién in

vivo de peroxinitrito aporta a la nitracion proteica [163-165].
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1.3.4 Reactividad del peroxinitrito con aldehidos

Conociendo la reactividad que posee el peroxinitrito con el CO2, mediante la formacion
del aducto ONOOCO, se postuld que el carbono carbonilico de un aldehido podria formar un
aducto similar, el T-hidroxialguilperoxinitrito (ONOOC(OH)R) [166]. Dentro de los sistemas
biolégicos los grupos aldehidos tienen localizacion ubicua formando parte de intermediarios
metabdlicos clave o de enzimas (ej: dliceraldehido-3-fosfato, piridoxal-5"-fosfato, retinal,
acetaldehido) [167] o como productos del metabolismo de xenobidticos vy lipoperoxidaciones
lipidicas [168-170].

Los aldehidos de cadena corta, asi como los hidroxi y cetoaldehidos son capaces de
reaccionar directamente con el peroxinitrito, acelerando su descomposicidn con constantes
cinéticas en rangos entre 102 - 103 M-1s1 (a 25 °C y pH 7.4)[166], siendo la especie reaccionante
el peroxinitrito anién (ONOO-). Si bien el producto mayoritario de esta isomerizacién asistida por
aldehidos es el NOs, cierto porcentaje del aducto (~ 29 %) se descompone en especies
radicalares como los radicales metilo, formiato y acetato [171].

El aducto 1-hidroxialguilperoxinitrito en concentraciones saturantes de aldehido es un mall
mediador de la nitracién de aromdticos, obteniéndose un porcentaje menor al 1% de
aromdaticos nitrados, a diferencia del aducto formado con CO2 donde el porcentaje de nitracién
es del 20 % [142].

Es posible que en condiciones bioldgicas los aldehidos no compitan bien por el peroxinitrito
con el COz2, ya que éste se encuentra en mayor concentracién (1.3 mM o superior) y su constante
cinética es de 40 a 300 veces superior (k~ 104 M-s1) [140, 141] a la determinada para la

formacién del aducto con diferentes aldehidos.

1.3.5 Reactividad del peroxinitrito con hemotiolatos proteicos

Las proteinas hemo-tiolato constituyen un grupo de hemoproteinas cuyo grupo prostético
es un protohemo que posee como ligando axial el anién tfiolato de un residuo de cisteina. Un
grupo grande y representativo de este tipo de proteinas son los denominados citocromo Paso
(CyPaso) entre las que se encuentra la éxido nitrico sintasa y la cloroperoxidasa de Caldaryomyces
fumago, y en ofro grupo la CBS, el factor transcripcional CooA de Rhodospirillum rubrum vy la
IF2a-kinasa. Entre sus funciones se encuentran la de sensores de CO y NO (CooA vy IF2a-kinasa) y la
monooxigenacién o halogenacién de sustrato (CyP450 y cloroperoxidasa), no siendo tan clara

aun la funcién en el caso de la CBS [172].
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Como se menciond anteriormente el peroxinitrito es capaz de reaccionar con tioles

proteicos [136], siendo el residuo cisteina de un hemotiolato un blanco potencial.
Por ofro lado los metales de fransicidn dentro de grupos prostéticos (ej: hemo) también son
capaces de reaccionar rdpidamente con el peroxinitrito, directamente o mediante la formacién
de radicales que a su vez tienen preferencia por residuos azufrados (Cys y Met) y aromdticos (Tyr
y Trp). La interaccion entre el peroxinitrito y los metales de transicion sin embargo es compleja y
depende de la constitucion del grupo prostético y del entorno generado por los aminodcidos
proteicos [173].

En forma directa el peroxinitrito reacciona mediante la formacién de un aducto con el
metal de transicidn de tipo Mn*--ONOO-, que se homoliza para dar *‘NO2 y el correspondiente
oxiradical (Mn*-O*-), que a su vez puede rearreglarse en el oxocompuesto Min*1)1+=0 (reaccidon 7).
Este oxocompuesto puede ser reducida por algun reductor fisioldgico como el glutation o el
ascorbato, o puede reaccionar con un residuo critico conduciendo, por ejemplo, a la pérdida

de la actividad enzimdtica (Alvarez, 2003).

Reaccion 7 ONOO” +Fe" —Fe"--ONOO™ 1 Fe" =0+ NO,

Estos oxidantes secundarios formados a nivel del centro metdlico pueden oxidar o nitrar
preferentemente residuos aromadticos. El anillo fendlico de estos residuos es oxidado faciimente
por un complejo tipo ferrilo (Feiv=0) generando un radical que es répidamente atacado por el

*‘NO2 en la posicién 3 (reaccién 8) [174].

o- OH
Felv=0 -NO, NO,
T —_—
Fe'" R R

Esto fue inicialmente observado en la enzima prostaciclina sintasa, una proteina hemo-

Reaccién 8

OH

tiolato, que luego de exponerse a peroxinitrito presentaba reaccidén positiva con anticuerpos
antinitrotirosina [175, 176]. La nitracién observada era acompanada por una inhibicién de la
actividad enzimdtica cuyo ICso era del orden submicromolar. Para explicar la alta selectividad

por la nitracidon de esta enzima, se usaron modelos quimicos que sugerian la nitracién de una Tyr
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en el sitio activo luego de la formacidén del ferrilo correspondiente a la descomposicidon
homolitica del peroxinitrito [177, 178]. Estos oxocompuestos fueron posteriormente detectados
mediante espectros UV-Vis en la hemoproteina cloroperoxidasa ya que presentaban un mdximo
a 435 nm [179].

La nitracidn promovida por centros metdlicos ha sido comprobada ademds en otras
proteinas de tipo hemotiolato como citocromo P450sm3 (monooxigenasa-3-bacteriana),
citocromo P450cam (camfor-5-monooxigenasa) y citocromo P450 nor(NADH-NO reductasa) [174,
180].

El dcido peroxinitroso (ONOOH) oxida por un electrén y en forma reversible al citocromo c,
un hemo hexacoordinado, en estado reducido (cit ¢2*), mientras que en estado oxidado (cit c3+)
no reacciona. La reversibilidad de la oxidacién por reductores como el ascorbato muestra que el
hemo permanece integro. Esto no se observa cuando se expone el citocromo ¢ reducido a otfro
tipo de oxidantes, ni cuando se expone aconitasa a peroxinitrito, ya que la oxidacidon en este
caso produce la destruccién del hemo y del centro ferrosulfurado respectivamente [123, 181]. Sin
embargo, en términos de nitracién mediada por peroxinitrito ocurre lo contrario ya que en este
caso es el citocromo oxidado mds extensamente nitrado en un residuo de tirosina préxima al
hemo [181, 182].

En el caso de la iNOS, una proteina hemotiolato pentacoordinada, se observa que el
peroxinitrito anién (ONOO-) es capaz de oxidar a la enzima por un electrén produciendo su
inactivacion. Esta pérdida de actividad ocurre tanto por la nitracién de residuos criticos de Tyr,
qgue también se ha observado en otras hemoproteinas [174, 180], como por la oxidacidén de
ciertos residuos claves (Cys, Met). En este caso al igual que con el citocromo ¢, no se observa
destruccion del grupo hemo aungue su entorno se modifica [183] . El peroxinitrito también puede
oxidar por dos electrones un centro metdlico reducido, produciendo un oxo-radical u oxo-
compuesto, acompanado por la formacién en este caso de nitrito (NO2) en lugar de *NO2 como

es el caso de la porfirina de manganeso reducida MnTE-2-PyP [184].

1.3.6 Herramientas para el estudio de la reactividad del peroxinitrito

El estudio de la cinética de reaccidn entre el peroxinitrito y una molécula de interés se
puede abordar en forma directa o indirecta.

Dada la breve vida media del peroxinitrito de 0.77 s (pH 7.4 y 37 °C), el estudio cinético
directo debe realizarse con técnicas especiales. El método mds utilizado es la espectrofotometria
anexada a un dispositivo de flujo detenido que sigue las variaciones en la absorbancia a una

determinada longitud de onda donde los cambios se deban Unicamente a una de las especies
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que participan de la reaccién. En general se trabaja a 302 nm donde se sigue la descomposicion
de peroxinitrito. El andlisis posterior de los datos obtenidos se realiza mediante ajustes aplicando el
método de velocidades iniciales o el método integral segin corresponda [97, 128, 185].

En forma indirecta se pueden realizar estudios de competencia para determinar la cinética
de una reaccion en la que participa el peroxinitrito. Estos estudios se basan en el principio de que
en reacciones paralelas donde participa el peroxinitrito, se generan productos diferentes cuya
relacion de concentraciones es igual a la relacidén entre sus constantes cinéticas. Para ello se
requiere conocer la reactividad del atrapador que compite con nuestra molécula de interés por
el peroxinitrito, el o los productos formados deben ser cuantificables, el atrapador no debe
reaccionar con la molécula de interés y la concentracién de ésta debe estar en el mismo orden
que la del atrapador y en exceso con relacion a la concentracion de peroxinitrito para minimizar

la homdlisis y fuga de radicales [123, 186].
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HIPOTESIS

El aumento en la concentracion plasmdtica de la homocisteina constituye un factor de
riesgo independiente en enfermedades cardiovasculares en general y aterosclerosis en
particular. En este sentido, las alteraciones en el metabolismo de la homocisteina se encuentran
parcialmente asociadas a deficiencias en el normal funcionamiento de la CBS. Estas deficiencias
pueden ser de origen genético o de origen funcional.

La teoria oxidativa de la aterosclerosis postula la existencia de un desbalance entre la
formacion de especies reactivas del nitrdgeno y oxigeno, y las defensas antioxidantes. En
particular, se ha establecido que durante la aterogénesis la disminucién en la concentracion de
‘NO se debe en parte a su reaccién con O2*-, cuya concentracién estéd aumentada en esta
patologia asi como en diabetes mellitus e hipertension [39], de lo que resulta la formacion local
de peroxinitrito [187, 188].

La formacién in vivo de peroxinitrito en diferentes tejidos y en particular en endotelio
vascular ha sido comprobada por la presencia de biomarcadores estables como la 3-nitrotirosina
mediante el uso de los anticuerpos correspondientes [189].

La CBS posee un centro ferroporfirinico que podria reaccionar rdpidamente con el
peroxinitrito de acuerdo a datos reportados anteriormente para otras hemoproteinas [128, 182,
190]. Otro blanco posible podria ser el PLP, ya que ha sido demostrado que el peroxinitrito es
capaz de reaccionar directamente con carbonilos [166, 191]. Conocer su reactividad en esta
enzima es relevante en términos generales dada la abundancia de enzimas dependientes de PLP
y la diversidad de procesos en los que participan. Ademds en la estructura tridimensional de la
CBS, un residuo tirosina (Tyr 233) y un triptofano (Trp 54) muy préximos al hemo podrian ser
potencialmente nitrables por el peroxinitrito.

Cuando el organismo se enfrenta a algin tipo de estrés oxidativo, como el que se postula
para la aterogénesis ocurre un desbalance de las especies reactivas del nitrdgeno y el oxigeno
donde entre ofras especies, se origina un exceso de radical O2*- principalmente a nivel
mitocondrial que supera las defensas antioxidantes celulares. Ademds es estimulada la sintesis de
*NO por accion de la NOS inducible (iINOS) en distintos tipos celulares como hepatocitos,
macréfagos vy neutrdfilos. Es entonces altamente probable que ocurra formacién de peroxinitrito
en el higado, principal tejido donde se expresa la CBS. En esas condiciones fisiopatoldgicas la
concentracién plasmdatica de homocisteina en niveles elevados ha mostrado una correlacion
directa e independiente con la existencia de aterosclerosis, aunque hasta el momento ese

aumento no ha podido ser explicado en forma clara.
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Estudios preliminares realizados en el laboratorio de la Dra. R. Banerjee (Universidad de
Nebraska, Lincoln, Nebraska, E.E.U.U.)] con CBS expuesta a peroxinitrito mostraron cambios
espectrales a nivel del hemo en la enzima oxidada y reducida asi como inactivacién enzimdtica
dependiente en ambos casos de la concentracion de peroxinitrito.

Por lo expuesto anteriormente es posible entonces que existan interacciones entre las
especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno y las enzimas del metabolismo de la homocisteina
durante el proceso de aterogénesis.

En el siguiente trabajo se caracterizard la inferaccion entre la CBS y el peroxinitrito mediante
experimentos in vitro como forma de contribuir al entendimiento de los procesos que podrian
causar el aumento en la concentracion de homocisteina observado en etapas tempranas del

desarrollo de la aterosclerosis.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comprender la reactividad del peroxinitrito con la cistationina B-sintasa en el marco de las

potenciales interacciones entre las especies reactivas y el metabolismo de la homocisteina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA CBS DIMERICA
. Se expresard y purificard la enzima recombinante humana (CBSA143) en E. coli, se
determinard la actividad enzimdtica, el contenido de tioles accesibles y piridoxal-5"-fosfato
presente en la enzima purificada.

CARACTERIZACION DE LA INACTIVACION DE LA ENZIMA POR PEROXINITRITO
. Se estudiardn las modificaciones en la CBS por su interaccidn con el peroxinitrito,
particularmente a nivel del PLP y el grupo hemo mediante medidas de actividad enzimdtica,

electroforesis en geles SDS-PAGE, western blot, el registro de espectros UV-Vis y de fluorescencia.

o Se determinard la cinética de reaccién entre la CBS y el peroxinitrito mediante la técnica

de flujo detenido y experimentos de competencia.
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3 METODOS

3.1 EXPRESION Y PURIFICACION DE CBS A143

La CBS A143 humana se purificd a partir de un sistema de expresidon recombinante que
genera una proteina de fusion con glutatiéon S-transferasa [48]. La cepa de E. coli BL-21 (DE3)
conteniendo el pldsmido pGEXCBSN que codifica para la enzima dimérica carente de 143
aminodcidos en el extremo C-terminal fue donado por la Dra. R. Baneriee (Universidad de
Nebraska, Lincoln, Nebraska, E.E.U.U.). La purificacidén se realizd siguiendo el procedimiento

descrito previamente [24] con algunas modificaciones.

3.1.1 Expresion

Las cepas de E. coli fransformadas se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) conteniendo 75
Hg/mL de ampicilina con agitacién moderada a 37 °C hasta obtener una Abseo de 0.8-1. Una vez
alcanzado ese valor se indujo la expresion de la proteina recombinante con IPTG (0.1 mM) en
presencia de 6-ALA (75 mg/L) en condiciones de baja agitacién a 25 °C durante 16-18 h para

favorecer su correcta expresion.

3.1.2 Extraccion

El cultivo obtenido se centrifugd y las células se resuspendieron en una solucién
amortiguadora (solucidon A) conteniendo Tris (50 mM, pH 8), B-mercaptoetanol (14 mM), EDTA (10
mM), benzamidina (200 mg/L), TLCK (20 mg/L), aprotinina (1 mg/L). leupeptina (1 mg/l) y
pepstatina (1 mg/L). Las células se lisaron por sonicacion en 30 ciclos de 20 s a mdxima potencia
con 20 s de descanso enfre ciclos para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. El
procedimiento se realizd por duplicado con un paso intermedio de congelamiento a -80 °C para
mejorar la lisis celular. Posteriormente se agregd lisozima (0.3 mg/mL), DNAsa (0.15 mg/mL), CHAPS
(0.2 %), PLP (0.1 mg/mL) y MgClz2 (20 mM), se agitd durante 90 min a 4 °C y se recuperd el
sobrenadante con una coloracién rojiza propia del grupo hemo de la CBS, por centrifugacion a
10000 g durante 30 min a 4 °C. Para mejorar la extraccién y recuperacién de la enzima, en
algunas preparaciones se agregd un 0.05 % de polietilenimina, polimero catidnico que se une al

ADN facilitando su separacién por centrifugacion [134].
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3.1.3 Cromatogrdfia de intercambio aniénico

En esta etapa se utilizd una columna de Q-Sepharose (Amersham) de flujo répido como

fase estacionaria con un volumen de lecho de 30 mL, se equilibré con amortiguador Tris (10 MM,
pH 8), se sembrd la muestra y se lavd la columna con solucién A.
Tanto en esta cromatografia como en las siguientes se controld que la conductividad de la
muestra a sembrar fuera igual o menor a la de la solucidn con la que se equilibré cada columna
para optimizar su retencion. En los casos necesarios se disminuyd la conductividad de la muestra
por dilucién con agua milliQ.

