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Resumen en español 
Reactividad de los persulfuros 

biológicos 

Dayana Benchoam 

Programa de Posgrado en Química de la Facultad de Química 

Universidad de la República 

Programa de Desarrollo de las Ciencias Básicas 

2023 

Directora: Dra. Beatriz Alvarez 

Laboratorio de Enzimología, Instituto de Química Biológica, Facultad de 

Ciencias, Universidad de la República 

Director: Dr. Ernesto Cuevasanta 

Unidad de Bioquímica Analítica, Centro de Investigaciones Nucleares, 

Laboratorio de Enzimología y Laboratorio de Fisicoquímica Biológica, Instituto 

de Química Biológica, Facultad de Ciencias, Universidad de la República 

Los persulfuros (RSSH) cumplen roles fundamentales en procesos de 

biosíntesis, catabolismo y señalización. Derivan de los tioles (RSH) y se han 

propuesto como transductores de la señalización celular mediada por el 

sulfuro de hidrógeno (H2S). Los persulfuros poseen una química muy 

versátil; son especies ácidas y actúan como nucleófilos en su forma aniónica 

(RSS−) y como electrófilos cuando están protonados (RSSH). No obstante, 

las propiedades químicas de los persulfuros están escasamente 

caracterizadas. Este trabajo buscó contribuir a la comprensión de sus 

funciones biológicas mediante el estudio de sus propiedades básicas. 

Específicamente, se propuso estudiar la acidez y reactividad de persulfuros 

con relevancia biológica, tanto de bajo peso molecular como proteicos. Se 

observó que los persulfuros de bajo peso molecular no pueden ser aislados 

en medio acuoso debido a su alta reactividad. La incubación de disulfuros 
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en medio alcalino llevó a la formación de persulfuros, y aunque no resultó 

conveniente para prepararlos en el laboratorio, puso de manifiesto sesgos 

que pueden ocurrir en el método de cianólisis fría, una técnica 

frecuentemente usada para cuantificar persulfuros. En cambio, las 

reacciones de disulfuros con concentraciones subestequiométricas de H2S 

resultaron útiles para producir persulfuros de bajo peso molecular y fueron 

utilizadas para estudiar su acidez y reactividad. Se adaptaron métodos de 

HPLC basados en la derivatización con monobromobimano que permitieron 

cuantificar la concentración de persulfuro de glutatión generada por ambas 

estrategias. Se estudiaron seis persulfuros de bajo peso molecular, 

incluyendo los derivados de glutatión y cisteína. Los persulfuros resultaron 

ser más ácidos que los tioles correspondientes, con valores de pKa de 4.6 a 

6.3, y presentaron mayor reactividad nucleofílica que la esperada para los 

tiolatos de igual basicidad, proporcionando evidencia del efecto alfa en los 

persulfuros (aumento de la nucleofilia debido a la presencia de un átomo 

adyacente con alta densidad electrónica). Adicionalmente, se trabajó con 

dos enzimas humanas de la vía de oxidación de H2S que forman 

intermediarios persulfuros en su ciclo catlítico, la sulfuro quinona 

óxidorreductasa (SQR) y la rodanesa. Los resultados indican que la acidez 

de los persulfuros es modulada por los entornos proteicos, pues la SQR 

persulfurada tuvo un pKa de 7.8 ± 0.2. Por su parte, la rodanesa 

persulfurada presentó un pKa de 9.38 ± 0.04, probablemente debido a un 

residuo crítico del sitio activo y no al persulfuro en sí mismo. Por último, se 

comenzó a evaluar la viabilidad de desarrollar biosensores basados en la 

reactividad de los persulfuros de la rodanesa y la 3-mercaptopiruvato 

azufretransferasa (MST), obteniendo resultados prometedores con la MST 

de Leishmania major. En suma, en este trabajo se sentaron fundamentos 

sólidos sobre los persulfuros, basados en principios termodinámicos y 

cinéticos, que se espera que contribuyan a la comprensión de sus roles 

biológicos. 
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Resumen en inglés 

Reactivity of biological persulfides 

Dayana Benchoam 

Graduate Program in Chemistry, Facultad de Química 

Universidad de la República 
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2023 

Director: Beatriz Alvarez, PhD 

Laboratorio de Enzimología, Instituto de Química Biológica, Facultad de 

Ciencias, Universidad de la República 

Director: Ernesto Cuevasanta, PhD 

Unidad de Bioquímica Analítica, Centro de Investigaciones Nucleares, 

Laboratorio de Enzimología y Laboratorio de Fisicoquímica Biológica, Instituto 

de Química Biológica, Facultad de Ciencias, Universidad de la República 

Persulfides (RSSH) play key roles in biosynthesis, catabolism and signaling. 

They derive from thiols (RSH) and are proposed to transduce the signaling 

effects of hydrogen sulfide (H2S). Persulfides exhibit a very versatile 

chemistry; they are acidic species that act as nucleophiles in the anionic 

state (RSS−) and as electrophiles when protonated (RSSH). However, the 

biochemical properties of persulfides are poorly understood. This work seeks 

to contribute to the understanding of their biological functions by the study 

of their basic properties. Specifically, we aimed to study the acidity and 

reactivity of biologically relevant persulfides, both low molecular weight and 

protein persulfides. Low molecular weight persulfides could not be isolated 

in aqueous solution due to their high reactivity. The incubation of disulfides 

in alkali led to the formation of persulfides, and although it was not suitable 

for persulfide preparation in the laboratory, it revealed biases that may 

occur in the cold cyanolysis method, a technique often used to quantify 
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persulfides. In contrast, reactions of disulfides with substoichiometric 

concentrations of H2S were useful for producing low molecular weight 

persulfides and were employed to study their acidity and reactivity. HPLC 

methods based on monobromobimane derivatization were adapted to 

quantify the concentration of glutathione persulfide produced by both 

aproaches. We studied six low molecular weight persulfides, including the 

derivatives of glutathione and cysteine. Persulfides were found to be more 

acidic than the corresponding thiols, with pKa values ranging from 4.6 to 

6.3, and exhibited greater nucleophilic reactivity than expected for thiolates 

of equal basicity, providing evidence for the alpha effect in persulfides 

(increased nucleophilicity due to the presence of an adjacent atom with high 

electron density). In addition, we investigated two human enzymes of the 

H2S oxidation pathway that form catalytic persulfide intermediates, sulfide 

quinone oxidoreductase (SQOR) and thiosulfate sulfurtransferase (TST, 

rhodanese). The results indicate that the acidity of persulfides is modulated 

by protein environments, since persulfidated SQOR exhibited a pKa of 7.8 ± 

0.2. Persulfidated TST presented a pKa of 9.38 ± 0.04, probably due to a 

critical active site residue rather than the persulfide itself. Finally, we 

started exploring the feasibility of developing biosensors based on the 

reactivity of the persulfides formed in rhodanese and 3-mercaptopyruvate 

sulfurtransferase (MST), obtaining promising results with MST of Leishmania 

major. In summary, this work laid solid foundations on persulfides based on 

thermodynamic and kinetic principles, which are expected to contribute to 

the understanding of their biological roles. 
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1. Introducción 

1.1. Generalidades de los persulfuros 

Los persulfuros son especies con el grupo químico RSSH. Son compuestos 

con azufre sulfano, recibiendo este nombre los azufres que se encuentran 

unidos a dos azufres o a un azufre y a un protón ionizable [1]. 

Formalmente, los azufres del persulfuro tienen un estado de oxidación de    

-1. Al ionizarse en medio acuoso generan la especie RSS−. Desde el punto 

de vista químico, los persulfuros son especies ácidas que pueden actuar 

preferentemente como nucleófilos en su forma aniónica (RSS−) y como 

electrófilos cuando están protonados (RSSH). Los nombres recomendados 

por la IUPAC son hidrurodisulfuro, disulfanilo y ditiohidroperóxido. En este 

texto, el término “persulfuro” hace referencia a la mezcla en equilibrio de 

hidropersulfuro (RSSH) y persulfuro aniónico (RSS−) en solución acuosa, a 

menos que se especifique lo contrario.  

Desde una perspectiva bioquímica, los persulfuros están estrechamente 

relacionados con los tioles (RSH) y el sulfuro de hidrógeno (H2S). Se 

generan en vías dependientes e independientes de H2S, alcanzando 

concentraciones del orden de micromolar en tejidos de mamíferos [2–4]. Se 

forman en compuestos de bajo peso molecular, así como también en 

proteínas. La persulfuración forma parte de las modificaciones 

postraduccionales oxidativas que pueden sufrir los tioles de las cisteínas 

proteicas (Figura 1).  

En cuanto a la relevancia metabólica, los persulfuros desempeñan un rol 

crucial en una amplia gama de procesos, abarcando desde biosíntesis de 

compuestos con azufre hasta señalización celular y catabolismo. Participan 

en la biosíntesis de centros ferrosulfurados y otros cofactores, se postulan 

como candidatos para la transducción de la señalización celular mediada por 

H2S y constituyen intermediarios en la oxidación mitocondrial del H2S. 

Incluso, se ha sugerido considerar a los persulfuros como “la moneda 

corriente” de azufre reactivo celular [5,6].  

En los últimos tiempos, el interés por los persulfuros ha crecido 

enormemente. Esto se ve reflejado en el aumento de publicaciones sobre 
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nuevos métodos de cuantificación, síntesis de moléculas dadoras de 

persulfuros y estudios celulares, entre otros. De hecho, durante el período 

de tiempo en el que se desarrolló de esta tesis, se publicaron alrededor de 

500 artículos sobre persulfuros según “Pubmed” (usando “persulfide” como 

palabra clave de la búsqueda), por lo que el conocimiento de la comunidad 

científica sobre los persulfuros ha ido evolucionando. Sin embargo, los 

avances en la comprensión de las propiedades fundamentales de los 

persulfuros son menores, pese a ser de vital importancia para desarrollar 

métodos de cuantificación, interpretar experimentos que los involucren y 

entender los procesos bioquímicos en los que participan. 

 

Figura 1. Modificaciones postraduccionales oxidativas de 

cisteínas. Los tioles (RSH) pueden ser oxidados a ácidos 

sulfénicos (RSOH), disulfuros (por ejemplo, disulfuros mixtos con 

glutatión, RSSG), nitrosotioles (RSNO) y persulfuros (RSSH). A 

su vez, estas especies pueden continuar oxidándose para 

generar modificaciones adicionales. Figura adaptada de [7]. 

1.2. Roles fisiológicos de los persulfuros 

1.2.1. Persulfuros como potenciales transductores de la 

señalización mediada por H2S 

El interés por los persulfuros en las últimas décadas surge de la hipótesis de 

que podrían constituir intermediarios en la señalización iniciada por el H2S 

en modelos animales. El H2S es una molécula análoga al agua, pero con 
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azufre en lugar de oxígeno. Tiene un olor particular similar a huevo en 

descomposición, a temperatura ambiente se encuentra en estado gaseoso y 

es relativamente soluble en agua. Se ioniza a HS− y S2−, encontrándose a 

pH 7.4 como H2S (28 %) y HS− (72 %). Este último puede actuar como 

nucleófilo [8]. En este texto, “H2S” refiere a la mezcla en equilibrio de H2S y 

HS− en solución acuosa, a menos que se aclare lo opuesto.  

El azufre del H2S se encuentra en su estado más reducido, con número de 

oxidación -2. La oxidación del H2S puede generar diversos productos con 

números de oxidación hasta +6, incluyendo los persulfuros con número de 

oxidación -1. Otros productos de oxidación son el sulfato (SO4
2−), sulfito 

(SO3
2−), tiosulfato (S2O3

2−), polisulfuros orgánicos e inorgánicos (RSnSSR, 

RSnSS−, HSnS−, n ≥ 1) y azufre elemental (S8), entre otros (Figura 2).  

  

Figura 2. Deprotonación de H2S, oxidación por uno y dos electrones, y 

números de oxidación del azufre en distintas especies. Figura adaptada de [9]. 

 

Sulfuro de hidrógeno Radical sulfhidrilo Disulfuro de hidrógeno

Números de oxidación del azufre

Tiol Radical tiílo Ácido sulfénico Disulfuro

Sulfito Tiosulfato Sulfato Azufre elemental

Hidropolisulfuro Dialquilpolisulfuro

Polisulfuro

de hidrógenoPersulfuro Radical pertiílo
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Las primeras referencias al H2S datan del siglo III, donde se lo describe con 

los términos “agua divina” o “agua de azufre”. No hay más menciones en la 

literatura hasta el siglo XVI, donde comenzaron a haber referencias a 

vapores de azufre. En 1713, Ramazzini publicó un libro sobre enfermedades 

relacionadas a los oficios, donde describió al H2S como un gas tóxico, y 

unas décadas después, los gases que emanaban de las alcantarillas de París 

causaron una serie de accidentes. En 1777, Scheele publicó la síntesis 

química de H2S por primera vez, pero no fue hasta 1796 que Berthollet 

analizó el gas en cuestión, determinando que se trataba de “sulfuro de 

hidrógeno” o “hidrógeno azufrado” [10,11]. Desde ese entonces, la mayoría 

de los estudios se han enfocado en investigar sus efectos patológicos. La 

toxicidad se debe a su capacidad para inhibir la respiración celular mediante 

la inhibición de la citocromo c oxidasa mitocondrial [11–14]. Es tal su 

toxicidad, que el H2S se ha asociado a eventos de extinción masiva en la 

evolución de la vida en la Tierra [15].  

En 1989, un grupo de investigadores estaba haciendo estudios de toxicidad 

de H2S cuando se toparon con una sorpresa: detectaron H2S en los cerebros 

de ratas control que no habían sido expuestas a H2S. Esta fue la primera 

evidencia de síntesis endógena de H2S y llevó a que se sugiriera que el H2S 

podría estar cumpliendo un rol fisiológico [16]. Poco tiempo después se 

constató la síntesis endógena de H2S en humanos y bovinos [17,18]. Para 

1996, Abe y Kimura evidenciaron una función para el H2S por primera vez, 

le adjudicaron un rol de neuromodulador en el sistema nervioso [19], y en 

1997 se le asignó una función vasorrelajadora en el músculo liso vascular 

[20]. Desde entonces, se han reportado un sinfín de efectos fisiológicos con 

potenciales beneficios para la salud que están redefiniendo el rol del H2S. 

Entre estos, se encuentran interacciones con canales catiónicos en el 

sistema nervioso, atenuación del daño miocárdico por isquemia-reperfusión, 

promoción de la angiogénesis, inducción de respuestas pro/antiinflamatorias 

y efectos antioxidantes [8].  

Las vías moleculares por las cuales el H2S ejerce efectos fisiológicos no 

están claras. Una de las posibilidades es por reacciones del H2S con centros 

metálicos, ya sea por coordinación, reducción o modificación covalente de 

grupos prostéticos. Por otro lado, se han propuesto reacciones directas del 
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H2S con especies oxidantes de oxígeno y nitrógeno. No obstante, las 

reacciones del H2S con los oxidantes fisiológicos no son lo suficientemente 

rápidas como para competir con otros reductores fisiológicos [7,8,21]. Para 

calcular las velocidades se deben multiplicar las constantes cinéticas de las 

reacciones por la concentración de los reactivos, y a pesar de que el H2S 

reaccione con oxidantes con constantes cinéticas comparables a las de los 

tioles [22], las concentraciones de otros reductores fisiológicos [23] son 

varios órdenes de magnitud mayores que la del H2S tisular, que es de 4-55 

nM. Si bien los primeros estudios de H2S endógeno reportaban 

concentraciones de 30-100 µM, más recientemente y con técnicas más 

sensibles, se observó que los niveles eran mucho menores de lo que se 

creía [24–27].  

En 2009, el grupo de Snyder propuso a los persulfuros como los 

transductores de las señales del H2S [28]. Las primeras investigaciones 

sobre persulfuros fueron en la década del sesenta, previas al 

descubrimiento de que el H2S se forma endógenamente. Estos trabajos 

pioneros realizaron aportes cualitativos sobre las propiedades químicas de 

los persulfuros, lograron su síntesis química y reportaron su inestabilidad en 

solución acuosa [29–32]. Además, se constató que podían reaccionar con 

nucleófilos y electrófilos, y se desarrollaron métodos para cuantificarlos [1]. 

Con la postulación de los persulfuros como moléculas señalizadoras, los 

reportes sobre persulfuros aumentaron exponencialmente. Los trabajos de 

los últimos años proponen que la modificación de una cisteína proteica a la 

forma persulfuro podría generar cambios en su función o proteger al tiol de 

una oxidación irreversible. Por ejemplo, el transporte de H2O2 por 

acuaporina-8 es modulado por la persulfuración de una de sus cisteínas 

[33]. Además, recientemente se ha sugerido que los persulfuros juegan un 

papel protector contra la muerte celular por ferroptosis [34–36]. Los 

mecanismos de protección propuestos se discuten en 1.4.3. 

1.2.2. Persulfuros como intermediarios en biosíntesis 

Los persulfuros desempeñan un papel fundamental en la biosíntesis de 

compuestos azufrados, aportando azufre para la formación de centros 
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ferrosulfurados, tionucleósidos y diversos cofactores, como molibdopterina, 

tiamina, biotina y ácido lipoico [5,37]. Estos mecanismos involucran la 

participación de cisteína desulfurasas (IscS en procariotas, Nfs1 en 

levaduras, NFS1 en mamíferos). Estas enzimas son dependientes de 

piridoxal-5'-fosfato y utilizan cisteína para formar persulfuros intermediarios 

sobre sus cisteínas catalíticas. Los persulfuros son luego transferidos a 

diferentes receptores dependiendo de la molécula a sintetizar. Pueden ser 

transferidos a proteínas de andamiaje (IscU en procariotas, Isu1/Isu2 en 

levaduras, ISCU en mamíferos), que con la asistencia de otras proteínas 

generan los centros ferrosulfurados; a ARNt azufretransferasas, para 

reaccionar con ARNt y formar tionucleósidos; o a carboxilatos proteicos, 

produciendo tiocarboxilatos que terminen formando tiamina o 

molibdopterina [5,37,38]. La síntesis de biotina y de ácido lipoico requiere 

de persulfuros indirectamente, ya que depende de la síntesis de los centros 

ferrosulfurados [5,37]. 

1.2.3. Persulfuros como intermediarios en el catabolismo del 

H2S  

La oxidación del H2S constituye el principal sistema de detoxificación de H2S 

y ocurre fundamentalmente en la mitocondria. En esta ruta catabólica se 

liberan electrones a la cadena respiratoria mitocondrial y se forma tiosulfato 

y sulfato, los cuales pueden ser excretados en la orina. El sulfato también 

puede ser utilizado para formar ésteres de sulfato [39,40]. La vía de 

oxidación de H2S implica la participación de persulfuros como 

intermediarios, tanto de bajo peso molecular como el persulfuro de 

glutatión (GSSH), como de persulfuros proteicos, formados en la sulfuro 

quinona óxidorreductasa (SQR) y en la rodanesa. Las enzimas persulfuro 

dioxigenasa y sulfito oxidasa también participan en la oxidación del H2S, 

aunque no forman persulfuros proteicos intermediarios. Si bien hay un 

consenso en los intermediarios y enzimas involucradas en esta vía [41–44], 

hay controversias respecto a qué sustratos utilizan algunas de las enzimas 

y, por lo tanto, el orden en que actúan.  

Las dos vías propuestas plantean que la SQR transfiere el azufre de H2S a 

un sustrato aceptor y los electrones a la coenzima Q (CoQ, ubiquinona), 
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pero difieren en la identidad del sustrato aceptor. Una de las propuestas 

indica al glutatión (GSH) como sustrato aceptor (Figura 3A) [43,44], 

mientras que la otra propone al sulfito (Figura 3B) [42,45]. El producto de 

la reacción de la SQR condiciona el sentido de la reacción que cataliza la 

rodanesa, ya que es capaz de formar GSH y tiosulfato a expensas de sulfito 

y GSSH (Figura 3A), o viceversa (Figura 3B). Ambas propuestas coinciden 

en que la persulfuro dioxigenasa consume GSSH junto con dioxígeno para 

formar GSH y sulfito, y en que la sulfito oxidasa utiliza sulfito para generar 

sulfato (Figura 3A,B) [46,47].  

 

Figura 3. Propuestas para la vía de oxidación mitocondrial del H2S. En el 

primer paso, la SQR cataliza la transferencia del azufre de H2S a un aceptor de 

azufre (GSH en A, sulfito en B) y cede los electrones a la cadena de transporte 

mitocondrial mediante la coenzima Q (CoQ). La rodanesa (TST) transfiere el azufre 

sulfano del producto de la SQR (GSSH en A, tiosulfato en B) a un aceptor (sulfito en 

A, GSH en B) para generar un producto adicional (tiosulfato en A, GSSH en B). 

Ambas alternativas proponen que la persulfuro dioxigenasa (PDO) utiliza el GSSH y 

dioxígeno para producir GSH y sulfito, y que este último es utilizado por la sulfito 

oxidasa (SO) para generar sulfato como producto final. Según A, el tiosulfato 

también constituye un producto final. En algunas reacciones se omitieron protones o 

electrones para simplificar. 

1.3. Formación de persulfuros  

Se han identificado varias rutas para la formación endógena de persulfuros. 

Algunas de ellas dependen de H2S mientras que otras no. Los niveles de 

persulfuros endógenos medidos han ido cambiando conforme se desarrollan 

nuevos métodos de detección y cuantificación (detalles en 1.5). Por 



24 

ejemplo, el estudio que propuso la persulfuración in vivo por primera vez, 

planteó que hasta el 25 % (~1 mM) de las proteínas hepáticas de ratón 

estaban persulfuradas [28], y para cuando comenzó esta tesis, se estimaba 

un nivel de >100 µM de GSSH [48]. Con el desarrollo de mejores métodos 

en los últimos años, se han obtenido resultados más confiables. En células 

endoteliales aórticas bovinas se detectaron ~2 µM de persulfuros totales 

[2], mientras que en tejido hepático de ratón se midieron niveles de ~7 µM 

de GSSH, ~2 µM de persulfuro de cisteína (CysSSH) y ~37 µM de 

persulfuros proteicos [3]. Además, se ha propuesto que el 0.15 % (~6 µM) 

de las proteínas en cultivos de células embrionarias humanas de riñón 

(HEK293) se encuentran persulfuradas [4].  

Por otro lado, dada la compleja química de los persulfuros (detallada en 

1.4), la obtención de persulfuros en el laboratorio no es trivial. Los 

mecanismos implicados in vivo han servido de inspiración para desarrollar 

estrategias para sintetizar persulfuros in vitro. Asimismo, se han 

desarrollado metodologías adicionales que, aunque carezcan de relevancia 

biológica, son útiles para preparar persulfuros en el laboratorio. 

Frecuentemente, la preparación de persulfuros se ve limitada por barreras 

experimentales e interferencias de productos adicionales en los preparados.  

A continuación, se describen las reacciones de formación de persulfuros 

junto a la relevancia biológica y sus aplicaciones en el laboratorio.  

1.3.1. Reacciones que dependen directamente de H2S 

El H2S, más precisamente el HS−, es capaz de atacar nucleofílicamente a 

derivados oxidados de tioles para formar persulfuros y productos 

adicionales. Estos mecanismos han sido invocados para explicar las posibles 

vías de señalización del H2S y pasos catalíticos en su catabolismo. Cabe 

destacar que el H2S no puede reaccionar con tioles en ausencia de 

oxidantes; ambos contienen azufre en su estado más reducido y la 

termodinámica de formación de persulfuro a partir de H2S y tiol es muy 

desfavorable [8]. 

 



25 

Disulfuros 

La reacción de H2S con un disulfuro (RSSR) da lugar a un persulfuro y un 

tiol (Ec. 1).  

Ec. 1 RSSR + HS− ⇄ RSSH + RS− 

Esta reacción fue originalmente planteada para el primer paso de la vía de 

oxidación mitocondrial del H2S. Se postuló que la reacción del H2S con un 

disulfuro de la SQR produciría un persulfuro en una de las cisteínas y un tiol 

en la otra [42]. Recientemente, se planteó un mecanismo alternativo para 

la SQR humana debido a que las estructuras cristalográficas revelaron que 

las cisteínas críticas forman un trisulfuro en lugar de un disulfuro [49]. Sin 

embargo, la reacción del H2S con un disulfuro sigue siendo el mecanismo 

propuesto para la enzima ortóloga de algunas bacterias como 

Acidithiobacillus caldus [50]. Las reacciones de disulfuros de bajo peso 

molecular con H2S tienen constantes de velocidad relativamente lentas, 

similares a las reacciones de intercambio tiol-disulfuro [51], y considerando 

las bajas concentraciones celulares de disulfuros, probablemente no 

contribuyan significativamente a los niveles de persulfuros endógenos.  

Estas reacciones son comúnmente utilizadas para preparar persulfuros en el 

laboratorio, tanto proteicos como de bajo peso molecular. Para formar 

persulfuros en proteínas se genera un disulfuro mixto de la cisteína de una 

proteína con un tiol de bajo peso molecular, y luego se expone a 

concentraciones equimolares de H2S. La idea es obtener el persulfuro de la 

proteína, pero también se podría formar el persulfuro a nivel del tiol de bajo 

peso molecular; dependerá de la acidez de los grupos salientes, 

favoreciendo la salida del de menor pKa, y de los impedimentos estéricos. 

Esta metodología ha permitido generar persulfuros en la glutatión 

peroxidasa 3 [52], papaína [52,53] y albúmina [51].  

Asimismo, es una práctica frecuente preparar GSSH (Ec. 2) o CysSSH (Ec. 

3) a partir de H2S y los disulfuros simétricos correspondientes, GSSG o 

cistina, respectivamente [52–56].  

Ec. 2 GSSG + HS− ⇄ GSSH + GS− 



26 

Ec. 3 CysSSCys + HS− ⇄ CysSSH + CysS− 

A pesar de que las reacciones de H2S y disulfuros de bajo peso molecular 

parezcan sencillas, gracias a algunos estudios en la literatura y a resultados 

obtenidos en este trabajo, hoy en día se sabe que dan como resultado 

mezclas complejas. Para empezar, son reacciones reversibles [4,51–

53,57,58]. A su vez, mientras trabajos tempranos asumían formación 

estequiométrica de persulfuro y tiol [52–54], estudios posteriores sugirieron 

que se generan múltiples equilibrios [57] y se forman diversas especies 

[58], por lo que la concentración de persulfuro no debería ser estimada a 

partir de la concentración inicial de los reactivos ni de la concentración del 

tiol generado. No obstante, estas reacciones no se habían caracterizado 

exhaustivamente. Nuestro grupo comenzó a estudiar su cinética antes del 

comienzo de esta tesis. Se vio que ocurren por mecanismos concertados 

SN2. Siguiendo el consumo de H2S, se obtuvieron valores para las 

constantes cinéticas de las reacciones directas entre H2S y varios disulfuros 

de bajo peso molecular, por ejemplo, 0.16 M-1 s-1 para GSSG y 0.6 M-1 s-1 

para cistina (pH 7.4, 25 °C) [51]. Estos valores demuestran que las 

reacciones son lentas, posiblemente no siendo relevantes desde el punto de 

vista fisiológico. Si bien un trabajo de hace décadas estudió tanto la 

reacción directa como la reversa de cistina con H2S, esos experimentos se 

hicieron a pH 10 [59], por lo que es probable que la cinética se viera 

afectada por tener las especies completamente deprotonadas y por la 

eliminación del disulfuro en medio alcalino (ver 1.3.3).  

Ácidos sulfénicos 

La reacción de H2S con un ácido sulfénico (RSOH) produce un persulfuro e 

hidróxido (Ec. 4). 

Ec. 4 RSOH + HS− → RSSH + HO− 

La formación de persulfuros proteicos a partir de proteínas sulfeniladas y 

H2S se ha postulado como una estrategia de protección celular para rescatar 

a las proteínas antes de que sufran sobreoxidación de las cisteínas a los 

estados de ácidos sulfínico (RSO2H) y sulfónico (RSO3H), que constituyen 

modificaciones irreversibles [2,60,61]. 
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Estas reacciones pueden ser usadas para preparar persulfuros proteicos in 

vitro. Por lo general, se incuba la proteína reducida con concentraciones 

equimolares de un oxidante, como H2O2, y de H2S. Esta estrategia se ha 

utilizado para formar un persulfuro en la albúmina [51,62] y en la 

peroxirredoxina de M. tuberculosis AhpE [63]. El principal obstáculo de la 

estrategia radica en que los ácidos sulfénicos suelen ser inestables. Por 

ejemplo, llevó a la sobreoxidación de una variante de tiorredoxina (Trx) con 

una sola cisteína en lugar de formar el persulfuro [64].  

Trisulfuros  

El ataque del H2S a un trisulfuro puede generar dos persulfuros (Ec. 5).  

Ec. 5 RSSSR' + HS− ⇄ RSSH + R'SS− 

Este mecanismo se propuso para la SQR humana tras la observación de que 

las dos cisteínas de su sitio activo se encuentran formando un trisulfuro. Se 

propone que el trisulfuro es atacado por H2S para formar dos persulfuros 

sobre la proteína [49,65,66]. 

Nitrosotioles 

Los nitrosotioles (RSNO) son especies muy reactivas y son capaces de 

reaccionar con H2S [67,68]. El ataque de H2S al azufre del nitrosotiol, con 

liberación de nitroxilo, se ha propuesto como una de las vías de formación 

de persulfuros (Ec. 6) [9,12]. Sin embargo, esta reacción es 

termodinámicamente desfavorable en comparación con el ataque del H2S al 

nitrógeno del nitrosotiol, que produciría tiol y ácido tionitroso (HSNO, Ec. 7) 

[68]. También se ha propuesto la formación de pertionitrito (SSNO−) [69]. 

En una caracterización exhaustiva de los productos de la reacción de 

nitrosoglutatión (GSNO) con H2S se detectó GSSH, pero se sugirió que se 

estaba formando a partir de derivados sulfénicos en lugar de formarse por 

reacción directa [70]. No obstante, las interacciones entre nitrosotioles y 

H2S son controversiales y distintos grupos han obtenido resultados 

contradictorios [71]. A su vez, determinados contextos proteicos alteran la 

termodinámica de estas reacciones [72–74] y eventualmente se podría 
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favorecer el ataque de H2S sobre el azufre de los nitrosotioles [8], pero aún 

no hay evidencia de generación de persulfuros por este mecanismo.  

Ec. 6 RSNO + HS− ⇄ RSS− + HNO 

Ec. 7 RSNO + HS− ⇄ RS− + HSNO 

1.3.2. Reacciones que dependen indirectamente de H2S 

Hay vías de formación de persulfuros que involucran al H2S indirectamente. 

Estos mecanismos utilizan el azufre de productos de oxidación del H2S para 

formar persulfuros. Procesos de este tipo intervienen en pasos catabólicos 

del H2S y vías de señalización, generando intermediarios persulfuros en 

enzimas o modificaciones postraduccionales de proteínas. 

Reacción de tioles y azufres sulfanos ionizables 

Los productos oxidados del H2S que contienen un azufre sulfano ionizable 

(azufre unido a un azufre y a un hidrógeno) son capaces de ceder el azufre 

sulfano a un tiolato para formar el persulfuro derivado del tiol y un producto 

adicional. Los compuestos con azufre sulfano ionizable que pueden 

reaccionar con los tioles incluyen el tiosulfato (Ec. 8), los polisulfuros de 

hidrógeno (Ec. 9), los persulfuros (Ec. 10) y los alquilhidropolisulfuros (Ec. 

11). En el caso de la reacción con un persulfuro, la reacción se denomina 

transpersulfuración (ver 1.4.4). 

Ec. 8 SSO3
2− + RS− ⇄ RSS− + SO3

2− 

Ec. 9 HSnSH + RS− ⇄ RSSH + HSn
−, n ≥ 1 

Ec. 10 RSSH + R'S− ⇄ R'SSH + RS− 

Ec. 11 RSnSSH + R'S− ⇄ R'SSH + RSnS−, n ≥ 1 

Estos mecanismos tienen relevancia en la síntesis de cofactores azufrados y 

en la vía mitocondrial de consumo del H2S [8,37]. Por ejemplo, algunas de 

estas reacciones están implicadas en los mecanismos catalíticos de la 

rodanesa, una tiosulfato azufretransferasa, y la 3-mercaptopiruvato 

azufretransferasa (MST), que abstraen el azufre de una molécula dadora 
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para transferirlo a una aceptora mediante la formación de las enzimas 

persulfuradas como intermediarios (Figura 4). El tiolato del sitio activo de la 

rodanesa puede extraer el azufre sulfano del tiosulfato o de GSSH para 

formar rodanesa persulfuro y sulfito (Ec. 8) o GSH (Ec. 10), 

respectivamente. A su vez, el persulfuro de la rodanesa puede ser 

transferido a un tiol aceptor, como a GSH para generar GSSH (Ec. 10). Por 

su parte, la MST persulfuro puede donar el sulfano a aceptores tiofílicos 

proteicos, como Trx, o de bajo peso molecular, como cisteína para formar 

CysSSH (Ec. 10) [8,75,76]. 

 

Figura 4. Mecanismo mínimo de rodanesa y MST. En el primer 

paso, el tiol del sitio activo abstrae el azufre de una molécula dadora 

(DS) para formar un persulfuro en la enzima y liberar el primer 

producto (D) (a). En el segundo paso, el azufre sulfano del persulfuro 

es transferido a una molécula aceptora (A−) para regenerar la enzima 

reducida y formar el segundo producto (ASH) (b). 

Estas vías de formación pueden ser aprovechadas para generar persulfuros 

en el laboratorio. La MST ha sido utilizada para formar persulfuro en una 

Trx (TrxSSH) [64], mientras que el GSSH puede ser preparado 

enzimáticamente con rodanesa a expensas de tiosulfato y GSH. A su vez, se 

puede preparar el persulfuro de rodanesa por exposición de la enzima 

reducida a tiosulfato en ausencia de aceptor. Alternativamente, se puede 

utilizar bencenotiosulfonato [77] o p-toluenotiosulfonato en lugar de 

tiosulfato [45]. 

La reacción de tioles con disulfuro de hidrógeno (H2S2), generado por la 

disolución de sales como Na2S2, es comúnmente usada para preparar 

persulfuros, y ha servido para preparar CysSSH y TrxSSH [64]. Por otro 



30 

lado, se han utilizado sales de polisulfuros inorgánicos como fuente de 

sulfanos para formar persulfuros en células [4,34,78]. No obstante, estas 

sales deben usarse con cautela, ya que son inestables en medio acuoso y 

los stocks pueden convertirse en una mezcla de especies rápidamente [79]. 

En relación con los polisulfuros inorgánicos (HSnSH, HSn
−, Sn

2−, n ≥ 2), se 

resalta que éstos pueden reaccionar entre sí, con H2S y con azufre 

elemental, cambiando la longitud de la cadena. Además, pueden estar en 

equilibrio con pequeñas cantidades de especies radicalares, como la especie 

de color azul S3
•− [80]. 

Reducción de dialquilpolisulfuros 

La reducción de dialquilpolisulfuros (RSnSSR, n ≥ 1), ya sea por tioles u 

otras moléculas, puede generar persulfuros (Ec. 12). Por ejemplo, la 

reacción de un dialquiltrisulfuro y un tiol puede producir un persulfuro y un 

disulfuro (Ec. 13). Cabe destacar que el persulfuro que se forma en esta 

reacción deriva del dialquilpolisulfuro, a diferencia de la reacción de los 

tioles con los azufres sulfanos ionizables donde el persulfuro resultante 

deriva del tiol. La reacción de un tiol y un dialquiltrisulfuro no 

necesariamente forma persulfuro, pues el ataque sobre el azufre sulfano 

generaría un intercambio tiol-trisulfuro (Ec. 14) [64].  

Ec. 12 RSSSnR + Nu− ⇄ RSS− + NuSnR, n ≥ 1 

Ec. 13 RSSSR + R'S− ⇄ RSS− + R'SSR 

Ec. 14 RSSSR + R'S− ⇄ RSSSR' + RS− 

La formación de persulfuros por esta vía se observa en la reacción de GSH 

con el derivado de ajo dialiltrisulfuro (DATS), que genera el persulfuro 

derivado de DATS (Figura 5A) [81]. Asimismo, la glutatión reductasa (GR), 

cuya función principal es catalizar la reducción de glutatión disulfuro (GSSG) 

a GSH a expensas de NADPH, también es capaz de usar los electrones del 

NADPH para reducir dialquiltrisulfuro de glutatión (GSSSG) (y polisulfuros 

superiores) para formar GSSH (Figura 5B) [4,34,48,82]. No obstante, dados 

los niveles de GSSG y GSSSG in vivo [23] y las cinéticas de ambas 
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reacciones [82], la reducción de GSSSG por GR no parecería ser relevante 

fisiológicamente.  

 

Figura 5. Reducción de dialquilpolisulfuros y formación de persulfuros. 

A) Reacción de DATS con GSH. B) Reducción de GSSSG por GR y NADPH. 

La reducción de dialquilpolisulfuros puede ser aprovechada en el laboratorio 

para preparar persulfuros. Por ejemplo, para preparar GSSH a partir de 

GSSSG y NADPH en presencia de GR. Incluso, algunos dialquilpolisulfuros 

como el DATS o el dialquiltrisulfuro de cisteína se han usado como fuente de 

persulfuros en cultivos celulares [34,58,78,83].  

Procesos radicalares 

La oxidación por un electrón de H2S genera el radical sulfhidrilo (HS•), que 

puede formar persulfuros tras reaccionar con tioles y dioxígeno (Ec. 15, Ec. 

16) [8,62].  

Ec. 15 HS• + RS− → RSSH•− 

Ec. 16 RSSH•− + O2 → RSSH + O2
•− 

Estas reacciones se plantean para el radical sulfhidrilo que se presume que 

se genera en la reducción de citocromo c por H2S. El supuesto radical podría 

reaccionar con proteínas para dar proteínas persulfuradas y superóxido 

(O2
•−). Alternativamente, el radical sulfhidrilo podría ser atrapado por 

oxígeno generando el radical HSO2
• para terminar dando sulfito y tiosulfato 

[84].  
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La formación de persulfuro por esta vía se ha visto en el laboratorio, pues la 

exposición de GAPDH a H2S con una porfirina férrica como fuente de radical 

sulfhidrilo, dio lugar a GAPDH persulfurada [62].  

Existen otros procesos radicalarios que podrían generar persulfuros, como la 

reacción del radical tiílo (RS•) con el radical sulfhidrilo (Ec. 17) o con H2S 

dando el anión radical persulfuro (RSSH•−) (Ec. 18, Ec. 16), pero no es 

probable que ocurran in vivo por la corta vida media y las bajas 

concentraciones que alcanzan estos radicales [8].  

Ec. 17 HS• + RS• → RSSH 

Ec. 18 RS• + HS− → RSSH•− 

1.3.3. Reacciones independientes de H2S  

Existen enzimas capaces de sintetizar persulfuros en mecanismos que no 

dependen de H2S ni de sus derivados de oxidación, sino que utilizan tioles 

como fuente de azufre. Estas vías están vinculadas a procesos biosintéticos 

en los que es necesario adicionar átomos de azufre para formar cofactores. 

También existen actividades catalíticas capaces de formar persulfuros a 

partir de disulfuros de bajo peso molecular. A su vez, hay procesos químicos 

que generan persulfuros que pueden ser aplicados en el laboratorio sin 

necesitar de H2S ni de sus productos de oxidación.  

Eliminación de tioles 

Como se mencionó previamente, las cisteína desulfurasas tienen un rol 

importante en la síntesis de centros ferrosulfurados, tionucleósidos, 

molibdopterina y otros cofactores. Con la asistencia de piridoxal-5'-fosfato, 

extraen el azufre de la cisteína para liberar alanina y formar un persulfuro 

proteico intermediario (Figura 6A), que será luego transferido a una 

proteína aceptora [37,85,86]. Por su parte, la MST abstrae el azufre del 

producto de transaminación de cisteína, el 3-mercaptopiruvato (3-MP), 

generando la enzima persulfurada y liberando piruvato (Figura 6B). Por lo 

tanto, para preparar persulfuros sobre estas enzimas in vitro bastaría con 

incubar las enzimas reducidas con el correspondiente dador de azufre [87]. 
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Un grupo de investigación ha sugerido que las cisteinil-ARNt sintetasas 

podrían transferir azufre entre cisteínas para formar CysSSH y catalizar la 

unión de CysSSH y polisulfuros de cisteína al ARNt. Esto significaría que la 

persulfuración de proteínas ocurriría principalmente a nivel de la traducción 

en lugar de constituir una modificación postraduccional de las cisteínas 

[56]. No obstante, los autores no han caracterizado esta actividad 

enzimática in vitro y no se ha comprobado la presencia del cofactor 

propuesto, piridoxal-5'-fosfato. Estos estudios no son del todo concluyentes 

y tienen puntos débiles, como falta de controles e inconsistencias entre 

resultados. A su vez, no ha sido verificado por otros grupos de 

investigación. 

 

Figura 6. Formación de persulfuros proteicos por eliminación de tioles. 

A) Abstracción del azufre de cisteína por cisteína desulfurasas. B) Abstracción 

del azufre de 3-MP por MST. 

Eliminación de disulfuros  

Las enzimas de la vía de la transulfuración, cistationina β-sintasa (CBS) y 

cistationina γ-liasa (CSE), catalizan la α,β-eliminación de cistina para formar 

CysSSH (Figura 7A). La CSE además cataliza la síntesis del persulfuro de 

homocisteína (HcySSH) por la α,γ-eliminación de homocistina (Figura 7B) 

[48,88,89]. Considerando las bajas concentraciones de cistina y 

homocistina en el citosol, no se considera que estas reacciones sean 

significativas a nivel fisiológico en condiciones normales [88]. No obstante, 

ambas enzimas tienen influencia indirecta en los niveles fisiológicos de 
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persulfuros, ya que además de las reacciones canónicas, catalizan 

reacciones secundarias formadoras de H2S. Por otra parte, se han reportado 

enzimas de plantas y bacterias con actividad cistina liasa que formarían 

CysSSH, pero su implicancia biológica aún no está elucidada [90–92].  