La elucidon se realizé generando un gradiente de fuerza idnica creciente (0 a 0.5 M de
NaCl) con una velocidad de flujo de 4-6 mL/min. La solucién contenia ademds Tris (10 mM, pH 8),
PLP (25 mg/L), EDTA (2 mM) y B-mercaptoetanol (14 mM). Se recolectaron las fracciones con
coloracién rojiza y aquellas en las que se confimd la presencia de la enzima por absorbancia a

429 nm fueron conservadas para el siguiente paso de purificacién.

3.1.4 Cromatogrdfia de afinidad con glutation

La CBS A143 expresada como proteina de fusion con glutatién S-transferasa (GST) brinda

una buena herramienta para su purificacién mediante una cromatografia de afinidad muy
eficiente donde el dominio GST de la enzima recombinante reconoce el glutation unido a la
resina.
Se utilizaron dos columnas con un volumen de lecho de 8.3 mL cada una, conectadas en serie y
conteniendo la resina de afinidad GSH-Sepharose 4B (Amersham). Las columnas se equilibraron
con PBS 1X (buffer fosfato salino) y luego de sembrar la muestra se lavaron con una solucién
conteniendo PBS 1X, p-mercaptoetanol (1mM) y EDTA (2 mM). La elucion se realizd con GSH (10
mM) en Tris (50 mM, pH 8), p-mercaptoetanol (ImM) y EDTA (2 mM).

3.1.5 Protedlisis limitada con trombina

La protedlisis limitada con trombina (proteasa de serina endolitica) permite escindir el
dominio GST de la proteina de fusidn, obteniendo de esta forma la CBS A143 por un lado vy el
dominio GST por ofro. La muestra con una concentracién proteica entre 1-2 mg /mL se expuso a
trombina a 25 °C y pH 8.3, en agitacidén continua durante toda la noche. En todas las

purificaciones fue necesario concentrar previamente en un ulirafifrador (Amicon, Millipore) y
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cuantificar el contenido proteico. La protedlisis se realizd en presencia de DTT (2 mM) y PLP (30
UM) agregando 3 U de trombina (Amersham o Sigma) por mg de proteina. Al finalizar la

incubacidn se realizé una electroforesis para controlar la eficiencia del corte.

3.1.6 Segunda cromatografia de intercambio aniénico

Se utilizé una columna conteniendo DEAE (dietilaminoetil) Sepharose CL6B de flujo répido,

intercambiador anidnico débil que permite detener la protedlisis con trombina mediante su
separacion de la enzima asi como eliminar el dominio GSTy el GSH de la muestra.
La columna se equilibré con amortiguador fosfato (15 mM, pH 7.2) y después de sembrar la
muestra se lavd con el mismo amortiguador conteniendo ademds DTT (2 mM) y EDTA (1 mM). La
elucién se realizd mediante un gradiente de fuerza idnica creciente entre 15 y 300 mM de
amortiguador fosfato (pH 7.2) conteniendo DTT (1 mM) y EDTA (2 mM).

3.1.7 Segunda cromatografia de afinidad

Nuevamente la muestra se sembrd en la columna GSH-Sepharose en iguales condiciones
gue en el punto 1.1.4. ahora para eliminar la proteina de fusién CBS-GST sin digerir que pudiera
permanecer en la muestra. En este caso se recogid el eluido conteniendo la CBS A143 escindida
del dominio GST.

3.1.8 Concentracion de la enzima obtenida

La enzima obtenida se lavd exhaustivamente con amortiguador fosfato (0.2 M, pH 7.2) para

eliminar tioles presentes (principalmente DTT), se concentrd en ultrafilfrador y se conservd a -80 °C.

3.1.9 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Al finalizar cada etapa de la purificacién se tomaron alicuotas para realizar una
electroforesis monodimensional en geles de poliacriamida (10 %) en condiciones
desnaturalizantes y reductoras (4 % SDS y 10 % p-mercaptoetanol) para visualizar la eficacia de la
induccién y el avance de la purificacién.

La electroforesis se realizé siguiendo el método de Laemmli [192] utilizando un dispositivo
Hoefer Mighty Small SE245 y Hoefer Mighty Small Il para geles de 8-7 cm (Amersham Pharmacia

Biotech). Como marcador de peso molecular se utilizd una solucidén conteniendo glucosa oxidasa
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(PM 80 kDa, 6.8 mg/mL), BSA (PM 66.4 kDa, 3.4 mg/mL), HRP (PM 44 kDa, 6.8 mg/mL) y lisozima (PM
14.6 kDa, 6.8 mg/mL). Los geles se corrieron a intensidad constante (30 mA por gel) y las proteinas
fueron reveladas mediante tincion con colorante azul de Coomassie (Blue G-250). La
decoloracién se realizd con una solucidon conteniendo 10 % de &cido acético, 45 % metanol y 45

% de agua.

3.2 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

El método colorimétrico utilizado se basa en la formacién de un producto coloreado entre
la cistationina y la ninhidrina que posee una absorcidn mdxima a 453 nm [193]. La reaccidn
enzimdtica se realizd a pH 8.6 donde la enzima presenta actividad mdxima [24, 193, 194].

A una mezcla de reaccién conteniendo Tris (100 mM, pH 8.6), PLP (0.25 mM), BSA (0.5
mg/mL), L-Ser (30 mM) y CBS (entre 0.4 y 0.7 uM) en un volumen final de 200 L, se agregd D,L-Hcy
(30 mM) para iniciar la reaccién. La mezcla se incubd a 37 °C durante 30 min y la reacciéon se
detuvo con el agregado de 25 pL de TCA 45 %. Las proteinas fueron removidas por centrifugacion
a 5590 g y 4 °C durante 10 min. A 50 yL del sobrenadante se agregaron 9250 uL del reactivo de
ninhidrina. La mezcla se calenté 5 min a 100 °C y se enfrié en bano de hielo durante 2 min. La
lectura a 453 nm se realizd luego de 20 min a temperatura ambiente para permitir el desarrollo de
color. Se realizaron ademds dos controles, uno con el reactivo de ninhidrina y amortiguador
(olanco #1) y ofro con todos los reactivos en ausencia de enzima, para considerar su
contribucién a 453 nm (blanco #2). Para el cdlculo de cistationina producida en presencia de la
enzima se resté la absorbancia obtenida ala del blanco #2.

La cistationina formada se cuantificd previa realizacién de una curva de calibracién en un
rango de concentraciones enfre 0 y 0.4 mM de cistationina, en un volumen fotal de 1T mL
conteniendo 950 yL de ninhidrina, que se realizé en el dia y previo al ensayo de actividad con la
enzima.

Una unidad (U) de actividad enzimdtica de CBS se define como la cantidad de enzima
necesaria para la formacién de 1 umol de cistationina por hora a 37 °C, y la actividad especifica

de la enzima se expresdé en U mg! de proteina.

Preparacion del reactivo de ninhidrina

El reactivo de ninhidrina se prepard disolviendo 1g de ninhidrina en 100 mL de dcido

acético glacial al que se agregd 1/3 del volumen anterior (33.3 mL) de HaPO4 85% [193].
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Preparacion de homocisteina

Para preparar 1 mL de D,L-homocisteina 200 mM, se disolvieron 0.2 mmoles de D,L-HCy
tiolactona en 0.2 mL de NaOH 5 M, se incubd 5 min a 37 °C vy el pH se ajusté a un valor de 8.6 con
HCI 2 M. Luego se agregd Tris-HCI (100 mM, pH 8.6), DTT (20 mM) y agua hasta completar volumen
[195].

3.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

La concentraciéon proteica se determind por el método de Bradford, midiendo la
absorbancia a 595 nm y utilizando albumina bovina (BSA) como estdndar [196]. La curva de
calibracién se realizdé dentro de un rango lineal de concentraciones entre 0 y 10 ug/mL de BSA y

en simultdneo con la determinaciéon de las muestras.

3.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TIOLES REDUCIDOS EN LA ENZIMA

El contenido de cisteinas reducidas presentes en la enzima se cuantificdé mediante el

método de Ellman con modificaciones utilizando DTNB [197]. La reaccidn entre tioles reducidos y

DTNB libera TNB que absorbe a 412 nm (g412 = 13600 M- cm-1) siguiendo el esquema:

CBS-SH + ZON_@S_SQN(%% 20N—©—S—S— CBS + HSQNOZ
-00C COO- -00C COO-

El stock de DTNB 2 mM se prepard en amortiguador fosfato (0.1M, pH 7.2) inmediatamente
antes de su uso, ya que su hidrdlisis espontdnea genera TNB que interfiere en la cuantificacién.
En el tubo de reaccion se colocd CBS (5 uM), DTNB (200 uM) y amortiguador fosfato (0.1M, pH
7.2). Se prepard ademds un tubo control sin enzima en iguales condiciones y ambos se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron ulfrafifradas en
centricones Biomax 5K (Millipore) a 4 °C durante 10 min a 5590 g para eliminar la interferencia de
la absorbancia caracteristica de la CBS en la medida a 412 nm. El TNB liberado se cuantificé en la
fraccion de menor peso molecular restando la absorbancia obtenida para el tubo en ausencia

de enzima.
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El punto final de la reaccién entre la CBS y el DTNB fue previamente determinado a partir
de un seguimiento temporal registrando la absorbancia a 412 nm a intervalos regulares de 10 min

durante 1 hora, en este caso sin ultrafiltrar la enzima.
3.5 OBTENCI(')N DE LA ENZIMA REDUCIDA

La enzima obtenida luego de la purificacidon posee su grupo hemo oxidado como Fe (lll)
con un mdximo de absorcidn tipico a 429 nm vy su reduccién a Fe(ll) produce un corrimiento del
mdximo hacia el rojo (449 nm).

La reducciéon del hemo se realizd con ditionito de sodio [56] en amortiguador fosfato (0.2 M,
pH 7.4 ) con DTPA (0.2 mM) previamente desoxigenado con Nz. El ditionito de sodio (200 mM) se

prepard en NaOH 0.1 N degaseada y se cuantificd con ferricianuro de potasio (KsFe(CN)s) a 420

nmM (€420 =1020 M-' cm-') {Schellenberg, 1958 #8) de acuerdo a la siguiente reaccion:

5,0,20 ,S0,”
$O,” +Fe(CN),* - SO," +Fe(CN),*

En la reaccién se asume una estequiometria 1:2 considerando que el reductor es la especie
diéxidosulfato (1) (SO2 -), producto de la disociacién del ditionito de sodio {Balahura RJ, 1987
#10}. Debido a su rdpida autooxidacién la concentracién de ditionito se controlé al inicio y al
final de experimento.

El reductor se agregd en una concentracion conocida (1 mM) y en exceso con relacion a
la enzima para asegurar su reduccidén total, comprobada en el espectro de absorcién UV-Vis por

el corrimiento del méximo correspondiente a la banda y de Soret de 428 a 449 nm.
3.6 PREPARACION DE PEROXINITRITO

El peroxinitrito fue sintetizado por la Dra. B. Alvarez en el Laboratorio del Dr. R. Radi (Facultad
de Medicina) segun metodologia descrita anteriormente [97, 198, 199]. Brevemente, el
peroxinitrito se preparé a partir de NaNO2 y H202 en HCI mediante un sistema simple de flujo
constituido por jeringas conteniendo los reactivos. Por movimiento de un émbolo en forma
mecdnica se mezclaron cantidades equivalentes de H2O2 con NaNO2 en un mezclador eficiente

de acuerdo a la siguiente reaccién:
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H,0, + HNO, -» ONOOH +H,0
ONOOH+OH" — ONOO™ +H,0

El &cido peroxinitroso formado (ONOOH) es muy inestable por lo que debid ser estabilizado
con NaOH para su conservacién como anién peroxinitrito (ONOO-). Este método genera un
producto de alta fuerza ibnica con H202, NO2 y NO3s- como contaminantes. El contenido de NO2«
fue cuantificado y resultd menor a 0.25 moles de NO2/mol de peroxinitrito y el exceso de H20- fue

removido con MnOa2. Se obtuvo un stock de peroxinitrito con una concentracién superior a 100
MM determinada por espectrofotometria a 302 nm en NaOH 0.1 M (€302 = 1670 M-' cm-') [200,

201]. El total del volumen obtenido se conservé alicuotado (500 uL) a -80 °C.
Antes de cada uso se descongeld la cantidad necesaria de peroxinitrito, se cuantificd,

utilizé y descartd el remanente.

3.7 EXPOSICION DE LA ENZIMA A PEROXINITRITO

En todos los experimentos en los que se utilizé CBS A143 tratada con peroxinitrito  se
procedié como se describe a continuacién. La enzima se colocd en la concentracién deseada
con amortiguador fosfato del pH y concentracidén apropiada segun el diseno experimental y
conteniendo DTPA (0.1 mM). La mezcla se termostatizd durante 2 min a 37 °C, se agregd el
peroxinitrito manteniendo una agitacién continua en vortex para asegurar un buen contacto con
la enzima antes de su descomposicion (k = 0.9 s7)[132] vy luego la muestra se incubd 2 min
adicionales a 37 °C previo a la redlizacién de cada experimento.

El agregado de peroxinitrito se realizd de dos formas diferentes segun el disefio del
experimento: en bolos o en alicuotas. El agregado en bolos se realizd en tubos independientes
donde la enzima se expuso a una Unica concentraciéon de peroxinitrito. El agregado en alicuotas
se realizd sobre una misma muestra de enzima que se expuso a voluUmenes pequenos y sucesivos
de concentracién conocida, logrando que una misma muestra de enzima viera concentraciones
crecientes de peroxinitrito y no una Unica concentracion en cada caso.

Para minimizar el efecto del NaOH en el que se encuentra peroxinitrito sobre el pH final de
la mezcla de reaccidon en todos los casos se considerd que el volumen agregado fuera igual o
menor al 5 % del volumen final.

El amortiguador fosfato utilizado en los experimentos con peroxinitrito fue preparado a partir
de sus sales (H2POs/HPO42) evitando la utilizacion de NaOH en el ajuste del pH. Se minimiza de
esta forma el aporte de carbonatos presentes en el NaOH vy por lo tanto de CO2 que reacciona

con peroxinitrito acelerando su descomposicién [149, 202].
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Control de adicion reversa

El ensayo de adicién reversa consiste en agregar en orden inverso los reactivos a la mezcla
de reaccién. Este control permite descartar la contribucidén de contaminantes y productos de
descomposicion (principalmente NO2 y H202) presentes en preparaciones de peroxinitrito. Para
ello se preincubd el peroxinitrito en la mdxima concentracion ensayada en amortiguador a 37 °C
durante 2 min para asegurar su descomposicion. Luego se agregd la enzima en agitacién

continua con vortex y se incubd la mezcla por 2 min adicionales.

3.7.1 Exposicion a peroxinitrito en presencia de bicarbonato

La enzima se expuso a peroxinifrito en amortiguador fosfato (0.1 M) con DTPA (0.1 mM) en
presencia de 25 mM de bicarbonato de sodio (NaHCOs). Debido a que el agregado de NaHCOs3
a un amortiguador produce un aumento del valor de pH [203], se prepard un amortiguador
fosfato (0.1M) con un pH inicial de 6.9 que considera el cambio de pH al infroducir 25 mM de
NaHCOs de modo que el pH final sea igual al de las muestras en ausencia de NaHCOs (pH 7.4).
Luego del agregado de NaHCOs se controld el valor del pH final para asegurar que la enzima se

encuentre a un mismo pH en todas las condiciones del ensayo.

3.7.2 Exposicion a peroxinitrito en presencia de atrapadores

Existen numerosos compuestos capaces de reaccionar tanto in vivo como in vitro con el
peroxinitrito o sus productos de descomposicion. Su eficacia depende de su concentracion y de
la constante cinética de segundo orden con la especie con la que reacciona [204].

Para estudiar el efecto de los radicales *OH y °*NO2 generados a partir de la
descomposicidn de peroxinitrito sobre la actividad de la CBS en un volumen final de 1T mL se
expuso CBS (5 yM) a 400 uM de peroxinitrito en presencia de diferentes atrapadores de estos
radicales: manitol (100 mM), p-HPA (90.9 mM) y frolox (30.3 mM). Las soluciones concentradas de
manitol y p-HPA fueron preparadas en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM). El
trolox se disolvié inicialmente en fosfato dibdsico y luego se ajustd el pH a 7.4 con el agregado de

DTPA (0.1 mM) para prevenir su autooxidacién.
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3.8 EFECTO DEL PEROXINITRITO SOBRE LA BANDA DE TRANSFERENCIA DE CARGA
LIGANDO-METAL DE LA ENZIMA

La coordinacién entre el Fe(lll) del grupo hemo vy el ligando axial Cyss2 se evidencia
mediante la presencia de dos mdximos a 645 nm y 703 nm que se visudlizan a altas
concentraciones de enzima (80 uM o mayor). Para estudiar el efecto del peroxinitrito en esta
region espectral la enzima disponible debid ser previamente concentrada en centricones Biomax
5K a4 °Cy 5590 g durante 10 min.

Se colocaron 200 uL de CBS concentrada (123 uM) en la celda y se registrd el espectro
entre 270 y 750 nm. Posteriormente a la misma muestra se agregaron pequeinas alicuotas de
peroxinitrito en concentraciones crecientes hasta 8000 uM en la celda, minimizando los efectos
por dilucidon de la muestra. El volumen agregado al finalizar el experimento fue de 34 ulL (14 % de

dilucioén).

3.9 CUANTIFICACION DEL COFACTOR PLP LIBERADO DE LA ENZIMA EXPUESTA A
PEROXINITRITO

La cuantificaciéon del PLP liberado de la enzima se realizd por fluorescencia de la oxima
correspondiente formada a partir de la reaccion entre PLP enzimdtico e hidroxilamina (NH20H).
La hidroxilamina induce la disociacion reversible del PLP de la CBS y de otras enzimas
dependientes de PLP [205]. En un volumen final de 1.5 mL se colocaron 0.5 mg de CBS (7.4 uM)
fratada y sin tratar con peroxinitrito en amortiguador fosfato (0.1M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM)
conteniendo 5 mM NH20H. La enzima se expuso en tubos independientes a 200, 500 y 800 uM de
peroxinitrito y se incubd durante 70 h a 4 °C con agitacidon continua [23, 24, 49]. Luego las
muestras se ulirafiltraron para eliminar la interferencia de la enzima en la medida de
fluorescencia y la oxima se cuantificé en la fraccién filtrada mediante espectros de emisién entre
380 y 600 nm con A excitacisn de 353 nm (ancho de rendija 4 nm) a femperatura ambiente en un
fluorimetro AMINCO-Bowman Series 2. La oxima presenta un Unico mdéximo de emisién a 442 nm
por lo que se realizaron espectros de excitacion a esa A de emision (ancho de rendija 8 nm) para
descartar la posible formacién de otras especies.

Para determinar la concentracién de PLP liberado se realizd previaomente una curva de
calibraciéon de oxima producida para un rango entre 0 y 10 uM PLP en amortiguador fosfato
(0.1M, pH 7.4) tratado con 5 mM de NH20H.
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3.10 EXPOSICION DE PLP NO ENZIMATICO A PEROXINITRITO

Debido a que el PLP dentro de la enzima es clave para su actividad, se estudid la posible
interaccién entre PLP libre y peroxinitrito para luego comparar estos resultados con el PLP
presente en la enzima. En la celda se colocd PLP 200 uM en amortiguador fosfato (0.2 M, pH 7.4)
con DTPA (0.2 mM), se registré el espectro UV-Vis y agregaron alicuotas de peroxinitrito hasta una
concentracion final de 2 mM, minimizando la dilucién de la muestra. Se realizé ademds otro
experimento donde se expuso PLP 200 uM en tubos independientes a distintas concenfraciones
de peroxinitrito en bolos de concentraciones crecientes de 0 hasta 1 mM. El agregado de
peroxinitrito al PLP en ambos casos se realizd en iguales condiciones que para la enzima como se

describid en el punto 1.7.

3.11 ESTUDIO DE LA CINETICA RAPIDA DE REACCION

Los experimentos de cinética rdpida se realizaron en un espectrofotédmetro de flujo
detenido con un tiempo de mezclado simétrico en dos jeringas menor a 2 ms y con una presiéon
de 90 - 120 psi (Applied Photophysics, Leatherhead, England, SF.17 MV). En todos los casos se
utilizd amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM) y se midié el pH de la mezcla al
inicio y al final de cada reaccién para descartar posibles cambios por el NaOH presente en la
solucién de peroxinitrito. El ajuste de los registros cinéticos se realizé con el software provisto por el
instrumento y la temperatura en la celda de reaccién se mantuvo a 37.0 £ 0.1 °C.

La cinética de reaccion entre el peroxinitrito y la enzima se siguid a 290 nm donde los
cambios en la absorbancia se deben Unicamente a la descomposicidn del peroxinitrito, ya que
los cambios espectrales de la CBS a 290 nm por agregado de peroxinitrito son minimos. Se trabajé
con una concentracion Unica de peroxinitrito (50 ygM) y con concentraciones de enzima de 5, 10
y 15 uM.

Estudios preliminares de cinética rdpida con concentraciones de 10 yM CBS y 260 uM
peroxinitrito mostraron en el andlisis espectral una disminucidn de la absorbancia a 429 nm
correspondiente al hemo enzimdtico. Se siguieron entonces los cambios en la absorbancia a 429
nm para dos concentraciones de peroxinifrito (100 y 200 uM) y 5 uM de CBS para visualizar
posibles cambios en el grupo hemo de la enzima por su reaccidén con el peroxinitrito.

Como método indirecto para determinar la constante cinética entre el peroxinitrito y la CBS
se redlizd un ensayo de competencia entre la enzima y cit ¢2* reducido quien reacciona en
forma directa con peroxinitrito [182]. El citocromo c3* fue reducido con difionito de sodio

inmediatamente antes de su uso y el exceso de reductor fue eliminado por cromatografia en
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Sephadex G-25 usando amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM) para su elucion.
La concentracion de cit ¢+ fue determinada espectrofotométricamente a 550 nm en el mismo
amortiguador (€ss0 nm = 21000 M-lcm-'). Se expuso cit ¢ 2+ (200 uM) a 100 uM de peroxinitrito en
presencia y ausencia de CBS (167 uM) y se cuantificé el cit ¢c*3 producido por disminucién de la
absorbancia a 550 nm del cit ¢ reducido.

Para el estudio de la cinética de reaccién entre el PLP y el peroxinitrito se siguieron los
cambios de la absorbancia a 450 nm. Se eligi¢ esta longitud de onda porgue en los espectros UV-
Vis correspondientes, el PLP presenta variaciones en su absorbancia a 450 nm por el agregado de
peroxinitrito mientras que la absorcidn del peroxinitrito alli es nula.

Se redlizd ademds un ensayo de competencia con cit c2* siguiendo el mismo
procedimiento que para la CBS, como se explicd en el punto 1.7.2. En este caso se expuso 400
MM de cit c2* a peroxinitrifo (100 uM) en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones
de PLP (200, 400, 600 y 800 uM).

3.12 EFECTO DE LA CBS SOBRE LA NITRACION DE TIROSINA LIBRE

Para estudiar el efecto del Fe(lll) del hemo enzimdtico sobre la nitracidn de compuestos
aromdaticos se expuso Tyr libre (0.5 mM) a peroxinitrito (0.5 mM) en presencia y ausencia de CBS
(10 uM).

La solucidn de Tyr se prepard en amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M) con DTPA (0.1 mM) y
sU exposicion a peroxinitrito se realizé como en el punto 1.7.

Las muestras se ultrafilfraron para eliminar la interferencia de la absorbancia caracteristica
de la CBS vy se registraron los espectros UV-Vis de Tyr para cada muestra a pH 7.4, 5.5 y 10.5,
siendo estos Ultimos ajustados con el menor volumen posible de HCl y NaOH respectivamente.

La nitrotirosina se cuantificd por su absorcién a 430 nm en solucién alcalina (pH 10-10.5)
donde posee un MAximo (€ 430 nm = 4400 M-'cm-1) [206].

Ademds se tomd una adlicuota para la cuantificacién por HPLC de la nitrotirosina formada a
pH 7.4. La muestra se inyectd en una columna C18 de fase reversa con 6.5 % acetonitrilo, 0.1%
TFA 'y 93.4 % H20O como fase mévil en un sistema isocrdtico. La deteccidn se realizé a 210y 280 nm
y a temperatura ambiente. El tiempo de elucién para el estandar de tirosina fue de 6 min y para

la nitrotirosina fue de 16 min.
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3.13 ELECTROFORESIS EN SDS-PAGE Y WESTERN BLOT

La CBS (5 uM) fue tratada con 10, 100 y 1000 uM peroxinitrito en presencia y ausencia de 25
mM NaHCOs como se describié en el punto 3.7 y fue analizada en geles de poliacrilamida al 10 %
con SDS en presencia de R-mercaptoetanol (condiciones desnaturalizantes y reductoras) La
corrida se realizdé a 30 Volts por gel y las proteinas se revelaron con Coomassie. El marcador de
peso molecular preparado contiene glucosa oxidasa, BSA, HRP vy lisozima que migrd con el frente.

Para la electrotransferencia se utilizé a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL en una
cuba de transferencia Hoefer, TE22 (Amersham Pharmacia Biotech) a 150 mV durante 3 h 30 min.
Posteriormente la membrana se tindé con Rojo de Ponceau (0.5 % de Ponceau S en 5 % de dcido
acético) para verificar la transferencia efectiva de las proteinas y se bloqued durante toda la
noche a 4 °C con anticuerpo primario antinitrotirosina de conejo producido por la Dra. M. Naviliat
de acuerdo al protocolo descrito [207, 208]. Este anticuerpo se utilizd en una concentracidn
1/1000 y como anticuerpo secundario se utilizd anti-lIgG de conejo conjugada a HRP (Amersham)
en una concentraciéon 1/5000 [199]. La membrana se reveld utilizando el sistema ECL (Amersham
Pharmacia Biotech) que produce emisidon de luz por un método no radioactivo. Este sistema
detecta antigenos especificos inmovilizados en la membrana que se conjugan con anticuerpos
unidos a HRP generando un producto luminiscente. El tiempo de exposicién en ECL mini-cdmara
RPN 2069 fue de 45 min.

Para la preparacion de albUmina nitrada como control positivo de la inmunodeteccion, se
expuso BSA (150 uM, 98 % Sigma) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM) a
peroxinitrito (1000 uM).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EXPRESION Y PURIFICACION DE LA CBS A143

La etapa inicial de la purificacién, consistente en la induccién del pldsmido pGEXCBSN que
codifica la proteina de fusion CBS A143-GST, se realizd de un modo eficiente como se muestra en
el carril #3 (figura 8), donde se observa predominantemente una banda engrosada que migra
con un peso similar al esperable para la proteina de fusién (68 kDal).

Si bien el pasaje por distintas columnas fue enriqueciendo la muestra en la proteina de
interés, el pasaje del extracto por la columna de afinidad con glutatién fue la etapa donde se
eliminaron la mayor cantidad de impurezas y se obtuvo una buena cantidad de la proteina de

fusion (carril #6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 8. Andlisis en SDS-Page de las distintas

- 80 kDa etapas de la purificacién. La electroforesis se

realizd en geles con 10 % de poliacrilamida en

’ - 66 kDa condiciones desnaturalizantes y reductoras.

Carril 1) preinduccién, 2) posinduccién, 3)

extraccién, 4) QSFF, 5) afinidad GSH, 6) digestién

e - 44kDa con frombina, 7) DEAE-CL6B, 8) 2° pasaje por
afinidad GSH, 9) marcador PM.

La protedlisis con trombina para eliminar el dominio GST permiti® obtener una banda
abundante que migra con un peso molecular de 45 kDa y que corresponde al mondmero de CBS
dimérica escindida del dominio GST (carril #7). Se observa ademds una banda de mayor PM
correspondiente a CBS A143-GST aun sin digerir (68 kDa) y una tercera banda de menor PM (23
kDa) que corresponde al dominio GST escindido. Un segundo pasaje por la columna de afinidad
con glutatién permitié obtener una banda altfamente predominante correspondiente al
mondmero de CBS dimérica. De este modo se logré purificar exitosamente la CBS dimérica a

partir del pldsmido pGEXCBSN, obteniendo una enzima funcional con alto grado de pureza.
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4.2 CARACTERIZACION DE LA CBS A143 PURIFICADA

Al finalizar las diferentes purificaciones se realizé un espectro UV-Vis a la CBS A143 obtenida
y se determiné el coeficiente de absortividad (€ 429 nm) correspondiente a la banda
vy de Soret para el grupo hemo oxidado, a partir del valor de concentracién proteica obtenido
por el método de Bradford y considerando un peso molecular por mondmero de 45 kDa (figura
9). El valor obtenido fue de 63000 + 7000 M-lcm-! (n = 8) y es menor en un 23 % al de 82000 M-lcm-!

reportado con anterioridad [21, 88].
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Figura 9. Espectro tipico de la Fe(lll)CBS A143. El espectro de CBS A143 (5.5 uM) se registrd a pH 7.4 en
amortiguador fosfato (0.1 M) con DTPA (0.1 mM) en un espectrofotémetro Shimadzu UV-1603 a temperatura

ambiente.

Esta diferencia con los valores reportados pudo deberse ya sea a impurezas presentes en el
extracto enzimdtico por lo que la concentracién de enzima resulta sobrestimada, a la presencia
de una fraccién de enzima que no incorpord el grupo hemo o a la utilizacidn de diferentes
métodos de cuantificacién proteica en los datos reportados. Sin embargo la presencia de una
banda mayoritaria luego del segundo pasaje por la columna de afinidad a glutation permite
descartar el aporte de impurezas proteicas.

La presencia del maximo a 429 nm correspondiente a la banda y de Soret junto con la

banda ancha ap en el entorno de los 550 nm indica la presencia de un hemo férrico

43



hexacoordinado y de bajo spin [49]. La enzima presenta ademds un tercer mdximo
correspondiente a la banda & del hemo a 364 nm.

El cofactor PLP que se encuentra formando una base de Schiff con la Lys 119 de la enzima,
a pH 7.4 posee sus formas tautoméricas protonada y desprotonada en equilibrio. Estos estados de
protonacion poseen mdaximos de absorcidon caracteristicos, a 420 nm absorbe la base de Schiff
protonada y a 350 nm la base de Schiff desprotonada [21, 44], aportando entre 15 a 20 % a la
absorbancia en los mdximos a 429 nm y 364 nm respectivamente en el espectro de la enzima [22,
56].