La eliminación de disulfuros con la concomitante formación de persulfuros 

también puede ser iniciada por una base fuerte (Figura 7C). La exposición 

de disulfuros peptídicos o proteicos a pH alcalino genera un persulfuro y un 

derivado de dehidroalanina por β-eliminación [93–97]. Si bien las 

condiciones de esta reacción no parecen tener relevancia biológica, ciertos 

entornos proteicos podrían promoverla. Por ejemplo, este mecanismo se ha 

postulado para explicar cómo una proteína del ojo humano, la βA4 

cristalina, forma dehidroalanina. En este caso, una lisina sería la 

responsable de abstraer el protón (del carbono β respecto al azufre) de la 

cistina [98].  

 

Figura 7. Formación de persulfuros por eliminación de disulfuros. A) α,β-

eliminación de cistina catalizada por cistationina β-sintasa (CBS) y cistationina γ-

liasa (CSE). B) α,γ-eliminación de homocistina catalizada por CSE. C) β-

eliminación de disulfuros en medio alcalino. 

Las reacciones de eliminación parecerían una manera relativamente fácil de 

sintetizar persulfuros in vitro. Además, presentarían varias ventajas: no 

implican H2S ni polisulfuros de hidrógeno y no se generan tioles como 

coproductos que podrían interferir en ensayos posteriores, aunque forman, 

en simultáneo, derivados electrófilos. En el laboratorio se podría formar 
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CysSSH y/o HcySSH enzimáticamente a partir de los disulfuros 

correspondientes y CBS y/o CSE (Figura 7A,B). La principal limitación de 

este método es la obtención de las enzimas puras y activas. En caso de 

querer prescindir de enzimas, se podrían incubar disulfuros en medio 

alcalino (Figura 7C). La insulina [93,95] y GSSG [95,97] en NaOH han 

demostrado formar persulfuros. A su vez, la incubación de tioles con 9-

fluorenilmetil carboxipiridinil disulfuro genera un disulfuro mixto que, tras 

ser sometido a una base, produce el persulfuro correspondiente al tiol 

original [99]. Esta estrategia puede ser usada para formar persulfuros en 

tioles proteicos y de bajo peso molecular. Cabe destacar que el pH alcalino 

es una condición extrema que podría afectar la integridad de las proteínas, 

por lo que esta técnica debe ser usada con cautela. 

Otras estrategias inspiradas en la química orgánica  

Los trabajos más antiguos reportan formación de persulfuros por síntesis en 

solventes orgánicos [8,21,100–102], lo cual posee la ventaja de aumentar 

su estabilidad o la de sus precursores. Los persulfuros se pueden preparar 

por hidrólisis ácida de un acildisulfuro (Figura 8A) o a partir de un 

metoxicarbonildisulfuro por el desplazamiento de alcóxido (Figura 8B). En 

los últimos años, estas reacciones han servido para obtener persulfuros que 

pudieran ser estudiados en solventes orgánicos, así como para desarrollar 

precursores que, al ser incubados en medio acuoso, generan persulfuros 

[35,103–108]. Entre estas estrategias se destaca la síntesis del persulfuro 

de N-metoxicarbonil penicilamina (MCP-SSH, abreviado frecuentemente 

NAP-SSH por analogía con el nitrosotiol SNAP) al colocar S-metoxicarbonil 

penicilamina disulfuro (MCPD) en solución acuosa (Figura 8C) [106]. 
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Figura 8. Formación de persulfuros a expensas de carbonildisulfuros. A) 

Hidrólisis ácida de un acildisulfuro. B) Desplazamiento de alcóxido a partir de un 

metoxicarbonildisulfuro. C) Síntesis de MCP-SSH a partir de MCPD. 

1.4. Propiedades químicas de los persulfuros 

Los persulfuros tienen una química muy versátil que es explotada en los 

mecanismos catalíticos de varias enzimas. Comparten algunas propiedades 

con los tioles y con los disulfuros, por lo que son comparados 

frecuentemente. Los persulfuros presentan acidez, alcanzando equilibrios 

entre las especies protonadas y deprotonadas en solución acuosa. Actúan 

como nucleófilos, especialmente cuando están deprotonados (RSS−) y como 

electrófilos cuando están protonados (RSSH). El carácter dual hace que los 

persulfuros aislados reaccionen consigo mismos en procesos de 

desproporcionación y decaigan en medio acuoso.   

1.4.1. Acidez 

Los persulfuros son especies ácidas que se ionizan en solución acuosa para 

dar el persulfuro aniónico correspondiente (Ec. 19). 

Ec. 19 RSSH ⇄ RSS− + H+ 

Se predice que los persulfuros son más ácidos que los tioles análogos. Esta 

predicción se debe a que el enlace S-H es más débil en los persulfuros que 

en los tioles según los cálculos de energías de disociación de enlace para 
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ambos compuestos, así como experimentos de infrarrojo, Raman y RMN 

[8,102–104,109,110]. Sin embargo, hay muy pocos datos de constantes de 

disociación disponibles en la literatura. Para cuando comenzó esta tesis, 

había una sola determinación experimental de pKa de persulfuro de bajo 

peso molecular: el del 2-(3-aminopropil-amino)etano persulfuro. Su pKa fue 

determinado por la reacción con un radical alquilo y resultó de 6.2, 1.4 

unidades menor que el pKa del tiol correspondiente de 7.6 [111]. En el 

2017, a partir de la reacción con radicales peroxilo, se determinó un pKa de 

7 para el cumilpersulfuro [110], mientras que se espera un pKa >10 para el 

cumiltiol en base a datos para tioles similares [112]. En el 2019 se publicó 

un artículo que reportaba un pKa de 6.9 para el GSSH, determinado 

mediante una metodología denominada espectroscopía de resonancia 

sincrónica [113]. Sin embargo, la metodología propuesta presentó serios 

problemas de especificidad que los llevó a obtener resultados de dudosa 

confiabilidad. Con intención de evitar la propagación de resultados erróneos, 

nuestro grupo realizó un esfuerzo para demostrar con experimentos 

originales los inconvenientes de la técnica utilizada, resultando en la 

publicación de un comentario en la misma revista que el artículo original 

[114].  

En resumen, las dos determinaciones experimentales confiables de pKa 

corresponden a persulfuros sintéticos. En base a estudios computacionales, 

se hizo una estimación de pKa de 4.34 para CysSSH [51], que da un indicio 

de que el persulfuro probablemente sea más ácido que la cisteína, que 

posee un pKa de 8.29 [115]. Una mayor acidez implicaría que, a pH 

fisiológico, hubiese mayor disponibilidad de las especies aniónicas de 

persulfuros que de tioles. Además, considerando que en las reacciones de 

sustitución se favorece la salida de los grupos de menor pKa, se esperaría 

que las reacciones de nucleófilos y trisulfuros que forman persulfuros (Ec. 

20) fueran más rápidas que las de los nucleófilos con disulfuros donde se 

generan tioles (Ec. 21). 

Ec. 20 RSSSR + Nu− ⇄ RSNu + RSS− 

Ec. 21 RSSR + Nu− ⇄ RSNu + RS− 
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En cuanto a la acidez de persulfuros proteicos, los reportes son muy 

limitados. Estudios realizados en la década del setenta con rodanesa bovina 

han asociado valores de pKa de 5.9 y 9.4 para la forma persulfuro y de 7.8 

y 9.9 para la forma tiol [116,117], aunque no está establecido a qué 

residuos corresponden. Si bien estos datos aportan información valiosa para 

comprender la catálisis enzimática, han pasado desapercibidos en la 

literatura actual. De hecho, las publicaciones de los últimos años sostienen 

que no se dispone de datos de acidez de persulfuros proteicos y, en base a 

los escasos reportes de persulfuros de bajo peso molecular, a menudo 

sugieren que probablemente tengan pKas más bajos que los tioles análogos. 

Incluso, se ha desarrollado un método para detectar persulfuros proteicos 

basado en esta hipótesis (se detalla más adelante) [118]. Por el contrario, 

es de esperar que la acidez de los persulfuros proteicos sea modulada por 

los entornos proteicos particulares, similar a lo que sucede con los tioles y 

otros grupos funcionales. Efectivamente, se ha observado que un pH 

relativamente bajo afecta a las reactividades de algunos persulfuros 

proteicos de forma variable, resultando en un aumento de la reactividad en 

algunas proteínas y una disminución en otras [118]. En conclusión, no se 

deberían hacer generalizaciones ni extrapolar las observaciones de acidez 

de los persulfuros de bajo peso molecular a los persulfuros proteicos. 

1.4.2. Nucleofilia 

La nucleofilia de los persulfuros se atribuye mayoritariamente a la especie 

deprotonada (RSS−). Dicha especie es capaz de atacar a electrófilos (E+) 

para formar derivados disulfuro (Ec. 22).  

Ec. 22 RSS− + E+ → RSSE 

Por ejemplo, la derivatización de persulfuros con agentes alquilantes como 

monobromobimano (mBrB), iodoacetamida (IAM) y N-etilmaleimida (NEM), 

da lugar a disulfuros mixtos [52,53,64,119]. Los disulfuros, polisulfuros, 

peróxidos y centros metálicos constituyen algunos de los blancos de ataque 

nucleofílico de los persulfuros. In vivo, esta propiedad sería aprovechada en 

el mecanismo catalítico de la SQR humana, pues se ha postulado que uno 

de los dos persulfuros que se forman en el sitio activo ataca al cofactor 
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flavín adenín dinucleótido (FAD) de la enzima (detalles más adelante) 

[49,65]. 

Se ha propuesto que los persulfuros son mejores nucleófilos que los tioles 

[53,120]. Algunas evidencias que apoyan esta hipótesis son las reacciones 

de 4,4'-ditiodipiridina (DTDPy) con los persulfuros formados en albúmina o 

en la peroxirredoxina MtAhpE, que resultaron más rápidas que las de los 

tioles proteicos correspondientes al mismo pH [51,63]. Asimismo, los 

arilpersulfuros tuvieron una nucleofilia mayor que los ariltiolatos en las 

reacciones con haluros de alquilo en solventes orgánicos [121].  

La nucleofilia acentuada de los persulfuros puede racionalizarse por el 

efecto alfa [51,53,120–122]. El efecto alfa fue inicialmente definido como el 

incremento en la nucleofilia debido a la presencia de un átomo con alta 

densidad electrónica adyacente al átomo nucleofílico [123–125]. Es decir 

que, en los persulfuros, el aumento de la nucleofilia respecto a los tioles 

estaría dado por la presencia del azufre interno que contiene dos pares de 

electrones desapareados. No obstante, esta definición es ambigua, ya que 

el nucleófilo alfa podría ser comparado tanto con un análogo estructural (ej. 

HOO− con HO−, NH2-NH2 con NH3, RSS− con RS−) como con un nucleófilo de 

igual basicidad (ej. un persulfuro y un tiol con igual pKa). Dado que un 

nucleófilo alfa no es necesariamente más reactivo que su análogo 

estructural [126], la definición más adecuada estaría dada por la desviación 

positiva de los gráficos de Brønsted. De hecho, el efecto alfa fue puesto de 

manifiesto inicialmente con gráficos de Brønsted. En estos gráficos se 

correlaciona una propiedad cinética, el logaritmo de la constante de 

velocidad de la especie aniónica, con una propiedad termodinámica, la 

basicidad (pKa del ácido conjugado), y se suele visualizar cómo la nucleofilia 

aumenta con la basicidad (Figura 9) [124,127]. Además, para que esta 

definición sea válida, las reacciones del electrófilo con el nucleófilo alfa y 

con el de referencia deben ocurrir por mecanismos similares [128]. El 

origen del efecto alfa no se comprende del todo. Posibles explicaciones 

incluyen la estabilización del estado de transición, la desestabilización del 

estado fundamental y diferencias en la solvatación [127]. 
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Figura 9. Gráfico de Brønsted para las reacciones de nucleófilos con p-

nitrofenilacetato. Logaritmo de las constantes cinéticas independientes de pH (de 

segundo orden) de las reacciones entre p-nitrofenilacetato y distintos nucleófilos en 

función del pKa del ácido conjugado del nucleófilo. Los nucleófilos alfa (círculos y 

línea roja) se desvían de la tendencia de los nucleófilos de referencia (cuadrados y 

línea negra). La distancia entre dos puntos de igual pKa refleja la magnitud del 

efecto alfa. La tendencia de los nucleófilos con azufre como átomo nucleofílico 

(triángulos vacíos y línea gris punteada) se encuentra entre las tendencias de los 

nucleófilos alfa y los de referencia. Las reacciones de los oxianiones (triángulos 

sólidos y línea gris sólida) son más lentas que las de los nucleófilos de referencia 

debido a la presencia de esferas de solvatación significativas. Figura tomada de 

[130] que a su vez fue adaptada de [125]. 

El efecto alfa se ha estudiado para distintas familias de compuestos, como 

nucleófilos centrados en nitrógeno u oxígeno (Figura 9) [125,129], pero 

hasta la fecha no se ha estudiado para los compuestos con azufre. Si bien la 

presencia de azufre como átomo nucleofílico parece aumentar la reactividad 

(Figura 9, línea punteada), no existe una comparación sistemática de las 

reactividades entre compuestos de referencia que contienen azufre y 
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compuestos alfa con azufre, ya sea con el azufre actuando como átomo 

nucleofílico o como el átomo con alta densidad electrónica adyacente al 

nucleofílico. Los datos disponibles que indican una mayor reactividad de los 

persulfuros en comparación con los tioles se basan en comparaciones de 

reacciones entre análogos estructurales (ej. CysSSH versus CysSH) 

[48,51,63]. Entonces, para determinar la magnitud del efecto alfa de 

manera precisa, sería necesario comparar las reacciones de un electrófilo 

con un persulfuro y con un tiol que tengan el mismo pKa.  

A pH fisiológico, es de esperar que los persulfuros tengan mayor reactividad 

nucleofílica que los tioles por la combinación de dos factores: nucleofilia 

intrínseca acentuada (efecto alfa) y mayor disponibilidad de las especies 

aniónicas (menor pKa por ser más ácidos). 

Reacciones con disulfuros 

El ataque de persulfuros a disulfuros genera dialquiltrisulfuros y tioles (Ec. 

23). Por ejemplo, la incubación del dador de persulfuro MCPD con GSSG 

produjo el trisulfuro mixto. A su vez, la exposición de GSSG a H2S, que 

forma persulfuro (ver Ec. 1 y Ec. 2), generó GSH y GSSSG [58,119]. En la 

misma línea, en mezclas de hidroxietil disulfuro (HED) y NaHS se detectó el 

tiol y el trisulfuro correspondientes [58,119]. También se han estudiado las 

reacciones de persulfuros proteicos con disulfuros sintéticos de bajo peso 

molecular, como DTDPy o el ácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB o 

Reactivo de Ellman) [51,52,63].  

Ec. 23 RSS− + R'SSR' → RSSSR' + R'S− 

Reacciones con nitrosotioles 

A pesar de que los persulfuros no sean capaces de reaccionar directamente 

con el óxido nítrico, sí pueden experimentar reacciones de transnitrosación, 

es decir, la transferencia del grupo nitrosonio (NO+) desde una especie 

nitrosada hacia los persulfuros. La reacción de nitrosotioles con persulfuros 

formaría nitrosopersulfuros y, en principio, se podría presumir reversible por 

analogía a la reacción con tioles (Ec. 24). Sin embargo, dada la estabilidad 

del radical pertiílo y del óxido nítrico, el enlace S-N de los nitrosopersulfuros 

sufre homólisis espontánea y genera los dos radicales (Ec. 25), consistente 
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con los fracasos para obtener nitrosopersulfuros descritos anteriormente. 

Teniendo en cuenta ambas reacciones, la reacción de un persulfuro con un 

nitrosotiol produciría radical pertiílo, óxido nítrico y tiol (Ec. 26). A su vez, 

es esperable que el radical pertiílo se dimerice para formar el tetrasulfuro 

correspondiente (ver más adelante) [131–133].  

Ec. 24 RSS− + R'SNO ⇌ RSSNO + R'S− 

Ec. 25 RSSNO → RSS• + •NO  

Ec. 26 RSS− + R'SNO → RSS• + •NO + R'S− 

Estas reacciones explican la formación de dialquiltetrasulfuro de glutatión 

(GSSSSG) en mezclas con GSSH y GSNO [34], así como la liberación de 

óxido nítrico cuando GSNO fue expuesto a dadores de persulfuros, lo cual 

no sucedió tras ser expuesto a tioles [131,132]. Se ha sugerido que la 

interacción entre persulfuros y nitrosotioles podría tener una relevancia 

fisiopatológica, ya que podría contribuir a la degradación de nitrosotioles in 

vivo [133,134]. 

1.4.3. Oxidación  

Los persulfuros pueden ser oxidados por oxidantes de uno y dos electrones 

y, de hecho, se postula que son mejores reductores que los tioles. A su vez, 

se ha asignado a los persulfuros un rol de protector celular frente al estrés 

oxidativo y a la muerte celular por ferroptosis. 

Oxidación por dos electrones 

La oxidación de persulfuros por oxidantes típicos de dos electrones, como 

H2O2 y peroxinitrito (ONOOH/ONOO−), produce ácido pertiosulfénico 

(RSSOH) en una reacción análoga a la formación de ácido sulfénico a partir 

de tiol. La reacción de etanopersulfuro (EtSSH) con H2O2 fue estudiada 

computacionalmente y sugiere la formación de EtSSOH [135]. Asimismo, la 

oxidación de residuos de CysSSH a CysSSOH se observó en el receptor del 

factor de crecimiento epidérmico (EGFR) tras la activación de la NADPH 

oxidasa [135] y en la peroxirredoxina 2 al tratar las células con H2O2 [3]. 
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Ante un exceso de oxidante, los ácidos pertiosulfénicos pueden generar los 

ácidos pertiosulfínicos (RSSO2H) y pertiosulfónicos (RSSO3H) 

correspondientes [8,135]. Estas modificaciones se detectaron in vitro en 

papaína, albúmina, glutatión peroxidasa 3, peroxirredoxina 2 y la proteína 

tirosina fosfatasa 1B [51,52,3,62]. En tejidos de ratón, se encontraron 

niveles similares de ácidos pertiosulfónicos que de persulfuros, sugiriendo 

que estas especies se forman endógenamente [3]. A su vez, la formación 

de los ácidos pertiosulfónicos podría estar mediada en parte por sulfito 

[136]. A diferencia de la sobreoxidación de tioles a los ácidos sulfínico y 

sulfónico, que son modificaciones generalmente irreversibles, los ácidos 

pertiosulfínicos y pertiosulfónicos pueden ser reducidos por tioles de bajo 

peso molecular o reductores celulares, como Trx y el sistema 

glutarredoxina, restaurando el tiol original (Figura 10). Esto ha llevado a 

proponer a la persulfuración de un tiol proteico como un mecanismo de 

protección celular para evitar un daño irreversible en situaciones de estrés 

oxidativo [2,3,60,79,122,137,138,133]. La estrategia para proteger a los 

tioles proteicos celulares de una sobreoxidación irreversible en un contexto 

oxidante consiste en la reacción de proteínas parcialmente oxidadas 

(sulfeniladas) con H2S, que da lugar a la formación de persulfuros (Figura 

10k; ver Ec. 4) [60,61]. 

Se postula que los persulfuros podrían ser reductores de dos electrones 

mejores y más rápidos que los tioles (consistente con el efecto alfa y con la 

mayor disponibilidad de la especie aniónica). Esto coincide con lo observado 

para la reacción de albúmina con peroxinitrito, que posee una constante 

cinética 4.4 veces más rápida cuando la proteína está como persulfuro que 

cuando se encuentra como tiol [51]. Cálculos computacionales predijeron 

que la formación de EtSSOH a partir de EtSSH es más favorable que la 

formación de EtSOH a partir de EtSH [135]. A su vez, en determinadas 

condiciones, el GSH no reaccionó con H2O2 mientras que el GSSH sí lo hizo 

[48]. Si bien hay una constante cinética reportada para la reacción de GSSH 

y H2O2, los datos no son sólidos, ya que fue determinada en el estudio con 

la técnica inespecífica de espectroscopía de resonancia sincrónica [113] que 

nuestro grupo desestimó [114].  
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Figura 10.  La persulfuración como mecanismo de protección celular de 

tioles frente a un estrés oxidativo. En un contexto oxidativo, los tioles (RSH) 

proteicos se pueden oxidar a los ácidos sulfénico (RSOH) (a), sulfínico (RSO2H) (b) 

y sulfónico (RSO3H) (c), siendo las últimas dos modificaciones irreversibles. La 

formación de un persulfuro (RSSH) mediante la reacción del tiol con un dador de 

azufre (DS) (d) puede proteger al tiol de ser oxidado irreversiblemente. En un 

contexto oxidativo, el persulfuro puede generar los ácidos pertiosulfénico (RSSOH) 

(e), pertiosulfínico (RSSO2H) (f) y pertiosulfónico (RSSO3H) (g). Estos pueden 

reaccionar con otros tioles (R'SH) para dar disulfuros mixtos (RSSR') (h, i, j), que 

mediante intercambios tiol-disulfuro pueden regenerar el tiol original (k). 

Alternativamente, el ácido sulfénico puede reaccionar con H2S para formar el 

persulfuro (l), a partir del cual se podrá regenerar el tiol original (d, e-k). 

Debido al entorno proteico, en ciertas enzimas particulares, los persulfuros 

podrían ser reductores más lentos que los tioles. Por ejemplo, en las 

reacciones de la peroxirredoxina MtAhpE con H2O2 y peroxinitrito, se 

observaron constantes cinéticas varios órdenes de magnitud mayores para 

el tiol que para el persulfuro. Esto se puede explicar por la geometría del 

sitio activo, que favorece la catálisis con estos sustratos específicos cuando 

la enzima se encuentra en el estado de tiol y que se ve distorsionada en la 

presencia del azufre extra [63].  

Adicionalmente, se ha evidenciado que los persulfuros reaccionan con el 

nitroxilo (HNO). Por analogía con la reacción de los tioles, se esperaba 

observar derivados sulfenilsulfinamidas (RSS(O)NH2). En cambio, la 

reacción produjo dialquilpolisulfuros con y sin nitrógeno [139].  
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Oxidación por un electrón 

Los persulfuros también pueden reaccionar con oxidantes de un electrón, 

como radicales libres (representados por A• en Ec. 27 y Ec. 28) o iones 

metálicos de transición, para formar radicales pertiílo (RSS•). Las reacciones 

con radicales libres pueden ocurrir a través de mecanismos de transferencia 

de hidrógeno (Ec. 27) o de electrones (Ec. 28) [101]. Contrariamente, un 

trabajo computacional propuso que las reacciones del radical hidroxilo (HO•) 

con un conjunto de persulfuros podrían ocurrir por ruptura del enlace S-S, 

en este caso no se formarían radicales pertiílo [140]. Los cationes 

metálicos, como los iones férricos, también pueden oxidar a los persulfuros 

generando radicales pertiílo (Ec. 29) [141]. La interacción de los persulfuros 

con metales se profundiza más adelante. 

Ec. 27 RSSH + A• → RSS• + AH 

Ec. 28 RSS− + A• → RSS• + A− 

Ec. 29 RSSH + Fe3+ → RSS• + H+ + Fe2+ 

Los persulfuros son mejores reductores por un electrón que los tioles y el 

H2S. Esto se puede atribuir a varios factores [101,110,131]. En primer 

lugar, al potencial de reducción; el de los persulfuros es menor que el de los 

tioles y el del H2S, por lo que pueden ser oxidados por oxidantes más 

débiles (E°’(RSS•/RSS−) = 0.68 V, E°’(RS•, H+/RSH) = 0.96 V, E°’(S•−, 

H+/HS−) = 0.91 V [142]). En segundo lugar, la energía de disociación del 

enlace S-H es menor para los persulfuros (70 kcal/mol) que para los tioles 

(87 kcal/mol) y el H2S (92 kcal/mol) [109,110,143]. A su vez, las 

reacciones de oxidantes de un electrón con persulfuros son más rápidas que 

las reacciones con tioles [101,110]. Por último, el producto de oxidación de 

los persulfuros es más estable que el producto de los tioles (radical tiílo, 

RS•) y de H2S (radical sulfhidrilo, HS•/S•−), debido a que el electrón 

desapareado en el radical pertiílo se encuentra delocalizado entre los dos 

átomos de azufre [101,111]. 

La reducción por un electrón mediada por persulfuros se ha evidenciado en 

varias oportunidades. Por ejemplo, los persulfuros son capaces de reducir 

los iones férricos del ferricianuro [131], el citocromo c férrico [53,106,144] 
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y la metamioglobina [131]. Los persulfuros también reducen a radicales 

centrados en carbono, como los radicales alquilo (R•); centrados en 

oxígeno, como los radicales alcoxilo (RO•), radicales peroxilo (ROO•) y 

radicales nitróxido (R2NO•); y en azufre, como los radicales tiílo 

[101,110,111,131,145]. Estas reacciones son muy rápidas (106-1010         

M-1 s-1), llegando a tener constantes de velocidad 1-4 órdenes de magnitud 

mayores que las de los tioles [110]. También se ha evidenciado la 

generación de óxido nítrico (•NO) a partir de persulfuros orgánicos y nitrito 

(NO2
−) mediante la formación de radicales derivados de los persulfuros 

[146]. 

La principal vía de descomposición del radical pertiílo es la dimerización al 

dialquiltetrasulfuro correspondiente (RSSSSR) (Ec. 30) [101,145,147,148].  

Ec. 30 2 RSS• → RSSSSR 

Las reacciones de dimerización de los radicales pertiílo tienen constantes de 

velocidad cercanas al límite de difusión, de 1-6 × 109 M-1 s-1 (Ec. 30) 

[101,145,147]. De hecho, cuando se descompuso un dialquiltetrasulfuro 

fotolíticamente, el radical pertiílo generado se volvió a dimerizar 

rápidamente [145]. Análogamente, las reacciones de GSSH con citocromo c 

férrico o con radicales generaron el dialquiltetrasulfuro de glutatión 

(GSSSSG) [34]. La eficiencia de la dimerización podría explicar cómo 

ocurren algunas reacciones termodinámicamente desfavorables en las que 

se forman radicales pertiílo, como las reacciones de TEMPOL con CH3SSH 

[131], del MCP-SSH con citocromo c férrico [106,142] y de persulfuros con 

O2 [149,150].  

Las velocidades de dimerización de los radicales pertiílo también explican 

por qué estas especies prácticamente no reaccionan con otras moléculas. 

Una alternativa a la dimerización, por analogía con los tioles, es la reacción 

con persulfuros deprotonados para formar un intermediario anión radical 

tetrasulfuro (RSSSSR•−) (Ec. 31). Este intermediario podría reaccionar con 

dioxígeno para dar radical superóxido y tetrasulfuro (Ec. 32), aunque dicho 

intermediario no se ha observado experimentalmente [151]. Análogamente, 

los radicales pertiílo podrían reaccionar con tioles para producir aniones 

radicales trisulfuros (RSSSR•–) [101].  
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Ec. 31 RSS• + RSS− → RSSSSR•−  

Ec. 32 RSSSSR•− + O2 → RSSSSR + O2
•− 

Estudios relativamente recientes demostraron que los radicales pertiílo no 

reaccionan con dioxígeno [131,145], a pesar de que los primeros estudios 

propusieran que reaccionaban formando radicales pertioperoxilo (RSSOO•) 

[147], en reacciones análogas a la formación de radicales tioperoxilo 

(RSOO•) a partir de radicales tiílo y dioxígeno [152–155]. A su vez, se 

investigó la posibilidad de que los radicales pertiílo reaccionaran con óxido 

nítrico para formar nitrosopersulfuros (RSSNO) en reacciones análogas a las 

de los radicales tiílo para dar nitrosotioles (RSNO) [156]. Sin embargo, no 

parecerían reaccionar. Los intentos de formación de nitrosopersulfuros por 

esta vía terminaron en formación de óxido nítrico y tetrasulfuro [131], 

indicando que el radical pertiílo se había dimerizado en lugar de haber 

reaccionado con el ácido nítrico. Incluso, parece improbable que las 

especies nitrosopersulfuros existan a temperatura ambiente [131,146]. 

Adicionalmente, se ha planteado la posibilidad de que el ascorbato 

(vitamina C), el α-tocoferol (vitamina E) y reductasas pudieran reaccionar 

con los radicales pertiílo para reciclar los persulfuros [133]. En este sentido, 

se determinó una constante cinética de 4.1 × 106 M-1 s-1 para la reacción de 

un radical pertiílo con ascorbato [147]. Considerando que las velocidades de 

reacción dependen de las constantes cinéticas y de las concentraciones de 

los reactivos, esto podría suceder en contextos biológicos con bajas 

concentraciones de radical pertiílo donde se desfavorece su dimerización. 

No obstante, se necesita más investigación para determinar la relevancia 

fisiológica de estas reacciones.  

Los tetrasulfuros resultantes de la dimerización de los radicales pertiílo 

podrían descomponerse por intercambio con tioles para formar persulfuros, 

disulfuros, tioles, H2S y azufre elemental [8,36]. Independientemente del 

destino del tetrasulfuro, se puede concluir que los persulfuros pueden 

actuar como un sumidero de radicales para terminar la propagación 

radicalaria en procesos en cadena. 
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La relevancia biológica de la oxidación por un electrón de los persulfuros 

quedó de manifiesto con la reciente propuesta de que los persulfuros 

podrían ayudar a combatir la ferroptosis [34–36]. El término “ferroptosis” 

fue acuñado en 2012 para describir un mecanismo de muerte celular 

distinto a la apoptosis y la necrosis, que se caracteriza por una peroxidación 

lipídica excesiva dependiente de hierro (Figura 11) [157]. Se propone que 

los persulfuros pueden atrapar a los radicales lipoperóxido con constantes 

de velocidad de 105 M-1 s-1 para formar radicales pertiílo que posteriormente 

dimerizan a tetrasulfuros (Figura 11) [35]. Este mecanismo inhibiría la 

propagación radicalaria lipídica contribuyendo a detener la ferroptosis [34–

36]. La ferroptosis también puede ser inhibida por la glutatión peroxidasa 4 

mediante reacciones con lipoperóxidos (ROOH, no radicales) y GSH 

[36,157,158].  

 

Figura 11. Mecanismo simplificado de la ferroptosis y su inhibición por 

persulfuros. Inhibición por persulfuros de la peroxidación lipídica excesiva 

dependiente de hierro que sucede en la ferroptosis. En la iniciación (Inic), un lípido 

insaturado (L-H) reacciona con un lípido alcoxil radical (LO•) o algún otro oxidante 

de un electrón iniciador; se produce un lípido radical (L•) que, a expensas de O2, 

forma un lípido peroxil radical (LOO•). En la propagación (Prop), el LOO• reacciona 

con otro L-H; se produce otro L• y un lípido peróxido (LOOH), que forma otro LO• 

utilizando iones ferrosos iniciando nuevamente la cadena radicalaria. En la 

inhibición (Inh) por persulfuros, éstos reaccionan con LOO• generando radicales 

pertiílo (RSS•), que tras dimerizar, forman tetrasulfuros (RSSSSR). 

1.4.4. Electrofilia 

A diferencia de los tioles y el H2S, que en general se comportan solo como 

nucleófilos, los persulfuros también presentan reactividad electrofílica. Por 

lo tanto, la modificación de un tiol a un persulfuro genera una propiedad 
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que estaba ausente en el tiol original. La electrofilia se atribuye a los 

persulfuros protonados [150], aunque ciertos persulfuros proteicos podrían 

actuar como electrófilos en su estado deprotonado [159].  

Ambos átomos de azufre constituyen centros electrofílicos susceptibles al 

ataque de nucleófilos. Un estudio computacional utilizando 

metanopersulfuro reveló la viabilidad del ataque de un nucleófilo a 

cualquiera de los átomos de azufre, con una leve preferencia por el azufre 

terminal [150]. El sitio de ataque depende del impedimento estérico (los 

persulfuros con sustituyentes voluminosos son más propensos a ser 

atacados en el azufre externo [103,104,160]) y del pKa del grupo saliente 

(favoreciendo la salida del que tenga menor pKa). El ataque de un nucleófilo 

en el azufre interno genera H2S y un derivado del persulfuro y del nucleófilo 

(Figura 12a), mientras que el ataque en el azufre externo produce un tiol y 

un derivado del nucleófilo con azufre (Figura 12c). Las reacciones de 

nucleófilos con persulfuros de bajo peso molecular favorecerían la formación 

de H2S (pKa = 6.98 [161]) frente a la generación del tiol de bajo peso 

molecular (por ejemplo, pKa, Cys = 8.29, pKa, GSH = 8.94 [115]). Sin 

embargo, en un entorno proteico donde se pueden encontrar cisteínas con 

pKas muy bajos, se podría favorecer la formación del tiol. Por ejemplo, en el 

ciclo catalítico de la MST humana, el sustrato nucleofílico ataca al azufre 

externo del persulfuro proteico intermediario y se regenera la enzima tiol. El 

sitio activo impide estéricamente el ataque sobre el azufre interno y 

aumenta la electrofilia del azufre externo [159]. En este caso, la enzima tiol 

(pKa de 5.2 [87]) constituye un mejor grupo saliente que el H2S (pKa = 6.98 

[161]). 

Cuando el nucleófilo es un tiolato y ataca al azufre interno, se produce un 

disulfuro además de formarse H2S (Figura 12b) [52,104,106], es decir, la 

reacción reversa de una de las vías de formación de persulfuros (Ec. 1). No 

hay datos cinéticos para las reacciones entre persulfuros de bajo peso 

molecular y tioles de bajo peso molecular a pH fisiológico. Sin embargo, es 

de esperar que estas reacciones no sean extraordinariamente rápidas, 

basado en experimentos donde el H2S fue consumido casi que 

completamente por disulfuros de bajo peso molecular, lo cual no hubiera 

ocurrido si la reacción reversa (RSSH y RS−) fuera significativa [51].  



50 

 

Figura 12. Acidez y reactividad de los persulfuros. En solución acuosa, los 

persulfuros protonados (RSSH) y deprotonados (RSS−) se encuentran en equilibrio 

rápido. Las especies protonadas poseen dos centros electrofílicos, uno en cada 

azufre. El ataque en el azufre interno genera HS− (a); cuando el nucleófilo es un 

tiolato, además se produce un disulfuro (b). El ataque nucleofílico en el azufre 

externo produce RS− (c); cuando el nucleófilo es un tiolato, se forma un nuevo 

persulfuro a nivel del tiol atacante en una reacción de transpersulfuración (d). Los 

persulfuros aniónicos se comportan como nucleófilos y reaccionan con electrófilos 

formando derivados disulfuros (e); cuando el electrófilo es un disulfuro, se forma 

un dialquiltrisulfuro y un tiolato (f). 

En el contexto de un tiol o persulfuro proteico, la formación de un disulfuro 

y H2S a partir de tiol y persulfuro in vivo podría ser factible. A la Trx y al par 

GSH/glutarredoxina, que forman parte de los sistemas reductores celulares 

por excelencia, se les ha atribuido el rol de depersulfurasa, ya que pueden 

reducir persulfuros proteicos y de bajo peso molecular restaurando los tioles 

originales [2–4]. Si bien el mecanismo de decaimiento de persulfuros por 

estas vías aún no ha sido completamente elucidado, se propone que implica 

la formación de un persulfuro sobre la óxidorreductasa y su posterior 

reacción con un tiol de la misma proteína para dar la proteína disulfuro y 

H2S [2–4]. Este mecanismo (Figura 12b) también se ha sugerido para la 
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activación de Nrf2 por Keap1; cuando un tiol proteico ataca el persulfuro de 

Keap1/Nrf2, se formaría H2S y un disulfuro mixto entre la proteína atacante 

y Keap1 que llevaría a liberar y activar Nrf2 [162]. A su vez, el GSH puede 

atacar al persulfuro derivado de DATS para dar H2S (ver Figura 5A). De 

hecho, a los derivados organosulfurados del ajo se los considera dadores de 

H2S [81,163].  

Por otro lado, cuando un tiolato ataca el azufre externo, se forma un tiol al 

nivel del persulfuro original y un nuevo persulfuro en el tiol atacante (Figura 

12d). Esta es la reacción de transpersulfuración mencionada anteriormente. 

El azufre externo puede ser atacado por otros nucleófilos diferentes a los 

tioles, como cianuro, sulfito [160,164], aminas [165], hidróxido [166] y 

fosfinas terciarias [104,167]. La reacción con cianuro produce tiocianato 

(SCN−) (Ec. 33), y es la base del método de cianólisis fría comúnmente 

utilizado para cuantificar persulfuros y otros compuestos con azufre sulfano 

(detallado en 1.5.2) [1]. Por su parte, la reacción con sulfito produce 

tiosulfato (Ec. 34) [41,42], la reacción reversa de la formación de persulfuro 

a partir de tiosulfato (ver Ec. 8).  

Ec. 33 RSSH + CN− → RSH + SCN− 

Ec. 34 RSSH + SO3
2− ⇄ RS− + HSSO3

− 

Las reacciones de persulfuros actuando como electrófilos están involucradas 

en diversos procesos metabólicos. Los persulfuros formados en las cisteína 

desulfurasas, como las que participan en la biosíntesis de centros 

ferrosulfurados, transfieren el azufre sulfano a tioles en proteínas andamio 

[168,169]. En las vías de catabolismo del H2S, el ataque de un tiolato, 

sulfito o cianuro en el azufre externo de los persulfuros formados en las 

enzimas SQR, MST o rodanesa, regenera el tiol de las enzimas y forma un 

persulfuro, tiosulfato o tiocianato, respectivamente [41–43,75,170–172]. 

Recientemente, se ha adjudicado un rol persulfurasa de proteínas a la MST 

en el estado persulfuro, por su presunta capacidad para persulfurar varios 

tioles proteicos en reacciones de transpersulfuración (ver 1.6.2) [173].  

Debido a los bajos pKas que se predicen para los persulfuros, se prevé que 

la proporción de persulfuros protonados (con carácter electrofílico) a pH 
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fisiológico sea mínima. No obstante, hay varios ejemplos de persulfuros que 

desempeñan roles electrofílicos in vivo. Esta aparente paradoja resalta la 

imperativa necesidad de conocer las propiedades básicas de los persulfuros 

para lograr una comprensión más profunda de las implicancias biológicas. 

1.4.5. Desproporcionación 

El carácter nucleofílico y electrofílico de los persulfuros implica que una 

solución de persulfuros pueda sufrir una reacción de desproporcionación 

causando un decaimiento espontáneo. El ataque de un persulfuro al azufre 

interno de otro persulfuro produciría H2S y el dialquiltrisulfuro (Ec. 35), 

mientras que el ataque al azufre externo generaría tiol e hidrotrisulfuro (Ec. 

36). El sitio de ataque y por lo tanto los productos que se formen, 

dependerán del impedimento estérico y de la acidez de los grupos salientes. 

A su vez, los polisulfuros pueden seguir reaccionando entre sí cambiando la 

longitud de la cadena hasta formar azufre elemental [80,103,166]. 

Ec. 35 RSSH + RSS− ⇌ RSSSR + HS− 

Ec. 36 RSSH + RSS− ⇌ RSSSH + RS− 

En un estudio en el que se analizaron los productos generados por cistina y 

la enzima CSE, que forman CysSSH (ver 1.3.3), se detectaron 

concentraciones significativas del dialquiltri y pentasulfuro correspondientes 

(CysSSSCys y CysSSSSSCys, respectivamente) y en menor medida, del 

dialquiltetrasulfuro (CysSSSSCys) [88]. Esto llevó a los autores a concluir 

que el CysSSH decae principalmente por la Ec. 35 en una escala de tiempo 

de minutos [88]. Esto es coherente con que el H2S constituya un mejor 

grupo saliente que la cisteína (pKa H2S = 6.98 [161]; pKa Cys = 8.29 [115]). 

No obstante, es importante considerar que, además de la reacción con otro 

persulfuro, el persulfuro formado enzimáticamente pudo haber reaccionado 

con la cistina remanente formando polisulfuros (ver Ec. 23). Esta 

consideración es bien relevante, pues el GSSH en presencia de exceso de 

GSSG genera el trisulfuro correspondiente [58,119].  

Si bien está aceptado que los persulfuros de bajo peso molecular son 

inestables en solución acuosa, no está claro por cuál vía decaen 



53 

preferentemente. Para comprender mejor el fenómeno de 

desproporcionación de los persulfuros, sería conveniente estudiarlos en 

ausencia de otras especies. En este sentido, el MCP-SSH, que se forma una 

vez que el precursor MCPD es incubado en medio acuoso (ver Figura 8C), 

decayó con una vida media de 2.7 min (pH 7.4 y 23 °C) produciendo el tiol 

análogo, sugiriendo que decae según la Ec. 36 [2,106]. Como parte de esta 

tesis, se intentó aislar el GSSH a través de varios y distintos mecanismos, 

pero no se tuvo éxito. En todos los intentos se detectó la presencia de otras 

especies consistente con el decaimiento en medio acuoso (ver 3.1). En 

conclusión, es indispensable considerar la inestabilidad de persulfuros de 

bajo peso molecular al momento de formar y cuantificar persulfuros. El 

escenario con persulfuros formados en proteínas es distinto, ya que los 

entornos proteicos podrían protegerlos del decaimiento espontáneo o dirigir 

la reactividad hacia blancos específicos. 