A partir de los espectros realizados se calculd ademds un pardmetro que define la pureza
de la enzima: la relacidon Absao/Absss, obteniéndose un valor promedio de 1.1 (n = 17)
comparable con el valor de 1.03 determinado anteriormente [21, 23, 24, 82]. De acuerdo a este

pardmetro la pureza de nuestra enzima fue ~ 93 %.

4.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad CBS se determindé mediante la cuantificacién del croméforo naranja formado

entre la cistationina, producto de reaccién de la CBS A 143, y la ninhidrina a 453 nm.
El calentamiento de la ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) en medio dcido y en presencia
de grupos amino de aminodcidos y péptidos produce la desaminacién oxidativa de éstos
asociada a la reduccién de una molécula de ninhidrina. Esta molécula reducida reacciona con
otra molécula de ninhidrina oxidada, se estabiliza por resonancia y genera un compuesto
coloreado que puede ir desde el azul al violeta intenso. El compuesto se denomina “pUrpura de
Ruhemann” y permite cuantificar a-aminodcidos primarios mediante su absorbancia a 540 nm.
Los aminodcidos secundarios (€. prolina) forman productos en tonos del amarillo y su
absorbancia mdéxima se ubica en los 440 nm.

Para la determinacién de la actividad enzimdtica la reacciéon se realizd a pH 8.6 vy la
absorbancia de la cistationina formada se midié en medio dcido luego de su reaccién con
ninhidrina. La figura 10 muestra los espectros control de los productos coloreados por reacciéon
con la ninhidrina de los aminodcidos cistationina (0.3 mM), Ser (30 mM) y Hcy (30 mM) para

evaluar su contribucion a 453 nm.
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Figura 10. Espectros de los productos coloreados para
los aminodcidos Ser, Hcy y cistationina. En un

hielo y se realizé la lectura a los 20 min. Los espectros
se registraron entre 400 y 600 nm en un
espectrofotébmetro Shimadzu UV-1603.

Ke] volumen final de 1 mL se mezclaron en cada caso
g 950 pL de reactivo de ninhidrina y 50 yL de cada
O aminodcido en las siguientes concentraciones finales:
'g Ser 30 mM {(.....), Hcy 30 mM (- - -) y cistationina 0.3
2 MM(__). Se incubd 5 min a 100 °C, 2 min en bano de
<

400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Si bien no se observd la presencia de ningun mdximo a 453 nm para los productos
coloreados de Ser y Hcy en las concentraciones ensayadas correspondientes a las usadas para
la mezcla de reaccién, dado que la concentracion final cuando se agrega al reactivo de
ninhidrina es de 1.5 mM en cada aminodcido, su aporte a la absorbancia a 453 nm es menor al
observado en este control. De todos modos para el cdlculo de actividad enzimdtica en todos los
casos se restd a cada absorbancia el valor correspondiente al blanco (#2) preparado con todos
los reactivos menos la enzima, como se explicd en la seccién 3.2.

Un método alternativo para medir actividad CBS es el método radioactivo que consiste en
la cuantificacién de cistationina partir de la incorporacién de ['4C]-Ser [24, 209]. Este método
tiene como inconveniente la utilizacidn de equipamiento y reactivos especiales y costosos
ademds de requerir un drea de laboratorio y manipulacién adecuada para el trabajo con
radioisétopos.

El método colorimétrico en cambio, se realiza con reactivos y equipamiento comunes a un
laboratorio correctamente equipado, sin necesidad de otras medidas de seguridad que las
requeridas para cualquier ensayo de rutina. La sensibilidad de este método considerando un A
Abs minimo de 0.05 corresponde a la formacion de 0.45 umoles h-' de cistationina en la cubeta
de reaccioén (vf. 200 uL) y la formacién del producto coloreado mantiene una correlacion lineal

con la absorbancia para un amplio intervalo de concentraciones de cistationina (figura 11).
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Figura 11. Curva de calibracién de cistationina basada en el método colorimétrico. En un volumen final de 1
mL se colocaron 950 uL de reactivo de ninhidrina y 50 yL conteniendo cistationina (10 mM) y agua en
proporciones variables, para obtener un rango entre 0y 0.4 mM de concentracién final de cistationina en 1
mL. Los tubos fueron incubados 5 min a 100 °C, enfriados en hielo durante 2 min y la lectura se realizé luego
de 20 min.

La relaciéon directa que se observa en la figura 12. entre producto formado y concentracién
de enzima permite concluir que en el rango ensayado y para la concentracion de enzima
elegida en este tfrabajo (0.375 uM en cubeta de reaccidn), cuando se detiene la reaccion a los

30 min, el sistema aun se encuentra en condiciones de velocidad inicial.

[3,]
)

pmoles cistationina/h en 225 pL

0 L} L L L L L L L L}
00 01 02 03 04 05 06 07 08

CBS (uM)

Figura 12. Relacion entre concentracion de CBS A143 presente en la mezcla de reaccién y cistationina
producida. El ensayo de actividad enzimdtica se realizd con concentraciones crecientes de CBS (0.089,
0.178,0.358 y 0.716 uM), la reaccidn se detuvo a los 30 min con TCA vy la cantidad de cistationina formada se
determind por su reaccidén con ninhidrina a 453 nm.

La actividad promedio para la CBS A143 purificada fue de 590 = 150 U mg ! (n = 37), similar

a ofros valores reportados [25, 45, 74, 87].
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4.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TIOLES REDUCIDOS EN LA CBS OXIDADA

La CBS humana tipo salvaje posee 11 residuos de cisteina que se encuentran altamente
conservados dentro de los mamiferos y para el caso de la enzima dimérica, el nimero de
cisteinas totales es de 10. Previo al ensayo de cuantificacidén de ftioles reducidos en la enzima
purificada mediante el método de Ellman, se realizé un curso temporal de la reaccién para

determinar el tiempo 6ptimo de incubacion de la CBS con DTNB (figura 13).
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Figura 13. Curso temporal de la reaccién de CBS con DTNB. Se colocd CBS (5 uM) y DTNB (200 uM) en
amortiguador fosfato (pH 7.2, 0.1M) (e) y se prepard un tubo control sin enzima en iguales condiciones(m).
Ambos tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 60 min y el TNB se cuantificd siguiendo la
absorbancia a 412 nm cada 10 min sin ultrafiltrar la muestra.

Luego de 20 min de incubacién la Abssionm para el tubo conteniendo enzima permaneciod
constante y el contenido de TNB inicialmente presente en el tubo control permanecié invariable
durante el periodo de incubacion. A partir de este resultado entonces la cuantificacion de tioles
reducidos en la CBS purificada se realizd luego de una incubacion de 30 min con DINB a
temperatura ambiente y posterior ultrafiifrado para eliminar el aporte de la enzima a la
absorbancia a 412 nm como se describid en el punto 3.4. En todos los casos el valor de
absorbancia a 412 nm del tubo control fue restada al obtenido para el tubo con enzima.

El valor determinado fue de 1.0 £ 0.4 SH mol' de CBS (n = 2) y se corresponde con el valor
reportado por Frank y colaboradores [210] para la CBS humana trunca dimérica donde se
demostrd que la Cys15 es quien se encuentra expuesta con accesibilidad al solvente. Este residuo
estd formando parte del dominio N-terminal donde se encuentra el sitio de unién al hemo, sin

embargo no participa de éste (Cys52) ni del dominio glutarredoxina (Cys272 y 275). Su
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visualizacién estructural no es posible porque todas las estructuras cristalogrdficas disponibles

comienzan en el residuo #40.

4.5 INACTIVACION Y ANALISIS ESPECTRAL DE LA CBS A143 EXPUESTA A
PEROXINITRITO

4.5.1 Inactivacion por peroxinitrito de la Fe(lll)CBS A143

La exposicion de CBS a peroxinitrito en concentraciones crecientes se realizd como se
indicd en el punto 3.7. Se midid la actividad enzimdtica por el método colorimétrico para cada
muestra, previa realizacién de una curva de calibracién para cistationina y el experimento se

realizé por cuadruplicado en dias diferentes (figura 14).

Figura 14. Inactivacién de la CBS A143 con el
peroxinitrito. Se expuso CBS 5 uM a
concenfraciones crecientes enfre 0 y 1.5 mM de
peroxinitrifto en amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1
M) con DTPA (0.1 mM) y se determiné la actividad
enzimdtica remanente. La figura muestra un
experimento tipico con el valor promedio y el
desvio estdndar para los triplicados en cada
punfo. La recta muestra el mejor agjuste a la
funcién y = P1* (exp(-P2x))+Ps, donde P = amplitud
o actividad mdxima en ausencia de ONOO-, ICso
=1n2/P2, P3= 0y x = [ONOO]

Actividad especifica (U/mg)
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Se observé una disminucidn exponencial de la actividad CBS Al143 expuesta a
concentraciones crecientes de peroxinitrito que ajustd en todos los casos a una funcién de tipo: y
= Py*(exp(-P2x))+P3, siendo Ps igual a 0, ya que la inactivacion de la enzima a concentfraciones
superiores a 1 mM de peroxinitrito fue total. En todos los casos el control de adicién reversa mostrd
valores de actividad similares a los de la enzima en ausencia de peroxinitrito, descartdndose la
inactivacioén por productos de su descomposicion o la presencia de algun contaminante. El ICso
indica la concentracién de peroxinitrito capaz de reducir a la mitad el valor de actividad
enzimdtica obtenido en ausencia de peroxinitrito y varia con la concentracion de enzima [123].
Cuando el pardmetro P3 =0, el ICs0 = In 2 /P2, donde el valor de P2 se obtiene a partir del ajuste
exponencial planteado. En este caso se trabagjé sélo con una concentracién de CBS de 5 uM y

el ICso determinado fue de 163 £ 14 uM (n = 4). El modo de inactivacién que presenta esta enzima
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cuando se expone a peroxinitrito fue similar al ocbservado previamente en otras enzimas [211-213]
donde también se observd un buen ajuste a una caida exponencial simple. El ICso de 163 uM
obtenido para 5 uM de CBS indica que la enzima es moderadamente sensible a la presencia de
peroxinitrito, mostrando una reactividad similar a la CuZnSOD [211] y a la tirosina hidroxilasa que
posee un ICso aproximado entfre 100 y 200 uM para 18 uM de enzima [214], mientras la aconitasa
mitocodrial posee un ICso de 2.3 uM para concentraciones tan bajas de enzima como 0.2 uM
[213], mostrando tener gran sensibilidad ante la presencia de bajas concentraciones de

peroxinitrito.

4.5.2 Andlisis espectral de la Fe(ll)CBS A143 expuesta a peroxinitrito

Con la finalidad de observar si existen cambios a nivel del espectro de la enzima oxidada
que pudieran explicar su inactivacién frente a la exposicidn a peroxinitrito, se registraron los
espectros UV-Vis correspondientes (figura 15).
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Figura 15. Espectros UV-Vis de CBS para
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Los espectros muestran una disminucién en la absorbancia del mdximo a 429 nm
acompanado de un aumento a 364 nm, comportamiento que se observa hasta 800 uM de
peroxinitrito, ya que a concentraciones superiores el espectro del hemo pierde su forma
caracteristica. Con el aumento en la concentracién de peroxinitrito se produce ademds un
corrimiento del mdximo hacia el azul desde 429 con disminucidn en el valor de la absorbancia,
mientras que a 364 nm no se observa corrimiento del mdximo.

Para visualizar mejor estos comportamientos se realizaron los gréficos que se muestran en la
figura 16. Se observa que el aumento de peroxinitrito genera una disminucion lineal de la
absorbancia a 429 nm correspondiente a la banda y de Soret (figura 16 A), que se acompana de

un corrimiento de A mdxima hacia el azul hasta los 425.5 nm (figura 16 C). A 364 nm se registra
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una relacién directa entre el aumento en la absorbancia en esa longitud de onda y la
concentraciéon de peroxinitrito (figura 16 B) sin que exista corrimiento en dicho mdximo.

Debido a que el peroxinitrito produce un aumento en la agregacién de la enzima que
interfiere en la absorbancia de la banda af, en este experimento no se pudieron determinar los

cambios que pudieran ocurrir alli.
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También se expuso una misma muestra de CBS (5 uM) al agregado de alicuotas sucesivas

de peroxinitrito de concentracién conocida (50 uM) vy los resultados fueron cualitativamente

similares a los obtenidos cuando el agregado se realizd en bolos. En este caso nuevamente los

espectros muestran una disminucion en la absorbancia del hemo a 429 nm acompanada por

corrimiento hacia el azul en el méximo desde 429 nm, asi como un aumento en la absorbancia a

364 nm que no se acompana con un corrimiento de A méximo (figura 17).
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035 Figura 17. Espectros UV-Vis de CBS expuesta a

incrementos consecutivos en la concentracion de
peroxinitrito a pH 7.4. A una misma muesfra de
CBS (5 pyM) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH
7.4) con DTPA (0.1 mM) se agregaron alicuotas de
ONOO- incrementando en 50 uM  su
concentraciéon cada vez y registrando el espectro
correspondiente a temperatura ambiente. Previo
al agregado de cada alicuota de peroxinitrito la
celda conteniendo la enzima fue termostatizada
durante 2 min a 37 °C.
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Cuando se graficd la absorbancia mdxima registrada a 429 nm en funcidén de la
concentracion de peroxinitrito se observd una disminucién directamente proporcional (figura 18
A) acompanada por un desplazamiento del mdéximo hacia el azul (figura 18 C). A 364 nm
nuevamente se observa un aumento directamente proporcional a la concentracidn de

peroxinitrito (figura 18 B) sin desplazamiento del mdximo a esa A.
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Si bien se ha reportado que este hemo hexacoordinado en estado oxidado es muy estable
y poco reactivo, mostrando interaccién e inactivacion hasta el momento sélo con HgCly, [77], l0s
resulfados de los espectros UV-Vis obtenidos para la Fe(lll)CBS A143 muestran que el peroxinitrito
también es capaz de reaccionar con la enzima.

Los cambios espectrales se visualizan a concentraciones superiores a los 50 yM con un
corrimiento de la banda de Soret hacia el azul que llega hasta los 425.5 nm manteniendo el
hemo hexacoordinado, mienfras que en el caso del HgClz, va hasta 395 nm y se relaciona con la
conversiéon a Fe(lll) pentacoordinado en alto spin por pérdida de coordinacion con la Cys52.

La CBS presenta 7 residuos Tyr y é de Trp que son potencialmente nitrables por peroxinitrito.
La 3-nitrotirosina desprotonada (pH 10) posee un mdaximo de absorcidon a 430 nm (€ 430 nm = 4400 M-
lcm-1) y protonada (pH 6) absorbe a 360 nm (€ 350 nm = 2657 M-'cm-1) [206] con un pKa de 7.5. En el
caso del nitrotriptofano posee un ¢ 400 nm = 5200 M-1cm-1 y un pKa de 7.79 [153, 215]. Sabiendo
gue los rendimientos de nitracion por peroxinitrito tanto para Tyr como para Trp son bajos (8 % y
12 % a pH neutro respectivamente), el aumento neto observado en la absorbancia a 364 de
0.0712 corresponde a la contribucién de alguna otra especie, ya que seria necesaria una
presencia tres veces superior de residuos aromdticos nitrables en la enzima para generar ese
aumento.

A 429 nm en cambio se observd una disminucion en la absorbancia por lo que es probable
que el aporte de la 3-nitroTyr fuera enmascarado por la destruccidén del hemo ya que el valor de
su coeficiente de absortividad es muy superior al de la nitroTyr (82000 M-'lcm-! vs 4400 M-lcm-!) y
por lo fanto sus cambios predominan en la absorbancia neta.