La química de las reacciones entre persulfuros es explotada en los 

reguladores bacterianos sensores de persulfuros que regulan la 

transcripción mediante la formación de dialquilpolisulfuros intramoleculares, 

como SqrR de R. capsulatus, BigR de A. baumanii y HlyU de V. cholerae. 

Uno de los mecanismos que se proponen para la formación de los 

dialquilpolisulfuros involucra la reacción entre GSSH y los persulfuros 

formados en los reguladores para formar los trisulfuros mixtos 

correspondientes y H2S [174–178].  

1.4.6. Interacción con metales y metaloproteínas 

Al igual que los tiolatos, los persulfuros pueden formar complejos con 

metales. Se han caracterizado complejos de persulfuros con iones de cobre, 

iridio, platino, titanio, tungsteno, hierro, rutenio y zinc en los que el azufre 

terminal establece enlaces de coordinación [138,179]. Estas interacciones 

podrían proporcionar protección contra la toxicidad de metales pesados, 

como en el caso de compuestos tóxicos de mercurio y cadmio, donde la 

presencia de persulfuros in vivo llevó a la formación de compuestos menos 

tóxicos [180–182]. Aunque los complejos formados con metaloproteínas se 

conocen en menor medida que los de bajo peso molecular, se ha 

demostrado que los centros metálicos de varias proteínas interactúan con 
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persulfuros mediante coordinación y/o reducción [138,179,183]. 

Considerando que ambos átomos de azufre de los persulfuros son 

electrofílicos, un nucleófilo podría atacar al complejo metal-persulfuro en 

tres sitios, en el metal y en ambos átomos de azufre, ampliando los posibles 

mecanismos de reacción en comparación con un complejo metal-tiol, que 

solo puede ser atacado en el centro metálico [184]. 

Los persulfuros pueden reaccionar con proteínas que contienen hierro, tanto 

en hemo como no hémico. Algunos ejemplos son: a) el citocromo c férrico, 

el GSSH lo reduce al estado ferroso (Ec. 29) [53,106,144]; b) la persulfuro 

dioxigenasa, el GSSH se une directamente al hierro ferroso del sitio activo 

desplazando una molécula de agua [46,47]; c) la microperoxidasa-11 en el 

estado N-acetilada, el CysSSH o el MCP-SSH coordinan su forma férrica 

[183]; y d) la mioglobina férrica, el CysSSH, GSSH o el MCP-SSH la 

reducen, dando mioglobina oxigenada o desoxigenada dependiendo de la 

presencia o ausencia de oxígeno [183]. Existen ejemplos adicionales de 

proteínas con hierro, incluyendo bacterianas [185–187], que reaccionan con 

persulfuros. También hay ejemplos con otros iones metálicos, se sugiere 

que el complejo Cys-SS-Mo de la nitrito reductasa NapAB bacteriana se 

forma mediante la reacción de un residuo CysSSH y el molibdeno 

[138,188]. 

1.5. Métodos de detección 

Las propiedades fisicoquímicas de los persulfuros hacen que su detección 

sea un gran desafío. Por un lado, la inestabilidad de los persulfuros de bajo 

peso molecular en medio acuoso impide obtener preparados puros. Esto 

implica tener que trabajar con mezclas de especies y no poder contar con 

estándares de concentración conocida. Por otro lado, los persulfuros 

comparten propiedades con las especies comúnmente presentes en los 

preparados y muestras biológicas, como la nucleofilia con los tioles y el H2S, 

y la electrofilia con los disulfuros y los sulfénicos. En consecuencia, la 

mayoría de las técnicas de detección y cuantificación de persulfuros se 

basan en estrategias de derivatización, con el fin de que los productos que 

derivan de los persulfuros sean distintos de los derivados de las especies 

adicionales que puedan estar presentes. A su vez, la mayoría de los 
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métodos desarrollados se han centrado exclusivamente en persulfuros 

proteicos, especialmente con el objetivo de realizar estudios proteómicos. Si 

bien el campo de detección de persulfuros ha avanzado significativamente 

en los últimos años, aún se continúa trabajando para desarrollar métodos 

más específicos y sensibles. Algunas revisiones con comparaciones de los 

métodos disponibles pueden encontrarse en [8,21,189].  

1.5.1. Absorbancia 

La absorbancia de los persulfuros a 335-340 nm puede ser aprovechada 

para su detección y cuantificación [53,190,191]. Sin embargo, el bajo 

coeficiente de extinción de ~460 M-1 cm-1 a 335 nm [191] limita su uso en 

ensayos complejos. En términos generales, la utilización de la absorbancia 

directa de persulfuros como método de detección es poco común. 

1.5.2. Cianólisis fría 

El método de cianólisis fría se basa en la reacción electrofílica de los 

persulfuros con cianuro para formar tiocianato a temperatura ambiente. En 

primer lugar, los persulfuros son incubados durante 45 min con un exceso 

de cianuro a pH alcalino para favorecer la reacción. El tiocianato producido 

es expuesto a iones férricos para formar el complejo tiocianato férrico 

(Fe(SCN)2+), que tiene un color rojo característico y puede ser cuantificado 

inmediatamente después de su formación por absorbancia a 460 nm (Figura 

13). Esta última reacción se realiza a pH ácido y en presencia de 

formaldehído para consumir el cianuro remanente [1].  

 

Figura 13. Método de cianólisis fría 

La cianólisis fría es una de las metodología más utilizadas en la literatura 

para cuantificar persulfuros, especialmente persulfuros de bajo peso 

molecular [46,47,54,55,173,176,192]. Sin embargo, la interpretación de los 

resultados con esta técnica requiere tener cierta cautela que muchas veces 
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está ausente en la literatura. Aunque más lentamente, el cianuro también 

puede reaccionar con otros compuestos con azufre sulfano para formar 

tiocianato, como polisulfuros, tiosulfonatos (RSO2S−), politionatos (−O3S-Sn-

SO3
−) y azufre elemental [1,79,193]. Por lo tanto, al momento de diseñar y 

analizar un experimento de cianólisis fría es muy importante considerar 

que, dada la reactividad de los persulfuros, las muestras de persulfuros 

posiblemente contengan compuestos con azufre sulfano adicionales que 

también serán detectados. Por otro lado, por las condiciones extremas de 

incubación, este método no es adecuado para muestras in vivo. 

1.5.3. Reacción con triarilfosfinas 

La reacción de una triarilfosfina (R3P) con un persulfuro produce el sulfuro 

de la fosfina (R3P=S) [167] (Figura 14). Este último puede ser cuantificado 

por cromatografía de gases o espectrometría de masas usando un estándar 

interno marcado isotópicamente [194,195]. Considerando que este método 

se basa en la electrofilia del azufre externo de los persulfuros, la fosfina 

también puede reaccionar con otras especies con azufre sulfano. Por lo 

tanto, al igual que la cianólisis fría, este método detecta azufre sulfano en 

general y no persulfuros selectivamente. Este método ha permitido verificar 

la formación de persulfuros en solución [51], así como medir niveles de 

azufre sulfano en varios tejidos de ratón [195]. 

 

Figura 14. Reacción de triarilfosfinas con persulfuros. La reacción de 

trifenilfosfina (como ejemplo de fosfina) con un persulfuro genera el sulfuro 

de trifenilfosfina. 
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1.5.4. Reducción y liberación de H2S  

La reducción de un persulfuro genera el tiol correspondiente y H2S. Para 

cuantificar persulfuros, es necesario reducir el persulfuro con agentes 

reductores, como ditiotreitol (DTT) o tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), y 

seguir la formación de H2S como medida indirecta de la concentración del 

persulfuro (Ec. 37) [21]. El H2S liberado puede ser cuantificado por algún 

método específico para H2S, como el método de azul de metileno [196] o 

con la sonda fluorogénica 2-maleimidoetil-4-pirenilbutanoato (MEPB) [197].  

Ec. 37 RSSH 
DTT/TCEP
→         RSH + H2S  

Para evitar sobreestimaciones, es recomendable comparar las 

concentraciones de H2S antes y después del paso de reducción, pues el 

decaimiento espontáneo de los persulfuros puede generar H2S (ver Ec. 35). 

La presencia de otras especies que puedan dar H2S tras su reducción 

también debe ser considerada, como los hidropolisulfuros. Adicionalmente, 

esta estrategia no es conveniente para medir persulfuros en presencia de 

altas concentraciones de H2S, como en el caso de persulfuros que hayan 

sido formados a partir de un exceso de H2S y derivados oxidados de tioles 

(ver 1.3.1). 

1.5.5. Reacción con FDNB 

La reacción con 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (FDNB) ha sido utilizada para 

cuantificar persulfuros proteicos y de bajo peso molecular [198,199]. Dicha 

reacción produce disulfuros de dinitrobenceno. Luego de remover el exceso 

del reactivo, los disulfuros derivados pueden ser reducidos con DTT para 

producir 2,4-dinitrotiofenol (DNTF), que puede ser cuantificado por 

absorbancia a pH alcalino (ε408 = 13800 M-1 cm-1) (Figura 15) [198]. De 

esta manera, la concentración de DNTF representaría la del persulfuro en la 

muestra original. No obstante, este ensayo presenta algunos 

inconvenientes. Los disulfuros de dinitrobenceno presentan reactividad 

frente a los persulfuros, produciendo trisulfuros y DNTF (Figura 15) [189]. 

Esta reacción paralela generaría una subestimación de la concentración de 

persulfuros, ya que se genera una molécula de DNTF por una ruta que 
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consume dos de persulfuro. Contrariamente, podría haber falsos positivos 

como resultado de las reacciones de FDNB con hidropolisulfuros 

(posiblemente presentes en mezclas con persulfuros de bajo peso 

molecular), pues la reducción de los derivados correspondientes libera DNTF 

[189].  

  

Figura 15. Reacción con FDNB para detectar persulfuros 

1.5.6. Agentes alquilantes y espectrometría de masas 

Dada la inestabilidad de los persulfuros, la detección directa de persulfuros 

por espectrometría de masas no es usual, aunque hay algunos ejemplos 

[2,28,200]. Una estrategia para sobrellevar esta limitación consiste en la 

alquilación de los persulfuros y el análisis por espectrometría de masas de 

los productos derivatizados. Esta técnica es comúnmente utilizada tanto 

para persulfuros de bajo peso molecular como proteicos 

[48,52,53,58,64,81,119,201]. En el caso de muestras proteicas, se puede 

incluir un paso de digestión luego de la alquilación para analizar los péptidos 

[201]. También se ha adicionado un paso de cromatografía de fase reversa 

previo al análisis por espectrometría de masas [48,52,81,119,201].  

El ataque nucleofílico de un persulfuro a un agente alquilante forma el 

disulfuro mixto correspondiente (Figura 16A). Dentro de los alquilantes más 

usados se encuentran el mBrB, NEM, IAM, β-(4-hidroxifenil)etil 

iodoacetamida (HPE-IAM), N-t-butil-iodocetamida (N-t-butil-IAM) y ácido 
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iodoacético (IAA). Otros reactivos usados, que son capaces de generar 

derivados trisulfuro al reaccionar con persulfuros, son el S-metil 

metanotiosulfonato (MMTS) y el S-4-bromobencil metanotiosulfonato 

(BBTMS). Un trabajo publicado en 2019 comparó la detección de persulfuros 

con mBrB, HPE-IAM y NEM en mezclas que contenían persulfuros de bajo 

peso molecular [119]. Este estudio concluyó que los niveles de detección 

variaban con el tiempo de incubación y la concentración del alquilante, 

incitando a utilizar condiciones de alquilación rápidas y la realización de los 

controles correspondientes según el diseño experimental. Por ejemplo, se 

debe tener en cuenta que la reacción de alquilación con NEM es reversible 

[202,203]. Por otro lado, con el fin de determinar los alquilantes más 

adecuados, un trabajo reciente comparó sistemáticamente la estabilidad de 

persulfuros proteicos derivatizados. En dicho trabajo se recomienda el uso 

de mBrB y de N-t-butil-IAM (los productos de derivatización resultaron 

altamente estables), mientras que se desaconseja el uso de IAA y HPE-IAM 

(sus derivados decayeron parcialmente) y se desestimula el uso de NEM 

(sus productos decayeron completamente). El decaimiento se adjudicó a la 

tautomerización de los productos derivatizados para formar tiosulfóxidos, 

que se favorece por la presencia de un grupo carbonilo en la posición β 

respecto al disulfuro, pero se atenúa cuando el alquilante es voluminoso, 

como mBrB y N-t-butil-IAM [64]. Es importante aclarar que esta 

comparación entre agentes alquilantes fue publicada en 2022, por lo que no 

se contó con esta información durante la mayor parte de esta tesis. 

Considerando que la estrategia de alquilación y posterior análisis por 

espectrometría de masas se basa en el carácter nucleofílico de los 

persulfuros, hay que tener en cuenta que otras especies nucleofílicas, como 

los tioles y el H2S, también pueden ser alquiladas [115,204]. Sin embargo, 

los productos de derivatización son distintos y pueden ser diferenciados en 

la etapa de espectrometría de masas (Figura 16B,C).  

Si bien la alquilación y análisis por espectrometría de masas constituye un 

método preciso de detección de persulfuros, el hecho de no contar con 

estándares de persulfuros dificulta que sirva como un método de 

cuantificación. Para que la detección sea cuantitativa se puede recurrir a 

pasos adicionales. Por ejemplo, la reducción del persulfuro derivatizado con 
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agentes reductores genera cantidades estequiométricas del tiol original, a 

diferencia del tiol derivatizado que no puede ser reducido (Figura 16A,B) 

[51,52,114].  

 

Figura 16. Alquilación de persulfuros, tioles y H2S. Reacciones con mBrB 

como ejemplo de agente alquilante. A) El ataque de un persulfuro a mBrB 

genera un disulfuro mixto que su vez puede reaccionar con un agente reductor 

para dar los tioles correspondientes. B) El ataque de un tiolato a mBrB produce 

un derivado tioéter que no puede reaccionar con reductores. C) El H2S puede 

reaccionar con dos moléculas de mBrB para formar bis-S-bimano. 

1.5.7. Sondas fluorogénicas 

El grupo de Xian ha desarrollado una serie de sondas fluorogénicas a las 

que denominó SSP (por la sigla de “sulfane sulfur probe”) que permiten 

cuantificar azufre sulfano siguiendo fluorescencia [205–208]. Las sondas 

contienen un tiofenol, un conector éster y un fluoróforo con un grupo 

hidroxilo unido al éster. Hasta el momento han creado cuatro versiones: 

SSP1, SSP2, SSP4 y SSP5 (Figura 17A). El método se basa en el ataque del 

tiofenol de las sondas al azufre sulfano para generar un persulfuro 
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intermediario capaz de atacar el éster y liberar el fluoróforo (Figura 17A). 

Estas sondas han mostrado tal sensibilidad que actualmente están 

disponibles comercialmente. El acceso a las sondas SSP está siendo 

aprovechado por otros grupos de investigación, que las están usando para 

distintos experimentos, incluyendo experimentos con células in vivo [189]. 

 

Figura 17. Sondas fluorogénicas para detectar persulfuros. A) Estructuras de 

las sondas SSP y su mecanismo de reacción general. B) Mecanismo de reacción de 

SSip-1. 

Las sondas SSP reaccionan con azufre sulfano irreversiblemente y, por lo 

tanto, no pueden ser utilizadas para visualizar la dinámica intracelular del 
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pool del mismo. Por esta razón, el grupo de Urano desarrolló una sonda 

fluorogénica que se regenera a la que denominó SSip-1 (Figura 17B). 

Además, desarrolló una versión modificada, SSip-1 DA, que posee mejor 

permeabilidad de membrana [209]. Estas sondas consisten en fluoresceína 

unida a 2-tiorrodamina B mediante un conector ciclohexilo. La fluorescencia 

de la fluoresceína se encuentra apagada debido al fenómeno de FRET 

(transferencia de energía de resonancia de Förster). El ataque a un azufre 

sulfano genera un persulfuro intermediario en la rodamina que espirocicla 

inhibiendo el FRET y generando una señal de fluorescencia intensa (Figura 

17B). La inhibición del FRET puede ser revertida por tioles como GSH. Esta 

sonda ha sido utilizada en diversos estudios biológicos incluyendo la 

estimación de niveles de persulfuro en tejidos en hipoxia [189,209,210]. Se 

han desarrollado sondas adicionales para detectar persulfuros y azufres 

sulfanos que tienen como base la inhibición del FRET [211,212]. 

1.5.8. Métodos para estudios proteómicos de persulfuros 

El hecho de conocer cuáles proteínas se persulfuran es muy importante, ya 

que da indicios de la participación de los persulfuros en los distintos 

procesos fisiológicos y podría contribuir al entendimiento de los roles de los 

persulfuros. Se han desarrollado varias estrategias con el fin de realizar 

estudios proteómicos de proteínas persulfuradas. Estos métodos se basan 

en el carácter nucleofílico de los persulfuros y comienzan con el bloqueo de 

los persulfuros y tioles de las cisteínas proteicas. En los pasos siguientes, se 

busca distinguir los productos que provienen de los persulfuros (disulfuros) 

de los que provienen de los tioles (tioéteres). Con el creciente interés por 

los persulfuros en los últimos años, hubo varios grupos de investigación 

trabajando en simultáneo en el desarrollo de metodologías para su 

detección. Consecuentemente, algunos de los métodos propuestos 

presentan estrategias similares. 

Cambio de biotina modificado 

El trabajo del grupo de Snyder de 2009 que propuso persulfuración in vivo 

por primera vez, propuso un método con el que estimó que hasta el 25 % 

de las proteínas hepáticas de ratón estaban persulfuradas [28]. El método 
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se basaba en marcar a los persulfuros con biotina y luego detectar los 

péptidos biotinilados con anticuerpos anti-biotina o extraerlos con perlas de 

agarosa con estreptavidina. Para detectar únicamente a los persulfuros, el 

método proponía bloquear a los tioles con MMTS asumiendo que los 

persulfuros no reaccionaban [28]. No obstante, pocos años después, en 

2013, se comprobó que el MMTS y los persulfuros sí reaccionan, 

atribuyendo los resultados obtenidos anteriormente a una alquilación 

incompleta [52]. A pesar de que este método ya no se usa, este estudio 

marcó un antes y después en la relevancia de los persulfuros y en la 

búsqueda de métodos de detección.  

Ensayo de maleimida 

El grupo de Snyder propuso otro método de detección en 2012 [213]. 

Implica la exposición de las proteínas a la maleimida roja (NEM unido al 

fluoróforo Alexa Fluor 680), la reducción con DTT y la visualización de las 

proteínas en geles de acrilamida. En el primer paso, tanto los persulfuros 

como los tioles quedan marcados. Tras la reducción, las marcas de los 

persulfuros se pierden, pero las de los tioles permanecen. Luego, los 

persulfuros son detectados por la pérdida de fluorescencia en geles (Figura 

18) [213]. La mayor limitación de esta metodología radica en que el cambio 

de fluorescencia podría ser difícil de percibir. Una estrategia alternativa es el 

uso de una maleimida unida a un péptido de 2 kDa en lugar de la maleimida 

roja. En este caso, un cambio en la migración electroforética luego de 

reducir las proteínas sería indicativa de la presencia de persulfuros [214]. El 

ensayo de maleimida permitió plantear la persulfuración postraduccional en 

NF-κB [213]. 

 

Figura 18. Ensayo de maleimida roja para detectar persulfuros 
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Reacción con IAA 

Este método fue publicado por el grupo de Tonks en 2011 [200]. Consiste 

en tres pasos; la alquilación de persulfuros y tioles con IAA, la reducción de 

los disulfuros mixtos provenientes de los persulfuros con DTT y la reacción 

de los tioles resultantes con IAM unida a biotina (Figura 19). Esto resulta en 

conjugados de biotina donde originalmente había persulfuros que pueden 

ser detectados por espectrometría de masas. La estrategia fue usada para 

identificar la inactivación mediada por H2S de la proteína tirosina fosfatasa 

1B (PTP1B) en condiciones de estrés [200]. Este método puede dar falsos 

positivos, pues la etapa inicial de alquilación debe ser exhaustiva y el DTT 

también puede reducir los disulfuros naturales de las proteínas [189]. 

 

Figura 19. Reacción con IAA para detectar persulfuros 

ProPerDP 

El método ProPerDP (“Protein Persulfide Detection Protocol”), fue publicado 

en 2016 por el grupo de Nagy [4]. Este método usa iodoacetil-PEG2-biotina 

para marcar a los persulfuros y los tioles. Los conjugados resultantes son 

capturados con perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina. Al agregar 

un reductor a las muestras, los disulfuros derivados de los persulfuros son 

liberados mientras que los tioéteres derivados de los tioles permanecen 

unidos a las perlas. Las proteínas liberadas, que corresponden a las 

proteínas que contenían persulfuros originalmente, pueden ser cuantificadas 

por SDS-PAGE o identificadas por espectrometría de masas. Los tioéteres 

derivados de los tioles también pueden ser detectados por SDS-PAGE tras la 

liberación de las perlas por ebullición en SDS (Figura 20). Esta metodología 

fue utilizada para estimar que el 0.15 % de las proteínas de las células 

HEK293 se encuentran persulfuradas [4]. 
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Figura 20. Método ProPerDP para detectar persulfuros proteicos 

Esta metodología presenta algunos inconvenientes. Por un lado, no 

distingue entre persulfuros y polisulfuros, pudiendo resultar en falsos 

positivos. Por otro lado, los disulfuros intermoleculares también podrían 

llevar a una sobreestimación de persulfuros, ya que, si están expuestos y 

son reducidos, los tioles resultantes se confunden con los tioles 

provenientes del tratamiento de los persulfuros. Según controles hechos por 

los autores, suponen que esta sobreestimación de persulfuros es mínima. 

Por último, si bien el paso de reducción libera a los disulfuros provenientes 

de los persulfuros de la estreptavidina, en el caso de que la proteína original 

tuviera persulfuros y tioles, la misma podría quedar retenida a la 

estreptavidina aún después del paso de reducción por los tioéteres, 

resultando en falsos negativos. Para combatir las barreras metodológicas, 

los autores sugieren agregar un paso de digestión luego del paso de 

alquilación y un análisis por espectrometría de masas de los péptidos que se 

liberan de la estreptavidina tras la reducción, pero ellos no lo 

implementaron [4].  

BTA 

El grupo de Filipovic por un lado [51] y el grupo de Hatzoglou por otro 

[215], implementaron métodos muy similares entre ellos y similares al 

ProPerDP. Los artículos con estas estrategias fueron publicados a mitad y 

fines de 2015, respectivamente, por lo que los experimentos fueron 

contemporáneos a los de la publicación del ProPerDP [4]. La publicación de 

Hatzoglou denominó al método BTA (“Biotin Thiol Assay”) [215], mientras 

que la de Filipovic no le asignó un nombre [51]. Este ensayo usa NEM-



66 

biotina [51] (o maleimida-PEG2-biotina [215]) como alquilante. El método 

prosigue de la misma manera que el ProPerDP pero incluye la digestión con 

tripsina previa a la captura de los productos biotinilados con estreptavidina 

[51] (o con avidina [215]). Este paso evita los falsos positivos de proteínas 

que contienen tanto tioles como persulfuros biotinilados. Tras el paso de 

reducción, el método analiza los residuos provenientes de los persulfuros 

por espectrometría de masas (Figura 21). Este método permitió identificar 

~1000 cisteínas persulfuradas pertenecientes a ~820 proteínas que no 

habían sido identificadas previamente [215]. 

 

Figura 21. Ensayo BTA con maleimida-biotina para detectar persulfuros 

qPerS-SID 

Unos meses después de la publicación del método ProPerDP, el grupo de 

Longen publicó un método similar a los dos anteriores al que denominó 

qPerS-SID (“quantitative PerSulfide Site IDentification”) [216]. El método 

comienza con el tratamiento con ácido tricloroacético (TCA) con el fin de 

protonar los tiolatos y detener las reacciones redox. Los tioles y persulfuros 

son bloqueados con iodoacetil-PEG2-biotina, al igual que ProPerDP, pero, 

antes de la captura con estreptavidina, son digeridos con tripsina, al igual 

que en el BTA. A diferencia de los métodos anteriores, donde los tioles 

provenientes de los persulfuros eran directamente analizados, en el qPerS-

SID son derivatizados con IAM antes de ser analizados con el objetivo de 

mejorar la detección por LC-MS/MS. Por otro lado, los residuos que 

permanecen unidos a la estreptavidina son liberados con ebullición en 

acetonitrilo (Figura 22). Para que el método fuera cuantitativo, fue 
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combinado con SILAC, el marcado de aminoácidos en cultivos celulares con 

isótopos estables. Con este método se demostró que los dadores de H2S 

difieren en sus eficacias para persulfurar proteínas en células [216]. 

 

Figura 22. Método qPerS-SID para detectar persulfuros 

Cambio de etiqueta  

El ensayo de cambio de etiqueta (“tag-switch”) fue desarrollado por los 

grupos de Xian y Filipovic [2,62]. En el primer paso, las proteínas son 

sometidas a tratamiento con metilsulfonilbenzotiazol (MSBT) [217] de 

manera de que queden bloqueados los persulfuros y los tioles formando 

disulfuros y tioéteres, respectivamente. En el segundo paso, las muestras 

se hacen reaccionar con un cianoacetato (nucleófilo suave) conjugado a una 

molécula reportera que atacará a los disulfuros generados a partir de los 

persulfuros (Figura 23). Dada la alta reactividad de los disulfuros que 

contienen benzotiazol con ciertos nucleófilos centrados en carbono, se 

espera que este método sea selectivo para los disulfuros mixtos derivados 

de los persulfuros, aunque ciertos disulfuros nativos especialmente 

reactivos u otros electrófilos también podrían reaccionar con el cianoacetato 

y dar falsos positivos. El método original fue publicado en 2014 y utilizaba 

biotina como molécula reportera [62]. En 2016, se publicó una versión 

mejorada con derivados fluorescentes de cianoacetato (CN-BOT y CN-Cy3) 

como molécula reportera, permitiendo la detección de persulfuros por la 
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fluorescencia en geles y por microscopía [2]. Se ha propuesto que este 

método no sería útil para hacer ensayos in vivo debido a la falta de 

permeabilidad del MSBT por las membranas lipídicas [4]. El ensayo de 

cambio de etiqueta ha servido para asignar un rol de depersulfurasa a la Trx 

[2]. 

 

Figura 23. Ensayo de cambio de etiqueta para detectar persulfuros 

Cambio de dimedona 

En busca de una versión mejorada de la estrategia de cambio de etiqueta, 

el grupo de Filipovic propuso el método de cambio de dimedona (“dimedone 

switch”) en 2019 [60]. En un primer paso, los persulfuros, tioles y 

derivados sulfénicos reaccionan con 4-cloro-7-nitrobenzofurazán (NBF-Cl). 

En segundo lugar, se adiciona una sonda de dimedona para que reaccione 

selectivamente con los derivados de los persulfuros (Figura 24). Luego, los 

persulfuros pueden ser detectados con anticuerpos anti-dimedona o 

espectrometría de masas. Dependiendo de cuál sea la molécula reportera 

de la sonda dimedona, estrategias adicionales pueden ser empleadas, como 

SDS-PAGE o microscopía de fluorescencia en caso de contar con una sonda 

fluorescente. Este método presenta la ventaja de poder ser utilizado in vivo. 

El uso de este método permitió detectar persulfuros proteicos de diversos 

organismos y llevó a obtener resultados que apoyan la hipótesis de la 

persulfuración como un mecanismo de protección celular ante la 

sobreoxidación de tioles [60].  

 

Figura 24. Método de cambio de dimedona para detectar persulfuros 
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QTRP a pH bajo 

En 2020, el grupo de Yang adaptó el método QTRP (“Quantitative Thiol 

Reactivity Profiling”), originalmente desarrollado para análisis proteómicos 

de tioles, para que fuera selectivo para detectar persulfuros [118]. Esta 

estrategia asume que los persulfuros proteicos tienen pKas más bajos que 

los tioles. A diferencia del método original, que se realiza a pH fisiológico, 

las muestras se incuban a pH 5 para permitir la alquilación de persulfuros y 

minimizar la de los tioles. De esta forma, sólo reaccionarían los grupos muy 

ácidos que permanezcan deprotonados. La alquilación se realiza con 2-iodo-

N-(prop-2-in-1-il) acetamida (IPM) y luego, las proteínas son digeridas con 

tripsina. Los péptidos marcados se hacen reaccionar con conjugados de 

azida-biotina clivables por UV, livianos y pesados, mediante una química de 

clic por cicloadición asistida por cobre. Finalmente, los péptidos biotinilados 

son capturados con estreptavidina y liberados mediante luz UV para ser 

analizados por LC-MS/MS (Figura 25).  

 

Figura 25. Método QTRP a pH bajo para detectar persulfuros 
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Un punto débil de esta técnica es suponer que los persulfuros poseen 

valores de pKa más bajos que los tioles, ya que no hay estudios robustos de 

la acidez de persulfuros proteicos. Por otro lado, la ventaja de este método 

es que los péptidos liberados conservan el azufre extra proveniente del 

persulfuro original, lo que permite la confirmación de la cisteína modificada. 

El método QTRP a pH bajo demostró que el pH puede afectar la reactividad 

de los persulfuros proteicos, tanto aumentándola como disminuyéndola, 

dependiendo de la proteína. A su vez, con este método se identificaron 

1547 residuos de cisteína persulfurados correspondientes a 994 proteínas 

[118].  

1.6. Modelos de persulfuros utilizados en este trabajo 

La presente tesis se centró en la investigación de las propiedades de ciertos 

persulfuros biológicos. Los mismos fueron seleccionados en función de su 

relevancia fisiológica, tanto en su forma persulfuro como tiol, considerando 

además la viabilidad de llevar a cabo experimentos para su estudio. Los 

persulfuros elegidos como modelos de estudio abarcan persulfuros formados 

en compuestos de bajo peso molecular y en proteínas, y se describen a 

continuación. 

1.6.1. Persulfuros de bajo peso molecular 

Los persulfuros formados en tioles de bajo peso molecular presentan bajas 

restricciones estéricas e interacciones intramoleculares con grupos cargados 

o polares, en contraposición a los persulfuros formados en proteínas. Esto 

minimiza la influencia de grupos químicos cercanos y, por lo tanto, los 

convierte en buenos modelos para estudiar las propiedades fundamentales 

generales de los persulfuros, que puedan luego servir de punto de 

comparación con persulfuros proteicos. 

Dada la inestabilidad en solución acuosa de los persulfuros de bajo peso 

molecular, debido a que tienen reactividad nucleofílica y electrofílica, tanto 

la preparación de persulfuros en el laboratorio como su detección presentan 

desafíos. Como se explicó previamente, para prepararlos se debe recurrir a 

reacciones formadoras de persulfuros, enzimas que los produzcan o 
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compuestos dadores de persulfuros (ver 1.3). Para detectarlos, se suele 

recurrir a métodos que implican la derivatización con agentes alquilantes 

(como se explicó en 1.5.6). 

El GSSH y el CysSSH posiblemente sean los persulfuros de bajo peso 

molecular de mayor abundancia fisiológica. Se encuentran en varios tipos 

celulares [218] y se ha sugerido que sus niveles pueden verse alterados en 

ciertas patologías, como en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

(EPOC) [219].  

El GSSH es uno de los objetos de estudio centrales de esta tesis. Aunque en 

menor profundidad, también se estudiaron el CysSSH, el HcySSH y los 

persulfuros de cisteamina (CystSSH), β-mercaptoetanol (β-MeSSH) y 

cisteína metiléster (CysOMeSSH), que fueron elegidos por la disponibilidad 

de los disulfuros correspondientes para formarlos y por las variaciones en la 

acidez de los tioles correspondientes. 

GSSH  

El GSSH es el persulfuro que deriva del GSH, uno de los tioles celulares más 

abundantes y de mayor relevancia. Los niveles reportados de GSSH 

endógeno son relativamente altos, de ~7 µM en tejido de hígado de ratón 

[3]. Uno de los roles más prominentes del GSSH es su participación como 

intermediario en la vía de oxidación mitocondrial del H2S (ver Figura 3). Si 

bien hay dos mecanismos propuestos para la formación de GSSH en dicha 

ruta, ambos involucran la síntesis enzimática de GSSH a expensas de GSH y 

un dador de azufre. Uno de los mecanismos propone que es formado por la 

SQR utilizando H2S como dador de azufre (ver Figura 3A) [43,44], mientras 

que la otra postula que es sintetizado por la rodanesa usando tiosulfato 

como dador de azufre (ver Figura 3B) [42,45]. En el primer caso, el GSSH 

formado podría ser consumido, en parte, por la rodanesa [43,44]. Ambos 

mecanismos coinciden en que el GSSH es consumido por la enzima 

persulfuro dioxigenasa para formar GSH y sulfito mediante la interacción del 

GSSH con el hierro ferroso de la enzima. Hasta ahora, el GSSH es el único 

sustrato propuesto para la persulfuro dioxigenasa [46,47]. En humanos, las 

mutaciones en esta enzima producen encefalopatía etilmalónica, una 

patología asociada a alteraciones severas en la salud [54,220]. 
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Adicionalmente, el GSSH puede reaccionar con el hierro presente en otras 

proteínas (ver 1.4.6).  

Como se comentó previamente, el GSSH puede ser producido 

enzimáticamente por la enzima GR a partir de GSSSG y NADPH (Figura 5B), 

aunque no es probable que ocurra en un contexto fisiológico [34,48,82]. Por 

otro lado, hay indicios de que el GSSH es mejor nucleófilo que el GSH (ver 

1.4.2) [48,53]. 

En el laboratorio, el GSSH es frecuentemente preparado a partir de GSSG y 

H2S (Ec. 38) [52–54]. La velocidad de esta reacción es lenta, con una 

constante cinética de 0.16 M-1 s-1 (pH 7.4, 25 °C), por lo que no es probable 

que ocurra in vivo [51]. En 2019 se reportó que al mezclar GSSG (en 

exceso estequiométrico) con H2S, se establecen principalmente dos 

equilibrios que involucran cinco especies: GSSG, H2S, GSSH, GSH y GSSSG 

(Ec. 38, Ec. 39) [58,119]. Estas reacciones estaban siendo estudiadas en el 

contexto de esta tesis. Cuando se publicaron los resultados referidos, los 

experimentos para caracterizar la reacción entre GSSG y H2S en el marco 

de esta tesis estaban en la fase final. Si bien los resultados publicados se 

solapaban parcialmente con esta tesis, nuestra caracterización fue más 

exhaustiva, proporcionando constantes cinéticas para todas las reacciones 

involucradas. De esta manera, la formulación de los dos equilibrios sirvió 

para validar nuestros resultados y dieron pie a la realización de ciertos 

controles adicionales que no habíamos contemplado. 

Ec. 38 GSSG + HS− ⇄ GSSH + GS− 

Ec. 39 GSSG + GSS− ⇄ GSSSG + GS− 

1.6.2. Persulfuros proteicos 

La modificación de una cisteína proteica a la forma persulfuro constituye 

una modificación postraduccional y, como se fue describiendo a lo largo del 

texto, ocurre en varias proteínas involucradas en diversos procesos 

fisiológicos. También constituyen intermediarios en ciclos catalíticos de 

enzimas fundamentales del metabolismo. Los niveles de persulfuros 

proteicos endógenos se encuentran en el orden micromolar, por ejemplo, 



73 

~37 µM en tejido hepático de ratón [3]. Dada la relevancia y participación 

de los persulfuros en los distintos procesos, varios estudios se han enfocado 

principalmente en identificar las proteínas persulfuradas y determinar las 

vías metabólicas en las que participan mediante estudios proteómicos. No 

obstante, la caracterización de sus propiedades bioquímicas es escasa. Así 

como el entorno proteico puede afectar las propiedades de los tioles y otros 

grupos funcionales presentes en los residuos aminoacídicos, es de esperar 

que las propiedades de los persulfuros proteicos dependan de cada proteína 

y difieran de las de los persulfuros de bajo peso molecular.  

En esta tesis se trabajó con enzimas que forman persulfuros proteicos 

intermediarios en sus mecanismos catalíticos. Algunos de estos persulfuros 

presentan la ventaja adicional de ser estables en solución acuosa, ya que se 

forman en cisteínas ubicadas en cavidades, permaneciendo protegidos del 

decaimiento espontáneo. 

SQR  

La enzima SQR (EC 1.8.5.8) pertenece a la superfamilia de las flavina 

disulfuro reductasas. Estas enzimas contienen una molécula de flavina como 

cofactor, como el flavín mononucleótido o FAD. Se caracterizan por 

transferir electrones entre el sustrato y la flavina mediante un aducto 

covalente transitorio dado por una cisteína unida en la posición C4a de la 

flavina [65,221]. La familia de estas enzimas está distribuida en los tres 

dominios de la biología [222], incluidos varios filos de arqueas y bacterias, y 

en la mayoría de los filos de eucariotas. Llamativamente, no están 

presentes en el reino vegetal, equinodermos y varios protistas. Las SQRs 

son proteínas ancladas a las membranas que catalizan el primer paso de la 

oxidación de H2S (ver Figura 3). Las enzimas procariotas aprovechan el 

poder reductor del H2S ambiental para producir energía. En las mitocondrias 

de los mamíferos son las encargadas de mantener el nivel de H2S por 

debajo del umbral tóxico. Tanto la sobreexpresión como la supresión de la 

SQR alteran la susceptibilidad a la intoxicación respiratoria por H2S [65]. 

Las deficiencias de SQR producen anomalías similares a las causadas por la 

enfermedad de Leigh [223]. Por otra parte, se está explorando la posibilidad 

de apuntar a la SQR como un potencial blanco terapéutico [224,225]. 
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Las SQR de distintos organismos contienen dos cisteínas en el sitio activo 

que se encuentran separadas en la secuencia lineal de aminoácidos pero 

cercanas espacialmente [49,226–229]. Aunque las primeras estructuras de 

SQR reportadas, correspondientes a enzimas bacterianas, se obtuvieron 

hace más de una década [226–228], la estructura de la SQR humana fue 

reportada recién en el 2019 (Figura 26) [49,229]. A diferencia de las 

bacterianas, cuyos sitios activos están ubicados en cavidades y contienen 

disulfuros, el sitio activo de la SQR humana se encuentra parcialmente 

expuesto al solvente con las cisteínas formando un trisulfuro [49,229]. Si 

bien hay hipótesis propuestas de cómo se podría generar el trisulfuro in 

vivo, este aspecto continúa en investigación [65]. 

 

Figura 26. Estructura cristalográfica de la SQR humana. Se resalta el cofactor 

FAD y el trisulfuro formado por Cys201 y Cys379 (PDB 6OI5). Figura realizada con el 

programa Mol* [230]. 

La SQR humana cataliza la transferencia del azufre del H2S a un aceptor de 

bajo peso molecular con el concomitante traspaso de electrones a la CoQ10. 

Por lo tanto, este mecanismo implica tres sustratos: H2S como dador de 

azufre y electrones, un aceptor de azufre y CoQ10 (Figura 27) [65]. El 

mecanismo propuesto [49] comienza con el ataque del H2S al trisulfuro del 

sitio activo para formar dos persulfuros, en Cys379 y en Cys201. El persulfuro 

en Cys379 queda expuesto al solvente, mientras que se presume que el 

persulfuro en Cys201 forma un complejo de transferencia de carga (CT) 

transitorio con el cofactor FAD (Figura 27a). En el segundo paso, el aceptor 

Cys201

Cys379

FAD
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tiofílico ataca al persulfuro en Cys379 para abstraer el azufre sulfano, 

formando el tiol de la cisteína y liberando un producto azufrado de bajo 

peso molecular. Simultáneamente, se presume que el complejo CT 

evoluciona hacia un aducto covalente C4a (Figura 27b). El tiolato en Cys379 

ataca al aducto para regenerar el trisulfuro y producir FAD reducido, FADH2 

(Figura 27c). El FADH2 reduce a CoQ10 completando el ciclo catalítico (Figura 

27d). El CoQ10 reducido luego entra en la cadena de transporte de 

electrones al nivel del complejo III, convirtiendo al H2S en el primer 

sustrato reductor inorgánico identificado capaz de producir energía 

metabólica en humanos [39]. Los parámetros cinéticos de estas reacciones 

se muestran en la Tabla 1. 

 

Figura 27. Mecanismo catalítico propuesto para la SQR humana. En el primer paso, el 

trisulfuro de cisteína del sitio activo es atacado nucleofílicamente por el H2S para formar dos 

persulfuros en Cys379 y en Cys201. Este último queda formando un complejo de transferencia 

de carga (CT) transitorio con el cofactor FAD (a). Luego, un aceptor tiofílico (A−) ataca al 

Cys379SSH para abstraer el azufre sulfano y generar el producto (ASH) y Cys379SH. Se 

presume que el complejo CT evoluciona mientras tanto hacia un aducto C4a (b). El Cys379SH 

ataca al azufre involucrado en el aducto, regenerando el trisulfuro y produciendo FADH2 (c). 

Finalmente, FADH2 reduce a la CoQ para formar CoQH2 y restaurar la enzima completando el 

ciclo catalítico (d). 