Si se consideran los resultados previos para la CBS oxidada y expuesta a HgClz, la
disminucién observada en este caso a 429 nm podria deberse a la pérdida de coordinacién del
hemo, posiblemente del ligando axial Cys52 dado que su coordinacion al protohemo ha
mostrado ser menos estable que el grupo imidazol de la His 65 [172].

De acuerdo a resultados obtenidos con mutantes en los ligandos axiales del hemo también
podria ocurrir un intercambio de ligando manteniendo el estado hexacoordinado del hemo. En
ese caso el intercambio de la Hisé5 por un residuo de Arg y de la Cys52 por Ala o Ser era capaz
de desplazar el méximo en la enzima oxidada hacia los 424 nm y 415 nm respectivamente [95]. El
peroxinitrito podria estar promoviendo el intercambio de alguno de los ligandos axiales del hemo
gue explique el desplazamiento hacia el azul que se observa a concentraciones superiores a 100
UM,

La inactivacién de la enzima no siguid una relacién directa con los cambios espectrales a
diferencia de lo que ocurre en el caso del HgClz,. La disminucion de la absorbancia del hemo a

429 nm fue menos afectada por el peroxinitrito que la actividad enzimdtica sugiriendo la
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contribucién de mds de un proceso a la inactivacidén, como es el caso de la prostaglandina Hz
sintasa (PGHz sintasa)[216]. Estos procesos podrian ser la nitracién de residuos de Tyr y Trp criticos y

la interaccién con el cofactor PLP que se analizardn en las siguientes secciones.

4.5.3 Andlisis espectral de la CBS A143 expuesta a peroxinitrito y reducida

Luego de la readlizacion de los espectros correspondientes a cada concentracién de
peroxinitrito para la enzima oxidada, se elimind el oxigeno de la muestra mediante burbujeo con
N2, se redujo el hemo con un exceso conocido de ditionito de sodio y se registraron nuevamente

los espectros para cada muestra (figura 19).
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El espectro para la enzima en ausencia de peroxinitrito muestra que la canfidad de
reductor agregada fue suficiente para reducir el Fe(llllhemo en su fotalidad desplazando el
mdaximo a 429 nm hacia 449.5 nm. Acorde con los espectros obtenidos para la enzima oxidada se
observa que la modificacién del hemo por exposicidon a peroxinitrito sigue el mismo patrén
disminuyendo del mismo modo la absorbancia a 449.5 nm que podria estar indicando una
pérdida de coordinacién con el tiol de la Cyssz de la enzima. [217].

La aparicién del mdximo correspondiente al hemo reducido (449 nm) cuando la enzima es
tratada con un reductor, es acompanada por la resolucidon de la banda af en dos bandas
definidas con mdximos a 572.5 nm (a) y 540nm (B) [79, 83] que al aumentar el peroxinitrito
diminuyeron acompanando la desaparicion del hemo integro.

Para concentraciones de peroxinitrito entre 200 uM y 800 UM se observa ademds la
aparicion de un nuevo mdaximo que se ubica entre 424.5 y 423.5 nm que no corresponde a la
reoxidacién del hemo. De acuerdo a espectros realizados por diferentes grupos para varias

hemoproteinas de tipo b en estado reducido podria tratarse de un cambio de ligando en el
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hemo entre la Cys 52 y un residuo neutro como His o Pro [74, 78, 80]. En este sentido la CBS en
estado reducido expuesta a concentraciones superiores a 300 uM de HgClz muestra un
comportamiento similar con un corrimiento del méximo desde 450 nm hacia 425 nm indicando la
pérdida de coordinacién con la Cys52 con retencién de un sexto ligando diferente y ain no
definido [71, 72, 77] y esos cambios espectrales se corresponden con una pérdida de la actividad
enzimdtica [77]. Ademds en el frabagjo realizado con mutantes y previamente citado [95] se
observa que cuando el hemo estd reducido vy la Cys52 ha sido sustituida por un ligando neutro
como Ala o Ser, aparece un maximo a 423 nm en lugar del caracteristico 449.5 nm que indica la

pérdida de unidn del tiolato al hemo [218].

4.6 EFECTO DEL PEROXINITRITO SOBRE LA BANDA DE TRANSFERENCIA DE CARGA
ENTRE METAL Y LIGANDO EN LA CBSA143

Dentro de la regidon de baja energia en el UV-Vis las hemoproteinas que poseen un residuo
Cys como sustituyente axial presentan dos mdximos en el entorno de los 650 nm y 750 nm
dependiendo de la composicién de la proteina, correspondientes a la banda denominada LMCT
(ligand-to-metal charge-transfer band) [74, 75]. Su visualizacion se logra a concentraciones de
enzima mayores a 100 UM vy la presencia de ambos mdximos indica que el Fe(lll)se encuentra
ligado a un fiol [75, 219].

La figura 20 muestra la zona del espectro de la CBS oxidada que va desde la banda ap a
550 nm y hacia el rojo donde se encuentra la regidn de baja energia (600-700 nm). En el inserto se
muestra ampliada la zona que permite visualizar los dos mdximos ubicados a 645 nm y 703 nm ,
éste Ultimo bastante alejado de los mdximos registrados para otras hemoproteinas en el entorno
de los 750 nm [74].
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0 8 o Figura 20. Registro de la banda LMCT para la CBS
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c 041 g o amortiguador fosfato (0.1 M) y temperatura
3 0,54 006 ambiente para una concentracion de CBS de 123
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(7] 0,44 625 650 675 700 725 750 775 800 . .
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Para determinar si el peroxinitrito produce algun efecto a nivel de la coordinacion entre el
Fe(lll) y el tiol de la Cys52 se expuso la enzima oxidada (123 uM) a concentraciones crecientes de

ONOO-, mediante el agregado consecutivo de alicuotas de concentracién conocida (figura 21).

Figura 21. Modificaciones en la banda LMCT de la
CBS por exposicion a peroxinitrito. La CBS (123
UM) se expuso a concenfraciones crecientes y
sucesivas de peroxinitrito en amortiguador fosfato
(pH 7.4, 0.1 M) con DTPA (0.1 mM). Debido a la
alta concentracién de la muestra, el espectro se
muestra hasta los 475 nm. El inserto muestra la
region entre 600 y 800 nm .
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El espectro muestra una marcada disminucién de la banda ap en 550 nm proporcional al
aumento en la concentracién de peroxinitrito asi como una disminucién en los méximos a 645 nm
y 703 que se acompaia de la aparicién de un nuevo mdaximo en ~ 630 nm.

A concenfraciones iguales o superiores a 1 mM de peroxinitrito se observa una pérdida de
la forma caracteristica de la banda LMCT acompanada de la formacién de una nueva especie
que absorbe en la zona de 630 nm.

Existen numerosos reportes que indican que complejos con hidroxihemos presentan un
hombro entre 630 y 633 nm dependiendo de la proteina. Tal es el caso del cytc550 desplegado
gue cuando es expuesto a H202 sufre una degradacién de su hemo acompanada de
inactivacion [220]. El primer intermediario en esa degradacion presenta un hombro a 633 nm que
coincide con la especie hidroxihnemo de la proteina hemooxigenasa, asi como otros complejos
hidroxinemos reportados con anterioridad [221, 222]. La espectroscopia Raman realizada a esos
hidroxihemos ha mostrado que se encuentran en disposicion de alto spin vy
pentacoordinado[222]. Es posible entonces que la CBS expuesta a elevadas concentraciones de
peroxinitrito sufra algun tipo de modificacién en su hemo que pudiera conducir a la formacién de
algun complejo tipo hidroxinemo que explique el aumento observado en la absorbancia 630 nm.

Como se expuso anteriormente el hemo de la CBS dimérica se encuentra hexacoordinado
y en bajo spin, mostrando un espectro caracteristico de EPR con g: = 2.5, gy = 2.3 y gx = 1.86,

valores que coinciden con los de otras hemoproteinas con hemo hexacoordinado en disposicion
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de bajo spin [71]. Los registros de EPR para la CBS A143 (100 uM) expuesta a diferentes
concentraciones de ONOO- (100, 400, 1000 y 2000 uM) muestran la aparicién de dos nuevas
senales a 5.94 y 4.26 g a partir de concentraciones superiores a 1000 uM de ONOO:- (Lic. Sebastidn
Carballal, comunicacién personal, 2005) consistentes con la pérdida de coordinacion del tiolato
y el pasaje del hierro al estado de alto spin [71, ?5].

Tanto los resultados obtenidos en la banda LMCT de la CBS A143 como las nuevas sefales
registradas por EPR van en la linea de que la exposicion a peroxinitrito es capaz de generar
modificaciones en el hemo que lo llevan a perder su coordinacién con el tiol del ligando axial

Cys52 y eventualmente ser hidroxilado.

4.7 ACTIVIDAD CBS A143 EXPUESTA A PEROXINITRITO A DIFERENTES PH

Para evaluar si la principal especie que estd reaccionando con la enzima es el anién o el
dcido peroxinitroso, se determind la actividad enzimdtica remanente previa incubacién de la
enzima (5 yM) en presencia (200 yM) y en ausencia de peroxinitrito y en diferentes pH dentro del
rango del amortiguador fosfato (5.8 a 7.8), adecuado para el pKa del écido peroxinitroso (pKa
=6.8). La concentracion de ONOO- se eligié a partir de los ensayos de actividad y de los
espectros a pH 7.4 realizados previomente donde se observa que a 200 uM existe un efecto
apreciable en la enzima sin destruccion total a nivel del hemo.
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Figura 22. Actividad de CBS A143 a diferente pH en presencia y ausencia de peroxinitrito. Se expuso CBS (5
WUM) en amortiguador fosfato (0.2 M) con DTPA (0.2 mM) a valores de pH entre 5.8 y 7.8 en presencia (O) y en
ausencia (O) de peroxinitrito (200 uM). El ensayo de adicidn reversa (A) se realizé para fres de los pH
ensayados (5.8, 6.6y 7.8). Luego de 2 min de incubacién a 37°C se cuantificd la actividad enzimdatica.

La figura 22 muestra que la actividad de la enzima en ausencia de peroxinitrito no fue
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afectada en el rango de pH ensayado, mientras que la enzima tratada con ONOO- mostré una
disminucién de la actividad a pH mds alcalinos, que ajustd a la siguiente sigmoide:

,pH
Actividad=Act.max * L + offset
10P+10P"

A partir de este ajuste se determind un valor de pKa = 6.5 £ 0.4, cercano al pKa reportado
para el dcido peroxinitroso. Si bien este resultado no es concluyente en cuanto a la especie que
estaria reaccionando con la CBS, el hecho de que exista una mayor inactivaciéon a pH alcalino
sugiere que el peroxinitrito anién podria ser la especie que preferentemente afecta la actividad
de la enzima y concuerda con resultados obtenidos para la CuZnSOD [211].

Al registrar los espectros para los distintos pH para la enzima con vy sin peroxinitrito (200 uM),
no se observaron tendencias significativas. Si se observo la disminucidén a 428 nm y el aumento a
364 nm que fue comparable para los diferentes valores de pH (no se muestran datos).

Con el fin de evaluar posibles cambios en el estado de protonacidn del hemo que
pudieran estar afectando a la actividad enzimdtica, luego de una preincubacién de la enzima a
valores de pH entre 5.8 y 7.8, en presencia y ausencia de peroxinitrito (200 uM), ésta fue llevada a
un pH final de 7.4 en todos los casos (figura 23).
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Figura 23. Espectros de absorcion UV-Vis de la CBS A143 con y sin ONOO- a pH 7.4. La preincubacion de CBS
(5 uM) a diferentes pH en presencia (—) y ausencia (—) de peroxinitrito (200 uM) se realizd en un volumen
pequeno vy luego se ajustd a 7.4 con el agregado de amortiguador fosfato. Los valores de pH ensayadaos
fueron los mismos que para el ensayo de actividad: 5.8; 6.2, 6.6, 7.0, 7.4, 7.8.

Si bien los valores de absorbancia son menores a pH 7.4 debido al efecto de dilucién, no se
observan variaciones para las muestras con vy sin peroxinitrito llevadas a pH 7.4.

Los espectros obtenidos tanto a diferentes pH como a pH 7.4 para la enzima oxidada
muestran que el hemo no es afectado por el pH en el que se encuentra aln expuesto a una
concentracion de peroxinitrito de 200 uM. Esta observacion coincide con trabajos anteriores que

muestran por distintas metodologias que el entorno de coordinacién del hemo oxidado no es
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afectado por el pH [74]. En cambio se sabe que el porcentaje de peroxinitrito anidén en la mezcla
de reaccion es afectado por el pH lo que estaria alterando la actividad de la enzima. El hecho
de que el hemo no sea modificado en forma diferente por el pH va en la linea de que su
interaccién con el peroxinitrito no sea la causa Unica de la inactivacién observada, siendo mas
bien probable que el peroxinitrito reaccione con el cofactor PLP o a nivel de ciertos residuos

criticos en el entorno del hemo, por ejemplo mediante su nitracién.

4.8 EFECTO DE LA EXPOSICION DE PLP A PEROXINITRITO

4.8.1 Modificacion del espectro de PLP libre por exposicion a peroxinitrito

El espectro de la CBS oxidada posee un mdéximo a 364 nm al que aporta en un 10-20 % la
aldimina interna protonada del PLP [21] y el 80 % restante corresponde al hemo. Cuando la
enzima se expuso a concentraciones crecientes de peroxinitrito se observd un aumento en esa
longitud de onda y dado que existen antecedentes de reactividad entre éste y distintos
aldehidos [166] se procedid a estudiar la posible reactividad con el cofactor PLP presente en la
CBS.

Se registraron espectros de PLP libre expuesto a concentraciones crecientes de ONOO- por
agregado de bolos a muestras independientes y por agregado de pequenas alicuotas a una
misma muestra. Para ello se prepard un stock considerando el e reportado en la bibliografia cuyo
valor es de g9s5 = 5.1 mMlcm' en 0.1 N HCI [49]. Sin embargo la solucidon presenté una
absorbancia mayor a la esperable de acuerdo a la masa pesada por lo que se corrobord el valor
del coeficiente de absortividad utilizado mediante la preparacién de varias soluciones en
material aforado. Se determind un nuevo ¢ con el que se frabajé vy su valor fue g295 = 7.91 MM-!
cm-1en 0.1 N HCI. Debido a que el espectro del PLP se altera con el fiempo de almacenamiento

de la solucion, siempre se trabajé con soluciones frescas preparadas en el dia.
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Figura 24. Espectro tipico de PLP. Se colocd PLP (200 uM) en amortiguador fosfato (0.2 M, pH 7.4) con DTPA
(0.2 mM) en la celda y se registrd el espectro UV-Vis a temperatura ambiente

24).

En el espectro inicial se observaron dos mdaximos a 389.5 y 330 nm respectivamente (figura

Cuando se agregd ONOO- en diferentes concentraciones a PLP (200 uM) en tubos

independientes se observd que el aumento en la concentracién de peroxinitrito produce una

disminucién del mdximo tanto a 389.5 nm como a 330 nm que fue acompanada por un aumento

a 450 nm y a 300 nm (figura 25).
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Figura 25. Espectros de PLP expuesto a bolos de
peroxinitrito. El PLP (200 uM) en amortiguador
fosfato (0.2 M, pH 7.4) con DTPA (0.2 mM) fue
expuesto a peroxinitrito en concentraciones entre
0 y 1000 yM. El ONOO- fue agregado a muestras
independientes y los espectros UV-Vis se
registraron a temperatura ambiente.