En cuanto al aceptor de azufre, el grupo de Banerjee ha propuesto al GSH 

como el sustrato fisiológico preferido [43,44], mientras que el grupo de 

Jorns ha propuesto al sulfito [42,45]. La hipótesis de Jorns se basa 

principalmente en que la constante de especificidad (kcat/Km) para el sulfito 

es ~200 veces mayor que para el GSH (Tabla 1). La contraparte argumenta 

que, a pesar de la mayor constante cinética para sulfito que para GSH, la 

velocidad neta de reacción con el sulfito es menor, ya que ésta también 

depende de la concentración intracelular del sustrato                                

(v = kcat/Km[aceptor][SQR]), y en el caso del sulfito la concentración sería 

baja (0.2-4.87 µM), incluso menor que el Km
sulfito (Tabla 1) [65]. Por el 

contrario, la concentración intracelular de GSH es muy abundante (1-10 mM 

[232,233]), similar al Km
GSH (Tabla 1). No obstante, la baja concentración de 

sulfito que Banerjee menciona [65] no es intracelular, sino que corresponde 

a niveles extracelulares [234,235]. De hecho, el grupo de Jorns detectó 
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mayores niveles de sulfito en medios intracelulares de rata (9.2 µM en 

hígado y 38 µM en corazón) [236], aunque según Banerjee estos resultados 

son cuestionables [65]. De todas maneras, las simulaciones cinéticas 

computacionales realizadas por el grupo de Banerjee respaldaron al GSH 

como el aceptor, incluso utilizando la concentración de sulfito reportada por 

Jorns; con GSH 7 mM y sulfito 9.2 µM se obtuvieron constantes observadas 

(kobs) de 112 s-1 para GSH y 23 s-1 para sulfito [43,44]. Esto no quita que en 

ciertas patologías que llevan a elevadas concentraciones de sulfito, se 

podría favorecer su uso como aceptor de la SQR [65]. En resumen, la 

literatura actual está inclinada hacia el GSH como aceptor, pero los datos 

disponibles a la fecha no son del todo esclarecedores. Es importante 

destacar que la identidad del aceptor tiene implicancias en la secuencia de 

pasos de la vía de oxidación del H2S, ya que el sustrato de la rodanesa 

(GSSH o tiosulfato) depende, en parte, de qué producto se genera en la 

reacción que cataliza la SQR (ver Figura 3).  

Tabla 1. Parámetros cinéticos de la SQR  

Sustrato 
variable 

Productos 
Km 

(µM) 
kcat 

(s-1) 
kcat/Km  
(M-1 s-1) 

Ref. 

Sustratos fijos y saturantes: sulfito y CoQ1  

H2S Tiosulfato, CoQ1H2 13 379 2.9 × 107 a [42] 

Sustratos fijos y saturantes: H2S* y CoQ1 

Sulfito Tiosulfato, CoQ1H2 260 650 2.5 × 106 b [44] 
174 368 2.1 × 106 a [42,44] 

Cianuro Tiocianato, CoQ1H2 650 330 5.1 × 105 c [42] 

Metanotiol Metanopersulfuro, CoQ1H2 260 100 3.9 × 105 b [231] 

H2S H2S2, CoQ1H2 230 84 3.7 × 105 b [44] 
315 65 2.1 × 105 d [42,44] 

CoA CoA persulfuro, CoQ1H2 2300 69 3.0 × 104 b [49] 

GSH GSSH, CoQ1H2 8000 128 1.6 × 104 b [44] 
8000 89 1.1 × 104 b [44] 

Sustratos fijos y saturantes: H2S y sulfito  

CoQ1 Tiosulfato, CoQ1H2 19 364 1.9 × 107 a [42] 

* Concentración de H2S saturante para la reacción a de la Figura 27 

a SQR en solución, pH 7.4 o 7.5, 25 °C  
b SQR embebida en nanodiscos, pH 7.4, 25 °C 
c SQR en solución, pH 8.5, 25 °C 
d SQR en solución, pH 7.0, 25 °C 
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La SQR es muy promiscua, pudiendo reaccionar con varios sustratos 

adicionales, tanto a nivel de la semirreacción con el trisulfuro como a nivel 

del aceptor de azufre. El trisulfuro de la SQR puede ser atacado 

nucleofílicamente por sulfito (940 M-1 s-1), GSH (0.38 M-1 s-1), metanotiol 

(6.3 × 104 M-1 s-1) o coenzima A (CoA). Estas reacciones resultan en 

complejos inactivos con disulfuros mixtos de Cys379SH y el nucleófilo (Figura 

28A) [9,49,231].  

 

Figura 28. Promiscuidad de la SQR a nivel de la reacción con el 

trisulfuro. A) El sulfito, GSH, metanotiol y CoA (representados por XS−) son 

capaces de reaccionar con el trisulfuro de la SQR, en lugar del H2S, dando 

complejos inactivos. B) El cianuro puede atacar al trisulfuro formando un 

tiocianato orgánico que puede seguir reaccionando para restaurar el trisulfuro. 

El trisulfuro también puede ser atacado por cianuro. En este caso, no se 

forma un complejo inactivo, sino que, en presencia de H2S, se termina 

regenerando el trisulfuro de la enzima. El mecanismo propuesto implica la 

formación de un tiocianato orgánico que cicla tras el ataque de Cys201SSH y 

reacciona con una segunda molécula de cianuro y otra de H2S para 

restaurar el trisulfuro (Figura 28B) [66]. Si bien estas reacciones no son 
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relevantes fisiológicamente, es importante conocerlas porque pueden 

afectar experimentos in vitro.  

En relación con el aceptor de azufre, además del GSH y el sulfito, el 

Cys379SSH puede ser atacado por cianuro, H2S, metanotiol y CoA con 

distintos parámetros cinéticos (Tabla 1). Teniendo en cuenta la 

concentración de estas especies, no se espera que estos sustratos tengan 

relevancia biológica [231]. 

Rodanesa 

La enzima rodanesa (EC 2.8.1.1), formalmente denominada tiosulfato 

azufretransferasa (TST) o tiosulfato:cianuro azufretransferasa, pertenece a 

la superfamilia de azufretransferasas. Como su nombre indica, es capaz de 

catalizar la transferencia de azufre desde el tiosulfato al cianuro, 

produciendo sulfito y tiocianato como productos. El nombre rodanesa 

proviene de la palabra “rhodanid”, que significa tiocianato en alemán, y se 

le agregó la terminación “esa” para indicar que el tiocianato se formaba 

enzimáticamente. Fue sugerido en 1933 cuando se descubrió, previo a que 

se establecieran las reglas de nomenclatura de las enzimas [237]. El 

término rodanesa también refiere a un dominio de plegamiento presente en 

varias proteínas, que puede estar fusionado a otros dominios; por ejemplo, 

se encuentra en azufretransferasas, fosfatasas y arseniato reductasas 

[238,239].   

La enzima rodanesa se encuentra presente en todos los organismos, desde 

bacterias hasta humanos. En mamíferos está localizada a nivel mitocondrial 

y las concentraciones más altas están en el hígado. En humanos 

particularmente, los riñones presentan la mayor actividad rodanesa, 

seguidos por el hígado, cerebro, pulmones, músculo y estómago. En las 

plantas, la enzima se encuentra en el citoplasma, mitocondria y cloroplastos 

[240,241].  

Inicialmente, se sugirió que el rol principal de la rodanesa era la 

detoxificación del cianuro, ya que el tiocianato es mucho menos tóxico que 

el cianuro. De hecho, se ha observado que los niveles de expresión de la 

enzima en los distintos tejidos están correlacionados con los niveles de 
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exposición al cianuro. Sin embargo, en los últimos tiempos, se le han 

asignado roles fisiológicos adicionales, tanto actuando de manera 

independiente o en colaboración con otras proteínas. Entre estas funciones 

se incluye su participación en la restauración de centros ferrosulfurados y 

en la vía de oxidación mitocondrial del H2S [41,241]. 

La rodanesa mejor caracterizada es la de hígado bovino. Posee dos 

dominios rodanesa conectados por un bucle. El sitio activo está ubicado en 

una hendidura y está formado por aminoácidos de ambos dominios, 

incluyendo una cisteína catalítica (Cys248). La cisteína se encuentra dentro 

de un bucle conservado (CRKGVT) en el dominio C-terminal y puede estar 

como tiol o persulfuro. Ambas estructuras han sido cristalizadas, siendo 

mínimas las diferencias estructurales (Figura 29) [239,242–249]. El 

espectro de absorbancia y la intensidad de fluorescencia intrínseca de la 

enzima varían según el estado de la cisteína (tiol o persulfuro) [250–252]. 

Por otro lado, la rodanesa en el estado persulfuro presenta mayor 

estabilidad termodinámica que en el tiol [241,246]. Si bien en 2022 se 

resolvió la estructura cristalográfica de la rodanesa humana, aún no se 

publicó el artículo correspondiente. De todas formas, es probable que su 

estructura sea similar a la bovina, basado en que tienen un 90 % de 

identidad de secuencia [253] y en la estructura predicha con Alphafold 

(Q16762) [254,255].  

 
Figura 29. Estructura tridimensional de la rodanesa bovina. La rodanesa 

bovina con la cisteína catalítica (Cys248) en la forma persulfuro (PDB 1RHD). Figura 

realizada con el programa Mol* [230]. 
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Las azufretransferasas catalizan la transferencia de azufre de una molécula 

dadora a una molécula aceptora en un mecanismo ping-pong. En los ciclos 

catalíticos de las azufretransferasas, como la rodanesa y la MST, se forman 

persulfuros intermediarios a nivel de las enzimas (mecanismo mínimo en 

Figura 4). Entre las reacciones catalizadas por la rodanesa, la más 

estudiada es la que utiliza tiosulfato como dador y cianuro como aceptor. La 

reacción de las enzimas bovina y humana con estos sustratos (Figura 30) 

implica un paso y una especie adicionales respecto al mecanismo mínimo. 

Específicamente, la reacción entre el tiolato y el tiosulfato para formar el 

persulfuro ocurre en dos pasos mediante la formación de un complejo no 

covalente enzima-sustrato o complejo michaeliano (Figura 30a,b) 

[116,256]. A la enzima bovina tiol se le asociaron pKas de 7.8 y 9.9, aunque 

no se determinó a qué residuos correspondían, y al grupo tiol del complejo 

michaeliano con tiosulfato se le asignó un pKa de 6.5, que varió levemente a 

6.75 y 7.05 en los complejos con bencenosulfonato y butanosulfonato, 

respectivamente [116,117]. La reacción del persulfuro intermediario con el 

cianuro prosigue de la misma manera que en el mecanismo mínimo, en un 

solo paso (Figura 30c) [116,256]. A la enzima bovina persulfuro se le 

asociaron pKas de 5.9 y 9.4, no quedando claro a qué residuos 

correspondían [116,117]. Se observó una inhibición por tiosulfato a bajas 

concentraciones de cianuro en ambas variantes de rodanesa [116,256]. La 

enzima bovina además, resultó susceptible a la inhibición por tiocianato 

[257]. Contrariamente, a altas concentraciones de cianuro, la enzima 

humana puede ser activada [256]. Los parámetros cinéticos de estas 

reacciones se muestran en la Tabla 2. La elucidación del mecanismo, los 

parámetros cinéticos y valores de pKa mencionados provienen de 

experimentos realizados en la década del setenta [116,117,256]. 

Lamentablemente, estos datos parecen haber quedado perdidos en el 

tiempo. De hecho, los parámetros cinéticos que se citan actualmente son 

muy distintos, particularmente en lo que respecta al cianuro, kcat = 910 s-1, 

Km
tiosulfato = 39.5 mM, Km

cianuro = 29 mM para la rodanesa humana [170]. 

Estos valores surgen de experimentos donde no se tuvo en cuenta la 

inhibición por tiosulfato, que compite con el cianuro, y donde posiblemente 

el pH no estuviera bien controlado. La propagación de datos erróneos en la 

literatura puede causar inconvenientes. En efecto, afectó al diseño de 
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experimentos realizados en el contexto de esta tesis, que inicialmente no 

tenían en cuenta la inhibición por exceso de tiosulfato. 

 

Figura 30. Mecanismo de la reacción del tiosulfato y el cianuro catalizada por 

la rodanesa. El tiolato de la cisteína del sitio activo (numeración enzima humana) 

ataca al azufre sulfano del tiosulfato generando un complejo michaeliano (a). El 

complejo evoluciona para generar un persulfuro en la cisteína del sitio activo y liberar 

sulfito (b). Para completar el ciclo catalítico, el cianuro ataca al persulfuro y se libera 

tiocianato (c). 

Tabla 2. Parámetros cinéticos de la rodanesa 

Dador 
(DS) 

Aceptor  

(A−) 

kcat 

(s-1) 
KmDS

 

(mM) 

KmA-
 

(mM) 
kcat/Km

DS  
(M-1 s-1) 

kcat/Km
A-  

(M-1 s-1) 
Ref. 

Tiosulfato Cianuro 307 18 0.51 1.7 × 104  6.0 × 105 a [116] 
167 45 1.8 3.7 × 103 9.5 × 104 b [256] 

Tiosulfato GSH 0.67 0.34 21.0 2.0 × 103 3.2 × 101 c [43] 

Tiosulfato Cisteína 7.4 0.35 20 2.1 × 104 3.7 × 102 c [43] 

Tiosulfato Homocisteína 8.7 0.3 21 2.9 × 104 4.1 × 102 c [43] 

GSSH Sulfito 389 0.45 0.06 8.6 × 105 6.5 × 106 c [43] 

a Rodanesa bovina, pH 8.7, 40 °C 
b Rodanesa humana, pH 8.5, 0 °C  

c Rodanesa humana, pH 7.4, 25 °C 

La rodanesa puede utilizar otros sustratos además del tiosulfato y cianuro. 

El GSSH constituye un dador alternativo de azufre, mientras que el sulfito y 

los tioles son posibles aceptores (Tabla 2) [41,43,45,241]. En el contexto 

de la vía de oxidación del H2S, se ha planteado que la rodanesa cataliza la 

transferencia de azufre desde el GSSH hacia el sulfito (ver Figura 3A), así 

como desde el tiosulfato al GSH (ver Figura 3B). Los parámetros cinéticos 

determinados para ambas reacciones aportan elementos para la discusión 

(Tabla 2) [43]. Sin embargo, las condiciones en que estos valores fueron 

determinados son controversiales. Para la reacción de GSSH y sulfito se 

utilizaron mezclas de GSSG y NaHS como fuente de GSSH y la cianólisis fría 

como método para cuantificar la concentración de GSSH, probablemente 

resultando en sobreestimaciones de la concentración de GSSH (ver 1.5.2 y 
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1.6.1). A su vez, las reacciones de tiosulfato y GSH en las que se formaba 

GSSH presentaban varias limitaciones experimentales. Por ejemplo, las 

reacciones se siguieron por formación de H2S utilizando el ensayo de 

acetato de plomo [258], pero no se hicieron los controles correspondientes 

para confirmar que el plomo no alterara la actividad. Aún más controversial, 

asumieron que el GSSH formado reaccionaba con el GSH presente formando 

cantidades estequiométricas de H2S y que esta reacción no era la limitante 

del proceso, es decir, que era más rápida que la formación enzimática de 

GSSH (ver 1.3.1 y 1.4.4). 

MST 

La enzima MST (EC 2.8.1.2) pertenece a la superfamilia de las 

azufretransferasas y, como tal, cataliza la transferencia de azufre de una 

molécula dadora a una aceptora. Participa en el metabolismo de H2S 

contribuyendo a una de las tres vías enzimáticas de formación de H2S en 

mamíferos [8]. La MST se expresa en varios tipos de células y tejidos, 

encontrándose los mayores niveles en el hígado, intestino grueso y riñones 

[71,76,259,260]. En humanos, la deficiencia congénita de MST genera 

mercaptolactato-cisteína disulfiduria, una patología que se asocia con 

retardo mental y otras alteraciones, dejando en evidencia su relevancia 

[261–263]. 

Se han descrito dos isoformas humanas que se diferencian por 20 

aminoácidos, MST1 que se ubica en el citosol y MST2 que se encuentra en 

el citosol y en la mitocondria [264]. Los parámetros cinéticos de ambas 

variantes son iguales [76]. La estructura posee dos dominios rodanesa 

unidos por un conector (Figura 31). El sitio activo se ubica en una hendidura 

entre los dos dominios y contiene residuos de ambos dominios. La cisteína 

catalítica se encuentra en el dominio C-terminal y durante el ciclo catalítico 

puede encontrarse como tiol o persulfuro [75,260]. 
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Figura 31. Estructura cristalográfica de la MST humana. La MST 

humana con la cisteína catalítica (Cys248) en la forma persulfuro fue 

cocristalizada con piruvato (PDB 4JGT). Figura realizada con el programa 

Mol* [230]. 

Como se explicó previamente, el mecanismo mínimo es ping-pong e implica 

la formación del persulfuro intermediario en la cisteína catalítica (Cys248, 

numeración humana) (ver Figura 4). A nivel fisiológico, el proceso más 

aceptado para la MST involucra al 3-MP como dador de azufre y a un tiol 

como aceptor del azufre, principalmente Trx y en menor medida cisteína 

[75,76,87,171,260,265–267]. En el primer paso del ciclo catalítico de la 

MST humana, la enzima en forma de tiolato (pKa de 5.2 [87]) ataca al 3-MP 

para extraer el azufre y formar un complejo michaeliano intermediario en 

un proceso relativamente rápido (106 M-1 s-1 [87]) (Figura 32a). La 

evolución del complejo lleva a liberar piruvato y la enzima persulfurada. En 

presencia de buenos sustratos aceptores, la liberación de piruvato sería el 

paso limitante del ciclo catalítico (Figura 32b). El intermediario persulfuro es 

estable y ha sido cocristalizado con piruvato (Figura 31) [75]. Una vez 

liberado el piruvato, el persulfuro reacciona con el tiol aceptor en una 

reacción de transpersulfuración, regenerando la enzima reducida y 

produciendo un nuevo persulfuro, como TrxSSH o CysSSH (Figura 32c,f). El 

nuevo persulfuro puede reaccionar con un tiol produciendo el disulfuro 

correspondiente y H2S en una reacción no catalizada enzimáticamente 

(Figura 32d,g). El mecanismo para la generación de H2S con cisteína como 

aceptor de azufre es controversial, pues es de esperar que la reacción de 
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CysSSH con cisteína (u otro tiol de bajo peso molecular) (Figura 32,g) sea 

lenta (ver 1.4.4). El uso de la Trx como aceptor fisiológico sería más 

favorable, ya que el paso no enzimático es de primer orden (Figura 32d). La 

Trx oxidada puede ser reducida de nuevo al ditiol por la Trx reductasa a 

expensas de NADPH (Figura 32e). Este mecanismo es consistente con el rol 

de depersulfurasa propuesto para la Trx [2–4]. 

 

Figura 32. Mecanismo catalítico propuesto para la MST humana. En el primer 

paso, el tiolato de la cisteína del sitio activo (numeración enzima humana) abstrae 

el azufre del 3-MP y forma un complejo michaeliano (a). El complejo evoluciona 

liberando un persulfuro en la enzima y piruvato (b). El persulfuro puede ser atacado 

por uno de los tioles de la Trx para formar TrxSSH (c). El ataque de otro tiol de la 

Trx al persulfuro libera H2S y genera un disulfuro intramolecular (d) que puede ser 

reducido de nuevo por la Trx reductasa (TrxR) en presencia de NADPH (e). 

Alternativamente, el persulfuro de la MST puede ser atacado por cisteína para 

producir CysSSH (f), que a su vez puede ser atacado por un tiol liberando H2S y 

formando el disulfuro correspondiente (g). 

La MST presenta cierta promiscuidad, pues puede utilizar moléculas 

adicionales como sustratos. Por ejemplo, el tiosulfato puede actuar como 

dador de azufre, aunque la especificidad de la MST por tiosulfato es baja 

[267,268]. El cianuro constituye un aceptor de azufre alternativo. Si bien 

esta reacción no es relevante fisiológicamente, es útil para medir actividad 

enzimática in vitro. Sin embargo, en ciertos contextos podría tener 
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relevancia biológica, como en la detoxificación del cianuro en glóbulos rojos, 

ya que no poseen rodanesa, y en el citosol de células que solo contienen 

rodanesa mitocondrial [260]. Adicionalmente, se ha planteado que la 

Mocs3, una azufretransferasa encargada de generar cofactores de 

molibdeno, también podría ser un aceptor fisiológico. En este caso, el 

persulfuro formado en la MST no terminaría liberando H2S, sino que, 

mediante una reacción de transpersulfuración, sería transferido a otras 

proteínas [260]. En este sentido, recientemente se sugirió que la MST de 

levaduras (Tum1) podría generar persulfuros en varias proteínas por este 

mecanismo, lo que llevó a asignarle un rol proteína persulfurasa [173]. No 

obstante, es una hipótesis reciente que debe ser explorada más en 

profundidad.  

A raíz de la detección de H2S2 en el cerebro, se planteó un mecanismo 

alternativo que pudiera explicar la síntesis de H2S2, H2S y persulfuros por 

MST. Este mecanismo propone que el persulfuro intermediario de la MST 

podría desulfurar una segunda molécula de 3-MP formando un 

hidrotrisulfuro en la cisteína catalítica. El trisulfuro sería transferido a la Trx 

y terminaría dando H2S2 y Trx disulfuro. El H2S2 podría generar H2S por 

descomposición o por la reacción con tioles, que además formaría un 

persulfuro (Figura 33A) [269–271]. Si bien este mecanismo fue planteado 

hace relativamente pocos años, es frecuentemente ignorado en la literatura. 

Otra posibilidad que ha pasado desapercibida en la literatura es que el 3-MP 

actúe como dador y aceptor de azufre, pues se ha observado que la MST en 

presencia solo de 3-MP, forma piruvato [272]. Esta reacción llevaría a la 

formación de 3-MP persulfuro. El mecanismo propuesto implica la formación 

de dos complejos intermediarios, uno binario, formado por MST y 3-MP, y 

otro terciario, formado por MST y dos moléculas de 3-MP (Figura 33B) 

[272]. Este mecanismo no es compatible con experimentos realizados en 

presencia de otros aceptores, ya que no propone la formación de MST 

persulfuro y no tiene un mecanismo ping-pong. Sin embargo, la noción que 

el 3-MP pudiera actuar como aceptor y formar 3-MP persulfuro es muy 

atractiva como mecanismo alternativo para explicar la persulfuración de 

proteínas por MST [173]. 
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Adicionalmente, se ha reportado al piruvato como un inhibidor de la MST, 

siendo capaz de reaccionar con la enzima libre [273,274], y al 

mercaptoetanol como sustrato aceptor alternativo [272]. 

 

Figura 33. Mecanismos catalíticos alternativos propuestos para la MST 

humana. A) Mecanismo con formación de H2S2. El ataque del tiolato de la cisteína 

del sitio activo al 3-MP genera piruvato y la enzima persulfurada (a). El persulfuro 

abstrae el azufre de una segunda molécula de 3-MP produciendo un hidrotrisulfuro 

proteico (b). El hidrotrisulfuro es transferido a uno de los tioles de la Trx (c). El 

ataque de otro tiol de la Trx al trisulfuro libera H2S2 produciendo la Trx oxidada (d) 

que puede ser reducida de nuevo por el sistema Trx/TrxR (e). El H2S2 puede 

reaccionar con tioles para dar H2S y el persulfuro correspondiente (f). B) 

Mecanismo con 3-MP como dador y aceptor de azufre. La cisteína catalítica ataca al 

3-MP generando un complejo michaeliano (a). El complejo reacciona con otra 

molécula de 3-MP formando un complejo ternario (b). Se liberan piruvato y 3-MP 

persulfuro regenerando la enzima (c). 

En resumen, es evidente que el mecanismo de la MST aún no se comprende 

completamente, así como tampoco se comprenden sus roles fisiológicos.  

1.7. Aplicaciones de la química de los persulfuros para el 

desarrollo de biosensores 

La química de los persulfuros y específicamente de las enzimas que forman 

persulfuros intermediarios puede ser utilizada para el desarrollo de 
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biosensores basados en la proteína fluorescente verde sensible al estado 

redox (roGFP2). La roGFP2 contiene un cromóforo inaccesible al solvente 

que no es alterado por cambios de pH en el rango fisiológico y es capaz de 

emitir fluorescencia en la región visible del espectro (511 nm) [275]. La 

roGFP2 posee dos cisteínas que pueden estar reducidas como tiol u 

oxidadas formando un disulfuro. Los espectros de absorbancia y de 

excitación de fluorescencia de esta proteína varían según su estado redox 

[276], convirtiendo a la roGFP2 en una buena sonda para monitorear 

cambios redox tanto in vitro como en contextos celulares.  

La fusión de roGFP2 (como módulo reportero) con otras proteínas (como 

módulos sensores) ha permitido el desarrollo de sensores específicos. Por 

ejemplo, se han usado tiol peroxidasas para detectar H2O2 [277,278], 

glutarredoxina para detectar cambios en la oxidación de GSH [279], 

micorredoxina-1 para micotiol [280] y triparredoxina para tripanotión [281]. 

Recientemente se observó que, en presencia de 3-MP, la roGFP2 puede ser 

oxidada por las MSTs de la planta Arabidopsis thaliana [282] o la MST de 

levaduras, Tum1 [173]. Se hipotetiza que la oxidación de la roGFP2 se debe 

a la transferencia del persulfuro de las MSTs a la roGFP2 y a su posterior 

oxidación (Figura 34) [173,282]. La oxidación de roGFP2 puede seguirse 

por cambios en la absorbancia y fluorescencia y, por lo tanto, una fusión de 

MST con roGFP2 podría servir como sensor de 3-MP. 

 

Figura 34. Mecanismo propuesto para la oxidación de roGFP2 por 

azufretranferasas. La cisteína catalítica de la azufretransferasa (P) abstrae el azufre 

de su sustrato específico (Sus-S) para formar un persulfuro en la enzima (a). Uno de 

los tioles de la roGFP2 ataca al persulfuro de la azufretransferasa para generar un 

persulfuro en la roGFP2 y regenerar la enzima (b). El persulfuro formado en la roGFP2 

reacciona con el tiol vecino para producir un disulfuro intramolecular y liberar H2S (c). 

Las MSTs de Arabidopsis thaliana no resultaron adecuadas para desarrollar 

biosensores basados en la oxidación de roGFP2, ya que interactúan con el 

GSH y el sistema Trx preferentemente, disminuyendo de forma dramática la 
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transferencia del azufre hacia la roGFP2 y disminuyendo el rendimiento de 

la señal [282]. Por otro lado, se vio la misma respuesta en la oxidación de 

roGFP2 por 3-MP y Tum1 con las proteínas por separado o fusionadas 

[173], indicando que la proximidad forzada debido a la fusión no estaba 

generando una ventaja. A su vez, en dicho trabajo se observó que la MST 

es capaz de promover la persulfuración de una gran cantidad de proteínas, 

lo que llevó a que los autores propusieran un rol persulfurasa para la MST 

[173]. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo general 

Contribuir a la comprensión de la química biológica de los persulfuros. 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Propiedades bioquímicas de los persulfuros de bajo 

peso molecular 

Estudiar la acidez y la reactividad nucleofílica y electrofílica de persulfuros 

de bajo peso molecular.  

2.2.2. Propiedades bioquímicas de los persulfuros proteicos 

Estudiar la acidez y reactividad de persulfuros proteicos, particularmente los 

formados en la SQR y en la rodanesa. 

2.2.3. Aplicaciones de la reactividad de los persulfuros  

Evaluar la viabilidad de desarrollar biosensores basados en la reactividad de 

los persulfuros de rodanesa y de MST. 
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3. Resultados y discusión 

3.1. Artículo 1. Los disulfuros forman persulfuros a pH 

alcalino, lo que puede generar sobreestimaciones en 

el método de la cianólisis fría 

Artículo publicado en Free. Radic. Biol. Med. en 2023 

Benchoam D., Cuevasanta E., Semelak J.A., Mastrogiovanni M., Estrin D.A., 

Möller M.N., Alvarez B. 

3.1.1. Antecedentes del artículo 

Como se comentó previamente, a pesar de que la investigación relacionada 

a los persulfuros se ha intensificado en la última década, sus características 

químicas están escasamente estudiadas. Con el fin de estudiar las 

propiedades de los persulfuros de bajo peso molecular, el primer paso fue 

generar preparados de los mismos.  

Debido a la relevancia biológica, se comenzó con la preparación del CysSSH 

con miras a caracterizar su reactividad. Para formar el CysSSH, se eligieron 

dos métodos que no involucran H2S ni polisulfuros de hidrógeno. Las 

estrategias fueron diseñadas de forma de no agregar nucleófilos a las 

mezclas y no generar grandes cantidades de tiol, pensando en sus posibles 

interferencias en ensayos posteriores. En primer lugar, el CysSSH se 

sintetizó a partir de cistina y CBS humana (según la Figura 7A). La elección 

de utilizar CBS se basó en la experiencia acumulada en el laboratorio a lo 

largo de los años, así como en la mía, ya que la CBS fue el centro de 

estudio de mi Tesina de Grado. La CBS humana (carente del dominio 

regulador C-terminal) se expresó de forma recombinante a partir de una 

cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli transformada con el plásmido 

pGEX4T1/hCBSΔC143 que codifica para la CBS fusionada a la glutatión S-

transferasa. Se purificó por cromatografía de afinidad con glutatión sefarosa 

y la etiqueta se removió con trombina. Para formar el CysSSH, se incubó 

cistina y CBS en amortiguador Tris 50 mM (pH 7.4, 37 °C) y se midió la 

concentración de azufre sulfano por el método de cianólisis fría (ver 1.5.2). 
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Se comparó el rendimiento a distintos tiempos, diferentes concentraciones 

de sustrato y enzima, y en presencia o ausencia de piridoxal-5'-fosfato, el 

cofactor catalítico de la CBS. Si bien se logró formar el CysSSH 

exitosamente, se obtuvo un rendimiento muy bajo, de 3-4 % respecto a la 

cistina inicial. Adicionalmente, el método de preparación presentó 

inconvenientes asociados a la baja solubilidad de la cistina (~500 µM a 25 

°C).  

El CysSSH sirvió para explorar la reactividad electrofílica de un persulfuro 

de bajo peso molecular frente a un tiol de bajo peso molecular. Se ultrafiltró 

la mezcla de cistina incubada con CBS y la fracción de bajo peso molecular 

conteniendo CysSSH (32 µM de azufres sulfanos) y la cistina remanente, se 

puso a reaccionar con un exceso de GSH. Se midió la concentración de H2S 

por el método de azul de metileno [196]. A los 130 s, la reacción ya había 

llegado a completitud con un rendimiento de 100 % respecto a la 

concentración de persulfuro inicial (en realidad, de azufre sulfano 

cuantificado por cianólisis). Se hicieron controles para descartar 

concentraciones significativas de H2S provenientes de la desproporcionación 

de CysSSH o de la reacción con otros componentes del ultrafiltrado. Los 

resultados sugirieron que el GSH ataca al azufre interno del persulfuro 

(formando el disulfuro mixto CysSSG y H2S) en lugar de atacar al azufre 

externo (que formaría GSSH y cisteína), consistente con que el H2S sea 

mejor grupo saliente que la cisteína. Adicionalmente, la reacción se intentó 

seguir por formación de sulfuro de plomo a partir de la reacción del H2S 

formado con acetato de plomo, pero no se obtuvieron resultados 

reproducibles. 

Considerando los inconvenientes para producir CysSSH usando CBS, se 

intentó preparar CysSSH por incubación de cistina en medio alcalino (ver 

Figura 7C), aprovechando que no depende de la actividad de una enzima. 

En este caso, además de las limitaciones experimentales relacionadas a la 

solubilidad de la cistina, los experimentos de cianólisis fría para medir la 

concentración de azufre sulfano y determinar el éxito de la preparación de 

CysSSH no fueron concluyentes.  
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Dadas las limitaciones para preparar CysSSH, se decidió trabajar con GSSH. 

En primer lugar, se confirmó la formación de GSSH a partir de GSSG 

incubado en medio alcalino y de mezclas de GSSG con H2S mediante 

absorbancia a 335 nm, reducción y liberación de H2S, reacción con DTNB y 

cianólisis. Luego, se intentó aislar el GSSH para eliminar posibles 

interferentes. Se exploraron varias técnicas, como extracción en fase sólida 

(SPE) con una columna Chromabond Drug II, HPLC con una columna 

Acclaim Mixed-Mode WAX-1, precipitación de H2S con Zn2+, incubación con 

acetona para precipitar los derivados de glutatión sin precipitar H2S, entre 

otras. Los múltiples fracasos dieron la pauta de que no es posible aislar 

persulfuros de bajo peso molecular en medio acuoso debido a su alta 

reactividad.  

Dada la necesidad de usar mezclas de especies como fuentes de persulfuros 

de bajo peso molecular, dejamos de lado los intentos por aislarlos e hicimos 

un esfuerzo para caracterizar las mezclas. De forma análoga a la formación 

de CysSSH, se decidió preparar GSSH por incubación de GSSG en medio 

alcalino por la potencial ventaja de no formar cantidades significativas de 

GSH. Como se describió previamente, es de esperar que la reacción entre 

GSSG y HO− ocurra por β-eliminación, resultando principalmente en la 

formación de GSSH y un derivado dehidroalanina de glutatión (DHG) [93–

97].  

La caracterización de la cinética y de los productos de la reacción entre 

GSSG y HO− fueron publicados en la revista Free Radic. Biol. Med. en 2023 

[283]. A continuación, se destacan los principales resultados de la 

publicación. El artículo y la información suplementaria se presentan en el 

Anexo I. 

3.1.2. Resultados y discusión 

Cinética de la formación de GSSH 

En primer lugar, se caracterizó la cinética de la reacción entre GSSG y 

distintas concentraciones de HO− en exceso por absorbancia UV-Visible (UV-

Vis). Se registraron espectros en el tiempo y se ajustaron funciones 

exponenciales a los cursos temporales correspondientes a 335 nm, 
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indicativa de la presencia de persulfuros [53,190,191]. Las constantes 

observadas aumentaron linealmente con la concentración de HO−, 

resultando en una constante de segundo orden de (6.3 ± 0.8) × 10-3 M-1 s-1 

a 25 °C (Figura 1 del Anexo I).  

Para confirmar la formación de GSSH, una mezcla alcalina preincubada se 

expuso a un exceso de H2O2 y se registró el decrecimiento en la absorbancia 

a 335 nm. El GSSH se consumió con una constante de 8.7 ± 0.2 M-1 s-1 

(Figura 2 del Anexo I), consistente con la reacción entre GSSH y H2O2, cuya 

constante fue determinada en el marco de esta tesis y reportada en otro 

artículo publicado previamente (Anexo II). Si bien el experimento del Anexo 

I fue previo, la publicación fue posterior, permitiendo la comparación.  

Adicionalmente, la reacción de GSSG con HO− se siguió mediante la 

reacción con DTNB, que es capaz de reaccionar con azufres nucleofílicos 

(persulfuros, tioles e hidropolisulfuros). Este método permitió estimar una 

constante de segundo orden de (1.1 ± 0.2) × 10-2 M-1 s-1 (Figura 3 del 

Anexo I).  

A su vez, se intentó seguir la formación de GSSH mediante la cuantificación 

del H2S liberado al reducir la mezcla. Las medidas de H2S en fase gaseosa 

confirmaron la formación de GSSH, pero no brindaron datos cuantitativos 

confiables (resultados no publicados).  

Productos de la reacción de GSSG con HO− 

Para determinar los productos generados por la reacción de GSSG y HO−, se 

realizaron experimentos de espectrometría de masas y HPLC a mezclas 

alcalinas derivatizadas con IAM o mBrB, respectivamente. Además de 

verificar la formación de GSSH y DHG, se evidenció la presencia de otras 

especies, específicamente GSH, GSSSG, glutatión hidrotrisulfuro (GSSSH) y 

tiosulfinato derivado de glutatión disulfuro (GS(O)SG) (Figura 4 del Anexo 

I). A su vez, se puso a punto un método de HPLC que permitió diferenciar el 

GSSH del GSH e incluso cuantificarlos. En contraposición a la hipótesis que 

este método no generaría GSH en forma significativa, se vieron 

concentraciones de GSH similares a las de GSSH, además de H2S y, 

posiblemente, H2S2 (Figura 5 del Anexo I). La formación de productos 
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adicionales se atribuyó a reacciones secundarias del GSSH, principalmente 

con el GSSG remanente y consigo mismo (Esquema 3 del Anexo I).  

Artefactos generados por la cianólisis fría 

Considerando que el protocolo de la cianólisis fría es comúnmente utilizado 

para cuantificar persulfuros, se usó como un método adicional para estudiar 

la cinética de GSSG y HO−. Por lo tanto, se incubaron mezclas alcalinas y se 

tomaron alícuotas en el tiempo para cuantificar la concentración de sulfanos 

generados, considerando que el método mide azufres sulfanos en general y 

no persulfuros selectivamente. Los resultados nos alertaron sobre posibles 

artefactos que pueden ocurrir en el método de cianólisis fría, ya que el 

protocolo implica una etapa de incubación con cianuro a pH alcalino 

(detalles del método en 1.5.2) en la cual el GSSG remanente puede formar 

GSSH y otros sulfanos. Para evitar una sobreestimación de azufre sulfano, 

fue necesario igualar el tiempo de incubación a pH alcalino de todas las 

muestras, así como restar la contribución por formación artefactual de 

GSSH mediante un control de GSSG en agua realizado en las mismas 

condiciones. Considerando estas precauciones, el estudio cinético por 

cianólisis fría resultó en una constante de (4 ± 1) × 10-3 M-1 s-1 para la 

reacción de GSSG con HO− (Figura 6 del Anexo I), consistente con los 

valores determinados por absorbancia y reacción con DTNB. Aunque 

parezca trivial, es importante remarcar que hay que ser especialmente 

cauto al momento de analizar resultados de cianólisis fría. Se han reportado 

artículos e incluso protocolos que incitan a cuantificar la concentración de 

CysSSH o GSSH presente en una mezcla por cianólisis fría, pudiendo inducir 

a conclusiones incorrectas. 

3.1.3. Conclusiones 

La reacción entre GSSG y HO− forma GSSH y DHG mediante un mecanismo 

de β-eliminación con una constante cinética de ~10-3 M-1 s-1 a 25 ºC. En 

estas condiciones, el GSSH formado sufre reacciones secundarias para 

formar especies adicionales que incluyen GSH, GSSSH, GSSSG y H2S. 

Considerando que la concentración de GSH alcanzada es similar a la de 

GSSH y que la reacción no alcanza el equilibrio en ~2 h, no se recomienda 
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preparar soluciones de referencia de GSSH mediante la incubación de GSSG 

en medio alcalino. Esta reacción tiene implicancias en la cianólisis fría, ya 

que ésta involucra una etapa de incubación de las muestras a pH alcalino, 

en la cual las muestras que contengan disulfuros pueden formar sulfanos 

artefactualmente, induciendo a una sobreestimación. Este sesgo puede ser 

corregido si tanto los experimentos como la interpretación de resultados se 

realizan con cautela. Asimismo, los resultados muestran la importancia de 

controlar el pH durante la práctica habitual de agregar NaOH a una solución 

de GSSG para favorecer su disolución. 

3.1.4. Contribución personal en el artículo 

Participación del diseño experimental, realización de experimentos y análisis 

de los datos obtenidos de los experimentos cinéticos de GSSG y HO− por 

absorbancia UV-Vis (Figura 1 del Anexo I), por reacción con DTNB (Figura 3 

y S4 del Anexo I) y por cianólisis fría (Figura 6 y S3 del Anexo I), así como 

de las reacciones de H2O2 con la mezcla alcalina (Figura 2 el Anexo I) o con 

GSH (Figura S1 del Anexo I) y de los experimentos de HPLC, incluyendo la 

puesta a punto del método para cuantificar GSSH (Figura 5 del Anexo I). 

Análisis de los resultados de espectrometría de masas (Figura 4 y S2 del 

Anexo I). Discusión de los resultados. Corredactora del artículo. 

3.2. Artículo 2. Acidez y reactividad nucleofílica de GSSH 

Artículo publicado en J. Biol. Chem. en 2020 

Benchoam D., Semelak J.A., Cuevasanta E., Mastrogiovanni M., Grassano J.S., 

Ferrer-Sueta G., Zeida A., Trujillo M., Möller M.N., Estrin D.A., Alvarez B. 

En esta parte de la tesis se caracterizaron algunas de las propiedades del 

GSSH como modelo de persulfuro de bajo peso molecular, lo cual constituía 

uno de los objetivos principales del trabajo. Dado que el GSSH no puede ser 

aislado en solución acuosa y considerando los inconvenientes para 

prepararlo a partir de GSSG en medio alcalino (3.1), se utilizaron mezclas 

de GSSG y H2S (en defecto estequiométrico) como fuente de GSSH. En 

primer lugar, se adaptó un método para cuantificar el GSSH formado en la 
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mezcla de especies, lo cual permitió profundizar en el estudio del equilibrio 

y de la cinética de la reacción formadora de GSSH. Finalmente, se evaluó la 

acidez del GSSH y su reactividad nucleofílica con tres electrófilos. Los 

resultados de esta parte del trabajo fueron publicados en la revista J. Biol. 

Chem. en 2020 [284]. En el siguiente texto se describen las principales 

secciones de dicho artículo. El artículo, junto con la información 

suplementaria, se proporcionan en el Anexo II.  

3.2.1. Resultados y discusión 

Cuantificación de GSSH 

En primer lugar, se adaptó un método basado en la derivatización con mBrB 

seguido de HPLC, para cuantificar el GSSH presente en una mezcla de 

especies. Las mezclas de GSSG y H2S, que contenían GSSH, fueron 

incubadas con un exceso de mBrB y se inyectaron en una columna de fase 

reversa acoplada a un HPLC con un detector de arreglo de diodos. Se 

registraron cromatogramas a 260 y 396 nm, y se identificaron los picos 

correspondientes a GSSG y a los productos derivatizados del tiol (GS-B), 

persulfuro (GSS-B) y H2S (B-S-B) (Figura 1B del Anexo II). La asignación de 

picos fue verificada por espectrometría de masas (Figura 1C del Anexo II). 

Luego, se realizaron curvas de calibración con estándares de GSH y H2S 

derivatizados a 396 nm y de GSSG a 260 nm. Para cuantificar GSSH, se 

utilizó la curva de GSH asumiendo que las absortividades de GS-B y GSS-B 

a 396 nm se debían a la porción bimano y eran similares. Cabe destacar 

que los experimentos fueron diseñados cuidadosamente para asegurar que 

las reacciones con mBrB fueran más rápidas que el reequilibrio de las 

especies en las mezclas y, por lo tanto, que el GSS-B detectado reflejara la 

concentración de GSSH en las mezclas (Figuras S1 y S2 del Anexo II). 

Cinética y termodinámica de la reacción de GSSG con H2S  

La cinética de la reacción entre GSSG y H2S, que produce GSSH y GSH 

reversiblemente (ver Ec. 38), se estudió en condiciones de pseudo-primer 

orden con GSSG en exceso, a pH fisiológico y 25 °C. Se puso a reaccionar 

GSSG (5-11 mM) con H2S (0.5 mM) en fosfato de sodio (100 mM, pH 7.4) y 
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se fueron tomando alícuotas en el tiempo que fueron incubadas con mBrB 

(10 mM) en fosfato para detener la reacción. Las muestras derivatizadas 

fueron posteriormente analizadas por HPLC. Alternativamente, a mezclas de 

GSSG y H2S preincubadas durante una hora, se les agregó GSH en exceso 

(2-12.5 mM) respecto al GSSH de la mezcla. De manera similar, la reacción 

fue detenida por incubación con mBrB y dilución en fosfato a distintos 

tiempos, y las muestras fueron analizadas por el método de HPLC.  

Las mezclas alcanzaron el equilibrio en una escala de minutos. La 

concentración de GSSH fue siempre menor que la de GSH (Figura 2A del 

Anexo II), consistente con una reacción posterior más rápida entre GSSG y 

GSSH para formar GSH y GSSSG. Esto es congruente con lo publicado por 

otros grupos por la época en que se estaban realizando estos experimentos 

(ver Ec. 39) [58,119]. Se determinaron constantes cinéticas de 0.23 ± 0.02 

y 1.11 ± 0.06 M-1 s-1, para las reacciones directa (GSSG y H2S) y reversa 

(GSSH y GSH), respectivamente (Figura 2A-C del Anexo II). También se 

determinó una constante de equilibrio de 0.194 ± 0.005 (Figura 2D del 

Anexo II). Cabe destacar que el valor de la constante cinética de la reacción 

directa es coherente con el previamente reportado, 0.16 ± 0.01 M-1 s-1 (pH 

7.4, 25 °C) [51]. A su vez, la constante de la reversa constituye el primer 

valor reportado a pH fisiológico para la reacción electrofílica de un 

persulfuro de bajo peso molecular con un tiol de bajo peso molecular. Su 

valor relativamente bajo implica que esta reacción probablemente no ocurra 

endógenamente, teniendo en cuenta, sobre todo, que estos persulfuros 

pueden actuar como sustratos de enzimas (como persulfuro dioxigenasa y 

rodanesa). Para la segunda reacción que ocurre en la mezcla, se estimaron 

constantes cinéticas de 1.6-2.3 M-1 s-1 para la reacción directa (GSSG y 

GSSH) y 3.1-9 M-1 s-1 para la reversa (GSSSG y GSH) (Figura 2 del Anexo 

II).  

Acidez de GSSH y cinética de la reacción con mBrB 

El pKa de GSSH fue determinado por la dependencia con el pH de la 

reacción entre GSSH y mBrB, aprovechando que el mBrB genera productos 

fluorescentes, que no está cargado eléctricamente y que no acepta ni libera 

protones dentro del rango de pH estudiado. Las reacciones se realizaron en 
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un amortiguador de tres componentes para que la fuerza iónica fuera 

constante (I = 0.15 M) a los pHs estudiados [285]. Se siguieron por más de 

un método para darle robustez al resultado, por el método de velocidades 

iniciales y por el método integral en condiciones de pseudo-primer orden. 

Cada estrategia presenta distintas ventajas, el método de velocidades 

iniciales había servido anteriormente para determinar el pKa del GSH 

[115,286], mientras que el método integral con mBrB en exceso elimina la 

necesidad de conocer la concentración exacta del GSSH. 

Para determinar el pKa del GSSH por el método de velocidades iniciales, se 

pusieron a reaccionar bajas concentraciones de mBrB y de la mezcla que 

contenía GSSH, a distintos pHs y 25 °C. Las pendientes iniciales de la 

fluorescencia aumentaron con el pH de acuerdo con una función sigmoidea, 

de la cual se obtuvo un pKa de 5.50 ± 0.08 (Figura 3A del Anexo II). Se 

calculó que las contribuciones de GSH y H2S al cambio de fluorescencia eran 

despreciables en estas condiciones (0.015 y 0.007 %, respectivamente, de 

la contribución de la reacción con GSSH a pH 6) [115,119,161,204,287]. 

Por otro lado, se determinó la constante cinética de segundo orden para la 

reacción de GSSH y mBrB a distintos pHs y 25 °C. Las reacciones de mBrB 

(en exceso estequiométrico) con las mezclas de GSSG y H2S que contenían 

GSSH, se siguieron por fluorescencia en un espectrofluorímetro de flujo 

detenido. De los aumentos de fluorescencia se obtuvieron constantes 

exponenciales (kobs) que fueron atribuidas a las reacciones del mBrB con 

GSSH (Figura 3B,C del Anexo II). Los aumentos lineales de las kobs con la 

concentración de mBrB permitieron determinar las constantes aparentes de 

orden dos, kpH (Figura 3D del Anexo II). Estas constantes tuvieron una 

dependencia sigmoidea con el pH que permitieron calcular un pKa de 5.45 ± 

0.03 (Figura 3E del Anexo II), similar al valor obtenido por el método de 

velocidades iniciales. El valor de este pKa es 3.49 unidades menor que el 

pKa del GSH [115]. Esto significa que la disponibilidad de las especies 

deprotonadas a pH 7.4 es de 2.8 % para el GSH y 99 % para el GSSH. 

Además, se determinó una constante cinética independiente del pH (kind) 

para la reacción de mBrB con GSSH de (9.0 ± 0.2) × 103 M-1 s-1 (Figura 3E 

del Anexo II). La kind representa la constante de velocidad que se hubiese 

medido si todo el persulfuro estuviera ionizado. La constante resultó ser 44 
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veces más grande que la reportada para la reacción con GS− [115]. A pH 

7.4, la reacción del GSSH tiene una constante de velocidad aparente de 

(7.02 ± 0.04) × 103 M-1 s-1, 1200 veces más grande que el GSH en las 

mismas condiciones. 

Para entender las diferencias de acidez de los persulfuros respecto a la de 

los tioles, nuestros colaboradores de la Universidad de Buenos Aires 

hicieron análisis computacionales con metanotiol y metanopersulfuro. Los 

resultados sugirieron que la mayor acidez de los persulfuros se debe, 

principalmente, al enlace S-H más débil en los persulfuros (Tabla S1 del 

Anexo II). 

Cinética de las reacciones de GSSH con electrófilos de relevancia 

biológica 

Luego, se estudió la cinética de las reacciones de GSSH con electrófilos 

fisiológicos: peroxinitrito (ONOOH/ONOO−) y H2O2. La reacción con 

peroxinitrito se siguió por absorbancia a 302 nm en el espectrofluorímetro 

de flujo detenido. Se estudió en condiciones de pseudo-primer orden, con 

GSSH y los otros componentes de la mezcla en exceso respecto al 

peroxinitrito (pH 7.23, 37 °C). Las kobs obtenidas del decaimiento 

exponencial de peroxinitrito se correlacionaron linealmente con la 

concentración de GSSH (Figura 4A,B del Anexo II). Las contribuciones de 

las reacciones del GSH y H2S presentes en las mezclas con el peroxinitrito 

fueron restadas del decaimiento total observado. De esta manera, se 

obtuvo una constante cinética de (1.25 ± 0.03) × 105 M-1 s-1 para la 

reacción del GSSH con peroxinitrito (pH 7.23, 37 °C). Teniendo en cuenta 

los pKas de GSSH y ONOOH, se calculó una kind de (4.7 ± 0.1) × 105 M-1 s-1, 

que es 1.8 veces mayor que la de la reacción con GS− [288,289]. 

El estudio de la reacción entre GSSH y H2O2 no fue trivial. Varios de los 

abordajes que se probaron presentaron inconvenientes causados por los 

componentes de la mezcla de GSSG y H2S. Dentro de las técnicas evaluadas 

para seguir el consumo de H2O2 que no dieron resultados robustos se 

incluyen la formación de oxígeno en presencia de catalasa seguida por 

oxímetría, la reacción con Amplex Red o con Amplex UltraRed en presencia 

de la peroxidasa de rábano (HRP) y el método de FOX (“ferrous oxidation-
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xylenol orange”). En este último, el Fe2+ es oxidado por H2O2 en medio 

ácido a Fe3+, que en presencia de naranja de xilenol forma un complejo 

coloreado que puede ser seguido por absorbancia [290].  

Finalmente, la cinética de la reacción se siguió por la fluorescencia 

intrínseca de una variante de peroxirredoxina 5, en la cual el cambio en la 

emisión es proporcional a la concentración de H2O2 cuando la proteína está 

en exceso estequiométrico. La reacción se siguió por el consumo de H2O2 en 

presencia de la mezcla con GSSH en exceso. Luego de restar las 

contribuciones del GSH y H2S al decaimiento de H2O2, se obtuvo una 

constante de 7.5 ± 0.6 M-1 s-1 para la reacción entre H2O2 y GSSH (pH 7.02, 

25 °C) (Figura 4C del Anexo II). Considerando el pKa de GSSH, se calculó 

una kind de 7.7 ± 0.6 M-1 s-1, que es 4 veces menor que con GS− [115]. 

Estudios computacionales de las reacciones de persulfuros y tioles 

con electrófilos 

Para complementar los resultados experimentales con datos 

computacionales, nuestros colegas de la Universidad de Buenos Aires 

realizaron simulaciones de las reacciones de metanotiol o metanopersulfuro 

con los electrófilos mBrB, peroxinitrito y H2O2. Las simulaciones sugirieron 

que las reacciones de GSSH con los electrófilos ocurren por mecanismos de 

sustitución nucleofílica bimolecular (SN2) (Figura 5 del Anexo II), similar al 

caso de los tioles. Además, mostraron que las diferencias de reactividad con 

respecto a los tioles se deben a las diferencias de las estructuras 

electrónicas y no a efectos del solvente (Figura S6 del Anexo II). 

Efecto alfa en persulfuros 

Como se explicó previamente, en los gráficos de Brønsted se correlaciona la 

capacidad nucleofílica con la basicidad para una cierta familia de 

compuestos. Estos gráficos permiten evidenciar un nucleófilo con efecto 

alfa, ya que su reactividad se desvía positivamente de la tendencia de los 

nucleófilos de referencia (ver Figura 9). A partir de las kind determinadas en 

este trabajo y de datos reportados para tioles de bajo peso molecular, se 

construyeron gráficos de Brønsted para las reacciones con cada electrófilo 

(Figura 6 del Anexo II). El efecto alfa, es decir, la nucleofilia de GSS− con 
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respecto a la esperada para un tiolato con igual pKa, tuvo una magnitud de 

1670 para mBrB, 50 para peroxinitrito y 3.2 para H2O2 (Tabla 1 del Anexo 

II). La magnitud del efecto alfa para los electrófilos (mBrB > ONOOH > 

H2O2) siguió la tendencia de los βnuc de las reacciones de los tiolatos (0.52 

para mBrB, 0.42 para ONOOH y 0.27 para H2O2 [115,289,291]) y con la 

habilidad de los grupos salientes (HBr > HNO2 > H2O, pKas de -8.8, 3.35 y 

14, respectivamente [292–294]). 

3.2.2. Conclusiones 

En este trabajo, se puso a punto un método de HPLC para cuantificar GSSH, 

GSH, GSSG y H2S en una mezcla de especies. La incubación de un exceso 

de GSSG con H2S genera GSH, GSSH y GSSSG en al menos dos reacciones 

reversibles. Para la reacción entre GSSG y H2S, se determinó la constante 

de equilibrio y las constantes cinéticas de las reacciones directa y reversa. 

Se determinó el pKa del GSSH (5.45 ± 0.03), constituyendo la primera 

determinación de pKa de un persulfuro biológico. La mayor acidez de los 

persulfuros de bajo peso molecular respecto a los tioles análogos 

estructuralmente se adjudicó a que el enlace S-H en los persulfuros es más 

débil. Adicionalmente, se caracterizó la cinética de las reacciones de GSSH 

con mBrB, peroxinitrito y H2O2, constatando que el GSS− presenta un efecto 

alfa para las reacciones con dichos electrófilos respecto a los tiolatos. Si 

bien el efecto alfa en compuestos con azufre se había sugerido, no se 

disponía de datos sólidos que lo confirmaran. Considerando los resultados 

obtenidos, se concluye que, a pH fisiológico, la mayor nucleofilia de los 

persulfuros de bajo peso molecular con respecto a los tioles se debe a la 

combinación de dos factores: mayor disponibilidad de la especie ionizada 

(debido al menor pKa) y, dependiendo del electrófilo, al efecto alfa.  

3.2.3. Contribución personal en el artículo 

Realización y análisis de los experimentos para poner a punto el método de 

HPLC para cuantificar GSSH (Figura 1B, S1, S2 del Anexo II). Participación 

en el diseño y análisis de los experimentos de espectrometría de masas 

(Figura 1C del Anexo II). Participación en el diseño, realización y análisis de 

los experimentos cinéticos y termodinámicos con GSSG y H2S (Figura 2, S3, 
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Tabla S2 del Anexo II), de la determinación del pKa de GSSH (Figura 3 del 

Anexo II) y de los estudios cinéticos con peroxinitrito y H2O2 (Figura 4, S4, 

S5 del Anexo II). Discusión de todos los resultados incluyendo la adaptación 

de los gráficos de Brønsted (Figura 6 del Anexo II). Corredactora del 

artículo. 

3.3. Artículo 3. Acidez de los persulfuros y su modulación 

por los entornos proteicos en la SQR y la rodanesa 

Manuscrito aceptado (condicional a revisiones menores) para ser 

publicado en J. Biol. Chem.  

Benchoam D., Cuevasanta E., Roman J.V., Banerjee R., Alvarez B. 

A la luz de los resultados exitosos obtenidos con GSSH, los estudios de 

acidez y reactividad con mBrB se extendieron hacia varios otros persulfuros 

de bajo peso molecular. Además, se investigó la modulación de la acidez de 

los persulfuros por los entornos proteicos. Como modelos proteicos se 

utilizaron las enzimas humanas SQR y rodanesa. Los experimentos con SQR 

fueron realizados en el marco de una pasantía en el Laboratorio de la Dra. 

Banerjee en la Universidad de Michigan. Con los resultados obtenidos se 

preparó un manuscrito que fue aceptado, condicional a revisiones menores, 

por la revista J. Biol. Chem. en noviembre de 2023. En el texto que sigue, 

se exponen las principales secciones del manuscrito. Adicionalmente, se 

comentan experimentos que no quedaron incluidos en el texto para 

publicar. El manuscrito completo incluyendo la información suplementaria 

puede encontrarse en el Anexo III. 

3.3.1. Resultados y discusión 

Acidez y reactividad de persulfuros de bajo peso molecular 

Siguiendo un procedimiento similar al utilizado en los experimentos con 

GSSH (en 3.2.1), se determinaron el pKa y la kind con mBrB de varios 

persulfuros de bajo peso molecular. Para preparar soluciones conteniendo 

los persulfuros, se mezclaron los disulfuros simétricos de bajo peso 
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molecular correspondientes y H2S. Se trabajó con CysSSH, HcySSH y los 

persulfuros de cisteamina (CystSSH), β-mercaptoetanol (β-MeSSH), cisteína 

metiléster (CysOMeSSH) y penicilamina. La elección de los persulfuros fue 

en base a la disponibilidad comercial de los disulfuros y al valor de pKa de 

los tioles correspondientes, de manera de abarcar un rango amplio. 

De forma análoga al estudio con GSSH, las mezclas preincubadas de los 

disulfuros y H2S se pusieron a reaccionar con un exceso de mBrB, en un 

amortiguador con fuerza iónica constante, a distintos pHs y 25 °C. Las 

reacciones se siguieron por fluorescencia en el espectrofluorímetro de flujo 

detenido. Los cursos temporales presentaron fases exponenciales que 

fueron atribuidas a la reacción entre el persulfuro correspondiente y el 

mBrB (Figura 2A del Anexo III) excepto para el persulfuro de penicilamina, 

cuyos registros exhibieron dos fases exponenciales de amplitudes similares 

y no se pudo discriminar cuál de las fases correspondía a la reacción con el 

persulfuro, por lo cual se excluyeron estos datos del análisis global. De las 

kobs obtenidas para los restantes persulfuros, se determinaron las 

constantes de segundo orden a cada pH (Figura 2B del Anexo III). Éstas 

mostraron una dependencia sigmoidea con el pH, lo que permitió 

determinar el pKa de cada persulfuro y su kind con mBrB (Figura 2C-F del 

Anexo III). En el caso de CysOMeSSH, se obtuvieron dos valores de pKa, 

que fueron asignados al amoniopersulfuro y al aminopersulfuro (Figura 2G 

del Anexo III). Todos los persulfuros tuvieron valores parecidos de pKa, 4.6-

6.3, y de kind con mBrB, (3.2-9.0) × 103 M-1 s-1. Asimismo, todos los 

persulfuros presentaron mayor acidez y reactividad que los tioles análogos 

estructuralmente (Tabla 1 del Anexo III).  

La similitud de los valores de pKa y de reactividad nucleofílica de los 

distintos persulfuros sugiere que los sustituyentes de los persulfuros tienen 

un efecto menor en sus propiedades en comparación con los tiolatos, que 

tienen rangos más amplios de valores de pKa y de constantes cinéticas. Esto 

podría explicarse por la mayor distancia entre los grupos sustituyentes y el 

azufre nucleofílico en el caso de los persulfuros debido a la presencia del 

azufre interno. Adicionalmente, los persulfuros mostraron una reactividad 

nucleofílica más alta que la esperada para los tiolatos con los mismos pKas y 

un menor βnuc que los tiolatos, que se obtienen de los gráficos de Brønsted 
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(Tabla 1, Figura 7 del Anexo III). La mayor nucleofilia proporciona evidencia 

de un efecto alfa. Aunque el origen de este fenómeno no esté del todo 

comprendido, una explicación para el efecto en los persulfuros podría ser la 

mayor estabilización del carácter birradical del estado de transición [127]. 

No obstante, se requieren investigaciones adicionales para comprender la 

base de las diferencias observadas para los persulfuros y los tiolatos.  

SQR 

Como ejemplo de persulfuro proteico, se buscó estudiar la acidez del 

persulfuro que se forma en la Cys379 de la SQR durante el ciclo catalítico 

(esquema en Figura 27 y Figura 1 del Anexo III). Para esto, se exploró la 

dependencia con el pH de la actividad de la enzima en estado estacionario. 

Se partió de SQR humana soluble que había sido expresada y purificada por 

el Dr. Landry del laboratorio de la Dra. Banerjee como en ocasiones 

anteriores [42,43]. La concentración se determinó por la absorbancia del 

cofactor FAD y la actividad enzimática se midió a través de la reducción de 

CoQ1 por absorbancia [42].  

En los ensayos de actividad, se utilizó sulfito o cianuro como aceptor de 

azufre y concentraciones saturantes de H2S y CoQ1, de manera de que la 

velocidad global estuviera limitada por la reacción entre el persulfuro y el 

aceptor. Los ensayos se realizaron en un amortiguador con fuerza iónica 

constante, a distintos pHs y 25 °C. A partir de los cursos temporales de 

absorbancia (Figura 3A,D del Anexo III), se calcularon los kcat/Km para 

ambos sustratos. Las gráficas de kcat/Km en función del pH tuvieron una 

forma de campana, consistente con la reacción de una especie deprotonada 

(sustrato aceptor, sulfito o cianuro) con una especie protonada (persulfuro 

de la SQR). De los ajustes a estas gráficas, se determinó un pKa de 7.8 ± 

0.2 para la enzima persulfuro (Figura 3C,E del Anexo III). La información 

estructural disponible (PDB 6OIB) [49] apoya que este valor pueda ser 

asignado al persulfuro formado en la Cys379, aunque no se descarta que 

pudiera corresponder a otro residuo aminoacídico. Los valores de kcat/Km 

independientes de pH resultaron de (2.9 ± 0.2) × 106 M-1 s-1 para la 

reacción con sulfito y de (1.5 ± 0.8) × 106 M-1 s-1 para la reacción con 

cianuro (Tabla 2 del Anexo III).  
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Adicionalmente, se intentó medir el pKa de la SQR persulfuro utilizando H2S 

o GSH como aceptores para el azufre. Estos experimentos fracasaron 

debido a limitaciones experimentales. En los experimentos con H2S no se 

encontró una concentración que fuera saturante para la primera reacción de 

la SQR y menor que el Km
H2S para la segunda reacción, a todos los pHs. Los 

ensayos con GSH requerían concentraciones en el rango milimolar, 

impidiendo realizar el experimento en las mismas condiciones que para 

cianuro y sulfito, ya que el pH o la fuerza iónica se verían comprometidos. 

Además, se observó que el anión cloruro es un inhibidor competitivo 

reversible de la SQR (Ki ~7.4 mM) (Figura S1D del Anexo III). Esto podría 

tener implicancias biológicas, especialmente teniendo en cuenta la 

concentración de cloruro en la matriz mitocondrial de ~4.2 mM [295]. 

Rodanesa 

Como modelo de persulfuro proteico adicional se utilizó el formado en la 

rodanesa, que se genera en su mecanismo catalítico y es estable (Figura 1 

del Anexo III). Aprovechando que la rodanesa bovina está disponible 

comercialmente, en primer lugar, se intentó determinar la acidez del 

persulfuro en la versión bovina, adquirida en Sigma Aldrich. Se intentó 

estudiar la reacción de la enzima en forma de tiol y en forma de persulfuro 

con mBrB, de manera de obtener resultados de persulfuros proteicos que 

pudieran ser comparados con los datos de los persulfuros de bajo peso 

molecular. Sin embargo, no se observó reacción. La falta de reactividad 

llevó a evaluar el estado de la enzima comercial. Se realizó un gel de 

electroforesis, que reveló una multiplicidad de bandas, y ensayos de 

actividad con tiosulfato y cianuro, que demostraron que estaba inactiva, 

llevando a no trabajar más con la enzima bovina comercial. Cabe mencionar 

que, cuando se realizaron estos experimentos, no teníamos conocimiento de 

unos artículos de la década del setenta en los que se estimaron pKas para el 

persulfuro de la rodanesa bovina (ver 1.6.2) [116,117,256]. 

La rodanesa humana fue expresada por la Dra. Bonilla del Laboratorio de 

Biología Redox de Tripanosomátidos del Institut Pasteur de Montevideo 

(IPMont) a partir de un plásmido cedido por la Dra. Banerjee, que codifica 

para la enzima unida a una etiqueta de cola de histidinas (HisTag). La 
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enzima fue purificada según procedimientos anteriores [43]; se usó una 

columna de cromatografía de afinidad con metal inmovilizado (IMAC) con 

una resina de níquel para aislarla y trombina para remover la etiqueta de 

histidina. La concentración de rodanesa se estimó usando un coeficiente de 

extinción molar que fue calculado a partir de la secuencia aminoacídica 

[296]. Para medir la actividad enzimática, se utilizaron tiosulfato y cianuro 

como sustratos, y se siguió la concentración del tiocianato formado 

mediante la formación del complejo tiocianato férrico en un procedimiento 

similar al segundo paso del método de la cianólisis fría (ver Figura 13). La 

puesta a punto del ensayo de actividad presentó varias complicaciones. 

Hubo que tener en cuenta los problemas inherentes al método de cianólisis 

fría discutidos en el Anexo I. Adicionalmente, notamos que los protocolos 

reportados [43,170] presentan varias limitaciones experimentales, como 

amortiguadores no suficientemente concentrados como para amortiguar las 

concentraciones de cianuro utilizadas, utilización de concentraciones de 

sales de hierro que interfieren con la absorbancia del complejo, 

absorbancias finales que superan el límite del rango lineal, entre otros. 

Otros problemas a los que nos enfrentamos fueron, precipitación de las 

muestras, inhibición de la actividad por ciertos amortiguadores, 

decoloración del complejo en el tiempo, necesidad de usar stocks frescos de 

tiosulfato, cianuro y formaldehído, entre otros.  

Una vez puesto a punto el protocolo de actividad, se midió la velocidad en 

estado estacionario de la formación de tiocianato, a diferentes pHs y 25 °C. 

Se utilizó tiosulfato en una concentración saturante (300 mM) y cianuro en 

una concentración menor al Km, para que la velocidad global estuviera 

limitada por la reacción del persulfuro de la rodanesa con el cianuro. Dado 

el valor de Km
cianuro de 29 mM citado en la literatura actual [170], la 

actividad se midió inicialmente usando 5 mM de cianuro. No obstante, los 

controles realizados revelaron que la concentración de cianuro no 

correspondía a un escenario de concentración subsaturante. De hecho, se 

estimó un Km
cianuro de 2.8 mM a pH 8.9, coherente con el reporte más 

antiguo (1.8 mM a pH 8.5, 0 °C [256]). Esto llevó a tener que repetir todos 

los ensayos. Usando 300 µM de cianuro, la actividad aumentó con el pH con 

una dependencia sigmoidea, con un pKa aparente de 8.47 ± 0.06 y una 
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constante máxima de (4.0 ± 0.1) × 105 M–1 s–1 (Figura 4A del Anexo III). 

Estos resultados fueron desconcertantes, ya que se esperaba que la 

actividad dependiera del pH con una forma de campana, de forma similar a 

lo observado para el caso de la SQR, revelando el pKa de la enzima y el del 

cianuro libre (de 8.97 en las condiciones de trabajo [297]).  

A continuación, se estudió la cinética preestacionaria de las reacciones de 

rodanesa persulfuro con dos aceptores de azufre: sulfito y cianuro. Para 

preparar el persulfuro, se incubó rodanesa con un exceso de tiosulfato y los 

compuestos de bajo peso molecular se removieron con una columna de 

exclusión molecular (PD MidiTrap G-25). La enzima persulfuro fue expuesta 

a distintas concentraciones de sulfito o cianuro en exceso, en un 

amortiguador con fuerza iónica constante, a distintos pHs y 25 °C. Las 

reacciones se siguieron en el espectrofluorímetro de flujo detenido por el 

cambio en la fluorescencia intrínseca de la enzima. Se ajustaron funciones 

exponenciales a los aumentos de fluorescencia y se obtuvieron las kobs 

correspondientes (Figura 5A,B del Anexo III). A partir de las kobs y las 

concentraciones de sulfito y cianuro utilizadas, se calcularon las kpH de 

segundo orden. Las gráficas de las constantes de segundo orden en función 

del pH tuvieron la forma de campana que se esperaba (Figura 5C,D del 

Anexo III). Los experimentos resultaron en un pKa de 9.38 ± 0.04 para la 

enzima persulfuro y en constantes independientes del pH de (2.5 ± 0.1) × 

105 M-1 s-1 para la reacción con sulfito y de (1.0 ± 0.1) × 107 M-1 s-1 para la 

reacción con cianuro (Tabla 2 del Anexo III).  

Si bien un pKa de 9.38 sería consistente con un persulfuro electrofílico 

porque a pH fisiológico predominaría como especie protonada, los datos 

estructurales disponibles de la enzima bovina (PDB 1RHD y 1BOH) sugieren 

que el persulfuro forma enlaces de hidrógeno con grupos aceptores, lo que 

implicaría que se encuentre deprotonado. Es probable que el pKa 

determinado con nuestro método corresponda a una lisina proximal (Lys250) 

que juega un papel estructural y catalítico importante [298]. La lisina 

protonada aportaría una carga positiva que contribuiría a sobrellevar las 

cargas negativas del aceptor de azufre y del persulfuro aniónico. Es 

importante destacar que, aunque el pKa determinado posiblemente no 
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corresponda al persulfuro, es responsable de modular la actividad 

enzimática. 

La constante con cianuro medida por fluorescencia de (1.0 × 107 M-1 s-1) fue 

25 veces más grande que la constante de velocidad máxima obtenida en el 

ensayo de actividad (4.0 × 105 M–1 s–1). Esta diferencia puede ser explicada 

por un fenómeno de inhibición por tiosulfato de la actividad, pues el 

tiosulfato puede reaccionar con la forma persulfuro de la enzima para 

formar un complejo inactivo (Figura 4B del Anexo III). La disminución de la 

velocidad de reacción es consistente con la alta concentración de tiosulfato 

utilizada (300 mM) y la ecuación de velocidad cuando hay inhibición (Figura 

4C del Anexo III). A su vez, la inhibición por tiosulfato introduce nuevos 

equilibrios que podrían estar alterando el pKa observado con métodos en 

estado estacionario.  

También se exploró una reacción entre la rodanesa persulfuro y mBrB, para 

poder comparar con los datos de los persulfuros de bajo peso molecular. Sin 

embargo, pero no se vio reacción, incluso en presencia de concentraciones 

milimolares de mBrB. 

Seguidamente, se estudió la cinética de la reacción de la rodanesa tiol con 

tiosulfato. Para generar el tiol, primero se preincubó la rodanesa con un 

exceso de tiosulfato y, posteriormente, con un exceso de cianuro. Luego, se 

eliminaron los componentes de bajo peso molecular con la columna PD 

MidiTrap G-25. La reacción se siguió por la disminución de la fluorescencia 

intrínseca de la rodanesa en presencia de un exceso de tiosulfato (200 µM) 

en un amortiguador con fuerza iónica constante, a distintos pHs y 25 °C. A 

los cursos temporales se les ajustaron funciones exponenciales y se 

obtuvieron las kobs correspondientes (Figura 6A del Anexo III). La gráfica de 

kobs en función del pH arrojó tres valores de pKa, de 4.6 ± 0.1, 6.5 ± 0.1 y 

~10 (Figura 6B,C del Anexo III). En base a los reportes de la rodanesa 

bovina [116,256], atribuimos el pKa de 6.5 al tiol de la rodanesa. Este valor 

es menor que el de un tiol peptídico típico (~9.1) [299], consistente con 

una modulación del entorno proteico para promover la catálisis. Un pKa bajo 

promovería el ataque del tiolato al aceptor en la primera semirreacción 

(mayor proporción de tiol deprotonado) y la regeneración de la enzima en la 
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segunda semirreacción (el ataque del dador sobre el azufre externo genera 

el tiol que tiene menor pKa que el H2S, que se produciría en un ataque sobre 

el azufre interno) (ver 1.4.4). 

3.3.2. Conclusiones 

En este estudio se determinó la acidez y la reactividad nucleofílica con mBrB 

de varios persulfuros de bajo peso molecular. Los persulfuros analizados 

exhibieron una acidez similar (pKa 4.6-6.3) y constantes de velocidad 

comparables entre sí (3.2-9.0 × 103 M–1 s–1), coherente con la disposición 

de los sustituyentes a mayor distancia del azufre externo en comparación 

con los tiolatos. Los resultados obtenidos proporcionan confirmación 

adicional de la existencia del efecto alfa en las reacciones nucleofílicas de 

los persulfuros de bajo peso molecular y muestran una correlación entre la 

reactividad nucleofílica y los pKas de los persulfuros. Por otro lado, la 

velocidad de las reacciones entre los aceptores de azufre y los persulfuros 

de SQR o rodanesa dependió del pH con un comportamiento que muestra 

pKas de 7.8 o 9.38, respectivamente, aunque no necesariamente 

correspondieran al residuo del persulfuro. Adicionalmente, se determinó un 

pKa de 6.5 para el tiol de la rodanesa. Estos resultados sugieren que los 

entornos proteicos pueden modular la acidez de los persulfuros, dejando en 

evidencia que los valores de pKa de los persulfuros de bajo peso molecular 

no pueden ser extrapolados a los persulfuros proteicos. En resumen, este 

trabajo contribuye a una mejor comprensión de la química biológica de los 

persulfuros. 

3.3.3. Contribución personal en el manuscrito 

Participación en la purificación de la rodanesa humana. Diseño, realización y 

análisis de los experimentos para poner a punto la medida de actividad de 

la rodanesa. Participación en el diseño, realización y análisis de los 

experimentos cinéticos con los persulfuros de bajo peso molecular (Figura 

2, 7 y Tabla 1 del Anexo III), SQR (Figura 3 y S1 del Anexo III) y rodanesa 

(Figura 4, 5, 6 y S2 del Anexo III). Discusión de todos los resultados. 

Corredactora del artículo. 
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3.4. Oxidación de roGFP2 por azufretransferasas 

3.4.1. Objetivos 

La última parte de esta tesis se enfocó en evaluar la capacidad de algunas 

azufretransferasas para oxidar in vitro a una variante de la proteína 

fluorescente verde sensible al estado redox (roGFP2). Esta investigación se 

realizó en el marco de un proyecto que tiene el objetivo general de 

desarrollar biosensores redox fluorescentes para el monitoreo dinámico y en 

tiempo real de metabolitos azufrados en células. En este proyecto participan 

colaboradores del Laboratorio de Enzimología de Facultad de Ciencias de la 

UdelaR, del Laboratorio de Biología Redox de Tripanosomátidos del IPMont y 

del Departamento Interactions Arbres Microorganismes de la Université de 

Lorraine (Francia).  

El proyecto en el que se enmarcó este trabajo propone fusionar roGFP2 con 

rodanesa o MST para generar sensores de sus sustratos específicos, GSSH o 

3-MP, respectivamente. Se hipotetiza que las azufretransferasas podrían 

transferir el persulfuro, producto de la semirreacción con el sustrato dador, 

a la roGFP2, que funcionaría como sustrato aceptor y terminaría formando 

el disulfuro que puede ser detectado mediante cambios en la absorbancia o 

en la fluorescencia (ver Figura 34).  

El primer paso crítico para evaluar la eficacia del sensor es constatar que las 

azufretransferasas tengan la capacidad de oxidar a la roGFP2. Por lo tanto, 

resulta imprescindible verificar estas reacciones in vitro como prueba de 

concepto antes de experimentar en células. A su vez, luego de superada 

esta etapa, se deberán evaluar cuestiones adicionales de caracterización de 

mecanismos de acción y otras relacionadas a los sistemas celulares, como 

especificidad por los sustratos, interacción con sistemas reductores 

endógenos, integridad del ambiente celular, etc.  

Los experimentos realizados en esta parte de la tesis constituyen las etapas 

iniciales del proyecto; se evaluó la capacidad de la rodanesa humana y la 

MST del tripanosomátido Leishmania major (LmMST) para oxidar a la 

roGFP2 in vitro. Un punto importante es que, al momento de comenzar 
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estos experimentos, se contaba con la experiencia de los colaboradores de 

Francia, que habían visto oxidación de roGFP2 en presencia de 3-MP y las 

MSTs de la planta Arabidopsis thaliana [282], como se comentó 

previamente. Por otro lado, luego de iniciado el proyecto de biosensores se 

publicó un artículo con resultados similares usando la MST de levaduras, 

Tum1 [173].  

3.4.2. Materiales y métodos 

Soluciones 

Las soluciones concentradas de 3-MP (≥25 mM, Santa Cruz Biotechnology) 

se prepararon en agua ultrapura y se almacenaron a -20 °C. Las diluciones 

de 3-MP se prepararon diariamente en agua ultrapura o amortiguador a 

partir de las soluciones concentradas. La concentración se verificó por la 

determinación de tioles con DTNB (AppliChem) [300]. Las soluciones de 

tiosulfato de sodio (Amresco), tiocianato de potasio (Fluka) y cianuro de 

potasio (Biopack) se prepararon los días de los experimentos en agua 

ultrapura o amortiguador dependiendo del experimento. Para preparar 

soluciones de H2S2, se disolvió Na2S2 (Dojindo) en agua ultrapura. 

Para la purificación de LmMST, se utilizaron distintos amortiguadores: de 

lisis, con Tris (50 mM, AppliChem), NaCl (0.5 M, Sigma), DNAsa (20 mg/L, 

Sigma), lisozima (100 mg/L, Sigma), MgCl2 (10 mM, Sigma) e inhibidores 

de proteasas (1 pastilla/20 g de pellet bacteriano, Sigma), a pH 8; de 

unión, con fosfato de sodio (20 mM, Merck, Acros), NaCl (0.5 M) e imidazol 

(40 mM, Sigma), a pH 7.4; y de elución, con fosfato de sodio (20 mM), NaCl 

(0.5 M) e imidazol (500 mM), a pH 7.4.  

Obtención de proteínas 

La expresión y purificación de la proteína roGFP2 fueron realizadas en el 

Laboratorio de Biología Redox de Tripanosomátidos del IPMont. La reducción 

de la proteína se realizó por incubación con un exceso de TCEP (Sigma-

Aldrich) o DTT (Acros) (1-10 mM) durante al menos 30 min a temperatura 

ambiente de manera sistemática antes de cada experimento. El reductor 

remanente se removió con una columna de desalinización (PD10, GE 
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Healthcare). Para equilibrar la columna y eluir la proteína, se utilizó un 

amortiguador de fosfato de sodio (100 mM) con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA, 1 mM, Carlo Erba) a pH 7.4. 

Alternativamente, se utilizó el mismo amortiguador, pero con ácido 

dietilentriaminopentaacético (dtpa, 100 µM, Acros) en lugar del EDTA. En 

ciertos experimentos cualitativos con fines exploratorios se usó roGFP2 que 

había sido reducida el día anterior al experimento. La concentración de 

roGFP2 total se estimó usando un coeficiente de extinción molar a 428 nm 

(cercano al punto isosbéstico de las especies oxidada y reducida) de 11000 

M-1 cm-1 (valor no publicado; estimado por el Dr. Ferrer-Sueta del 

Laboratorio de Fisicoquímica Biológica, Facultad de Ciencias, UdelaR).  

En cuanto a la obtención de las azufretransferasas, se utilizaron los 

preparados de rodanesa de la sección anterior (3.1). Por otro lado, se 

purificó LmMST que había sido expresada por la Dra. Bonilla. La expresión 

se realizó a partir de una cepa BL21-CodonPlus de Escherichia coli 

transformada con el plásmido pET-Trx_LmMST (GeneScript), que codifica 

para la LmMST fusionada a una Trx con HisTag, LmMST-Trx-HisTag. Se 

obtuvieron 6.9 g de pellet de bacterias a partir de dos cultivos de 700 mL, 

que fueron crecidos a 37 °C, inducidos con isopropil β-D-1-

tiogalactopiranósido (0.7 mM) e incubados a 15 °C. Para purificar la 

LmMST, las bacterias se lisaron por resuspensión del pellet en 35 mL de 

amortiguador de lisis durante 30 min, en hielo, y sonicación. El lisado se 

centrifugó a 35000 g y 4 °C durante 50 min. El sobrenadante se clarificó 

con un filtro de 0.46 µm. El sobrenadante filtrado se sembró en una IMAC 

con resina de níquel (HisTrapTM HP, 1mL, GE Healthcare) conectada a un 

ÄKTA, de manera de que solo quedara retenida la LmMST-Trx-HisTag, que 

fue luego eluida con un gradiente de amortiguador de unión:amortiguador 

de elución (pasando de 100:0 a 0:100 en 40 min) a un flujo de 0.5 mL/min. 

La proteína eluida se digirió con 0.15 mg de TEV-HisTag (una proteasa del 

virus de grabado del tabaco fusionada a HisTag; purificada por la Mag. 

Steglich, Laboratorio de Enzimología) para separar la LmMST de la Trx-

HisTag. Se dializó durante 12 h para remover el imidazol proveniente de la 

elución de la IMAC. El producto de la diálisis se inyectó nuevamente en la 

IMAC de manera de purificar la LmMST; se eluyó con un gradiente de 
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amortiguador de elución sin imidazol:amortiguador de elución (pasando de 

100:0 a 50:50 en 40 min) a un flujo de 0.5 mL/min. Las fracciones 

resultantes fueron agrupadas y se les removió el imidazol remanente con 

una columna de desalinización. La LmMST quedó almacenada en fosfato de 

sodio (100 mM) con dtpa (100 µM) a pH 7.4 y -20 °C. La enzima 

almacenada precipitó parcialmente y se observó que el agregado de NaCl 

(0.5 M) ayudaba a mantenerla estable en los ciclos de 

congelado/descongelado. La concentración de LmMST se estimó usando un 

coeficiente de extinción molar a 280 nm de 46870 M-1 cm-1, que fue 

calculado a partir de la secuencia aminoacídica [296]. 

Medida de actividad de LmMST  

La actividad de LmMST fue medida por la velocidad de estado estacionario 

de la formación de tiocianato utlizando 3-MP como sustrato, de manera 

similar a lo realizado previamente [301] y a la medida de actividad de 

rodanesa (3.3). La LmMST (0.2 µM) se preincubó en presencia de I3MT-3 

(21 µM, MedChemExpress) disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO) o de DMSO 

solo, en Tris 500 mM (pH 8.5, 25 °C) durante 25 min. A las mezclas 

preincubadas se les agregó cianuro (25 mM) y luego 3-MP (5 mM) 

(quedando LmMST 0.14 µM y I3MT-3 15 µM). Se tomaron alícuotas de 50 

µL a distintos tiempos y se incubaron con 15 µL de formaldehido (38 %, 

Biopack) y 65 µL de FeCl3·6H2O (20 mM, Sigma-Aldrich) diluido en HNO3 

(17 %, Dorwil) para detener la reacción. Las absorbancias a 460 nm fueron 

medidas inmediatamente y se intrapolaron en una curva de calibración de 

tiocianato realizada en las mismas condiciones. También se hicieron 

medidas de la concentración de tiocianato formado usando LmMST 0.57 µM 

a 37 °C. 