Cuando se expuso una misma muestra de PLP (200 uM) al agregado de alicuotas de

concentraciones crecientes de peroxinitrito se registrd un patrdén de espectros levemente

diferente aunque con similares tendencias registradas en los mdximos (figura 26). Los cambios de

absorbancia ante cada agregado de ONOO- fueron mayores a los apreciados cuando la



adicién se realizd en bolos. Ademds en este caso se registréd un corrimiento del méximo a 389.5

nm hacia el azul a partir de concentraciones superiores a los 600 uM de ONOO-,

+
o +5(2)““r\,i‘,\ Figura 26. Espectros de PLP expuesto a
‘O +100 uM concentraciones crecientes de peroxinitrito. El PLP
c +150 UM (200 uM) en amortiguador fosfato (0.2 M, pH 7.4)
_g +200 UM con DTPA (0.2 mM) fue expuesto a peroxinitrito en
° 1288 “m concentraciones entre 0 y 1000 uM. El QNOO- fue
B +600 EM agregado a una misma muestra en alicuotas de
< +800 UM concentracién conocida. Los espectros UV-Vis se
+1000 UM registraron a temperatura ambiente.
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Los espectros obtenidos en ambas situaciones mostraron que el ONOO- es capaz de
modificar el espectro inicial de PLP introduciendo importantes cambios en la zona de los m&ximos
ademds de observarse un aumento significativo a 450 nm.

En general los experimentos con peroxinitrito se realizan mediante el agregado de bolos, sin
embargo en condiciones bioldgicas el peroxinitrito es generado por flujos continuos mds que por
exposiciones puntuales a determinada concentracion. Esto provoca que los efectos que se
observan en uno y otro caso sean diferentes por ejemplo en cuanto a los rendimientos de
nitraciéon de Tyr, que ha mostrado ser menor cuando la molécula blanco se expone a flujos de
peroxinitrito en relacién al agregado de bolos [223].

En este experimento se observaron efectos diferenciales sobre todo en cuanto a la
magnitud de los cambios en los mdximos aunque la situacion del agregado de alicuotas no es
exactamente igual a la generacién de flujos de peroxinitrito. Probablemente el agregado de
bolos genera gran cantidad de radicales que reaccionan entre si antes de hacerlo con el PLP, en
cambio el agregado de pequenas alicuotas favorece la reaccion directa de los radicales con el
PLP generando un mayor efecto en la modificacion del espectro. Esto provoca entonces efectos
similares en magnitudes diferentes debido a la relacion diferente de concentraciones entre PLP y
radicales planteada en ambas situaciones.

La molécula de PLP posee un carbono que forma parte de un aldehido y un anillo de
piridina sobre los que puede actuar el peroxinitrito. A su vez diferentes vitaminas y coenzimas que

contienen anillos aromdticos presentan una gran reactividad con el peroxnitrito [224] por lo que
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el anillo piridinico en el PLP podria ser un sitio potencial de nitracién a partir de la generacién de
especies radicalares durante la descomposicion de peroxinitrito.

El aumento en la absorbancia a 450 nm acompanado por la disminucidén en el mdximo a
389.5 nm podria deberse a la generacion de una especie aromdtica nitrada en forma similar a lo
qgue ocurre con la nitrotirosina [206]. Ademds el PLP a pH 7.4 presenta un equilibrio entre sus
formas tautoméricas protonada y desprotonada. La exposicidbn a peroxinitrito genera una
disminucién en la absorbancia a 330 nm que se acompana de un aumento a 300 nm
probablemente debido a la pérdida del protdén en el N piridinico de acuerdo a lo reportado

previamente [225].

4.8.2 Estudio cinético de la reaccioén entre PLP y peroxinitrito

Los resultados obtenidos en el punto anterior mostraron que el ONOO- es capaz de
reaccionar con el PLP introduciendo cambios en su espectro caracteristico, por lo que se
procedidé a estudiar la cinética entre estas dos moléculas para evaluar su posible efecto sobre la
CBS y eventualmente ofras enzimas PLP dependientes.

El método mds utilizado para el andlisis de la cinética rdpida del peroxinitrito con una
molécula blanco es el método integral en condiciones donde la concentracién de uno de los
reactivos es por lo menos 10 érdenes de magnitud mayor al otro de modo que se puede
considerar constante durante el transcurso de la reaccidén (pseudo primer orden). En este caso se
trabajé en condiciones de pseudoprimer orden con respecto al PLP, cuya concentracion siempre
estuvo en exceso. La cinética se siguid a 450 nm donde hay un aumento de la absorbancia
exclusivo del PLP.

Se realizaron dos series de experimentos, en un caso se varid la concentracién de ONOO-:
0.1,0.2,0.3,0.4y 0.5 mM con 5 mM PLP, y en el otro caso se varié la concentracién de PLP: 1, 2, 3,
4y 5 mM con 0.2 mM ONOO-. En la figura 27 se observa un experimento representativo de

triplicados hechos es diferentes dias.
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Figura 27. Registro de la cinética de reaccién entre PLP y ONOO-. El ensayo se realizd en amortiguador
fosfato (0.1 M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM) con un tiempo de mezclado menor a 2 ms. La temperatura se
mantuvo a 37.0 £ 0.1 °C y se registrd la absorbancia a 450 nm para las siguientes condiciones, (A): 5 MM PLP
con 0.1,0.2,0.3,0.4 y 0.5 mM ONOO- vy (B): 0.2 mM ONOO-con 0.2, 1, 2, 3, 4 y 5 mM PLP. Cada registro es el
promedio de por lo menos 8 repeticiones para el conjunto de concentraciones ensayadas. Todos los
registros continuaron estables después de 1s por lo que no se muestran.

Los registros mostraron una cinética compleja con la formacién inicial de un intermediario
gue decae en forma secuencia con la formacidén de un nuevo compuesto que absorbe a 450
nm para el que no se posee un coeficiente de absortividad y por lo tanto no se puede obtener
un valor de velocidad que nos permita realizar comparaciones cinéticas con otras reacciones del
peroxinitrito. Dada entonces la complejidad de este comportamiento, se realizaron dos tipos de
andlisis cinéticos, por un lado por el método de velocidades iniciales para los primeros 60 ms y por
otro mediante el método integral a partir de los 100 ms. Los resultados del andlisis por el método

de velocidades iniciales para el peroxinitrito y el PLP se muestra en la figura 28.
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Figura 28. Andlisis de los registros por el método de velocidades iniciales. El andlisis y ajuste correspondiente
se realizd para los primeros 60 ms para cada condicidn y con el software propio del equipo (Applied
Photophysics SF.17 MV). Cada punto es el promedio de por lo menos 8 registros cinéticos a 450 nm. El valor
correspondiente a 0 mM de PLP y de ONOO- no fue determinado en forma experimental.
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El andlisis por velocidades iniciales muestra un aumento en la pendiente inicial
relacionado con el aumento de la concentracién de peroxinitrito. En las condiciones ensayadas
el andilisis visto en conjunto sugiere la existencia de una reaccidn de tipo radicalar indirecta entre
el ONOO- y el PLP, pero la falta de coeficiente de absortividad para el producto formado a 450
nm no hace posible la transformacién de la pendiente dA/dt en velocidad para su comparacion
con respecto a la cinética de descomposicidn del peroxinitrito. La figura 29 muestra el ajuste a

una funciéon exponencial que se realizé a partir de los 100 ms.
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Figura 29. Andlisis de los registros mediante ajuste exponencial. El andlisis y ajuste correspondiente se realizd
a partir de los 100 ms para cada condicién y con el software propio del equipo (Applied Photophysics SF.17
MV). Cada punto es el promedio de por lo menos 8 registros cinéticos a 450 nm.

Si bien la constante exponencial hallada se mantuvo constante para las distintas
concentraciones de PLP ensayadas, los valores fueron mayores a 0.9 s, correspondiente a la
descomposicidn del peroxinitrito en sus radicales, lo que estaria indicando entonces una reaccidén
directa con el PLP, para lo cudl se deberia observar un aumento al aumentar la concentracién
de PLP, sin embargo esto no fue observado, por lo que nuevamente se observa una reaccién
muy compleja.

Por Ultimo se procedié a graficar producto formado en funcién de PLP y de ONOO- como

se muestra en la figura 30.
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Figura 30. Formacién de producto a 450 nm. La cantidad de producto formado se calculd como la
diferencia enfre la Absint y la Abso para los registros obtenidos en la figura 27. Cada punto fue calculado a
partir de la resta de los promedios para cada concentracion de PLP y ONOO-.

La cantidad de producto formado fue independiente de la concentracién de PLP y
directamente proporcional a la concentracion de ONOO-, lo que estd de acuerdo con gque el
peroxinitrito es el limitante para la formacién del producto de la reaccidn.

La cinética para la reaccién entre el PLP y el ONOO- mostréd ser compleja por lo que
resultéd dificil establecer por este método si existe o no reaccidn directa entre ambos reactivos. Es
por ello que se realizd entonces un experimento de competencia utilizando la reaccién de

oxidaciéon del citocromo c2* por el ONOO- (figura 31).
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Figura 31. Ensayo de competencia entre el PLP y cit ¢ reducido por PLP. Se expuso 400 uM de cit c?* a
peroxinitrito (100 uM) en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de PLP (200, 400, 600 y 800
WUM), en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM) y se registraron los espectros de
diluciones1/33.
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Los datos obtenidos en el ensayo de competencia nuevamente no fueron concluyentes
ya que se observd una oxidacion mayor del citocromo ¢ reducido en presencia de PLP. Es posible
que en presencia de peroxinitrito el PLP reaccione con éste produciendo una nueva especie,
quizd de naturaleza radicalar, capaz de oxidar mds exhaustivamente al cit ¢2* de lo que lo haria
el peroxinitrito solo. Estos resultados entonces tampoco permitieron realizar ningun estimativo de

constante cinética ni determinar si la reaccién con el peroxinitrito es directa.

4.8.3 Liberacion del cofactor PLP de la CBS tratada con peroxinitrito

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se procedié entonces a determinar si el PLP
dentro de la enzima era capaz de ser modificado por el ONOO- Se incubd CBS (7.4 uM)
previamente incubada en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de peroxinitrito,
con NH20H como se describié en procedimientos. La oxima formada fue cuantificada por su

emisidon caracteristica a 442 nm mediante la realizacién previa de una curva de calibracién

(figura 32).
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Figura 32. Curva de calibracién de PLP oxima. Las soluciones de PLP de diferente concentracién se
prepararon en amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M) y se expusieron a 5 mM de hidroxilamina. Los espectros
de fluorescencia se registraron luego de la excitaciéon a 353 nm (ancho de banda 4 nm) para corroborar
que la Unica especie presente es la oxima (izquierda). Para redlizar la curva de calibracién se considerd el
mdximo de emision para la oxima ubicado en los 442 nm (ancho de banda 8 nm) (derecha).

La Unica especie que emitié en las condiciones establecidas fue la oxima correspondiente
al PLP de la enzima y la cantidad liberada fue similar en ausencia y en presencia de todas las

concentraciones de ONOO- ensayadas. (tabla 2)
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ONOO- (uM) PLP liberado (uM)
0 6.9
200 6.1
500 5.6
800 6.2
Ad. reversa 6.0

Tabla 2. Cuantificaciéon del PLP liberado de la CBS expuesta a peroxinitrito. La CBS (7 uM) se expuso a
distintas concenfraciones de peroxinitrito en amortiguador fosfato (0.1M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM). El PLP se
cuantificd a partir de la oxima correspondiente obtenida luego de la ultrafiltraciéon de la enzima vy utilizando
la curva de calibracién correspondiente al dia del experimento.

Asumiendo que cada mondmero de CBS posee unido 1 PLP y que la concentracién inicial
de enzima fue de 7 uM, los resultados muestran que la liberacién del PLP de la enzima fue

prdacticamente total para todas las condiciones..

4.8.4 Efecto de peroxinitrito sobre la fluorescencia de CBSA143

La CBS tetramérica no presenta la fluorescencia caracteristica que poseen otras enzimas
dependientes de PLP debido a un efecto de "apagado” inferno del hemo. Sin embargo a pesar
de la presencia del hemo, la CBS dimérica A143 posee una fluorescencia débil correspondiente a
las especies tautoméricas protonada y desprotonada del PLP probablemente debida a la
ausencia de ciertos residuos criticos, emitiendo a 508 nm y 388 nm respectivamente cuando se
excita a 420 nm y 330 nm respectivamente [21].

Se estudio entonces el efecto sobre la fluorescencia caracteristica de la CBS A143 del
agregado de diferentes concentraciones de peroxinitrito.

Como se menciond anteriormente las especies tautoméricas protonada (cetoenamina) vy
desprotonada (enolimina) en que se encuentra el PLP dentro de la enzima absorben en el UV-Vis
a 420 nm y 330 nm respectivamente y contribuyen en un 20 % al espectro caracteristico de la
enzima [21, 226]. Para visualizar cambios en estas especies se realizd la excitacién a 330 nm y 420

nm y se registraron los correspondientes espectros de emision.
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Figura 33. Espectro de emision con excitacién a 330 nm para la CBS expuesta a peroxinitrito. Los espectros se
registraron entre 350 y 600 nm a pH 7.4 y temperatura ambiente.

A 330 nm se produce la excitacion de la especie tautomérica desprotonada que emite con
un méximo a 388 nm que en este caso se observd a 375 nm y con baja intensidad (figura 33). Si
bien se observd un aumento de la sehal de fluorescencia en todo el espectro para las muestras
tratadas con peroxinitrito, esto probablemente se debié a la correspondiente destruccion de
hemo, observada previamente en los espectros UV-Vis, lo que disminuyd su efecto de filtro
interno. Con relacion al maximo a 375 nm no se detectaron cambios apreciables para la enzima

en ninguna condiciéon ensayada.
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Figura 34. Espectro de emision con excitacién a 420 nm para la CBS expuesta a peroxinitrito. Los espectros se
registraron entre 450 y 700 nm a pH 7.4 y temperatura ambiente.

La figura 34 muestra un Unico mdximo a 508 nm correspondiente a la emisidon de la aldimina

inferna protonada del PLP dentro de la CBS A143. No se observaron cambios significativos en la
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emisién de este tautdmero para ninguna concentracién de ONOO- ensayada lo que permitid
concluir gue no hubieron cambios apreciables en la estructura del cofactor PLP.

Se redlizaron ademds los espectros de excitacion para los mdximos de emision observados no
detectdndose mdximos diferentes.

Si bien el PLP fuera de la enzima es capaz de reaccionar y modificarse frente a la
exposicién a peroxinitrito como se observd en los espectros UV-Vis registrados, los resultados
obtenidos con la enzima tratada con peroxinitrito, tanto para la de liberacién del PLP enzimdtico
como para los espectros de fluorescencia de las respectivas especies tautoméricas del cofactor
PLP no mostraron mayores modificaciones.

La excitacién de la enzima a 280 nm produjo emisién en la zona entre los 300 y los 400 nm

con un mdximo a 340 nm debido principalmente a los 6 residuos de Trp que posee la enzima
dimérica [21, 226].
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300 350 400 450 500
A emisién (nm)

Figura 35. Espectro de emisién con excitacién a 280 nm para la CBS expuesta a peroxinitrito. Los espectros se
registraron entre 300 nm y 550 a pH 7.4 y temperatura ambiente.

A medida que aumentd la concentracion de peroxinitrito a la que se expuso la enzima, la
fluorescencia a 340 nm fue disminuyendo ademds de observarse un pegqueno hombro a 380 nm
que se mantuvo en todas las condiciones (figura 35). Es probable entonces que la exposicidén a

peroxinitrito modifique los residuos Trp o su entorno provocando una disminucion en la senal de
fluorescencia.
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4.9 ESTUDIO CINETICO DE LA REACCION ENTRE PEROXINITRITO Y LA CBS A143

4.9.1 Determinacion directa de la velocidad de reaccién por espectroscopia de flujo

detenido

La inactivacion de la enzima y las modificaciones del espectro UV-Vis por la exposicidon a
peroxinitrito sugieren una reaccién entre ambas moléculas. La vida media del peroxinitrito a pH
fisioldgico ( entre 7.0 y 7.5) es menor a 1 s y por lo tanto para determinar su velocidad de
reaccién con cualquier molécula blanco se deben utilizar técnicas de cinética rdpida como la
espectroscopia de flujo detenido.

A los efectos de este trabajo inicialmente se determind la constante de descomposicidn
para el peroxinitrito en las condiciones del experimento: amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con
DTPA (0.1 mM) vy 37 °C, sabiendo que éste se descompone siguiendo una funcidon exponencial
con el tiempo (figura 36) [227]. El valor determinado en este caso fue de 0.79 s, en el orden de lo

reportado con anterioridad [132].
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Figura 36 - Descomposicion de peroxinitrito en ausencia de molécula blanco. El peroxinitrito (50 uM) en
NaOH (0.5 mM) se mezcld con amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M) con DTPA (0.1 mM) La cinética se siguid
a 290 nmy 37.1 °C, se muestra un registro tipico y su djuste a una caida exponencial simple. En el inserto se
muestra la absorbancia inicial o amplitud a 290 nm del peroxinitrito durante la realizacién de un conjunto de
disparos dentro de un experimento.

La cinética entre el peroxinitrito y la CBS se siguidé a 290 nm (& onoo- = 1.55 mM-' cm-') y no a
302 nm como es usual, para minimizar cambios espectrales debidos a la enzima. La amplitud o

absorbancia a tiempo = 0 para el peroxinitrito se mantuvo estable durante el tiempo que durd
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cada conjunto de determinaciones cinéticas. También se controld el pH al inicio del experimento
y luego del mezclado no observdndose variaciones entre ambos valores.

Debido a que para este sistema no se podian alcanzar condiciones de pseudo primer
orden y por lo tanto no se podia aplicar el método integral, la constante aparente de velocidad
se descomposicion para el peroxinitrito (kobs) s& determind trabajando con concentraciones de
peroxinitrito y CBS en rangos similares y utilizando el método de velocidades iniciales [185, 212]
considerando la porcién lineal del registro donde el consumo de peroxinitrito fue entre un 10 y un

15 %. Se siguid entonces la descomposicion de peroxinitrito (50 ugM) a 290 nm en ausencia y en

presencia de concentraciones crecientes de CBS (5, 10y 15 uM).
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Figura 37. Registro cinético de la descomposicion de peroxinitrito en presencia de concentraciones
crecientes de CBS. El peroxinitrito (50 uM) se mezcldé con concentraciones de CBS (5 10 y 15 uM) en
amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M) con DTPA (0.1 mM). La cinética de descomposicidn del ONOO- se siguid

a 290 nmy 37 °C.
Los registros cinéticos muestran un aumento en la velocidad de descomposicion del ONOO-

con la concentracion de enzima (figura 37) lo cual muestra que existe una reactividad directa de

la enzima con el peroxinitrito.
Debido a que los cambios en la absorbancia a 290 nm son proporcionales a los cambios en

la concentraciéon de peroxinitrito y alli los cambios en la CBS son despreciables, la velocidad

inicial de descomposicion del peroxinitrito se puede calcular como:

d| ONOO -
|: ]0 =- dA./dt = kobs (Ao -AW) = kobs [ONOOJ
dt epsilon epsilon 0
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Donde dA/dt corresponde al cambio inicial en la absorbancia, en este caso a 290 nm, Ao
es la absorbancia inicial y A oo es la absorbancia final.
Si se asume que en condiciones iniciales el consumo de sustrato es menor al 10% y se

considera constante, la keps puede ser calculada como:

K = dA/dt
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Figura 38. Determinacion de la constante cinética para la reacciéon entre CBS y ONOO- por el método de
velocidades iniciales. Para la determinacién de kobs para cada concentracion de enzima se consideraron
las réplicas de experimentos realizados en dias diferentes.

En este andlisis el valor (Ao-Ainf) fue similar en presencia y en ausencia de CBS confirmando
que a 290 nm los cambios en la absorbancia se deben sélo a la descomposicidn del peroxinitrito.
La constante cinética obtenida a partir de la pendiente mediante el ajuste por el método de
velocidades iniciales fue de (2.4 £0.3) x 104 M1 571 (figura 38).

Se redlizd ademds el ajuste a una funcién exponencial para la totalidad del tiempo
registrado (20 s) con el fin de comprobar si la constante de descomposicion del peroxinitrito se
acelera o no en presencia de la CBS. Los datos ajustaron bien a la funcién: P1 e (P2™))+ P3 y la Kexp
mostré un aumento con concentraciones crecientes de enzima, en forma similar a los resultados
obtenidos por el método de velocidades iniciales.

Por otfro lado se registrd la variaciéon con el tiempo del espectro de CBS 5 uM expuesta a

130 uM de peroxinitrito que se muestra en la figura 39.
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Figura 39. Variaciéon temporal del espectro de CBS expuesta a peroxinitrito. Se muestran espectros
registrados cada 0.58%s, desde 0.0276 a 8.86 s para CBS (5 uM) tratada con peroxinitrito (130 uM). Los
espectros se registraron con un tiempo de integracion de 3.680 ms. Resultado obtenido por la Dra. Alvarez
en la Universidad de Lincoln, Nebraska, E.E.U.U.

El espectro no mostrd la formacion de ningun intermediario de tipo ferrilo (FeV=0) que se
pudiera formar durante la reaccién como muestran ofras hemoproteinas [179]. Se observd una
disminucién en la absorbancia a 429 nm y 550 nm y un incremento a 389 nm con el tiempo
consistente con los cambios observados a punto final en este trabajo.

Si bien ocurren cambios a nivel de hemo de la enzima cuando se expone a peroxinitrito
éstos no son de gran magnitud por lo que se descarta una reaccién rapida entre el peroxinitrito y
el Fe(lll) CBS, lo cudl concuerda con la constante cinética determinada a 290 nm.

Considerando enfonces los resultados obtenidos se estudio la cinética de la reaccién a 429
nm donde el aporte a la absorbancia del peroxinitrito es despreciable y la fotalidad de los
cambios se deben al hemo enzimdtico.

Se expuso CBS (4.5 uM) a dos concentraciones de peroxinitrito (100 uM y 200 uM) y el andlisis
cinético se realizd en iguales condiciones que el ensayo anterior (figura 40). El tiempo total

registrado se ajustd a una funcidn de caida exponencial simple.
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Figura 40. Registro a 429 nm de la cinética de reaccién para la CBS expuesta a peroxinitrito. La CBS (4.5 uM)
se expuso a 100 uM (izquierda) y 200 uM (derecha) de peroxinitrito en amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M)
con DTPA (0.1 mM) y la cinética se siguié a 37 °C registrando cambios en la absorcién del hemo. Se muestra
un experimento representativo de duplicados independientes.

Los registros cinéticos a 429 nm ajustaron bien a una caida exponencial y se realizaron por
duplicado en dias diferentes. La caida de absorbancia entre Ao y Ao registrada para ambas
concentraciones de peroxinitrito coincididé con el AAbs 49 registrado en los espectros UV-Vis a
esas concentraciones de peroxinitrito para una concentracién de CBS similar (5 uM).

Los valores de kexp Obtenidos a esta longitud de onda fueron un 50 % menores (~ 0.45 s1) a
la descomposicidon del peroxinitrito sélo (0.79 s1) registrado a 290 nm. Si el hemo reaccionara con
los radicales producidos a partir de la descomposicidn homolitica del peroxinitrito, entonces la
kexpo determinada deberia tener un valor cercano a 0.9 s, en cambio se determind un valor de ~
0.45 s1. Este resultado no tiene una interpretacion simple y podrian estar reflejando por ejemplo,
la formacion rdpida de algun producto que absorbe a 429 nm y que luego decae con un valor
de 0.45 5.

4.9.2 Determinacién indirecta de la velocidad de reacciéon por competencia con

citocromo c reducido

El citocromo c reducido (cit c2*) es capaz de oxidarse a cit c3* en presencia de peroxinitrito
[182] con una k = 2.4 x 104 M! s (pH 7.4, 37 °C) y la magnitud de esta oxidacion puede ser
determinada por la desaparicion del pico a 550 nm caracteristico del cit ¢ reducido.
Conociendo entonces esa reactividad, la competencia entre la enzima y el cit ¢c2+ por el
peroxinitrito permite una aproximacion al valor de la constante cinética de segundo orden entre

la enzima y el peroxinitrito [227]. Las reacciones participantes fueron las siguientes:
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Citc* + ONOO —4— Citc™
CBS+ONOO —2P,

Dado que la relacién de concentraciones de producto generado por ambas reacciones es
proporcional a la relacién entre las constantes cinéticas, se puede determinar la constante
cinética deseada.

En el diseno de un experimento de competencia se debe considerar que el producto de la
constante cinética por la concentracion de cada una de las moléculas participantes sea 10
veces superior a la constante de descomposicion de peroxinitrito en ausencia de moléculas
blanco (0.9 s'), y en nuestro caso ademds se trabajé en condiciones tales que el porcentaje de
fuga a productos de la homdlisis fuera menor al 10 %.

Debido a que para la concentracién de CBS (167 uM) no se logrd un exceso en relacién all

peroxinitrito (100 uM), para el cdlculo de la constante cinética se utilizd la siguiente relacién [228]:

Donde A; = Cit ¢c?*, A2 = CBS , Py = Cit c3 y P2 se calcula como la diferencia entre el
citocromo oxidado en ausencia y en presencia de CBS por peroxinitrito, ki corresponde a la
constante cinética de segundo orden entre el citocromo reducido y el peroxinitrito y k2 es la
constante cinética que queremos determinar.

La tabla 3 muestra los valores obtenidos para citocromo ¢ reducido en el ensayo de

competencia con la enzima a partir de la absorbancia a 550 nm.

Condicion Cit c2* (uM)
Control 200

+ CBS (167 uM) 170

+ ONOO- (100 uMm) |70

+ CBS + ONOO- 148

Tabla 3- Competencia por peroxinitrito entre citocromo ¢ reducido y CBS. La concentfracién de citocromo
c 2* se determind a partir de la absorbancia a 550 nm obtenida con el valor de € ssonm = 21000 M' cm-'.
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Con los datos obtenidos entonces se calculd la constante cinética de segundo orden para la
reaccién entre la CBS y el peroxinitrito utilizando la relacion de constantes antes mencionada vy se
obfuvo un valor de 4.4 x 104 M s, Este valor se encuentra en el orden del obtenido por
determinacion directa de la cinética mediante la técnica de flujo detenido.

La k cinética determinada para la reaccidn entre la CBS y el peroxinitrito se encuentra en un
orden de reactividad similar al que presentan el citocromo c¢2+ [182], la oxihemoglobina [122], la
glutation peroxidasa y el aminodcido selenocisteina [138]. Posee una reactividad menor a la de otras
hemoproteinas como la HRP, la mieloperoxidasa o la lactoperoxidasa (~ 105 M- s1)[128], las
peroxirredoxinas [135, 229] y a otras moléculas como las porfirinas de manganeso y de hierro

sintéticas que contienen metales de transicion con mayor reactividad (106-107 M-1s-1)[230-232].

4.10 EFECTO SOBRE LA INACTIVACION ENZIMATICA DE ATRAPADORES DE RADICALES
DE PEROXINITRITO

Los estudios cinéticos realizados anteriormente han mostrado que la enzima reacciona

directamente con el peroxinitrito, pero también podria hacerlo con los productos de su

descomposicién, los radicales ‘NO2 y "“OH. Para analizar estas reactividades se expuso la enzima a

peroxinitrito en presencia de especies quimicas capaces de atrapar dichos radicales en forma
selectiva y eficiente.

La enzima se expuso a peroxinitrito en presencia y en ausencia de manitol, p-HPA vy frolox. El

manitol es un conocido atrapador de radicales ‘OH que reacciona con una k = 2.5 x 102 M-'s-1 a pH

7.3 y 37 °C [233]. El p-HPA es un andlogo de la tirosina (tirosina desaminada) y posee mayor
solubilidad lo que permite alcanzar soluciones mds concentradas, ademds reacciona rdpidamente
con los radicales NO2 y OH con velocidades de 3x10? M-1s1 y 1.3x10'0M-1sT respectivamente [159,
160].El trolox es un derivado hidrosoluble del a -tocoferol (vitamina E) que reacciona con el radical
NO2 con una k = 1.8 x 105 M-1s-1 asi como con el peroxinitrito directamente [234].

La actividad de la CBS (5 pM) incubada con los distinfos atrapadores en presencia y en
ausencia de peroxinitrito (400 yM) se determind mediante el método de la ninhidrina (tabla 4).
Debido a que el trolox presentd interferencias tanto en los espectros UV-Vis realizados (no se

muestran) como en el ensayo de actividad, no se considerd en este experimento.
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Condicion Actividad CBS (U/mg)
CBS 561135

+ Peroxinitrito (400 uM) 1051

+ Peroxinitrito (400 uM) + Manitol (100 mM) 675

+ Manitol (100 mM) 611 %47

+ Peroxinitrito (400 uM) + p-HPA (91 mM) 269 £ 11

+ p-HPA (91 mM) 5215

Tabla 4. Efecto del manitol y p-HPA sobre la inactivacion de la CBS por peroxinitrito. La CBS (5 uM) se expuso a
manitol (100 uM) y p-HPA (?1 uM)en presencia y ausencia de peroxinitrito (400 uM) en amortiguador fosfato (pH
7.4,0,1m) con DTPA (0.1 mM). Luego de 2 min de incubacién a 37 °C se determiné la actividad enzimdtica por el
método de la ninhidrina.

Los resultados obtenidos muestran que el manitol fue incapaz de proteger a la enzima de la
inactivacién por peroxinitrito y permite entonces descartar a la especie radical -OH como
responsable de dicha inactivacion. El p-HPA en cambio protegié parcialmente a la enzima lo que

sugiere que el radical ‘NO2 estaria participando de la inactivacion.

4.11 ESTUDIO DE LA NITRACION DE TIROSINA EN PRESENCIA DEL GRUPO HEMO DE LA
CBS

Para determinar si el Fe(lll) del hemo de la CBS en presencia de peroxinitrito es capaz de
promover una mayor nitraciéon de residuos aromdticos libres, se prepard una solucién de Tyr (0.5 mM)

que se incubd con peroxinitrito (0.5 mM) en presencia y ausencia de CBS (10 uM) (figura 41).

o 0,154
g Figura 41. Cuantificaciéon de nitrotirosina por UV-Vis.
O Se expuso Tyr (0.5 mM) a peroxinitrito (0.5 mM) en
2 0,10+ ausencia (—) y en presencia (—) de 10 uM CBS en
2 amortiguador fosfato (pH 7.4, 0,1 M). La mezcla se
'<Q incubd durante 2 min a 37 °C, se ulirdfiltrd y se
0.05 alcalinizd con NaOH hasta pH 10. Los espectros se
1 registraron a temperatura ambiente.
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La concentracién de nitrotirosina obtenida en ausencia de CBS fue 34.7 uM y en presencia de
enzima fue de 23. 2 uM mostrando que el Fe(lll) presente en el hemo de la proteina no promueve la
nitracion de residuos aromdticos libres. La cuantificacién por HPLC (figura 42) mostrd resultados
similares y comparables a los obtenidos por espectrofotometria (27 uM y 15.5 uM respectivamente).