Evaluación de la roGFP2 como sustrato de la rodanesa y la LmMST 

Para evaluar la oxidación de roGFP2 por rodanesa persulfuro, se registraron 

espectros UV-Vis en el tiempo (Varian Cary 60) de mezclas de roGFP2 

reducida (4.0 µM) con rodanesa (0.04-15 µM) y tiosulfato (20-100 µM) a pH 

7.4, 25 °C, en fosfato de sodio (100 mM) con dtpa (100 µM) o en un 

amortiguador de tres componentes que contenía ACES (60 mM, 
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AppliChem), Tris (31.2 mM), etanolamina (31.2 mM, Sigma), NaCl (240 

mM) y EDTA (1 mM).  

Para estudiar la oxidación de roGFP2 por LmMST persulfuro, se hicieron 

espectros UV-Vis en el tiempo de roGFP2 reducida (4.0 µM) expuesta a 

distintas concentraciones de LmMST y 3-MP en fosfato de sodio (100 mM) 

con EDTA (1 mM) a pH 7.4, 25 °C. Los experimentos para explorar la 

cinética de la oxidación se realizaron con LmMST 15-200 nM y 3-MP 8.8 o 

22 µM. Las reacciones se iniciaron con el agregado de 3-MP o LmMST, 

excepto en los experimentos con preincubación donde la enzima y el 

sustrato se dejaron reaccionar por 5 min antes de agregar la roGFP2. Para 

examinar posibles interferencias de metabolitos, se preincubó roGFP2 

reducida (3.8 µM), LmMST (10 nM) y GSH (52 µM) o tiosulfato (21 µM) a 25 

°C en el mismo amortiguador. Después de 25 min, se agregó 3-MP (3.8 µM) 

y se registraron espectros UV-Vis en el tiempo. Se realizaron controles con 

roGFP2, LmMST y GSH o tiosulfato sin 3-MP y sin la etapa de preincubación. 

También se hicieron espectros en el tiempo de roGFP2 (2.0 µM) expuesta a 

H2S2 (20 µM) en el mismo amortiguador y 25 °C. 

3.4.3. Resultados y discusión 

Variaciones en el espectro de la roGFP2 según su estado de 

oxidación 

Se compararon los espectros de absorbancia de la roGFP2 en los estados 

completamente oxidada y reducida. Se observó que, sumado al pico de 280 

nm característico de las proteínas, la roGFP2 oxidada presenta dos máximos 

relativos de intensidad similar, a 400 y 495 nm, mientras que la reducida 

exhibe un máximo a 488 nm (Figura 35A). A su vez, al reducir roGFP2 se 

observó un punto isosbéstico a 427 nm (Figura 35A-C). Esto significa que la 

absorbancia a 427 nm no depende del estado redox de la roGFP2 y, por lo 

tanto, sirve para determinar la concentración de proteína total.  

Teniendo en cuenta que no existe ninguna longitud de onda en la cual la 

roGFP2 oxidada absorba y la reducida no, ni viceversa, el grado de 

oxidación de la roGFP2 no puede ser determinado a partir de una sola 

longitud de onda. Para poder conocer la proporción de roGFP2 oxidada a 
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partir de un espectro, se planteó un sistema de ecuaciones que considera la 

contribución de la proteína oxidada y reducida a dos longitudes de onda y el 

balance de masas (Ec. 40-Ec. 42). Se utilizaron las absorbancias a 397 y 

488 nm por ser las longitudes de onda a las que ocurren los mayores 

cambios de absorbancia (Figura 35C). La deducción del sistema resultó en 

una ecuación que permite calcular el grado de oxidación de roGFP2 a partir 

de las absorbancias a dos longitudes de onda (Ec. 43). A su vez, teniendo 

en cuenta la concentración total de roGFP2, se pueden estimar las 

concentraciones de proteína reducida y oxidada en una muestra (Figura 

35D). Los coeficientes de extinción molar a 397 y 488 nm fueron 

determinados a partir de 6 espectros de roGFP2 completamente reducida y 

de 4 espectros de roGFP2 totalmente oxidada (Tabla 3). 
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Figura 35. Espectros UV-Vis de roGFP2. A) Espectros representativos de roGFP2 

completamente oxidada (línea negra) o reducida (línea roja). La proteína oxidada 

presenta un máximo a 280 nm y dos máximos relativos a 400 y 495 nm. La proteína 

reducida exhibe un pico a 280 nm y un máximo a 488 nm. B) Espectros de la 

reducción de roGFP2. Se expuso roGFP2 oxidada (1.8 µM) a DTT (2 mM) en fosfato 

de sodio 100 mM con dtpa 100 µM (pH 7.4, 25 °C); la línea punteada corresponde al 

espectro antes de agregar DTT. C) Cursos temporales de la reducción de roGFP2, 

corresponden a las longitudes de onda donde se producen los mayores cambios (488 

y 397 nm) y donde se forma el punto isosbéstico (427 nm). D) Curso temporal de la 

concentración de roGFP2 oxidada (calculada con la Ec. 43). 
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Ec. 40 [roGFP2]total = [roGFP2]red + [roGFP2]ox 

Ec. 41 Abs397 = εred 397 [roGFP2]red + εox 397 [roGFP2]ox 

Ec. 42 Abs488 = εred 488 [roGFP2]red + εox 488 [roGFP2]ox 

Ec. 43 
[roGFP2]ox

[roGFP2]total

=
Abs397εred 488 - Abs488εred 397

Abs397(εred 488 - εox 488) + Abs488(εox 397 - εred 397)
 

Tabla 3.  Coeficientes de extinción molar de roGFP2 

 ε397  
(M-1 cm-1) 

ε488  
(M-1 cm-1) 

Reducida 6667 ± 200 46210 ± 1300 

Oxidada 21129 ± 800 19790 ± 800 

   

Evaluación de un posible diseño de sensor con rodanesa y roGFP2  

Para evaluar la capacidad de la rodanesa persulfuro de oxidar a la roGFP2, 

se registraron espectros de absorbancia en el tiempo de roGFP2 expuesta a 

tiosulfato y a rodanesa. Si bien el objetivo del sensor con rodanesa era 

detectar GSSH, se utilizó tiosulfato como sustrato dador de azufre para 

simplificar los experimentos de prueba de concepto. Se realizaron 

experimentos variando el amortiguador, así como las concentraciones de 

enzima y de tiosulfato. Los resultados demostraron que la rodanesa 

persulfuro no es capaz de oxidar a la roGFP2. En la Figura 36 se muestra un 

experimento representativo. El agregado de GSH a la mezcla, que se espera 

que forme GSSH por la reacción con la rodanesa persulfuro, tampoco 

generó cambios en el estado redox de la roGFP2.  
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Figura 36. Exposición de roGFP2 reducida a rodanesa y a tiosulfato. A) 

Espectro cinético de roGFP2 reducida (4.0 µM) expuesta a rodanesa (40 nM, agregada 

a los 179 s) y a tiosulfato (100 µM, agregado a los 412 s), en el amortiguador 

ACES/Tris/etanolamina (pH 7.4, 25 °C). B) Cursos temporales a 397, 427 y 488 nm. 

Obtención de LmMST 

La LmMST se purificó a partir de un pellet de bacterias con LmMST-Trx-

HisTag con dos pasos de cromatografía de afinidad. En el primer paso de 

IMAC, se purificó la LmMST-Trx-HisTag (52.8 kDa) del sobrenadante del 

lisado bacteriano (Figura 37A). Luego, se separó la LmMST de la Trx-HisTag 

por digestión con TEV-HisTag. En el segundo paso de IMAC, se purificó la 

LmMST (40.1 kDa) del resto de los productos de la digestión (Trx-HisTag de 

~13 kDa, TEV-HisTag de ~33 kDa) (Figura 37B). El gel de electroforesis con 

las distintas etapas de la purificación muestra que, si bien se perdió 

proteína en algunos de los pasos de purificación, la LmMST obtenida quedó 

con un alto grado de pureza (Figura 37C). Se obtuvieron 0.31 mg de 

enzima que quedaron almacenados en fosfato de sodio (100 mM) con dtpa 

(100 µM), a pH 7.4, -20 °C.  
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Figura 37. Purificación de LmMST. A) Cromatograma del lisado de bacterias. 

Inserto: espectro de las fracciones conteniendo la LmMST-Trx-HisTag (asterisco en 

cromatograma). B) Cromatograma del producto de diálisis. Inserto: espectro de las 

fracciones conteniendo la LmMST (asterisco en cromatograma). C) Gel de 

electroforesis SDS-PAGE de alícuotas tomadas en los distintos pasos de la purificación. 

Carriles 1 y 8: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: sobrenadante, 

carril 4: pellet, carril 5: fracción no unida de la primera IMAC, carril 6: lavado de la 

primera IMAC, carril 7: pico de la proteína de interés de la primera IMAC (LmMST-Trx-

HisTag de 52.8 kDa), carril 9: producto de la digestión (LmMST de 40.1 kDa, TEV-

HisTag de ~33 kDa y Trx-HisTag de ~13 kDa), carril 10: pico de proteína de interés de 

la segunda IMAC. 

Actividad enzimática de LmMST  

Se hicieron experimentos preliminares para determinar si la LmMST 

purificada se encontraba activa. La actividad específica se determinó por la 

velocidad de estado estacionario de formación de tiocianato a partir de 3-MP 

(5 mM, Km
3-MP

 = 0.2 mM, pH 7.3 [301]) y cianuro (25 mM) en presencia de 

LmMST (0.14 µM), a pH 8.5, 25 °C. La concentración de tiocianato se siguió 

a distintos tiempos por la formación del complejo tiocianato férrico a 460 

nm. El curso temporal no exhibió un comportamiento exactamente lineal, 

pero se ajustó una recta al primer minuto de la reacción de manera de 

estimar una velocidad de estado estacionario (Figura 38A). Se obtuvo una 

velocidad inicial de 469 µM min-1 que correspondió a una actividad 

específica de 83.5 U mg-1. En conclusión, la enzima presentó actividad, 
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aunque menos que lo reportado (229 U mg-1 con 3-MP 5 mM y cianuro 10 

mM, a 37 °C [267]). Se realizaron controles con 3-MP y cianuro en ausencia 

de enzima que verificaron que no hubo una contribución de tiocianato por 

una reacción espontánea de los sustratos ni interferencias de los sustratos 

en la absorbancia a 460 nm (Figura 38B). 
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Figura 38. Medida de la actividad de LmMST. A) Cursos temporales de la 

formación de tiocianato catalizada por LmMST sola (0.14 µM) (cuadrados negros) o 

preincubada con I3MT-3 (15 µM) (círculos verdes) en presencia de cianuro (25 mM) 

y 3-MP (5 mM) en Tris 500 mM (pH 8.5, 25 °C). Se ajustaron rectas hasta el primer 

minuto de cada reacción (líneas rojas), obteniendo velocidades iniciales de 469 y 

451 µM min-1 y actividades específicas de 83.5 y 80.2 U mg-1, respectivamente. B) 

Cursos temporales de la concentración de tiocianato formado a partir de cianuro (25 

mM) y 3-MP (5 mM) en ausencia (triángulos azules) o presencia de LmMST (0.57 

µM) (cuadrados negros), en Tris 500 mM (pH 8.5, 37 °C).    

A su vez, se evaluó si la actividad enzimática podía ser inhibida por I3MT-3, 

un inhibidor de MSTs de mamíferos (IC50 de 2.7 µM en presencia de MST 10 

µM) [301]. En primer lugar, se registraron espectros de absorbancia del 

I3MT-3 que demostraron que no absorbe a 460 nm. La LmMST fue 

preincubada con un exceso de I3MT-3 durante 25 min y luego se midió su 

actividad. La enzima expuesta a I3MT-3 tuvo una actividad similar a la que 

no fue expuesta, de 80.2 U mg-1 (Figura 38A). Esto significa que el I3MT-3 

no es capaz de inhibir a la LmMST, presentando una ventaja ante la 

potencial necesidad de inhibir a la MST endógena de células de mamíferos 

sin afectar el rendimiento de un sensor con LmMST y roGFP2. 

Evaluación de un posible diseño de sensor con LmMST y roGFP2  

Como prueba de concepto del sensor LmMST-roGFP2 para detectar 3-MP, se 

registraron espectros UV-Vis de roGFP2 incubada con 3-MP y LmMST en el 
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tiempo, y en efecto, la roGFP2 fue oxidada (Figura 39). Para evitar la 

oxidación espontánea de roGFP2, el amortiguador contenía EDTA 1 mM (en 

pruebas anteriores con dtpa 100 µM no se pudo evitar). Si bien la 

concentración de 3-MP usada inicialmente oxidó solo parcialmente a la 

roGFP2, tras un agregado de más 3-MP, la roGFP2 se oxidó completamente 

(Figura 39A). La dilución de 3-MP usada en este experimento había sido 

preparada en amortiguador unos días antes y almacenada a -20 °C. En 

experimentos posteriores se constató que estas diluciones debían ser 

preparadas el día que fueran a usarse porque no eran estables (se vieron 

cambios en la forma del espectro UV-Vis y en la concentración de tioles). 

Aunque la concentración exacta de 3-MP fuera desconocida, estos 

experimentos proporcionaron resultados concluyentes en cuanto a la 

capacidad del sistema 3-MP/LmMST para oxidar a la roGFP2. En cambio, en 

presencia de 3-MP o LmMST y ausencia del otro, la roGFP2 no se oxidó 

(Figura 39A), dando la pauta de que la especie responsable de la oxidación 

es un producto de la reacción de 3-MP y LmMST, presumiblemente la 

LmMST persulfuro (ver Figura 34).  
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Figura 39. Oxidación de roGFP2 por 3-MP y LmMST. A) Cursos temporales de 

roGFP2 (4.0 µM) sola (cuadrados negros) y en presencia de 3-MP (4.4 µM) 

(círculos rojos), de LmMST (100 nM) (triángulos azules) o de LmMST (100 nM) y 3-

MP (4.4 µM) (rombos verdes) en fosfato de sodio (100 mM) con EDTA (1 mM, pH 

7.4, 25 °C) obtenidos a partir de espectros UV-Vis. Las concentraciones reales de 

3-MP eran menores, pues la concentración del stock estaba sobreestimada y se 

desconoce cuál era su concentración exacta. Las gráficas muestran el porcentaje 

de la roGFP2 oxidada. B) Espectros cinéticos de la oxidación de roGFP2 por 

exposición a 3-MP y LmMST (correspondientes a los rombos verdes en A). 
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Exploración de la oxidación de roGFP2 por LmMST y 3-MP 

Luego de establecer la viabilidad de un sensor con LmMST y roGFP2 para 

detectar 3-MP, se comenzó a explorar la cinética de las reacciones 

involucradas, así como posibles interacciones con otros metabolitos.  

Para ahondar en la cinética, se puso a reaccionar roGFP2 reducida con un 

exceso de 3-MP y concentraciones variables de LmMST, y se registraron 

espectros UV-Vis en el tiempo (Figura 40A). La roGFP2 se oxidó 

completamente en una escala de tiempo de minutos; los cursos temporales 

no siguieron un comportamiento exponencial simple (Figura 40B), sino que 

presentaron una fase de “lag” y una fase lineal de estado estacionario antes 

de oxidar a la roGFP2 completamente. La magnitud de los lags disminuyó 

con la concentración de enzima; de hecho, no se vieron en los registros 

correspondientes a las mayores concentraciones de enzima testeadas 

(Figura 40B). Para determinar las velocidades de estado estacionario de 

cada reacción, se ajustaron rectas a las fases lineales de todos los registros 

(ejemplos en Figura 40B). Las velocidades de estado estacionario de la 

oxidación de roGFP2 aumentaron tanto con la concentración de enzima 

como de sustrato (Figura 40B,C). Por otro lado, al exponer roGFP2 reducida 

a mezclas con LmMST y 3-MP preincubadas, se observaron cursos 

temporales con las mismas velocidades de estado estacionario que en los 

experimentos sin preincubar, pero no se observaron las fases de lag (Figura 

40D). La velocidad de estado estacionario aumentó hiperbólicamente con la 

concentración de enzima, independientemente de la concentración de 3-MP 

del ensayo (Figura 40E).  

La presencia de los lags en algunos de los cursos temporales sugiere que la 

oxidación de roGFP2 requirió de un paso previo más lento (Figura 40B). La 

desaparición de los lags con el aumento de concentración de enzima indica 

que este paso previo depende de la concentración de enzima y, por lo tanto, 

su velocidad puede ser acelerada (o enlentecida) (Figura 40B). 

Contrariamente, no parece depender de la concentración de 3-MP, aunque 

solo se compararon dos concentraciones (Figura 40C). Los experimentos 

con enzima y sustrato preincubados sugieren que la especie que oxida a la 
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roGFP2 es un producto de la reacción de 3-MP con LmMST que se genera 

durante la fase de lag (Figura 40D).  
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Figura 40. Exploración de la cinética de la oxidación de roGFP2 por LmMST y 3-MP. A) 

Espectro cinético representativo. Se registraron espectros UV-Vis en el tiempo de roGFP2 

reducida (4.0 µM) expuesta a LmMST (67 nM) y 3-MP (8.8 µM) en fosfato de sodio (100 mM) 

con EDTA (1 mM, pH 7.4, 25 °C). Los espectros fueron registrados cada 14 s durante 6.2 min. 

La línea punteada corresponde a la roGFP2 antes de reaccionar. B) Cursos temporales de la 

reacción de roGFP2 (4.0 µM) con concentraciones variables de LmMST (17-200 nM) y una 

concentración fija de 3-MP (8.8 µM); se ajustaron rectas a las fases lineales para determinar las 

velocidades de estado estacionario de cada reacción. C) Cursos temporales de la reacción de 

roGFP2 (4.0 µM) con una concentración fija de LmMST (17 nM) y concentraciones variables de 

3-MP (8.8 y 22.0 µM). D) Cursos temporales de la reacción de roGFP2 (4.0 µM) con LmMST (15 

nM) y 3-MP (22.0 µM) o con una mezcla de LmMST (15 nM) y 3-MP (22.0 µM) que había sido 

preincubada durante 5 min. E) Velocidades de estado estacionario versus concentración de 

LmMST. Se ajustaron hipérbolas a los datos obtenidos con 3-MP 8.8 (cuadrados negros) y 22 

µM (círculos rojos). Los ajustes dieron velocidades máximas de (4.4 ± 0.4) × 10-8 y (3.9 ± 0.2) 

× 10-8 M s-1 y concentraciones de LmMST correspondientes a la mitad de las velocidades 

máximas de 73 ± 18 y 21 ± 4 nM, respectivamente.  
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A diferencia de las cinéticas Michaelianas típicas en las cuales la velocidad 

aumenta linealmente con la concentrción de enzima, la velocidad de 

oxidación de la roGFP2 alcanzó un máximo, sugiriendo un proceso de orden 

cero respecto a la enzima (Figura 40E). Asumiendo que el proceso fuera de 

orden uno respecto a la roGFP2, se estima una constante de 0.010 ± 0.001 

s-1 (dividiendo la velocidad máxima entre la concentración de roGFP2) 

(Figura 40E). Esta reacción podría corresponder al cierre del disulfuro a 

partir del persulfuro y tiol formados sobre la roGFP2 (Figura 34c), lo que 

implicaría una limitante para todos los sensores con roGFP2 basados en esta 

reacción. En tal caso, la proximidad espacial entre la LmMST y roGFP2 en la 

fusión no proporcionaría ninguna ventaja cinética para el sensor, 

consistente con los resultados reportados para la MST de levadura [173]. 

Seguidamente, se estudió cómo podrían interferir GSH y tiosulfato con el 

potencial sensor. En presencia de un exceso de GSH (10 veces la de 3-MP 

estimada), la oxidación de roGFP2 por 3-MP y LmMST se inhibió 

parcialmente (Figura 41A). Esto podría deberse a reacciones del GSH con 

las especies intermediarias, como LmMST persulfuro o roGFP2 persulfuro, 

así como con la roGFP2 oxidada. Esta observación podría implicar 

desventajas para un potencial sensor en contextos celulares.  

Los resultados obtenidos con tiosulfato sembraron interrogantes 

importantes. En presencia de LmMST, el tiosulfato no fue capaz de oxidar a 

la roGFP2; tampoco alteró la oxidación por 3-MP (Figura 41B). 

Considerando que el tiosulfato se ha reportado como sustrato dador de la 

LmMST (kcat/Km
tiosulfato = 2.7 × 104 M-1 s-1 [267]), los resultados obtenidos 

no fueron los esperados. Esto plantea dos alternativas: o bien la LmMST 

persulfuro es la especie responsable de oxidar a la roGFP2, pero el tiosulfato 

no es buen sustrato y por lo tanto no se produce adecuadamente el 

persulfuro en la LmMST, o la reacción de 3-MP con LmMST genera un 

producto adicional a la LmMST persulfuro y al piruvato, que es capaz de 

oxidar a la roGFP2 y que no se forma con tiosulfato. A su vez, algunos 

experimentos realizados posteriormente por otros integrantes del proyecto 

(el Bach. Ríos y el Dr. Cuevasanta) sugieren que no hay una transferencia 

directa entre la LmMST persulfuro y la roGFP2, indicando que la reacción de 

LmMST y 3-MP genera una especie adicional responsable de la oxidación. 
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Figura 41. Oxidación de roGFP2 por LmMST y 3-MP en presencia de GSH o 

tiosulfato. A mezclas de roGFP2 reducida (3.8 µM) con LmMST (10 nM) en fosfato 

de sodio (100 mM) con EDTA (1 mM, pH 7.4, 25 °C), se les agregó GSH (57 µM) 

(A) o tiosulfato (21 µM) (B) y, luego de 25 min, 3-MP (5.2 µM) (triángulos azules). 

Se registraron espectros UV-Vis en el tiempo para obtener los cursos temporales 

de oxidación de roGFP2. Se realizaron controles de roGFP2 con 3-MP (cuadrados 

negros), GSH (círculos rojos en A) o tiosulfato (círculos rojos en B) con las mismas 

concentraciones. La concentración real de 3-MP era menor, pues la concentración 

del stock estaba sobreestimada y se desconoce cuál era su valor exacto. 

Por otro lado, considerando que uno de los mecanismos catalíticos 

propuestos para las MSTs sugiere que la reacción con 3-MP (en presencia de 

Trx) forma H2S2 y H2S3 (ver Figura 33A) [269–271], se realizaron 

experimentos con H2S2 y roGFP2 (sin LmMST). En este sentido, se confirmó 

que el H2S2 es capaz de oxidar rápidamente a la roGFP2 (Figura 42), 

consistente con la oxidación por polisulfuros contaminantes en soluciones de 

NaHS reportada previamente [79]. Otro de los mecanismos planteados para 

las MSTs propone la generación de 3-MP persulfuro (ver Figura 33B) [272] 

que, en principio, podría ser la especie responsable de oxidar a la roGFP2, 

pues podría reaccionar con uno de sus tioles para terminar formando 

roGFP2 oxidada y H2S. Estas alternativas están siendo examinadas por el 

Bach. Ríos y el Dr. Cuevasanta.  
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Figura 42. Oxidación de roGFP2 por H2S2. Espectros 

UV-Vis de una solución de roGFP2 (2.0 µM) en fosfato de 

sodio (100 mM) con EDTA (1 mM, pH 7.4, 25 °C) a la cual 

se le agregó H2S2 (20 µM) a los 62 s.  

3.4.4. Conclusiones y perspectivas 

Con el objetivo final de generar biosensores fluorescentes para detectar 

metabolitos azufrados, en esta parte de la tesis se evaluó la capacidad de la 

rodanesa humana y la LmMST para oxidar a la roGFP2. Se compararon los 

espectros UV-Vis de la roGFP2 completamente reducida y oxidada, y se 

desarrolló una ecuación para determinar el grado de oxidación de la 

proteína a partir de las absorbancias a 397 y 488 nm. Los experimentos con 

rodanesa y tiosulfato demostraron que dicha enzima no puede usar a la 

roGFP2 como sustrato aceptor de azufre. Se obtuvo LmMST pura y con 

actividad enzimática, que no varió en presencia del inhibidor I3MT-3. La 

LmMST fue capaz catalizar la oxidación de roGFP2 en presencia de 3-MP. 

Los estudios cinéticos mostraron que la velocidad aumenta con la 

concentración de enzima y de 3-MP, aunque se vio limitada por una 

velocidad máxima de 4.0 × 10-8 M s-1. Por otro lado, el GSH interfirió con la 

oxidación de la roGFP2 por LmMST y 3-MP, mientras que el tiosulfato en las 

condiciones de trabajo no lo hizo. Los resultados plantean dudas de si el 

tiosulfato es un sustrato para la LmMST y sobre cuál era la especie 

responsable de la oxidación de la roGFP2. A su vez, se determinó que el 

H2S2 es capaz de oxidar a la roGFP2 rápidamente sin la asistencia de 

ninguna enzima. En suma, se podría generar un biosensor con LmMST y 
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roGFP2 para detectar 3-MP, aunque aún no se comprende el mecanismo. En 

este sentido, este trabajo ha servido de puntapié para realizar 

investigaciones dedicadas a estudiar su funcionamiento en profundidad.  
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4. Discusión global, conclusiones y perspectivas 

Los persulfuros cumplen roles fundamentales en procesos de biosíntesis, 

catabolismo y señalización. Tienen una química muy versátil que es 

explotada en los mecanismos catalíticos de varias enzimas y que puede ser 

aprovechada para proteger a los tioles proteicos en condiciones de estrés 

oxidativo. A pesar de que las investigaciones sobre persulfuros se iniciaron 

en la década de los sesenta, el interés en las últimas décadas ha crecido 

enormemente, principalmente impulsado por considerárselos candidatos 

para la transducción de los efectos beneficiosos del H2S. Los trabajos sobre 

persulfuros de los últimos años se han dedicado mayoritariamente a 

estudiar su participación e implicancia en procesos fisiológicos. Debido al 

creciente interés, también se han desarrollado métodos de detección, se 

han sintetizado moléculas dadoras de persulfuros y se ha avanzado en la 

comprensión de algunos aspectos de su reactividad biológica. No obstante, 

las propiedades químicas de los persulfuros están escasamente 

caracterizadas. Bajo la influencia del actual fervor en la investigación de 

persulfuros, se observa una tendencia a llevar a cabo estudios complejos sin 

una comprensión sólida de sus aspectos fundamentales. Varios de estos 

estudios adoptan supuestos o subestiman limitaciones experimentales 

inherentes al trabajo con los persulfuros, comprometiendo la integridad de 

los resultados y, como consecuencia, ralentizando el desarrollo del área o, 

peor aún, llegando a conclusiones incorrectas. La falta de conocimiento 

sobre las propiedades fundamentales de los persulfuros también dificulta la 

comprensión de los mecanismos bioquímicos en los que se ven 

involucrados. Esta carencia motivó la investigación de algunas propiedades 

bioquímicas de los persulfuros en esta tesis, con el fin de contribuir a su 

entendimiento. 

Los estudios con persulfuros de bajo peso molecular se enfrentaron a 

barreras experimentales relacionadas a su estabilidad que tuvieron que ser 

superados antes de abordar el análisis de las propiedades fundamentales. 

Los intentos fallidos de aislar persulfuros de bajo peso molecular indicaron 

la imposibilidad de purificarlos en medio acuoso debido a su alta 

reactividad, resultando en la necesidad de utilizar mezclas como fuentes de 
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persulfuros. La incubación de GSSG en medio alcalino no resultó 

conveniente para generar preparados de GSSH, pues se estableció que la 

cinética de formación es relativamente lenta (~10-3 M-1 s-1), que la mezcla 

no alcanza un equilibrio y que se forman varias especies adicionales que 

podrían intervenir con experimentos posteriores por poseer una reactividad 

similar, como otros compuestos con azufre sulfano (GSSSH, GSSSG, 

posiblemente H2S2) y GSH (3.1). En contraste, las mezclas de GSSG (en 

exceso estequiométrico) con H2S a pH 7.4 demostraron ser útiles como 

fuente de GSSH, ya que alcanzan un equilibrio permaneciendo constantes 

las concentraciones de las especies involucradas, incluyendo GSSH. Una 

observación importante de estos experimentos es que la concentración de 

GSSH que se forma es subestequiométrica, a diferencia de lo que se asume 

en varios artículos [52–54]. De hecho, las concentraciones de GSH en el 

equilibrio fueron significativamente mayores que las de GSSH. Esto se debió 

a que estas mezclas establecen un segundo equilibrio donde reaccionan el 

GSSH y el GSSG remanente para formar GSH y GSSSG, consistente con lo 

reportado por otros grupos [58,119]. El hecho de que las mezclas tengan 

un exceso de GSSG respecto a H2S promueve esta reacción secundaria y 

limita la magnitud de otras reacciones que llevarían a la formación de 

polisulfuros de hidrógeno. Por lo tanto, aunque no se descarta que las 

especies formadas puedan seguir reaccionando para producir polisulfuros 

mayores, se puede concluir que las mezclas contienen principalmente 

GSSG, H2S, GSH, GSSH y GSSSG, y que son útiles para ser usadas como 

fuente de GSSH una vez alcanzado el equilibrio (3.2).  

En cuanto a los métodos utilizados para cuantificar GSSH en las mezclas, la 

caracterización de la reacción de GSSG y HO− nos alertó de los sesgos que 

pueden ocurrir en el método de cianólisis fría cuando las mezclas a analizar 

contienen disulfuros, ya que involucra una etapa de incubación a pH alcalino 

durante la cual se pueden formar sulfanos artefactualmente. Se demostró 

que este sesgo puede ser corregido si todas las muestras se incuban en 

medio alcalino durante el mismo período de tiempo, incluyendo un control 

del disulfuro en agua que luego se resta (3.1). De todas maneras, incluso 

contemplando estas consideraciones, la cianólisis fría no sirve para 

determinar la concentración exacta de persulfuros, ya que cuantifica azufre 
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sulfano total. En un contexto donde la mayoría de los métodos de detección 

se enfocan en persulfuros proteicos y donde los métodos para cuantificar 

persulfuros de bajo peso molecular no son específicos, fue necesario 

desarrollar un método preciso y confiable que permitiera cuantificar GSSH 

en medio acuoso en una mezcla de especies. Por lo tanto, se adaptaron 

métodos de HPLC basados en la derivatización con mBrB que permitieron 

cuantificar el GSSH en mezclas además de GSSG, GSH y H2S (3.1 y 3.2). La 

fortaleza de este método fue afirmada posteriormente en la literatura por la 

verificación de la estabilidad de los productos formados con mBrB en 

comparación con otros métodos de alquilación [64]. 

Una vez superados los desafíos técnicos relacionados a la preparación y 

cuantificación de los persulfuros de bajo peso molecular, se comenzaron a 

caracterizar sus propiedades. Se determinó el pKa de seis persulfuros de 

bajo peso molecular incluyendo persulfuros de relevancia biológica, como 

GSSH y CysSSH (3.2 y 3.3). Todos los persulfuros presentaron menor pKa 

que los tioles correspondientes. Si bien esto es asumido en la literatura, 

este trabajo proporciona evidencia experimental que lo demuestra. A su 

vez, resultados computacionales de nuestros colaboradores mostraron que 

la mayor acidez se debe a que el enlace S-H en los persulfuros es más débil 

que en los tioles (3.2). 

En cuanto a la reactividad electrofílica de los persulfuros de bajo peso 

molecular, se exploró la reacción de CysSSH y GSSH frente a GSH. En 

ambas reacciones se observó formación de H2S, indicando que el ataque de 

un tiol de bajo peso molecular sobre un persulfuro de bajo peso molecular 

ocurre sobre el azufre interno preferencialmente (3.1 y 3.2). Para la 

reacción de GSSH con GSH se determinó una constante cinética de 1.11 M-1 

s-1 (pH 7.4, 25 °C) (3.2). 

En relación con los persulfuros como nucleófilos, se caracterizó la cinética 

de las reacciones de GSSH con dos electrófilos de relevancia fisiológica, 

peroxinitrito y H2O2, así como las de seis persulfuros de bajo peso molecular 

con el agente alquilante mBrB. Las constantes cinéticas de estas reacciones 

resultaron mayores que las que se esperan para los tioles con igual pKa 

según los gráficos de Brønsted, constatando un efecto alfa en los 
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persulfuros respecto a los tiolatos, cuya magnitud depende del electrófilo 

(3.2 y 3.3). Aunque el efecto alfa en compuestos con azufre se sugiere 

habitualmente en la literatura, no se disponía de datos sólidos que lo 

confirmaran. La mayor reactividad nucleofílica de los persulfuros con 

hidroperóxidos respecto a los tioles es coherente con el rol protector 

sugerido para los persulfuros en un contexto de estrés oxidativo (ver 1.4.3). 

Los resultados obtenidos muestran que, a pH fisiológico, la mayor nucleofilia 

de los persulfuros de bajo peso molecular con respecto a los tioles 

estructuralmente análogos se debe a la mayor disponibilidad de la especie 

ionizada y, dependiendo del electrófilo, al efecto alfa.  

Se observaron valores similares de acidez (pKa = 4.6-6.3) y de nucleofilia 

(kind mBrB = 3.2-9.0 × 103 M–1 s–1) para los distintos persulfuros de bajo peso 

molecular, sugiriendo que los sustituyentes de los persulfuros ejercen un 

efecto menor en las propiedades bioquímicas respecto a los tioles por estar 

a mayor distancia del azufre externo (3.2 y 3.3).  

La baja disponibilidad de persulfuros protonados junto con la alta 

reactividad nucleofílica no parecería compatible con que los persulfuros 

fisiológicos tengan una reactividad electrofílica. Sin embargo, usando la SQR 

y rodanesa como modelos, se demostró que la acidez de estos persulfuros 

es modulada por los entornos proteicos facilitando su rol electrofílico. Por lo 

tanto, se concluye que los valores de pKa de los persulfuros de bajo peso 

molecular no pueden ser extrapolados a los persulfuros proteicos (3.3).  

Como se explicó previamente, hay disputas sobre cuáles son los sustratos 

biológicos de la SQR y la rodanesa. Las teorías actuales debaten sobre si el 

GSH o el sulfito actúan como aceptores de la SQR, y si el GSSH o el 

tiosulfato sirven como donadores para la rodanesa, existiendo una 

inclinación hacia la preferencia por el GSH y el GSSH, respectivamente 

(Figura 3, 1.6.2). Los resultados de esta tesis sugieren que algunos de los 

experimentos que respaldaron estas hipótesis presentaban inconvenientes 

técnicos, lo cual afecta la interpretación de los resultados y, por lo tanto, la 

comprensión de las rutas metabólicas. Por ejemplo, en algunos de los 

ensayos se sobreestimó la concentración de persulfuro mientras que en 

otros se subestimó, ya que se empleó el método de cianólisis fría para 
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cuantificar GSSH en mezclas con GSSG (3.1), así como se asumió que el 

GSSH, CysSSH o HcySSH, en presencia de los tioles correspondientes, 

forman cantidades estequiométricas de H2S (3.2) [43,170]. A su vez, en los 

experimentos donde se determinaron los parámetros cinéticos de la 

rodanesa humana que se citan en la literatura actual [170], no se 

contempló la inhibición por tiosulfato llevando a obtener valores incorrectos 

de Km de cianuro (3.3). Se puede concluir que la información disponible no 

permite elucidar del todo las rutas metabólicas de estas enzimas. En este 

sentido, los experimentos de cinética preestacionaria con rodanesa de esta 

tesis, primeros en su tipo, permitieron monitorear las semirreacciones con 

distintos sustratos de manera independiente (3.3), y sirven de puntapié 

para ahondar en la determinación de su sustrato preferido. Por ejemplo, con 

la técnica de fluorescencia intrínseca (3.3) se podría seguir la cinética de 

rodanesa persulfuro con GSH, así como la de rodanesa tiol con GSSH 

(formado a partir de GSSG y H2S) de manera directa y continua. De hecho, 

la reciente aprobación de un proyecto Fondo Clemente Estable centrado en 

la rodanesa con la Dra. Alvarez como responsable, facilitará la realización 

de estos experimentos, cuyo diseño ha quedado planteado en esta tesis.   

Finalmente, se buscó aprovechar la reactividad de los persulfuros que se 

forman en la rodanesa y la LmMST para desarrollar biosensores para 

detectar GSSH y 3-MP, respectivamente. El fundamento de los sensores se 

basa en que dichos persulfuros sean capaces de oxidar a la roGFP2 

generando un cambio de fluorescencia. La rodanesa humana no logró oxidar 

a la roGFP2. En contraposición, la LmMST podría llegar a servir para generar 

un sensor de 3-MP, aunque el mecanismo por el cual la roGFP2 es oxidada 

parece ser más complejo del planteado inicialmente (3.4). Los resultados 

con LmMST sirven de disparador para ahondar en la comprensión del 

mecanismo por el cual funciona el biosensor, así como en los mecanismos 

involucrados en la catálisis de las MSTs en general, dado que se ha 

postulado más de un mecanismo catalítico (Figura 32, Figura 33). En efecto, 

el entendimiento de estos mecanismos está siendo abordado en el marco de 

la tesina del Bach. Ríos con la orientación del Dr. Cuevasanta. 

En conclusión, en esta tesis se caracterizó la acidez y reactividad de algunos 

persulfuros biológicos, proporcionando evidencia experimental para la 



134 

mayor acidez de los persulfuros de bajo peso molecular, la modulación de 

esta acidez por los entornos proteicos y el efecto alfa que presentan los 

persulfuros. Se hicieron aportes en cuanto a la preparación y detección de 

persulfuros, especialmente se alertó sobre los sesgos que pueden ocurrir en 

el método de cianólisis fría. Adicionalmente, se evaluó la aplicación de su 

reactividad para generar biosensores. En suma, en este trabajo se sentaron 

fundamentos sólidos sobre los persulfuros, basados en principios 

termodinámicos y cinéticos, que se espera que contribuyan a la 

comprensión de sus roles biológicos. 
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Anexo I. Disulfides form persulfides at alkaline pH 

leading to potential overestimations in the cold 

cyanolysis method 

Artículo publicado en Free. Radic. Biol. Med. en 2023 

Benchoam D., Cuevasanta E., Semelak J.A., Mastrogiovanni M., Estrin D.A., 

Möller M.N., Alvarez B. 
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Disulfides form persulfides at alkaline pH leading to potential 
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A R T I C L E  I N F O   
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Kinetics 
Cold cyanolysis 

A B S T R A C T   

It is well established that proteins and peptides can release sulfur under alkaline treatment, mainly through the 
β-elimination of disulfides with the concomitant formation of persulfides and dehydroalanine derivatives. In this 
study, we evaluated the formation of glutathione persulfide (GSSH/GSS-) by exposure of glutathione disulfide 
(GSSG) to alkaline conditions. The kinetics of the reaction between GSSG and HO- was investigated by UV–Vis 
absorbance, reaction with 5,5′-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), and cold cyanolysis, obtaining an 
apparent second-order rate constant of ~10-3 M-1 s-1 at 25 ◦C. The formation of GSSH and the dehydroalanine 
derivative was confirmed by HPLC and/or mass spectrometry. However, the mixtures did not equilibrate in a 
timescale of hours, and additional species, including thiol and diverse sulfane sulfur compounds were also 
formed, probably through further reactions of the persulfide. Cold cyanolysis is frequently used to quantify 
persulfides, since it measures sulfane sulfur. This method involves a step in which the sample to be analyzed is 
incubated with cyanide at alkaline pH. When cold cyanolysis was applied to samples containing GSSG, sulfane 
sulfur products that were not present in the original sample were measured. Thus, our results reveal the risk of 
overestimating the amount of sulfane sulfur compounds in samples that contain disulfides due to their decay to 
persulfides and other sulfane sulfur compounds at alkaline pH. Overall, our study highlights that the β-elimi-
nation of disulfides is a potential source of persulfides, although we do not recommend the preparation of GSSH 
from incubation of GSSG in alkali. Our study also highlights the importance of being cautious when doing and 
interpreting cold cyanolysis experiments.   

1. Introduction 

By the time that the word “protein” was coined almost two centuries 
ago, it was already observed that proteins release sulfur under alkaline 
treatment [1]. Later on, it was understood that the alkali-labile sulfur 
came from disulfides formed between two cysteine residues [2,3], and 
that the exposure of disulfide-containing peptides and proteins to 

alkaline conditions can give rise to several products including hydrogen 
sulfide (H2S), dehydroalanine, sulfenic acid, the thioether lanthionine, 
and, of particular relevance for this study, persulfide (RSSH/RSS-)1 [4]. 

The decay of disulfides in alkaline pH can be mediated by several 
processes [3,5] (Scheme 1). In the case of alkyl disulfides such as those 
present in peptides and proteins, the main process involved is the 
β-elimination of the disulfide. This implicates the abstraction of a proton 
from the carbon in the β-position to a sulfur (which confoundingly 

* Corresponding author. Laboratorio de Enzimología, Instituto de Química Biológica, Facultad de Ciencias, Universidad de la República, Iguá 4225, Montevideo, 
11400, Uruguay. 

E-mail address: beatriz.alvarez@fcien.edu.uy (B. Alvarez).   
1 The protonated species is hydropersulfide (RSSH), and the IUPAC names are hydridodisulfide, disulfanyl, or dithiohydroperoxide. The deprotonated species is 
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happens to be the carbon usually denominated α-carbon in cystine de-
rivatives) to form persulfide and dehydroalanine derivatives (Scheme 
1i). Another possible process is the hydrolysis of the disulfide bond 
through the SN2 attack of HO- on the disulfide forming sulfenic acid 
(RSOH/RSO-) and thiolate (RSH/RS-) (Scheme 1ii). This substitution 
mechanism occupies a secondary role in peptide and protein disulfide 
degradation [4,6]. However, 5,5′-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) 
(DTNB, Ellman’s reagent), an aromatic disulfide that lacks eliminable 
protons, decays mainly in this way [7]. Last, α-elimination involving the 
abstraction of a proton in α-position to a sulfur (Scheme 1iii) rarely 
occurs in peptides and proteins. One disulfide in which this process can 
happen is dithiodiglycolic acid, in which there are no protons in the 
β-position [6]. 

Persulfides belong to the group of sulfane sulfur compounds. This 
term refers to molecules that contain sulfur bound to either two sulfur 
atoms or to a sulfur and an ionizable hydrogen, as in the case of the 
external sulfur in persulfides [8]. Persulfides are key intermediates in 
the process of mitochondrial oxidation of H2S, and they participate in 
the biosynthesis of iron sulfur clusters and other cofactors. In addition, 
they have been proposed to have a role as transducers of the signaling 
effects of H2S [9]. Persulfides can be synthesized by H2S–dependent and 
–independent processes. For example, they can be formed from the 

reaction of H2S with disulfides, which gives persulfides and thiols 
(Equation (1)). Persulfides have a very rich chemistry. They are more 
acidic than thiols. The anion has high nucleophilicity, due, in part, to the 
alpha effect, i.e., the increased reactivity of a nucleophile when the 
neighboring atom has high electron density [10,11]. Persulfides also 
have electrophilic character. Therefore, they can react with themselves. 
Last, persulfides are excellent one-electron reductants [12].  

RSSR + HS- ⇌ RS- + RSSH                                                            (1) 

Among several approaches with different specificities [13,14], a 
frequently used technique for the quantification of persulfides is cold 
cyanolysis. The method is based on the nucleophilic attack of cyanide 
(CN-) on persulfides to form thiocyanate (SCN-) at room temperature; 
this first step is performed at alkaline pH to favor the reaction (Equation 
(2)). The thiocyanate produced can be detected upon the addition of 
ferric ions, as they react with thiocyanate to form the red complex ferric 
thiocyanate (Fe(SCN)2+), which absorbs at 460 nm (Equation (3)); this 
second step is performed at acidic pH and in the presence of formalde-
hyde to consume the remaining cyanide. In addition to persulfides, other 
sulfane sulfur compounds such as polysulfides (RSSnSR, RSSnSH and 
HSnSH, n ≥ 1), thiosulfonates (RSO2S-) and polythionates (-O3S-Sn-SO3

- ) 
can also give positive results with the cold cyanolysis method [8]. It is 

Abbreviations 

RSH thiol 
RSSH persulfide 
RSOH sulfenic acid 
GSH glutathione 
GSSH glutathione persulfide 
GSSG glutathione disulfide 
GSSSG glutathione trisulfide 
GSSSH glutathione hydrotrisulfide 
DHG dehydroalanine derivative of GSH 
GS(O)SG thiosulfinate derivative of GSSG 
IAM iodoacetamide 
CAM carboxyamidomethyl 

GS-CAM IAM derivative of GSH 
GSS-CAM IAM derivative of GSSH 
GSSS-CAM IAM derivative of GSSSH 
mBrB monobromobimane 
GS-B mBrB derivative of GSH 
GSS-B mBrB derivative of GSSH 
B-S-B mBrB derivative of H2S 
B-SS-B mBrB derivative of H2S2 
DTNB 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) 
TNB 5-thio-2-nitrobenzoic acid 
TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine 
LMW low molecular weight 
ESI electrospray ionization 
kobs observed exponential rate constant  

Scheme 1. Possible pathways of disulfides decay in alkaline solution.  
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worth noting that, in many cases, disulfides are also present in mixtures 
analyzed by cold cyanolysis, particularly when they are used as starting 
points in persulfide preparation [15–17].  

RSSH + CN- → RS- + SCN- + H+ (at alkaline pH)                             (2)  

SCN- + Fe3+ ⇌ Fe(SCN)2+ (at acidic pH)                                          (3) 

The tripeptide glutathione (γ-glutamylcysteinylglycine, GSH) is very 
abundant in most cell types. Its persulfide derivative (GSSH) has been 
proposed to be a product of the mitochondrial enzyme sulfide quinone 
oxidoreductase [18]. In addition, GSSH is substrate of persulfide diox-
ygenase (also called ETHE1) [15,19] and rhodanese [18,19]. The con-
centration of GSSH in mouse liver tissue has been estimated to be ~7 μM 
[20]. Previous work from our group, in which mixtures containing GSSH 
were prepared by the incubation of glutathione disulfide (GSSG) with 
H2S (Equation (1)), revealed that GSSH has a pKa of 5.45, which is 3.49 
units lower than GSH [11]. 

According to previous reports, the main decay pathway for GSSG in 
alkaline solution appears to be β-elimination (Scheme 1i), with forma-
tion of the persulfide (GSS-) and the dehydroalanine derivative (γ-glu-
tamyldehydroalanylglycine, abbreviated DHG) (Scheme 2) [4,6,21–23]. 

Due to the increasingly recognized relevance of persulfides, and of 
GSSH in particular, it is relevant to count with methods for GSSH 
preparation. A method based on the incubation of the disulfide under 
alkaline conditions would have the potential advantage of avoiding the 
formation of large amounts of the thiol (Scheme 2), in contrast to 
methods involving the mixture of the disulfide with H2S to yield the 
persulfide and the thiol (Equation (1)) [10,11]. With this in mind, we 
characterized the formation of persulfide from the decay of GSSG in 
alkaline solution. 

2. Materials and methods 

2.1. Solutions and mixtures 

Alkaline mixtures were prepared by incubating 12 mM GSSG (Appli-
Chem) in 100-300 mM NaOH (AppliChem) at 25 ◦C. The concentration of 
HO- was corrected for the release of four protons per GSSG molecule, 52- 
252 mM, respectively. For UV–Vis kinetic experiments, NaOH solutions 
were freshly prepared in ultrapure water and titrated with oxalic acid. 
Solutions of hydrogen peroxide (H2O2, Baker) were prepared in ultrapure 
water and quantified by absorbance at 240 nm (ε240 = 39.4 M-1 cm-1) [24, 
25]. Concentrated stocks of DTNB (AppliChem) (20 mM) were prepared 
in ethanol. Concentrated stocks of monobromobimane (mBrB, 
Sigma-Aldrich) (50 mM) were prepared in acetonitrile; dilutions in water 
or buffer were quantified by absorbance at 396 nm (ε396 = 5300 M-1 cm-1) 
[26]. Solutions of tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP, Sigma-Aldrich) 
were prepared in distilled water. Solutions of H2S were prepared from 
crystals of Na2S⋅9H2O (Carlo Erba) the day of the experiment; they were 
washed with distilled water and dissolved in ultrapure water. Solutions 
and mixtures containing H2S were manipulated with gas-tight Hamilton 
syringes and prepared in sealed vials. 

2.2. Kinetics by UV–Vis absorbance 

The reaction of GSSG (12 mM) with NaOH (52-252 mM, final con-
centrations) was followed by UV–Vis absorbance in a Varian Cary 50 
spectrophotometer. Kinetic spectra were recorded up to 2 h at 25 ◦C and 
the time courses at 335 nm were analyzed. Moreover, the reaction of 
GSSH-containing alkaline mixtures with H2O2 was studied by pre-
incubating GSSG with 52 mM NaOH for 1 h. Then, aliquots were 4.5-fold 
diluted and reacted with 2.5 mM H2O2 in 0.5 M Tris buffer with HCl, 
final pH of 7.5 and 25 ◦C, for 30 min. Data were analyzed with the 
software OriginPro 8.6. 

2.3. Reaction of alkaline GSSG with DTNB 

The formation of nucleophilic compounds by the reaction of GSSG 
(12 mM) with NaOH (52 mM) was followed by reaction with DTNB. 
Aliquots from the alkaline mixture were taken at increasing times; they 
were 50-fold diluted and reacted with 0.4 mM DTNB in 0.5 M Tris buffer, 
pH 7.4 and 25 ◦C. Formation of the thiol 5-thio-2-nitrobenzoic acid 
(TNB) was measured immediately by absorbance at 412 nm (ε412 =

14,150 M-1 cm-1) [27]. Controls of NaOH alone were done under the 
same conditions and subtracted. In addition, in alkaline mixtures that 
had reacted for 110-134 min, the pH was lowered by dilution in 0.5 M 
Tris buffer with HCl, pH 7.4, and the decay of nucleophilic species was 
studied by reaction with DTNB as before. 

2.4. Mass spectrometry 

Mixtures of GSSG (12 mM) in NaOH (52 mM) were incubated for 1.5 
h. Aliquots were 2-fold diluted in 0.5 M Tris/acetic acid buffer, final pH 
7.4. Alternatively, aliquots were diluted as before and exposed to 10 
mM H2O2 during 15 min. Samples were mixed with 37 mM 

Scheme 2. Reaction of GSSG with HO- to give GSSH, DHG and water. Note that at moderate/high alkaline pH, GSSG has four negative charges and GSSH is in the 
anionic form (GSS-). 

Scheme 3. Subsequent reactions of the GSSH formed by GSSG in NaOH. 
Plausible reactions of GSSH include the reactions with GSSG (in excess) (1) and 
with a second GSSH with nucleophilic attacks at both sulfur atoms (2). More-
over, the reactants and products of these reactions could undergo further re-
actions (3). 
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iodoacetamide (IAM, Sigma) to block persulfides and other nucleophilic 
sulfur species. The derivatized samples were submitted to a solid phase 
extraction step using a SPE Chromabond Drug II column (Macherey 
Nagel). Then, samples were analyzed by direct infusion into a hybrid 
triple-quadrupole/linear ion trap mass spectrometer (QTRAP4500, AB 
Sciex). For molecular ion identification, Q1 mode was employed in 
positive mode, electrospray voltage and declustering potential were set 
to 5.0 kV and 50 V, respectively, and the scan speed was set to 1000 Da/ 
s. Fragmentation experiments were performed in the Product Ion mode 
with a collision energy of 35 V. Data were acquired and analyzed with 
the software Analyst 1.6.2. 

2.5. Reversed-phase HPLC of mBrB derivatives 

Reversed-phase chromatography experiments were performed on a 
1260 Infinity HPLC instrument (Agilent) with a diode array UV–Vis 
absorbance detector and a ZORBAX Eclipse Plus C18 column (100 × 4.6 
mm, 3.5 μm, Agilent). GSSG (12 mM) was incubated in NaOH (52 mM) 
at 25 ◦C, and after 75 min, samples were cooled, and aliquots were 10- 
fold diluted in 50 mM ammonium bicarbonate buffer, pH 7.8, 25 ◦C, 
containing 1 mM mBrB. Alternatively, aliquots were diluted and deriv-
atized with 0.1 mM mBrB (10 min), then, reduced with 0.5 mM TCEP 
(10 min), and finally, derivatized again with 0.9 mM mBrB (10 min); the 
overall dilution was 30-fold. The derivatized dilutions were injected. 
Elution was carried out with a gradient of 50 mM ammonium bicar-
bonate, pH 7.8:acetonitrile (100:0 from 0 to 2 min, 60:40 from 8 to 10 
min) at a flow rate of 0.8 mL/min. Chromatograms at 396 nm corre-
sponding to the mBrB derivatives were used. The concentrations of GSH 
and H2S were determined by measuring the area under the peaks and 
comparing with calibration curves of standards. The calibration curve 
for GSH (Acros) was used to quantify GSSH, considering the same ab-
sorptivity of the derivatives due to the bimane moieties. 

2.6. Cold cyanolysis 

The reaction of GSSG (12 mM) with NaOH (52 mM) was also studied 
by the cold cyanolysis method. Aliquots taken at increasing times were 
16-fold diluted in water and exposed to 80 mM NH4OH (Sigma-Aldrich) 
and 50 mM KCN (Biopack) at room temperature during 5-115 min 
depending on the sample. Reactions were stopped by addition of 0.6% 
formaldehyde (Biopack) and 10 mM FeCl3⋅6H2O (Sigma-Aldrich) in 
2.8% HNO3 (Dorwil), final concentrations. Absorbances at 460 nm were 
registered and interpolated in calibration curves of KSCN (Sigma) made 
the same day and under the same conditions [8]. Controls of GSSG in 
water and NaOH alone were done under the same conditions. Alterna-
tively, cold cyanolysis was done to mixtures of 16.7 mM H2S and 3.35 
mM GSSG preincubated for 30 min in 0.5 M Tris buffer, at pH 7.4 and 
25 ◦C. In these experiments, the samples were incubated with NH4OH 
and KCN for variable times, from 5 to 55 min. 

3. Results 

3.1. GSSG forms persulfide at alkaline pH 

The formation of GSSH from GSSG incubated in NaOH was studied 
by several approaches. We first studied the kinetics of the reaction be-
tween GSSG (12 mM) and varying concentrations of NaOH (52-252 mM) 
by UV–Vis absorption spectroscopy, following the increase at 335 nm 
characteristic of persulfides [28–30] in a timescale of minutes (Fig. 1A). 
Exponential plus linear functions were fitted to the kinetic traces, 
obtaining observed rate constants (kobs) for each concentration of NaOH 
(Fig. 1B). The exponential phases were attributed to GSSH formation, 
while the linear phases were probably due to the secondary formation of 
hydrogen persulfide and higher order polysulfides (HSnSH, RSSnSR and 
RSSnSH, n ≥ 1). The kobs increased linearly with the concentration of 
NaOH, yielding an apparent second-order rate constant of 0.38 ± 0.05 
M-1 min-1 ((6.3 ± 0.8) × 10-3 M-1 s-1), at 25 ◦C (Fig. 1C). 

As further proof that the change in UV–Vis absorbance is indicative 
of GSSH formation, and given that persulfides react with H2O2 [11], we 
studied the reaction of alkaline GSSG with H2O2. Accordingly, when 
GSSG (12 mM) was preincubated for 1 h in NaOH (52 mM) and a 
4.5-fold dilution was reacted with excess H2O2 at pH 7.5 and 25 ◦C, the 
absorbance decreased (Fig. 2A). Kinetic traces at 335 nm were biphasic 
(Fig. 2B). A first fast phase with a kobs of 1.31 ± 0.04 min-1 was obtained, 
from which a second-order rate constant of 8.7 ± 0.2 M-1 s-1 was 
calculated. This is consistent with the reaction of GSSH with H2O2 to 
form GSSOH and water (7.5 ± 0.6 M-1 s-1 at pH 7.02, 25 ◦C [11]). 
Considering that secondary reactions of GSSH might generate GSH, we 
confirmed that the fast phase did not account for reaction with GSH. A 
rate constant between GSH and H2O2 of 1.2 M-1 s-1 (pH 7.5, 25 ◦C) was 
measured through reaction with DTNB (Fig. S1), in agreement with 
published data [31]. Although the anion GS- has higher intrinsic reac-
tivity with H2O2 than GSS- [11], at pH 7.5 the persulfide has a higher 
rate constant because of the increased availability of the ionized species 
(the pKa of GSSH is 5.45 while that of GSH is 8.94) [11,31]. Of note, with 
respect to a thiolate with a similar pKa (5.45), GSS- presents higher 
intrinsic reactivity due to the alpha effect [11]. 

An additional approach to examine the proposed reaction between 
GSSG and HO- to form GSSH consisted in measuring the formation of 
nucleophilic compounds. GSSG was incubated at alkaline pH (52 mM 
NaOH), and aliquots taken at increasing times were mixed with the di-
sulfide DTNB in excess, at pH 7.4 and 25 ◦C. The formation of the yellow 
thiol TNB by the reaction of DTNB with nucleophiles was calculated 
from the absorbance at 412 nm. Exponential plus linear functions were 
fitted to the time courses of formation of DTNB-reactive products 
(Fig. 3). The kobs of the exponential phase, which could correspond to 
the formation of GSSH, was (3.3 ± 0.5) × 10-2 min-1. A second-order rate 
constant of (11 ± 2) × 10-3 M-1 s-1 was calculated, which is relatively 
similar to the one determined by the increase in absorbance at 335 nm, 

Fig. 1. Kinetics of GSSG decay at alkaline pH by UV–Vis absorption. GSSG (12 mM) was incubated with NaOH (52-252 mM) at 25 ◦C. (A) Absorbance spectra of 
GSSG with 52 mM NaOH were registered each 1 min until 60 min and each 5 min until 120 min. (B) Time courses of the absorbance increase at 335 nm. The solid 
traces represent the fits of exponential plus straight line equations. (C) kobs against concentration of NaOH yielded an apparent second-order rate constant of 0.38 ±
0.05 M-1 min-1 (slope ± error of the fit, data from two independent experiments). 
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(6.3 ± 0.8) × 10-3 M-1 s-1 (Fig. 1C). 

3.2. Mass spectrometry analyses reveal the formation of GSSH and DHG, 
as well as thiol and trisulfide derivatives 

The mixtures of GSSG and NaOH were analyzed by electrospray 
ionization (ESI) MS after alkylation with IAM. This treatment introduces 
a carboxyamidomethyl (CAM) group to the nucleophilic sulfur com-
pounds, increasing the mass by 57.07 Da. Peaks consistent with GSS- 
CAM (m/z 397.1 Da) and DHG (m/z 274.1) were detected (Fig. 4A), 
confirming the β-elimination process shown in Scheme 1i. GSSG and 
GSSSG (glutathione trisulfide) were detected both as the singly and 
doubly charged species. Peaks corresponding to GS-CAM and GSSS-CAM 
(derivatives of GSH and of the hydrotrisulfide GSSSH, respectively) were 
also present. Although the detection of GS-CAM agrees with previous 
observations regarding the partial conversion of GSS-CAM to GS-CAM 
[32], formation of GSH in the alkaline solution could also account for 

the detection of GS-CAM. In fact, the detection of GSSS-CAM and GSSSG 
proves secondary reactions of GSSH that would also yield GSH. 

No derivatized sulfenic acid (GS(O)-CAM) could be detected. The 
thiosulfinate (GS(O)SG), which is the product expected from the 
condensation of two sulfenic acids, was observed as singly and doubly 
charged species. This suggests that hydrolysis (Scheme 1ii) may 
constitute an additional pathway for GSSG decay. However, considering 
the similarities in the ionizing groups and the intensities of DHG and 
GSS-CAM m/z peaks compared to that of GS(O)SG, hydrolysis appears to 
be minor. Of note, the lanthionine thioether derivative expected from 
the reaction of DHG with GSH [33] was not detected (m/z = 581.2). 
Besides, the peaks corresponding to GS-CAM, GSS-CAM and GSSS-CAM 
could not be observed when samples were treated with 10 mM H2O2 for 
15 min before alkylation. In contrast, GSSG, GSSSG, GS(O)SG and DHG 
could still be observed (Fig. S2). 

The identities of GSS-CAM and DHG were confirmed by MS/MS; the 
fragmentation patterns were consistent with the structures proposed 
(Fig. 4B). Overall, the MS results confirm the decay of GSSG in alkaline 
solution to form GSSH and DHG (Scheme 2), and evidence the formation 
of additional products from further reactions of GSSH. 

3.3. HPLC experiments show comparable concentrations of GSH and 
GSSH, and formation of H2S 

To accurately determine the concentration of GSSH formed by GSSG 
at alkaline pH, reversed-phase HPLC experiments were carried out. We 
performed a method based on mBrB derivatization where GSSH, GSH 
and H2S react with excess mBrB to form the derivatized species GSS-B, 
GS-B and B-S-B, respectively, similar to the one used previously [11]. 
The mBrB derivatives present high stability [32]. Standards of GS-B and 
B-S-B were prepared and used to assign the corresponding peaks 
(retention times of 5.9 and 9.2 min, respectively), and to construct 
calibration curves at 396 nm. 

An aliquot of GSSG (12 mM) incubated with NaOH (52 mM) for 75 
min was diluted in ammonium bicarbonate buffer, pH 7.8, 25 ◦C, 
derivatized with excess mBrB and analyzed by HPLC. Peaks corre-
sponding to GSS-B, GS-B and B-S-B were observed (Fig. 5), representing 
0.70 mM of GSSH, 0.77 mM of GSH and 0.22 mM of H2S in the original 
mixture. The identity of the peak ascribed to GSS-B (retention time of 
6.4 min) was verified by ESI-MS and MS/MS. The concentration of GSS- 
B was quantified using the calibration curve for GS-B, based on the 
assumption of similar absorptivities at 396 nm due to the presence of the 
bimane moiety. 

When a derivatized aliquot was reduced with excess of the reductant 
TCEP and again derivatized with mBrB in excess, as expected, the peak 
corresponding to GSS-B disappeared, while those of GS-B and B-S-B 
increased, representing 17.81 and 1.69 mM, respectively, in the 
concentrated mixture (Fig. 5). Note that the high concentration of GSH 
also includes the reduction of GSSG. The amounts of B-S-B detected are 
consistent with sulfane sulfur being present in other forms besides GSSH. 
An additional small peak (retention time of 9.5 min) was observed in the 
derivatized sample and disappeared with reduction; this peak is 
consistent with the species B-SS-B (derivatized H2S2). 

In summary, the HPLC experiments confirm that GSSG preincubated 
in NaOH produced GSSH. They also show the formation of GSH, H2S, 
and possibly H2S2. Besides, it was demonstrated that the formation of 
GSH could not be avoided by this method as we initially expected. On 
the contrary, similar concentrations of GSH and GSSH were generated. 
This suggested that GSSH had undergone further reactions. In fact, in 
parallel experiments we tried to isolate GSSH from alkaline mixtures or 
from mixtures of GSSG and H2S, without success. We explored different 
techniques such as separations by Chromabond Drug II column solid 
phase extraction, HPLC with an Acclaim mixed-mode WAX-1 column, 
precipitation of H2S with Zn2+, incubation with acetone to precipitate 
all the glutathione derivatives except H2S, among others. It was not 
possible obtain pure GSSH, as other species were formed due to decay 

Fig. 3. Formation of DTNB-reactive compounds from GSSG and NaOH. 
GSSG (12 mM) was mixed with NaOH (52 mM) at 25 ◦C. Aliquots were 50-fold 
diluted and reacted with 0.4 mM DTNB in 0.5 M Tris buffer at pH 7.4 and 25 ◦C. 
The concentration of the yellow thiol TNB was calculated from the absorbance 
at 412 nm and corrected by dilution. The black circles and the red trace 
correspond to a representative experiment. The fits of exponential plus line 
functions yielded a kobs of 0.033 ± 0.005 min-1 (mean ± mean of the errors, 
two independent experiments). 

Fig. 2. Reaction of GSSH with H2O2. GSSH was formed by preincubating 
GSSG (12 mM) with NaOH (52 mM) for 1 h at 25 ◦C. An aliquot was 4.5-fold 
diluted and reacted with 2.5 mM H2O2 in 0.5 M Tris buffer, at a final pH of 
7.5 and 25 ◦C. (A) Absorbance spectra registered each 7.2 s for 17 min and each 
1 min afterwards. (B) Time course at 335 nm. The red trace represents the fit of 
a double exponential equation with kobs of 1.31 ± 0.04 and 0.079 ± 0.002 min- 

1 (parameters ± errors of the fit). 
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processes such as its reaction with another GSSH. 

3.4. Considerations in cold cyanolysis to avoid overestimation of 
persulfide 

Since the cold cyanolysis method is commonly used to quantify 
persulfides, we studied the alkaline GSSG mixtures with this technique. 

GSSG (12 mM) was incubated with NaOH (52 mM). After 106 min, al-
iquots were taken at increasing times, and mixed with KCN and NH4OH 
to allow SCN- formation. After 45 min from the last sample, formalde-
hyde, FeCl3 and HNO3 were added simultaneously to all the samples, 
and the absorbance of the complex Fe(SCN)2+ was measured. Although 
the incubation time of GSSG with NaOH had been variable, all the 
samples displayed similar Fe(SCN)2+ levels because the total incubation 
time at alkaline pH, either in NaOH or NH4OH, had been similar 
(Fig. 6A). Importantly, a control of GSSG in water instead of NaOH 
presented significant concentrations of Fe(SCN)2+. This points at sig-
nificant persulfide formation during the incubation period with NH4OH 
and KCN (Fig. 6A). 

In contrast, when aliquots were taken from the GSSG/NaOH mixture 
at different timepoints but incubated with NH4OH and KCN for the same 
exact time (either 10 or 45 min, see below), and the control of GSSG in 
water subtracted, the formation of sulfane sulfur compounds increased 
with time as expected (Fig. 6B). From the fits of exponential equations, 
the kobs was estimated to be (1.1 ± 0.4) × 10-2 min-1 (Fig. 6C), and a 
second-order rate constant of (4 ± 1) × 10-3 M-1 s-1 was calculated, 
which is consistent with the values obtained from UV–Vis absorbance 
and DTNB data if we take into account that the different methods assess 
different groups of species. 

With the aim of diminishing the amount of sulfane sulfur produced 
during the alkaline step of the cold cyanolysis method, we evaluated if 
the incubation time in NH4OH could be reduced. Thereby, GSSG and 
excess H2S (to minimize GSSG) were incubated for 30 min and cold 
cyanolysis was done varying the incubation time in NH4OH and KCN. 
We observed that after 10 min of incubation, the concentration of sul-
fane sulfur detected remained unchanged (Fig. S3). 

On the whole, our cold cyanolysis results provide further evidence 
for the formation of GSSH from GSSG in alkali. Our results also reveal 
the risk of overestimating the amount of persulfide present in a sample 
with the cold cyanolysis method when disulfides are also present in the 
sample. This caveat arises in the step of incubation with cyanide under 
alkaline conditions, a step in which disulfides decay to persulfides. 

Fig. 4. Mass spectrometric detection after IAM 
derivatization. GSSG (12 mM) was incubated with 
NaOH (52 mM) for 1.5 h, derivatized with IAM, 
submitted to solid phase extraction and analyzed. (A) 
Mass spectra of the products. The peaks marked are 
consistent with DHG; with GSSG, GSSSG and GS(O) 
SG singly and doubly charged; and with the IAM de-
rivatives of GSH (GS-CAM), GSSH (GSS-CAM) and 
GSSSH (GSSS-CAM). (B) Identification of GSS-CAM 
(top) and DHG (bottom). Left: Enhanced resolution 
mass spectra showing that they are singly charged 
species. Top right: Fragmentation pattern of GSS- 
CAM (m/z 397.1); the main product ions are ascrib-
able to loss of glycine and glutamate in combination 
with loss of SCAM (3-mercaptoacetamide). Bottom 
right: Fragmentation pattern of DHG (m/z 274.4) 
showing loss of glycine and glutamate in combination 
with CO2, HCO2H and NH3.   

Fig. 5. HPLC analysis of alkaline GSSG derivatized with mBrB. Chro-
matograms of standards and GSSG in alkaline pH were compared. 1) mBrB (4 
mM), asterisks depict impurities; 2) GS-B (0.4 mM); 3) B-S-B (0.1 mM); 4) GSSG 
(12 mM) incubated in NaOH (52 mM) for 75 min was derivatized with mBrB (1 
mM, 10-fold dilution); or 5) derivatized with mBrB (0.1 mM), reduced with 
TCEP (0.5 mM), and derivatized with more mBrB (0.9 mM, 30-fold dilution). 
Dilutions were done in ammonium bicarbonate buffer (50 mM, pH 7.8, 25 ◦C). 
All chromatograms were recorded at 396 nm. 
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4. Discussion 

In this study, we explored the reaction between GSSG and HO-, and 
evidenced that GSSH and DHG are formed (Scheme 2), in agreement 
with a β-elimination process (Scheme 1i). The kinetics of the reaction 
were studied by absorbance at 335 nm, reaction with DTNB, and cold 
cyanolysis, yielding kobs in timescales of minutes that were attributed to 
the formation of GSSH. Apparent second-order rate constants of ~10-3 

M-1 s-1 were obtained with the three approaches used, (6.3 ± 0.8) × 10-3, 
(11 ± 2) × 10-3 and (4 ± 1) × 10-3 M-1 s-1, respectively, at 25 ◦C. These 
values are consistent with values estimated previously for alkyl disul-
fides including GSSG [6,34]. 

Regarding the mechanism of the β-elimination process (Scheme S1), 
an E1 elimination with a carbocation intermediate can be ruled out, 
since the kinetics of such mechanism would be zero-order in HO-, while 
the observed kinetics were first-order in HO- (Fig. 1). Our kinetic data 
are consistent with two alternative mechanisms: E2 or E1cb. In an E2 
concerted mechanism, the base would abstract the proton from the 
β-position carbon with simultaneous bond rearrangement and persulfide 
release; for this one-step mechanism, the kobs would increase linearly 
with HO- concentration, and the slope of the plot (6.3 × 10-3 M-1 s-1) 
would represent the rate constant of the concerted process. In an E1cb 
two-step mechanism, there would be an initial abstraction of the proton 
by the base to form a carbanion intermediate, followed by bond rear-
rangement and persulfide expulsion; for this two-step mechanism, the 
apparent second-order rate constant may be an algebraic combination of 
individual rate constants and may depend on the rate-limiting step, 
leading to linear or hyperbolic plots. It is important to consider that the 
rate of proton abstraction from an α-carbon of a typical peptide (the 
carbon in β with respect to the disulfide) is slow. Measurements reported 
for a glycine tripeptide reveal that the rate constant for proton 
abstraction from the α-carbon of the internal glycyl residue by HO- is 2.0 
× 10-4 M-1 s-1, and that the pKa is 25.9 [35]. Since the rate constant that 
we obtained is one order of magnitude higher, the β-elimination of GSSG 
is likely to occur through a concerted mechanism. In addition, in the 
case of GSSG, the rate of the reaction is probably affected by the four 
negative charges present in GSSG under alkaline conditions, which 
disfavor the reaction with the also negative HO-. On the other hand, the 
β-elimination from GSSG to form DHG and GSSH is probably facilitated 
by the low pKa of GSSH (5.45 [11]), which makes it a relatively good 
leaving group. In fact, an analogous β-elimination from GSH to form 
DHG and H2S [33] is probably disfavored by the higher pKa of H2S (6.98 
[36]). Besides, it is interesting to compare the reaction of HO- with GSSG 
(β-elimination, 10-3 M-1 s-1) with the reaction of HS- with GSSG (SN2 
attack on the disulfide, 0.3 M-1 s-1, pH-independent) [10,11]. The 

differences in the mechanisms and rate constants likely reflect that HO- 

is a good base (pKa water 14 [37], pKa H2S 6.98 [36]) while HS- is a good 
nucleophile [38]. 

HPLC experiments showed that after 75 min of reaction between 12 
mM GSSG and 52 mM HO-, 0.70 mM GSSH was formed. This is consis-
tent with the concentrations estimated by the other methods, consid-
ering that they assess different species. From UV–Vis experiments, and 
using an extinction coefficient of 460 M-1 cm-1 at 335 nm [29], the 
concentration of persulfides formed at 75 min was estimated to be 0.74 
mM. Although absorbance at 335 nm is not specific for persulfides in a 
mixture, it can provide a rough estimate. From reaction with DTNB, 1.8 
mM of nucleophilic sulfur species were measured, in accordance with 
0.70 mM GSSH plus 0.77 mM GSH, 0.22 mM H2S (measured by HPLC), 
unknown concentrations of GSSSH (detected by MS) and, if any, other 
hydropolysulfides present. Furthermore, upon 75 min of reaction, the 
cold cyanolysis method detected 1.2 mM of sulfane sulfur compounds, 
which accounted for 0.70 mM GSSH, unknown concentrations of GSSSH 
and GSSSG (detected by MS), and likely, other polysulfides. 

In addition, MS experiments proved that GSSH underwent further 
reactions to form GSH, GSSSH and GSSSG. HPLC experiments allowed to 
quantify GSH and GSSH, showing that they were comparable (0.77 mM 
GSH versus 0.70 mM GSSH) and that significant concentrations of GSH 
could not be avoided by this method as we originally expected. HPLC 
chromatograms revealed that H2S was another product formed. Of note, 
the fact that H2S was not seen by MS does not contradict the observation 
in the HPLC experiment, since the m/z of the derivatized species would 
be below the range that was analyzed. These secondary products are 
likely to have been generated by the reaction of GSSH with GSSG, which 
was in excess (Scheme 3.1). In fact, we previously estimated a rate 
constant of ~2 M-1 s-1 for this reaction (with doubly charged GSSG) [11]. 
Secondary products may have also been generated by the reaction of 
GSSH with another GSSH (Scheme 3.2). These reactions would explain 
all the sulfur species identified: GSSG, GSSH, GSH, GSSSH, GSSSG, H2S, 
and feasibly, H2S2. Once these species were generated, they could have 
continued to react forming higher order polysulfides and ultimately, 
elemental sulfur (S8). Some of the possible additional reactions are 
shown (Scheme 3.3). The secondary reactions of GSSH could allow the 
reaction between GSSG and HO- to proceed to the right, in line with the 
absence of a non-zero y-axis intercept in the plot of kobs versus HO- 

(Fig. 1), which suggests irreversibility. Regarding the formation of GSH, 
a concurrent process of hydrolysis of GSSG to give GSOH and GSH 
(Scheme 1ii) could also be contributing to the GSH detected. As for DHG, 
it possesses electrophilic reactivity and could have reacted with GSH to 
give the thioether [33], but a lanthionine derivative was not evidenced 
by MS. 

Fig. 6. Formation of sulfane sulfur compounds. The concentration of sulfane sulfur compounds produced by GSSG (12 mM) in NaOH (52 mM) at 25 ◦C was 
measured by cold cyanolysis. Aliquots were taken at increasing times and preincubated with NH4OH and KCN to form KSCN. The reactions were stopped by addition 
of formaldehyde and FeCl3 in HNO3. The concentration of the complex Fe(SCN)2+ was measured by absorbance at 460 nm. (A) Experiment with aliquots incubated in 
NH4OH/KCN for different times. Spectra of aliquots taken from 106 to 176 min of reaction but recorded 45 min after the last aliquot. Controls of GSSG in water (blue) 
and of NaOH alone (black) were done. (B) Experiment with aliquots incubated in NH4OH/KCN the exact same time (10 min), including a control of GSSG in water 
(blue dashed line). Spectra of aliquots taken from 0.5 to 146 min of reaction. (C) Concentration of sulfane sulfur versus time of incubation in NaOH in (A) (blue 
triangles) and (B) (black circles). The black trace represents the fit of an exponential equation. A kobs of 0.011 ± 0.004 min-1 (mean ± S.D., three independent 
experiments) was obtained. 
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Given the number of species detected and that they do not reach a 
situation of equilibrium in a timescale of hours, we discourage the 
preparation of GSSH stocks by incubating GSSG in NaOH. Instead, we 
recommend reacting GSSG in excess with H2S at pH 7.4 and 25 ◦C, which 
is two orders of magnitude faster, 0.23 M-1 s-1 [11]. In this case, two 
reversible reactions predominate and equilibrium concentrations are 
achieved within minutes [11]. In addition, when alkaline mixtures were 
left to react to form GSSH and after several minutes the pH was lowered 
to 7.4, the concentration of the nucleophilic sulfur species did not 
remain stable, in fact, it decreased with time (Fig. S4). The different 
compositions of the mixtures is also a point to be considered, since the 
predominant secondary reactions would vary with the initial species. 
For instance, when GSSH is formed by mixing GSSG with H2S in excess 
[16], the GSSH formed will be more likely to react with H2S (to form 
H2S2 and GSH) rather than with GSSG (to form GSSSG and GSH). 

Our results regarding the formation of persulfides and dehy-
droalanine from disulfides can likely be extrapolated to other 
biologically-relevant low molecular weight (LMW) disulfides, such as 
cystine, as well as to protein disulfides. In fact, dehydroalanine and its 
Michael adducts with thiols are naturally present in some peptides and 
proteins, and are byproducts of protein aging. They are often detected in 
proteomic studies with thiol proteins. Anecdotically, this chemistry is 
implicated in cosmetic treatments for the straightening of hair using 
alkaline relaxers. In addition to disulfides, as confirmed herein, other 
sources of dehydroalanine are serine, phosphoserine and selenocysteine 
residues [39–41]. The environment of the disulfide could facilitate 
β-elimination at lower pHs; this is exemplified by lens protein, in which 
a lysine proximal to the cystine has been proposed to assist in proton 
abstraction [42]. Besides, the β-elimination of specific disulfides can be 
catalyzed by enzymes that contain pyridoxal 5′-phosphate as cofactor. 
Mammalian cystathione β-synthase and cystathionine γ-lyase can use 
cystine as substrate, catalyzing the formation of the persulfide of 
cysteine together with pyruvate and ammonium (cystine lyase activity). 
Cystathionine γ-lyase can also use homocystine, yielding the persulfide 
of homocysteine, α-ketobutyrate and ammonium [43,44]. These activ-
ities appear to be non-canonical, secondary activities of the mammalian 
enzymes. Inside the cell, the concentrations of disulfides are low, and 
these reactions are not expected to constitute a major pathway for 
persulfide formation [44]. Nevertheless, some bacteria and plants have 
dedicated enzymes with cystine lyase activity, although their signifi-
cance is not yet clear [45,46]. 

The formation of persulfides and other sulfane sulfur compounds 
from the incubation of GSSG in NaOH alerted us to possible biases that 
could be occurring in the cold cyanolysis procedure, which is frequently 
used to quantify persulfides. This method involves a step in which the 
sample is incubated with cyanide at alkaline pH (using NH4OH) 
(Equation (2)). Therefore, if disulfides are present in the sample to be 
analyzed, persulfides and other sulfane sulfur compounds may be 
generated during this incubation step, and the sulfane sulfur concen-
tration would be overestimated compared to that present in the original 
sample. Indeed, when cold cyanolysis was performed to controls of 12 
mM GSSG in water, ~0.35 mM of sulfane sulfur was measured, which is 
significant compared to the levels formed by 12 mM GSSG in 52 mM 
NaOH (1.6 mM upon 2.5 h, Fig. 6), as well as with the equilibrium 
concentrations of GSSH (0.15-0.71 mM) in mixtures of GSSG (6-10 mM) 
and H2S (0.5-2 mM) [11]. Hence, to avoid overestimation when per-
forming cold cyanolysis if the sample contains disulfides, it is important 
to make a control of the disulfides in water and to incubate all samples in 
NH4OH for the exact amount of time. Additionally, it is convenient to 
reduce the time that the sample is exposed to alkaline conditions 
(Fig. S3). Furthermore, our work highlights that the common practice of 
adding NaOH to solutions of GSSG and other disulfides to favor the 
dissolution may lead to persulfide formation. 

In typical cold cyanolysis procedures, after the incubation step with 
KCN in alkaline pH where thiocyanate is formed, the sample is then 
exposed to Fe3+ in acidic pH to produce the colored complex Fe(SCN)2+

(Equation (3)), which has an absorbance peak at 460 nm. This way, the 
concentration of KSCN formed can be calculated with a calibration curve 
done under the same conditions. However, this second step also has 
experimental limitations. Fe(SCN)2+ is a weak complex with a relatively 
small formation equilibrium constant, Keq = 708 (25 ◦C, I = 0) [47]. 
Thus, when a final concentration of 10 mM Fe3+ is used [8], the con-
centration of the complex measured would account for 88% of the SCN-. 
Although higher concentrations of Fe3+ could increase the yield of the 
formation of the complex, both FeCl3 and Fe(NO3)3, commonly used in 
cold cyanolysis, absorb at 460 nm [48]. Besides, Fe(SCN)2+ has low 
absorptivity, ε460 = 4700 M-1 cm-1 [49,50], limiting the sensitivity of the 
method. Additionally, the complex and hence the absorbance, vary 
under different conditions; they are affected by the presence of chloride 
[51] and by the buffer used. All things considered, it is absolutely 
necessary to do KSCN calibration curves with fresh KSCN stocks under 
the same conditions and on the day of the experiment. Lastly, it is crucial 
to bear in mind that secondary reactions of LMW persulfides produce 
significant amounts of other sulfane sulfur compounds [11], and that 
CN- can react with these compounds as well to form SCN-. Thus, the cold 
cyanolysis method measures sulfane sulfur, not persulfides specifically. 
We cannot emphasize enough that cold cyanolysis should not be used to 
measure persulfides specifically and accurately; in particular, it should 
not be used for the quantification of putative persulfide standards. 

Altogether, we recommend to quantify LMW persulfides by deriva-
tization of the sample with mBrB followed by HPLC [11,32]. The con-
centration of the labelled persulfide can be then calculated from the 
corresponding peak using the calibration curve at 396 nm of the 
derivatized analog thiol. Although we are aware that this method im-
plies assuming similar absorptivities for persulfide and thiol, this is a 
reasonable supposition considering that the bimane moiety, present in 
both, is the main contributor to the absorbance at 396 nm. Besides, other 
functional groups such as disulfides and trisulfides, would not interfere 
at the wavelength of the measurement. In addition, the mBrB de-
rivatives, unlike the IAM and N-ethylmaleimide ones, are stable [32]. 