2,01

tyr
€
€ 0081 £ 5 0,08+
o o E
— ~ c
N o 104
o 0,064 9 2 0,06 -
3} 3 NOt N
c g 05 Ke]
20,041 2 \ g 0041
] 00—y o
3 00 25 50 75 100 125 150 175 200 2
< 0,02 tiempo (min) O 0,02
’ a
L\ 2 Wl A
0,004 /\ 0,004 ~
6 8 10 12 14 16 18 20 6 8 10 12 14 16 18 20
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 42. Cuantificacién de nitrotirosina por HPLC. Se expuso Tyr (0.5 mM) a peroxinitrito (0.5 mM) en ausencia
(izguierda) y en presencia (derecha) de 10 uM CBS en amortiguador fosfato (pH 7.4, 0,1 M). Las mezclas se
incubaron durante 2 min a 37 °C, se ultrafilfraron e inyectaron en una dilucion 1/5 en una columna C18 de fase
reversa con 6.5 % acetonitrilo, 0.1% TFA y 93.4 % H2O como fase movil. Se muestra la absorbancia a 210 nm del
estandar y las muestras. El inserto en la figura de la derecha corresponde al registro del estandar a 210 nm.

Tanto las hemoproteinas como la HRP o la microperoxidasa, como aquellas que poseen un
grupo hemo de fipo hemotiolato pentacoordinado como la Pasocam, prostaciclina sintasa,
cloroperoxidasa [174, 180, 190] son capaces de formar un oxocompuesto de tipo ferrilo que aumenta
el rendimiento de nitracién del peroxinitrito. En cambio, otro hemo hexacoordinado, el citocromo c3+,
no promueve un aumento en el rendimiento de nitracién [181, 182],

En este caso, el hemotiolato hexacoordinado de la CBS tampoco promovidé una mayor
nitracion de la tirosina libre expuesta a peroxinitrito. Estos resultados coinciden con los obtenidos para
los espectros UV-Vis dependientes del tiempo en los ensayos de flujo detenido donde no se observé
la formacion de ningun intermediario de tipo ferrilo por exposicion de la CBS al peroxinitrito. Es
probable entonces que la disposicion hexacoordinada en el hemo no permita la interaccion del
dtomo de Fe con el peroxinitrito imposibilitando la formacién de ese tipo de compuestos. Es posible
ademds que el peroxinitrito en presencia de la enzima prefiera nitrar a ésta antes que a la tirosina
libre, disminuyendo su disponibilidad y por lo tanto la concentracién de nitrotirosina en presencia de

CBS es menor.
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4.12 EFECTO DEL BICARBONATO SOBRE LA NITRACION Y LA ACTIVIDAD DE LA CBS
EXPUESTA A PEROXINITRITO

4.12.1 Efecto del bicarbonato sobre la nitracion e la CBS expuesta a peroxinitrito

Para estudiar el efecto del peroxinitrito sobre la nitracidn enzimdtica y la formacién de
agregados covalentes, asi como el efecto del anién bicarbonato sobre esta exposiciéon, la CBS (5
MM) se expuso a diferentes concentraciones de peroxinitrito en presencia y ausencia de 25 mM
HCOzs vy se analizé por electroforesis (figura 43) e inmunodeteccién (figura 44).

En ausencia de bicarbonato se observd una desaparicion progresiva de la banda
caracteristica correspondiente a la enzima que se resolvid en mdultiples fragmentos hasta su
desaparicion total a la mayor concentracién de peroxinitrito (1000 uM).

En presencia de bicarbonato todas las muestras mostraron la banda correspondiente a la
enzima con intensidad similar a la de la enzima expuesta a 100 uM de ONOO- en ausencia de
bicarbonato junto con la presencia de agregaos covalentes de diferente peso molecular que se ven

tenuemente en la figura.

Figura 43- Electroforesis en SDS-PAGE de
CBS expuesta a peroxinitrito y bicarbonato.
La enzima (5 uM) fue fratada con 10, 100 y
1000 uM de ONOO- en presencia vy
ausencia de 25 mM NaHCOs. se sembrd en
geles en condiciones desnaturalizantes vy
reductoras. Carriles 1 a 3, CBS tratada con
1000, 100 y 10 ypM ONOO- en presencia de
25 mM HCOg, carriles 4 a 6 idem anteriores
en ausencia de HCOgs, carril 7, CBS confrol
(5 M), carril 8, BSA nitrada (150 uM), carril 9,
marcador de PM.

e B e

Los resultados de la electroforesis mostraron una proteccion parcial del bicarbonato frente a la
formaciéon de agregados proteicos por exposicion a peroxinitrito.
Este efecto ha sido previamente reportado por Denicola y colaboradores [140] y sugiere que

en presencia de CO2, ademds de evitar la reaccidn directa entre el peroxinitrito y la enzima, luego
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de formar el aducto con peroxinitrito y en presencia de blancos se transforma en un 35% en especies
oxidantes (COas*-y *NO2) que reaccionan mds lentamente que el "OH .
Para evaluar el grado de nitracion de la enzima por peroxinitrito en presencia de bicarbonato

se realizdé un inmunoensayo sobre las muestras anteriores con anticuerpos anti nitrotirosina.

—
Figura 44. Inmunodeteccién de nitrotirosina
en CBS expuesta a peroxinitrito en presencia
de bicarbonato. Las proteinas  se

-
80 kDa electrotransfirieron a 150 mV. Se utilizd como
anficuerpo  primario  anfinifrofirosina  de
conejo  (1/1000) y como anficuerpo

secundario antinmunoglobulina de conejo
conjugada con HRP (1/5000). La membrana
de nitrocelulosa se reveld mediante el
44 kDa sistema ECL. Carriles 1 a 3, CBS fratada con
1000, 100 y 10 uM ONOO- en presencia de 25
mM HCOs, carriles 4 a 6 igual a carriles 1 a 3
en ausencia de HCOs, carril 7, CBS control (5
uM), carril 8, BSA (150 pM) nitrada.

66 kDa

Las bandas de alto peso molecular reconocidas por los anticuerpos anfi-nitrofirosina son
debidos a la formacién de agregados previamente observados en el revelado de proteinas (figura
43) y han sido observados en frabajos previos con Mn-SOD vy surfactantes [235, 236].

La CBS en ausencia de bicarbonato mostré un patrén de nitracion creciente con la
concentracion de peroxinitrito. En presencia de bicarbonato se observd una proteccidn parcial de la
nitraciéon observada previamente manteniendo de todos modos una relacidén dependiente de la
concentracion de peroxinitrito. Este efecto protector del bicarbonato (25 mM) sobre la nitracion fue
previamente observado en la Mn-SOD para una concentracidén de 5 yM expuesta a 500 uM de
peroxinitrito, donde al aumentar la concentracién de enzima el efecto revirtid observdndose una
promocion de la nitracidn por presencia de bicarbonato [212] que también se observd en la
aconitasa mitocondrial para una concentracion de enzima de 0.1 uM y 200 yM de peroxinitrito [213].

Los datos cinéticos para la reaccién del peroxinitrito con la CBS y con el CO2 son del mismo
orden (~104 M-1s1) pero el COz2 se encuentra en exceso con respecto a la enzima. En presencia de
una baja concentracion de enzima (5 pM) el CO2 compite con ésta y reacciona
predominantemente con el peroxinitrifo. Sin embargo el CO2 no funciona como atrapador de
peroxinitrito y a su vez genera un 35 % de especies nitfrantes como el COs*-y *NO2 , sin embargo su
reaccién es mds lenta y de todos modos nitra a la enzima pero en menor magnitud de lo que lo haria

el peroxinitrito o sus radicales.
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4.12.2 Efecto del bicarbonato sobre la actividad de la CBS expuesta a peroxinitrito
Se determiné la actividad enzimdtica de la CBS expuesta a diferentes concentraciones de

peroxinitrito en presencia y en ausencia de bicarbonato para determinar su relacion con el grado de

nitracién observado en el experimento anterior.

600+ Figura 45. Actividad enzimdatica de CBS expuesta a

! peroxinitrito en presencia de bicarbonato. La CBS (5
500+ UM) fue tratada con diferentes concentraciones de
peroxinitrito en presencia (™) y ausencia (¥) de

400+ bicarbonato en amortiguador fosfato (pH 7.4, 0,1M)
1 con DTPA (0.1 mM). Luego de 2 min de incubacion
300+ a 37 °C se determiné la actividad enzimdtica por el

1 método de la ninhidrina.
200+

100+

o
P

Actividad especifica (U/mg)

OuM  10uM  100pM 400 pM 1000 uM

La actividad enzimdtica determinada para diferentes concentraciones de peroxinitrito en

presencia de bicarbonato fue compleja, ya que para 100 uM de peroxinitrito se observd un efecto
protector del bicarbonato, mientras que para 400 uyM se observd un aumento en la inactivacién.
Para la enzima aconitasa se ha observado que la presencia de bicarbonato aumenta la
inactivacion por peroxinitrito disminuyendo su valor de IC s al tercio, mientras que en términos de
nitraciéon muestra proteccion [213], al igual que lo observado en este caso con la CBS.
La proteccidon de la nitracién y la oxidacidon proteica que mostrd el bicarbonato para la CBS
expuesta a distintas concentraciones de peroxinitrito, no fue acompanada por la proteccidon de la
inactivaciéon esperada. Es probable entonces que la inactivacidén de la CBS ocurra por mecanismos
diferentes a la nitracién de residuos aromdticos.

La relacion entre grado de nitracion e inactivacién por exposicidn a peroxinitrito ha mostrado
ser variable en diferentes hemoproteinas. Algunas son inactivadas por exposicidén a peroxinitrito y esto
se correlaciona con la concentracion de nitrotirosina determinada, como es el caso de la citocromo
P450 2B1 [75] y la Mn-SOD [212] y en general poseen algin residuo de Tyr critico presente en su sitio
activo. Otras como la citocromo P450 BM-3 poseen un ICso para su inactivacion significativamente

menor a la concentracion de peroxinitrito estimada para obtener un 50 % de nitracién [179],
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sugiriendo la presencia de otros blancos como responsables de la inactivacidn como residuos de
cisteina que podrian ser modificados [237].

Con respecto a la CBS dimérica, ésta posee 7 residuos de Tyr y 6 Trp potencialmente nitrables.
La nitracién del residuo Tyr233 presente en el entorno del PLP podria ser parcialmente responsable de
la inactivacidn observada. Si bien el cofactor PLP es el principal responsable de la catdlisis en la CBS,
la conformacidén de los residuos que lo rodean se encuentran altamente conservados entre la CBS y
la OASS (O-acetilserin sulfhidrilasa). En el caso de la CBS de levaduras, ratones y humanos los residuos
Tyr233 y Gly307 son fundamentales para la especificidad por el sustrato de acuerdo con resultados
cristalogrdéficos [52]. Experimentos con mutantes de CBS en levadura donde se sustituyd el residuo
Tyr158 (correspondiente al residuo Tyr233 en la CBS humana) por un residuo Phe mostraron que la
Tyr158 si bien no participa de la catdlisis, es responsable de la especificidad por el sustrato, mediante
el mantenimiento de la conformacién cerrada del sitio activo que permite que el intermediario

aminoacrilato no se disocie del PLP [238].
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5 CONCLUSIONES

La CBS A143 purificada a partir del pladsmido pGEXCBSN se obtuvo en un alto grado de pureza
y con una actividad de 590 £ 150 U mg-', comparablea la reportada en la bibliografia.

La enzima fue inactivada por el peroxinitrito con un ICso de 163 £ 14 uM para 5 uM, mostrando
una sensibilidad moderada al peroxinitrito.

El hemo hexacoordinado de la CBS A143 en estado oxidado no reacciona con la mayoria de
los ligandos comunes de hemos y sélo ha mostrado ser reactivo frente al HgCly, sin embargo fue
modificado en estado oxidado frente al agregado de ONOO-. Los resultados espectrales obtenidos
para la enzima oxidada expuesta a peroxinitrito mostraron que existiria una pérdida de coordinacién
con el tiolato del ligando Cys52 en el hemo que seria sustituida por un residuo aminoacidico neutro
(ej: His o Pro) que desplaza el méximo de absorcion hacia el azul y en alto spin.

Si bien el hemo no estd directamente involucrado en la catdlisis y se encuentra a una distancia
de 20 A del cofactor PLP varias evidencias desarroliadas al inicio de este trabajo indican la existencia
de comunicacion entre estos dos sitios [23, 77, 92, 95]. El ligando axial del hemo, la Cys52, se
encuentra unido mediante un puente de hidrogeno con la Arg2éé y a partir de este residuo se
extiende una hélice a hasta la Thr257. El cofactor PLP se encuentra anclado a la enzima mediante un
puente de hidrégeno con ese residuo y con la Thr 260. La falta de contacto entre la Cys52 vy la
Arg266, por ejemplo por pérdida o ausencia de la Cys, es trasmitida hacia la Thr 257 y 260, alterando
la interaccién con el grupo fosfato del PLP lo que resulta en un debilitamiento en la unién de dicho
cofactor. De hecho existen dos mutaciones presentes en pacientes con homocisteinemia hereditaria
gue involucran a los residuos Arg266 y Thr257 [89]. Debido a que la pérdida de integridad del grupo
hemo no fue tan importante como la inactivacién enzimdtica observada, sobre todo a bajas
concentraciones de peroxinitrito, es probable que existan ofros factores que aporten a esta
inactivacion.

A los efectos de evaluar si la inactivacion podia deberse ademds a una interaccién con el
cofactor PLP de la enzima que participa activamente de la catdlisis, paralelamente se estudié la
reactividad del PLP libre con el peroxinitrito. Este fue modificado por el peroxinitrito aunque la
cinética para esta interaccion mostrd ser compleja, con la aparente formacién de un intermediario
mds oxidante que el propio peroxinitrito, de acuerdo a los datos obtenidos en los ensayos de
competencia con citocromo c. El PLP enzimdtico sin embargo no mostrd modificaciones por

exposicidn a peroxinitrito que se pudieran traducir en una pérdida de actividad.
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El peroxinitrito fue capaz de nitrar a la enzima en una relacidon dependiente de la dosis de
acuerdo con los resultados obtenidos por inmunodeteccion. Sin embargo la presencia de un
complejo tipo ferrilo fue descartada ya que no se observd la presencia de ningun intermediario en los
espectros dependientes de tiempo, ni un aumento en la nitracidén por la presencia de la enzima
cuando se expuso tfirosina libre a peroxinitrito.

La constante de segundo orden para la cinética de reaccidon entre el peroxinitrito y la CBS fue
determinada y su valor estuvo entre 2.4y 4.4 x 104 M-1s' a pH 7.4y 37 °C. Se demostré también que
en la inactivacién participan los radicales *NO2 y COs™.

Si bien el COs3™ protegié a la enzima de la nitracién para todas las concentraciones de
peroxinitrito ensayadas, esto no tuvo relacién directa con la inactivacion en términos generales.

Es posible entonces que la inactivacién de la CBS A143 por peroxinitrito se deba a una
contribucién de la pérdida de la integridad a nivel del hemo acompanada de la nitracion de
residuos aromdaticos en el entorno del sitio activo que podrian interferir en la catdlisis.

Los resultados obtenidos y analizados en su conjunfo indican que si bien es posible una
interaccién entre la CBS y el peroxinitrito que conduce a su inactivacion, ésto no tendria mayor
relevancia en términos bioldgicos, ya que a nivel celular existen multiples blancos con los que el
peroxinitrito ha mostrado reaccionar mds rdpidamente como es el caso de las peroxirredoxinas vy el
valor de ICso determinado hace poco probable que la CBS se altere de forma de influir sobre la
concentracién de homocisteina circulante. Esta reactividad solo adquiere relevancia fisioldgica si es
posible la formacidén de peroxinitrito cercana a la localizacién de la CBS y en flujos de
concentraciones importantes como los que podrian ocurrir en condiciones de desbalance oxidativo.

Como continuacién de este trabajo y como forma de corroborar estos resultados deberian
realizarse estudios in vivo en cultivos celulares hepdticos que aporten evidencias de la formacion de

peroxinitrito en condiciones de estrés oxidativo y sus consecuencias sobre la actividad de la CBS.
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