5. Conclusions 

This study evidences that GSSG and HO- react through a β-elimina-
tion mechanism to form GSSH and DHG with a second-order rate con-
stant of ~10-3 M-1 s-1. Additional species are formed through secondary 
reactions, including GSH, GSSSH, GSSSG and H2S. The concentrations of 
GSH and GSSH that are produced in these mixtures are similar. Besides, 
these mixtures do not reach equilibrium within ~2 h. Thus, we do not 
recommend the preparation of stocks of GSSH by incubating GSSG in 
alkali. This study also reveals that the formation of persulfides from 
disulfides at alkaline pH can lead to potential overestimations in cold 
cyanolysis measurements when there are disulfides present in the orig-
inal sample, highlighting that it is important to be extremely careful 
with the cold cyanolysis procedure and very cautious with the conclu-
sions drawn from the results. 
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Figure S1. Reaction of GSH with H2O2. GSH (360 µM) was mixed with H2O2 (2.5 mM) in 0.5 M Tris buffer, 

at pH 7.5 and 25 °C. Aliquots were 10-fold diluted and reacted with 0.3 mM DTNB in the presence of catalase 

(276 U mL-1, Sigma) in the same buffer. The concentration of TNB was calculated from the absorbance at 412 

nm and corrected by dilution. The data was fitted to a single exponential equation obtaining a kobs = 0.36 min-1 

and a second-order rate constant k = 1.2 M-1 s-1. 
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Figure S2. Mass spectrometry of the alkaline mixture exposed to H2O2. GSSG (12 mM) was incubated 

in NaOH (52 mM). After 1.5 h, an aliquot was diluted two-fold and exposed to 10 mM H2O2 during 15 min in 

Tris buffer, 0.5 M, pH 7.4. Then, the mixture was derivatized with IAM, submitted to solid phase extraction and 

analyzed by mass spectrometry as in Figure 4A.  
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Figure S3. Determination of the incubation time in NH4OH. Cold cyanolysis was done to mixtures of 16.7 

mM H2S and 3.35 mM GSSG in 0.5 M Tris buffer, at pH 7.4 and 25 °C. Aliquots were taken after 30 min and 

incubated with NH4OH and KCN for variable times, from 5 to 55 min. The samples were reacted with Fe3+ in 

acidic pH and the concentration of sulfane sulfur was measured by absorbance at 460 nm. 
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Scheme S1. Alternative mechanisms for the β-elimination of GSSG by HO-. The process could 

correspond to either a E1, E2 or E1cb elimination mechanism. E1 implies the formation of a carbocation 

intermediate without engaging HO-. E2 constitutes a concerted mechanism; the abstraction of the proton occurs 

concomitant to bond rearrangement and persulfide release. E1cb is a two-step mechanism; the abstraction of 

the proton forms a carbanion intermediate which subsequently rearranges to expulse the persulfide.  
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Figure S4. Decay of DTNB-reactive compounds at physiological pH. GSSG (12 mM) was mixed with 

NaOH (52 mM) at 25 °C. After 134 min, an aliquot was diluted in 0.5 M Tris buffer with HCl at pH 7.4. Aliquots 

from the mixture at physiological pH were taken for 30 min. They were 10-fold diluted and reacted with 0.4 mM 

DTNB. The concentration of TNB was measured. The concentrations corrected by dilution (blue triangles) are 

overlayed with the concentrations of the mixture in NaOH (Figure 3). 
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Anexo II.  Acidity and nucleophilic reactivity of 

glutathione persulfide 

Artículo publicado en J. Biol. Chem. en 2020 
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Persulfides (RSSH/RSS2) participate in sulfur trafficking and
metabolic processes, and are proposed to mediate the signaling
effects of hydrogen sulfide (H2S). Despite their growing rele-
vance, their chemical properties are poorly understood. Herein,
we studied experimentally and computationally the formation,
acidity, and nucleophilicity of glutathione persulfide (GSSH/
GSS2), the derivative of the abundant cellular thiol glutathione
(GSH). We characterized the kinetics and equilibrium of GSSH
formation from glutathione disulfide and H2S. A pKa of 5.45 for
GSSH was determined, which is 3.49 units below that of GSH.
The reactions of GSSHwith the physiologically relevant electro-
philes peroxynitrite and hydrogen peroxide, and with the probe
monobromobimane, were studied and compared with those of
thiols. These reactions occurred through SN2 mechanisms. At
neutral pH, GSSH reacted faster than GSH because of increased
availability of the anion and, depending on the electrophile,
increased reactivity. In addition, GSS2 presented higher nucleo-
philicity with respect to a thiolate with similar basicity. This
can be interpreted in terms of the so-called a effect, i.e. the
increased reactivity of a nucleophile when the atom adjacent to
the nucleophilic atom has high electron density. Themagnitude
of the a effect correlated with the Brønsted nucleophilic factor,
bnuc, for the reactions with thiolates and with the ability of the
leaving group. Our study constitutes the first determination of
the pKa of a biological persulfide and the first examination of
thea effect in sulfur nucleophiles, and sheds light on the chemi-
cal basis of the biological properties of persulfides.

Persulfides (RSSH/RSS2)7 can be formed in biological sys-
tems through several pathways, some of which are dependent
on hydrogen sulfide (H2S/HS2)8. Beyond its toxicity, H2S

exerts physiological effects with potential health benefits in
mammals. Persulfides have been proposed to transduce these
effects; the modification of critical protein thiols (RSH/RS2) to
persulfides would unleash downstream effects of H2S (1). In
addition, persulfides are intermediates in the biosynthesis of
iron-sulfur clusters and other cofactors (2). They also consti-
tute intermediates in themitochondrial oxidation of H2S (1).
Persulfides can be formed in vivo via reactions of H2S with

oxidized thiol derivatives, i.e. disulfides (RSSR9) or sulfenic
acids (RSOH) (3), via reactions of thiolates with oxidized sulfur
derivatives, e.g. polysulfides (HSnS

2, n� 1) (4), and via free rad-
ical–mediated processes (5). Note that H2S and thiols do not
react directly with each other. H2S-independent pathways for
persulfide synthesis also exist, in which the sulfur is donated by
thiols or disulfides (6–9). Moreover, there are enzymes capable
of producing, transferring, and reacting with persulfides. Sul-
fide quinone oxidoreductase (SQOR) catalyzes the oxidation of
H2S to glutathione persulfide (GSSH), the persulfide derivative
of the very abundant cellular thiol glutathione (GSH), and
reduces ubiquinone (10–12). GSSH is the substrate of persul-
fide dioxygenase (also called ETHE1) (10, 13), an enzyme that
oxidizes GSSH to sulfite (SO3

22) at the expense of O2 and
whose inborn errors are associated with severe clinical condi-
tions (14). Rhodanese can catalyze the reversible reaction
between GSSH and sulfite to form GSH and thiosulfate (10, 12,
15). These processes suggest that GSSH plays key roles in vivo;
indeed, concentrations of ;35 pmol/mg protein (;7 mM) in
mouse liver tissue have been recently reported (16). Despite the
growing interest in persulfides, their chemical characteristics
are poorly understood.
Hydropersulfides (RSSH) ionize in water to form deproto-

nated persulfides (RSS2). Compared with thiols, a higher
acidity is expected for persulfides (1). In fact, the pKa of 2-[(3-
aminopropyl)amino]ethane persulfide was estimated to be
6.26 0.1, which is lower than the pKa of 7.66 0.1 determined
for the corresponding thiol (17). The pKa of cumyl persulfide
was proposed to be 7 (18), whereas the pKa of cumyl thiol is

This article contains supporting information.
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likely to be higher than 10 according to the values for similar
thiols (19). The pKa of cysteine persulfide was computation-
ally estimated to be ;4 units lower than that of the cysteine
thiol (3).
In contrast to thiols, which possess only nucleophilic charac-

ter, persulfides also have electrophilic character when proto-
nated. The electrophilicity can be ascribed to both sulfur atoms.
If the outer sulfur is attacked by a thiolate, the sulfur is trans-
ferred and a new persulfide is formed, constituting a transper-
sulfidation reaction. If the inner sulfur is attacked, H2S is
released and amixed disulfide is formed.
Persulfides have been proposed to be stronger nucleophiles

than thiolates. Enhanced reactivities were observed for arylper-
sulfides compared with arylthiolates toward alkyl halides in or-
ganic solvent (20). Enhanced reactivities were also observed for
the persulfides formed in albumin and in the Mycobacterium
tuberculosis peroxiredoxin AhpE toward 4,49-dithiodipyridine
compared with the corresponding protein thiols (3, 21). In
addition, under certain conditions, GSSH reacted with H2O2

whereas GSH did not (7), and persulfide reactions with one-
electron oxidants were faster than those of thiols (18, 22). The
high nucleophilicity of persulfides can be understood in terms
of the so-called a effect (3, 20, 23, 24). The a effect was first
defined as the enhancement of nucleophilicity when the atom
adjacent to a nucleophile bears a lone pair of electrons (25).
This definition is ambiguous because the a nucleophile can be
compared either with a structural analog (e.g.HOO2 and HO2,
NH2-NH2 and NH3, and RSS2 and RS2) or with a nucleophile
of equal basicity, in the context that for several reactions nucle-
ophilicity correlates with Brønsted basicity. Given that the a
nucleophile is not always more reactive than the structural ana-
log (26), the a effect is more accurately defined as the positive
deviation from the corresponding Brønsted plot (log k versus
nucleophile pKa) (27, 28). For this definition to be valid, the a
and reference nucleophiles should react by similar mechanisms
(29).
Because of their dual nucleophilic and electrophilic charac-

ter, persulfides decay in aqueous solution, making their prepa-
ration and quantification challenging. Many methods for per-
sulfide determination are either indirect, slow, or unspecific
(1). The direct detection byMS is inconvenient because of their
instability. Thus, derivatization with different alkylating agents,
e.g. iodoacetamide, N-ethylmaleimide, or monobromobimane
(mBrB) (7, 23, 30, 31), has become a common practice in which
the rate of the alkylation step is crucial (30).
The reaction between glutathione disulfide (GSSG) and H2S

forms GSSH and GSH in a reversible process (3, 23, 32). This
reaction is often used to prepare GSSH in vitro (13, 23, 31), and
sometimes the concentration of the formed GSSH is estimated
from that of the produced GSH or from the initial reactants,
assuming stoichiometric relations. Nevertheless, because of the
reactivity of persulfides, subsequent reactions are likely to hap-
pen and affect the yield, calling for a better characterization of
themixtures.
Considering that persulfides are involved in biosynthesis and

catabolism, and that they play roles in cellular signaling, it is im-
portant to better understand their chemical properties. Herein,
we studied the formation, acidity, and nucleophilicity of GSSH.

A method to quantify GSSH was adapted and subsequently
employed to characterize the reaction between GSSG and H2S,
providing kinetic and equilibrium constants. The pKa of GSSH
was determined, representing the first pKa report for a persul-
fide formed in biological systems. The nucleophilicity of GSSH
toward mBrB, peroxynitrite (ONOOH/ONOO2)9, and H2O2

was investigated. These electrophiles were chosen because
there is information available for their reactions with thiols, en-
abling comparison. In addition, mBrB facilitates monitoring of
the reactions by fluorescence, whereas peroxynitrite and H2O2

are biologically relevant oxidants. To understand the molecular
basis of the differential reactivity, we performed hybrid quan-
tum-classical (quantummechanics/molecular mechanics, QM/
MM) calculations for the model pair methanethiolate/metha-
nepersulfide anion (MeS2/MeSS2) toward the same electro-
philes. Our results provide the first quantitative study of the
nucleophilicity of a persulfide and its comparison with thiols.
This constitutes, to our knowledge, the first examination of the
a effect in sulfur nucleophiles.

Results and discussion

Quantification of GSSH

A reversed-phase HPLC method based on mBrB derivatiza-
tion (7, 33–35) was adapted to quantify GSSH in a mixture of
species. GSSG and H2S reacted to form GSH and GSSH, and
excess mBrB was added to label H2S, GSH, and GSSH as the
derivatized species B-S-B, GS-B, and GSS-B, respectively (Fig.
1A). A peak with a retention time of 7.7 min was ascribed to
GSS-B because it disappeared in the presence of the reductant
tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), and when more mBrB
was added, GS-B and B-S-B increased. The peaks correspond-
ing to GSSG, GS-B, and B-S-B were assigned using standards
(retention times of 5.8, 7.3, and 9.8 min, respectively) (Fig. 1B).
The identities of the four species were confirmed by electro-
spray ionization MS and MS/MS; the results for GS-B and
GSS-B were consistent with amass increase of 32 Da for the lat-
ter (Fig. 1C). Calibration curves at 260 nm for GSSG and at 396
nm for GS-B and B-S-B were performed. Considering that
GSS-B and GS-B have the same absorptivity at 396 nm because
of the bimane moiety, the calibration curve for GS-B was used
to quantify GSS-B.
To measure accurate concentrations, the derivatization step

must be faster than the interconversion of species (30). Because
reaction rates are the products of rate constants and concentra-
tions, it can be calculated that labeling was �100-fold faster
than interconversion in our conditions (3, 30, 35–38). Indeed,
the detected concentrations of GSH and GSSHwere independ-
ent of the amount of mBrB applied (Fig. S1). Furthermore,
GSS-B was relatively stable and its decay within 100 min was
minor (Fig. S2). In summary, under the conditions employed
herein, the concentration of the derivatives represent those
present in the original mixtures.

9The term “peroxynitrite” is used in this text for the sum of peroxynitrous
acid (ONOOH) and peroxynitrite anion (ONOO2). The IUPAC recom-
mended names are hydrogen oxoperoxonitrate and oxoperoxonitrate
(12), respectively.
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Kinetics and thermodynamics of the reaction of GSSG with
H2S

Given the feasibility of quantifying GSSG, GSH, GSSH, and
H2S, we first studied the kinetics of the reaction of GSSG and
H2S (Reaction 1).

GSSG1H2S
k1
�
k�1

GSH1GSSH

Reaction 1

GSSG (5–11 mM) was incubated with H2S (0.5 mM), and the
reactions were stopped at different times by dilution and deri-

vatization with mBrB. Time courses were obtained, and a sec-
ond-order forward rate constant (k1,pH) of 0.236 0.02 M

21 s21

(pH 7.46, 24 °C) was determined from H2S decay (Fig. 2, A and
B). This is in agreement with the reported value of 0.166 0.01
M21 s21 (pH 7.4, 25 °C) previously determined by the methyl-
ene bluemethod (3).
The final concentration of GSSH was always lower than that

of GSH. Furthermore, the final concentration of GSSH was
lower than the initial concentration of H2S (the limiting rea-
gent) whereas that of GSH was higher (Fig. 2A). Considering
that GSSG was in excess, it is proposed that GSSH and GSSG
reacted in a second relatively fast reaction to form glutathione
trisulfide (GSSSG) and GSH (Reaction 2).

Figure 1. Derivatization with mBrB and characterization of chromatographic peaks. A, reactions of GSH, GSSH, and H2S with mBrB to form GS-B, GSS-B,
and B-S-B, respectively. B, representative HPLC runs of 1) mBrB (2 mM), 2) GS-B (0.2 mM), 3) GSSG (1 mM), 4) B-S-B (0.2 mM), 5) mixture of GSSG and H2S (3 mM

each, 20 min) diluted 15-fold and incubated with mBrB (2 mM), 6) reduction of 5 with TCEP (4.5 mM), and 7) addition of mBrB (6.9 mM) to 6. Reactions were
done in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4, 25 °C). All chromatograms were recorded at 396 nm, except 3 (GSSG) at 260 nm. C, mass spectra and fragmentation
patterns of the fractions eluting at 7.3 (GS-B, m/z 498.2) and 7.7 min (GSS-B, m/z 530.1). The product ions of GS-B are ascribable to neutral loss of NH3 and
HCOOH (435.1), minus glycine (360.1), or minus a sulfur-bimane derivative (211.0), loss of glutamate (369.1), and formation of the sulfur-bimane derivative
(223.0 and 225.0). The fragmentation pattern of GSS-B showed peaks analogous to GS-B plus 32 (sulfur atom), assigned to the loss of NH3 and HCOOH (467.1),
minus glycine (392.0), or minus the sulfur-bimane derivative (243.0), loss of glutamate (401.1), and the formation of the sulfur-bimane derivative (223.0). The
peak atm/z 339.1 could correspond to the protonated homolysis product GSS•. Fragments ofm/z 192 were assigned to the bimane protonated radical as pre-
viously observed (7, 30, 36).
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GSSH1GSSG
k2
�
k22

GSH1GSSSG

Reaction 2

Accordingly, MS analysis of a mixture of excess GSSG and
H2S derivatized with iodoacetamide presented a peak with am/
z of 645.1, consistent with GSSSG (not shown). This is in agree-
ment with previous reports where the corresponding trisulfides
were observed (30, 39). The low sensitivity at 260 nm might
have precluded the chromatographic detection of GSSSG. In
addition, GSSSG was unlikely to co-elute with the character-
ized species, because it was not detected in the mass spectra of
the chromatogram peaks but appeared in the mass spectrum of
the whole mixture.
Rate constants were estimated with the software COPASI

(40) using a model consisting of Reactions 1 and 2 and four in-
dependent sets of time courses of GSSH, GSH, and H2S. Values
of k1,pH = 0.33 6 0.01, k21,pH = 0.51 6 0.08, k2,pH = 1.6 6 0.3,
and k22,pH = 96 2 M

21 s21 were obtained (Fig. 2A). The value
of k1,pH was consistent with that obtained fromH2S decay (0.23
M
21 s21, Fig. 2B).
Regarding the physiological relevance of the reaction be-

tween GSSG and H2S, and considering the relatively low rate

constant (0.23 M
21 s21) and concentration of GSSG in vivo (,5

mM in cytosol of yeast (41, 42)), it can be concluded that GSSG
is unlikely to constitute a major consumer of H2S compared
with preferential targets. Among the preferential targets of
H2S, SQOR deserves special mention because, in addition to
reacting very fast with H2S (kcat/Km,H2S = 1.13 107 M

21 s21, pH
7.4), it can formGSSH as product (11, 12).
To obtain a better estimate of the kinetics of the reverse

Reaction 1, GSH (2–12.5 mM) was added to a mixture of GSSG
and H2S (pH 7.28, 25 °C) that had been preincubated for 1 h. At
consecutive times, aliquots were analyzed. GSSH time courses
showed a fast increase followed by a slower decrease, whereas
H2S increased (Fig. 2C). This is consistent with Reactions 1 and
2, whereby GSSH is rapidly formed by GSH and GSSSG
(reverse Reaction 2) and consumed by GSH forming H2S and
GSSG in a slower process (reverse Reaction 1). Because both
reactions are reversible, GSSH was not completely consumed.
Eight independent time courses of GSSH and H2S were ana-
lyzed with COPASI (40) according to a model consisting of
Reactions 1 and 2, yielding k21,pH = 1.11 6 0.06, k2,pH = 2.3 6
0.5, k22,pH = 3.1 6 0.4 M

21 s21, and an initial concentration of
GSSSG of 0.27 6 0.01 mM (Fig. 2C). This experimental design
allows a more robust estimation of k21,pH than that of Fig. 2A.
The estimated concentration of GSSSG was consistent with

Figure 2. Kinetics and thermodynamics of the reaction of GSSG and H2S to give GSH and GSSH. A, time courses of the reaction between GSSG (11mM) and
H2S (0.5 mM) in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4, 256 1 °C). Solid lines represent the fitted single exponential or exponential plus linear functions. The rate constants
of a model consisting of Reactions 1 and 2 were estimated with COPASI using four independent experiments, obtaining k1,pH = 0.336 0.01, k21,pH = 0.516 0.08,
k2,pH = 1.66 0.3, and k22,pH = 96 2M21 s21.Dashed lines represent simulated time courses for a representative experiment. B, exponential rate constants (kobs) of
H2S decay versus initial GSSG. The k1,pH obtained from the fit of four independent experiments was 0.23 6 0.02 M

21 s21 (pH 7.46 6 0.01, 24 °C). C, mixtures of
GSSG (5 mM) and H2S (0.5 mM), preincubated for 1 h in the mentioned buffer, were exposed to 2–12.5 mM GSH, and the reactions were followed by derivatization
and HPLC (pH 7.28 6 0.05, 25 °C). Using eight independent experiments, COPASI simulations in which k1,pH was fixed to 0.23 M

21 s21, and initial concentrations of
GSSG, GSSH, and H2S were 3.7 mM, 90 mM, and 50 mM, respectively, according to HPLC quantification, yielded k21,pH = 1.116 0.06, k2,pH = 2.36 0.5, k22,pH = 3.16
0.4 M

21 s21, and [GSSSG]0 = 0.276 0.01 mM. Solid lines represent simulated time courses for two representative experiments. D, equilibrium concentrations. GSSG
(6–10mM) and H2S (0.5 mM) were incubated in thementioned buffer under shaking. After 2 h, 4mMmBrB was added and the GSSH-containingmixtures were ana-
lyzed by HPLC. The apparent equilibrium constant of Reaction 1 obtained from six independent determinations was 0.1946 0.005 (mean6 S.D., pH 7.4, 25 °C.).
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mass balance considerations that initial H2S equals the sum of
H2S, GSSH, and GSSSG in equilibrium and with previous
observations under conditions of excess GSSG that the concen-
tration of GSSSG is;1/2 GSH in equilibrium (30). In our case,
the concentrations of GSSH inferred from these relationships
matched by 936 8% (n = 6) those measured by HPLC. Of note,
our kinetic analysis contemplated only two reactions. Whereas
this simplification is reasonable when excess GSSG is used,
other minor processes may probably occur, e.g. reaction of
GSS2with GSSSG or GSSH.
Reactions with thiolates constitute one of the main decay

pathways for persulfides in vivo (16, 43, 44). To our knowledge,
the value of k21,pH (1.11 M

21 s21) is the first report for the rate
constant of a reaction between a low molecular weight (LMW)
persulfide and a LMW thiolate at physiological pH.While there
is an estimation for cysteine persulfide and cysteine of 0.09 6
0.01 M

21 s21 (45), it corresponds to pH 10, a condition in which
the carboxylate and amine of cysteine are deprotonated, likely
affecting the kinetics of reaction (46).
We also analyzed the composition of the GSSH-containing

mixtures once the concentrations remained stationary. GSSG
(6–10 mM) and H2S (0.5 mM) were incubated for 2 h, the reac-
tions were stopped, and the species were quantified (Fig. 2D). A
concentration quotient of 0.194 6 0.005 (pH 7.4, 25 °C, 0.1 M

phosphate buffer) was obtained for Reaction 1. Assuming that
irreversible processes such as H2S release, elemental sulfur pre-
cipitation, or oxidation by oxygen are insignificant in this time-
scale, this quotient reflects the apparent equilibrium constant
(Keq1,pH) of Reaction 1 at pH 7.4. The value is consistent with
k1,pH being lower than k21,pH and with the apparent equilib-
rium constant calculated from kinetic experiments (k1,pH/k21,

pH = 0.21).
From the apparent Keq1,pH of 0.194, the DG°9 of Reaction 1

can be calculated to be +1.0 kcal/mol (pH 7.4, 25 °C). This
agrees with a value of +1.4 kcal/mol estimated from thermo-
chemical calculations for a generic RSSR reacting with HS2 to
form RSS2 and RSH (the predominant species at neutral pH)
(47) and supports that the Gibbs energy change is close to zero
at physiological pH.
Our results underscore the existence of reverse and consecu-

tive reactions and, together with the fact that persulfides dis-
proportionate, indicate that GSSH cannot be purified in aque-
ous solutions; instead, it will be stationarily present in a
mixture of species. This assertion is supported by several
unsuccessful attempts to purify GSSH (not shown). Our results
also lead to a note of caution for situations in which the concen-
tration of persulfides is estimated from the thiol formed or
from the initial concentration of reactants, because the quanti-
ties formed are not stoichiometric.

Acidity of GSSH and kinetics of the reaction with mBrB

After the GSSH-containing mixture had been characterized,
the pKa of GSSH was measured by the pH dependence of the
reaction with mBrB, exploiting that mBrB does not accept or
release protons within the pH range studied and that the reac-
tions can be followed by product fluorescence. As previously
performed for GSH, an initial rate study was performed (37, 48)

by reacting low concentrations of a GSSH-containing mixture
and mBrB at different pHs at 25 °C. The initial slopes of the flu-
orescence variations increased with pH according to a one-pKa

function, yielding a pKa of 5.506 0.08 (Fig. 3A). The contribu-
tions of GSH and H2S to the fluorescence change were calcu-
lated from the known rate constants, initial concentrations,
and pKa values, and found to be negligible (e.g. 0.015 and
0.007%, respectively, of the contribution of GSSH at pH 6) (30,
35–38).
Furthermore, we studied the pH dependence of the second-

order rate constant (kpH) by reacting GSSH-containing mix-
tures with excess mBrB. The fluorescence increases were
biphasic and exponential plus linear functions were fitted. The
fast exponential phase was attributed to the reaction of mBrB
with GSSH, whereas the slow linear phase was attributed to the
reaction with GSH and, secondarily, with H2S, based on con-
trols and on the rate constants for GSH and H2S (Fig. 3B) (30,
35–38). Moreover, the amplitude was consistent with inde-
pendent HPLC determinations of GSS-B, assuming similar flu-
orescence quantum yield as GS-B. Possibilities such as reaction
of mBrB with GSSnS

2 or HSnS
2 (n � 1) cannot be discarded

for the fast exponential phase. However, given that our mix-
tures had excess GSSG, the concentration of these species, if
formed, is likely to be low. The kobs attributed to GSSH
increased linearly with mBrB concentration. The kpH had a sig-
moid dependence with pH, resulting in a pKa of 5.45 6 0.03
and a pH-independent rate constant (kind) for the reaction of
GSS2 with mBrB of (9.0 6 0.2) 3 103 M

21 s21 (Fig. 3, C–E).
The kind represents the rate constant that would be measured if
all the persulfide were ionized and shows that, with mBrB, the
persulfide anion reacts 44 times faster than the thiolate of gluta-
thione (208 M

21 s21) (37). At pH 7.4, GSSH reacted with an
apparent rate constant of (7.02 6 0.04) 3 103 M

21 s21, 1200
times faster than that with GSH (Table 1). Importantly, similar
pKa values were obtained from both the initial rate and integral
methods.
To sum up, the pKa of GSSH was 5.45 6 0.03, 3.49 units

below that of GSH (8.94) (37). This means that at pH 7.4, the
availability of the deprotonated species is 2.8% for GSH but
99% for GSSH.
We then performed a computational analysis of the acidity of

persulfides and thiols by electronic structure calculations with
the aim of understanding the molecular basis of the difference.
The ionization equilibrium of an acid XH can be dissected in
several steps: XH and H2O desolvation, homolytic X-H bond
cleavage, X• electron affinity and hydrogen ionization, H2O
proton affinity, and X2 and H3O

+ solvation. The energetics of
each step can be separately computed at different levels of
theory. Then, the standard Gibbs energy change for the global
process (DG8

a) can be calculated as the sum of the individual
steps, and the contribution of each step to the global process
can be discerned. Gibbs energy calculations were performed
with the simplified models methanepersulfide (MeSSH) or
methanethiol (MeSH) to avoid the optimization of zwitterionic
structures in vacuum. Although the electronic structure
method and basis sets used affected the computed values, gen-
eral trends were maintained (Table S1).
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The thermodynamic relation between the Gibbs energy
change and the acidity constant is given by Equation 1, where R
is the ideal gas constant and T is the temperature.

DG8
a ¼ 2:303RTpKa (Eq. 1)

A difference in pKa between thiol and persulfide (DpKa) of
7.2 was calculated using Equation 1 and Gibbs energy changes
obtained for the global ionization process with the electronic
structure coupled cluster singles and doubles method (CCSD)

employing the 6-31 G(d9) basis set. However, small errors (;1
kcal/mol) in the computed Gibbs energies would affect the esti-
mated pKa values. The main difference in the energetics of the
individual steps between thiol and persulfide was found in the
homolytic S-H bond cleavage, which was ;20% lower for
MeSSH than for MeSH (Table S1). This is consistent with S-H
bond dissociation energies reported for alkyl thiols and persul-
fides, which differed by 24% (49), and with IR spectra, which
showed shifted S-H stretching frequencies (50–52). The acidity
of MeSSH was also estimated in the context of the proton-

Figure 3. pH dependence of the reaction of GSSH with mBrB. A, a mixture containing GSSH (;0.75 mM) reacted with mBrB (1 mM) in acetic/MES/tris buffer
(pHs 4.16–6.86, 25 °C). Linear functions fitted to initial fluorescence increases (lex = 396 nm, lem = 472 nm) yielded slopes (inset) that had a sigmoid depend-
ence with pH. The data pooled from two independent experiments gave a pKa of 5.506 0.08 (parameter6 error of the fit). The points shown are quadrupli-
cates of one representative experiment. No interference from the buffer was detected. B, representative stopped-flow fluorescence kinetic traces (lex = 396
nm, emission cutoff 435 nm) of the reaction of 118 mM mBrB with a mixture containing;1.6 mM GSSH,;6.3 mM GSH, and;1 mM H2S (final concentrations) in
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.40, 25 °C, 0.1 mM dtpa) (red) and with controls of 6.3 mM GSH (blue) or buffer alone (black). C, GSSH-containing mixtures (;2 mM
GSSH) reacted with 18–81 mM mBrB in acetic/MES/Tris buffer (pHs 4.19–7.41, 25 °C). Representative stopped-flow fluorescence time courses with 40 mM mBrB.
Exponential plus linear or double exponential plus linear functions were fitted to kinetic traces during 10 half-lives. At the more acidic pHs, an additional fast
phase was noted; the origin is unclear but its amplitude was less than 15% of the sum of the amplitudes and was not studied further. D, kobs attributed to the
reaction of GSSH against mBrB concentration. The circles represent themean6 S.D. of repetitions of a representative experiment. Error bars are usually smaller
than symbols. The slopes of the fits represent the second-order rate constants. At the more alkaline pHs, a small negative y-intercept was observed, probably
because of reactant impurities or to a fast reaction with a species present in low concentration. E, second-order rate constants versus pH. A one-pKa function
fitted the data pooled from two independent experiments (black squares and blue circles), giving a pKa of 5.456 0.03 and a maximum (pH-independent) sec-
ond-order rate constant of (9.06 0.2)3 103 M

21 s21 (parameters6 errors of the fit). A small but systematic decrease in the kpH at pH. 6.5 was observed, and
its cause is unknown.

Table 1
Rate constants for the reactions of GSSH with electrophiles and comparison with those of thiols

kGSSHpH (M21 s21) kGSSHind (M21 s21)

kGSSHpH

kGSHa
pH

kGSSHind

kGSHa
ind

kGSSHind

kRSHpKa 5:45
ind bnuc for the reaction with LMW thiolates

mBrB (7.026 0.04)3 103b (9.06 0.2)3 103 1200b 44 1670 0.526 0.08
Peroxynitrite (1.256 0.03)3 105c (4.76 0.1)3 105 97c 1.8 50 0.426 0.06d

H2O2 7.56 0.6e 7.76 0.6 22e 0.24 3.2 0.276 0.06
aReported rate constants for the reactions of GSH with mBrB (37), peroxynitrite (54, 56), and H2O2 (37).
bRate constants at pH 7.40, 25 °C.
cRate constants at pH 7.23, 37 °C.
dbnuc calculated in this paper (see legend to Fig. 6).
eRate constants at pH 7.02, 25 °C.
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exchange method previously used to estimate the pKa of cyste-
ine persulfide (3, 53), yielding a DpKa of 1.7 with CCSD/6-31 G
(d9). Considering the pKa of MeSH, 10.33 (19), a pKa of 8.6
would be predicted forMeSSH.
Overall, our calculations follow the same trend as the experi-

mental data and suggest that the factor that contributes the
most to the lower pKa of persulfides with respect to thiols is the
weaker S-H bond in the persulfide compared with the thiol.
After determining the pKa of GSSH, we analyzed the pH de-

pendence of the apparent rate and equilibrium constants of
Reaction 1 (Table S2 and Fig. S3). At pH 7.4, k1,pH is similar to
k1,ind because most H2S is ionized (pKa H2S, 6.98) (38). In con-
trast, only a fraction of k21,ind (;3600 M

21 s21) is evidenced
at pH 7.4 (1.11 M

21 s21); k21,pH decreases by deprotonation
of GSSH (pKa GSSH, 5.45) and protonation of GS2 (pKa GSH,
8.94) (37). Thus, at pH 7.4, the apparent equilibrium constant
Keq1,pH 7.4 is 0.194, whereas Keq1,ind is 8.3 3 1025. This value
of Keq1,ind corresponds to an endergonic DG° of +5.6 kcal/
mol. The change in the apparent equilibrium constant at pH
7.4 translates into a difference of 24.6 kcal/mol. In other
words, at pH 7.4, deprotonation of GSSH and protonation of
GS2 drive Reaction 1 to the right.
The fact that k21,ind is higher than k1,ind, is consistent with

GS2 being a better nucleophile than HS2 and GS2 being a
poorer leaving group than HS2 (3), because H2S has a lower
pKa than GSH. Furthermore, the unfavorable thermodynamics
can be rationalized by better solvation of HS2 than GS2 and
higher bond dissociation energy for the S-S bond in GSSG than
GSSH (47, 49).

Kinetics of the reactions of GSSH with physiological
electrophiles

The kinetics of the reactions of GSSH with peroxynitrite and
H2O2 were studied using a pseudo-first-order excess of GSSH
and the other components of the mixture. GSSH-containing
mixtures were reacted with peroxynitrite (pH 7.23, 37 °C) and
followed by the decrease in absorbance (Fig. 4A). The tempera-
ture was chosen to facilitate comparison with data reported for
thiols (54). The kobs obtained from peroxynitrite exponential
decay correlated linearly with GSSH concentration (Fig. 4B).
Precisely, the slope represents the sum of the contributions of
the reactions of peroxynitrite with GSSH, GSH, and H2S. The
contributions of GSH and H2S were calculated and subtracted
from the global decay considering the rate constants at the
working pH (1.293 103 M

21 s21 for GSH (54), 7.933 103 M
21

s21 for H2S (38, 55, 56)) and the concentrations, which were
measured separately. Thus, a kpH 7.23 of (1.25 6 0.03) 3 105

M
21 s21 was determined for the reaction of peroxynitrite and

GSSH, 97 times higher than GSH under the same conditions.
Given the pKas of GSSH (5.45) and ONOOH (6.8) (56), kind
was calculated to be (4.76 0.1)3 105 M

21 s21 with Equation
2. This value is 1.8 times higher than for GS2 (54, 56)
(Table 1).

kpH ¼ kind
KRSSH
a

KRSSH
a 1 H1½ �

 !
H1½ �

KONOOH
a 1 H1½ �

 !
(Eq. 2)

The measurements of the kinetics of the reaction with H2O2

proved to be challenging, and the best results were obtained
when peroxiredoxin 5 was used as a probe for H2O2. The fluo-
rescence of peroxiredoxin 5 (Prx5) increases as it is oxidized by
H2O2 (37, 57). Actually, a variant named Prx5v was used. This
variant behaves similarly to WT with respect to the reaction
with H2O2 but the formation of the disulfide from the sulfenic
acid and the resolving cysteine is faster, minimizing parallel
reactions of the sulfenic acid and improving the performance of
the probe (Fig. S4). A GSSH-containing mixture was incubated
with H2O2. Aliquots were taken at increasing times, diluted,
and mixed with Prx5v. The intrinsic fluorescence of the
enzyme, which is proportional to H2O2 (Fig. S5), was measured.
From the kobs of the decay of H2O2 in the presence of the mix-
ture (Fig. 4C), after subtracting the contributions of GSH and
H2S to H2O2 decay (37, 38, 58), the kpH 7.02 for the reaction of
H2O2 and GSSH was determined to be 7.5 6 0.6 M

21 s21 (pH
7.02, 25 °C) (Fig. 4C). This value is 22 times higher than that of
GSH under the same conditions. The kind of the reaction of
GSS2 and H2O2 was calculated with Equation 3 considering
that H2O2 does not ionize, because it has a pKa of 11.62 (59). A
value of 7.76 0.6 M

21 s21 was obtained, which is 4 times lower
than the corresponding reaction of GS2 (37) (Table 1).

kpH ¼ kind
KRSSH
a

KRSSH
a 1 H1½ �

 !
(Eq. 3)

Computational insight into the reactions of persulfides and
thiols with electrophiles

To provide a complementary microscopic insight into the
reactivity of persulfide anions and thiolates, we studied compu-
tationally the reactions of the simplified models, MeS2 and
MeSS2, with mBrB, ONOOH, and H2O2. We employed a
multi-scale QM/MM approach that allows to treat explicitly
the solvent molecules while keeping the quantum nature
needed for modeling the reactive species. This realistic repre-
sentation of a chemical reaction in aqueous solution at room
temperature enabled an accurate comparison between the sim-
ulations and the experimental data.
Inspection of the Gibbs energy profiles revealed that the

transition states for bothMeS2 andMeSS2 were reached early.
The geometries were almost identical (Fig. 5, A–C). The linear
arrangement of the nucleophilic sulfur, the electrophilic center,
and the closest atom of the leaving group suggests typical bimo-
lecular nucleophilic substitutions (SN2), as shown previously
for thiolates (60, 61). A post-transition state proton transfer
occurred in the case of H2O2 (37, 60, 62). The products were
MeS-B/MeSS-B + Br2, MeSOH/MeSSOH + NO2

2, and
MeSO2/MeSSO2 + H2O, for the reactions with mBrB,
ONOOH and H2O2, respectively. The reactions were strongly
exergonic (Fig. 5,D–F).
The simulated activation Gibbs energies (DG‡, obtained

from the maxima of the Gibbs energy profiles) for the reactions
of MeS2/MeSS2 were compared with those calculated for
GS2/GSS2 from the experimental pH-independent rate con-
stants kind according to the Transition State Theory (63) (Table
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S3). The rate constant k relates to DG‡ through Equation 4,
where R is the ideal gas constant, T is the temperature, kB and h
are the Boltzmann and Plank constants, C° is 1 M, and t is the
transmission coefficient, assumed in this case to have a value of
one.

k’
tkBT
hCo e2DG‡=RT (Eq. 4)

The expected trends were observed for the Gibbs activation
energies of the reactions with both thiolate and persulfide
anion: DG‡

H2O2 . DG‡
mBrB . DG‡

ONOOH (Table S3). When
comparing MeS2 to MeSS2, the differences in simulated DG‡

were DDG‡ = 2.1 6 0.9 for mBrB, 0.2 6 0.8 for ONOOH, and
1.0 6 0.8 kcal/mol for H2O2. These values are consistent with
those determined from the experimental kind of 2.2, 0.5, and
20.8 kcal/mol, respectively (Table S3), although close to the
reliability limit of the computational methodology. In fact, the
DDG‡ of GS2/GSS2 toward H2O2 was computationally esti-
mated as 0.0 6 0.5 kcal/mol (not shown). We evaluated the
influence of the level of theory by performing calculations using
an implicit solvent model with a variety of electronic structure
schemes. The density functional theory (DFT) approach using
the Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE) functional employed in the
QM/MM simulations, and more accurate electronic structure
methods, showed similar differences when comparing the DG‡

ofMeS2 andMeSS2 (Table S4).
We then evaluated the influence of the electronic structure of

the species on the observed trends bymonitoringMulliken pop-
ulations of selected atoms as a measure of charge distribution
along the reactions. At the reactant complex, in the reactions
with mBrB, the net 21 e charge was localized in MeS2 or
MeSS2, whereas with ONOOH and H2O2, the charge in MeS2

or MeSS2 was approximately20.85 to20.90 e (Fig. 5, G–I). In

every case, MeS2 exhibited the charge almost completely in its
single sulfur atomwhereas inMeSS2 the charge was partitioned
between both sulfur atoms. The largest redistributions of
charges were observed around the transition states. The atoms
constituting the leaving groups acquired a more negative
charge, whereas the sulfur atoms became more positive. At the
transition state, the atoms integratingMeS2 orMeSS2 summed
up a charge of approximately20.59,20.73, and20.69 e (mean
values for MeS2 and MeSS2) in the reactions with mBrB,
ONOOH, and H2O2, respectively (Table S5). The percent
charge transferred from the reactant complex to the transition
state had the same trend as DDG‡, mBrB . H2O2 . ONOOH
(Table S3 and Table S5). Remarkably, the percent charge trans-
ferred was higher for MeSS2 than MeS2 for the three electro-
philes. In the case of mBrB, both the experimentally determined
increase in nucleophilicity of GSS2 versus GS2 and the com-
puted charge transferred in the transition state were the highest.
Finally, to monitor potential solvent effects, we computed ra-

dial correlation functions centered on the nucleophilic atoms.
In the absence of an electrophile, the nucleophilic sulfur atoms
of bothMeS2 andMeSS2 yielded the typical solvation patterns
of diffuse anions (Fig. S6), consistent with previous work (60,
64). Their solvation structures became looser along the reac-
tion as a consequence of the significant charge redistribution.
The same effect was observed, to a lower extent, for the inner
sulfur atom of MeSS2 (not shown). No significant differences
were found between MeS2 and MeSS2 reactions with respect
to the evolution of solvation patterns.
Overall, the relatively good correlation between the experi-

mental and simulated data validates the use ofMeS2/MeSS2 as
simplified models. Our results suggest that the reactions occur
through similar SN2 mechanisms and that differences in reac-
tivity are mainly due to electronic structure differences and not
to solvent effects.

Figure 4. Kinetics of the reactions between GSSH and peroxynitrite or H2O2. A, reaction with peroxynitrite. Mixtures containing GSSH (137–191 mM), GSH
(5.11 times GSSH), and H2S (0.57 times GSSH) were mixed with 26 mM peroxynitrite (final concentrations) in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.23, 37 °C, 0.1 mM

dtpa) in a stopped-flow spectrophotometer. Normalized absorbance versus time. Representative time courses of peroxynitrite decay at 302 nm in the absence
(black) or presence of 137 (red), 159 (blue), and 177 mM GSSH (green). Exponential plus linear functions were fitted to the time courses. Kinetic traces presented
an increase in absorbance after seven half-lives, probably because of secondary reactions of H2S (not shown) (55). B, kobs versus GSSH concentration. The kobs
represents the sum of the contributions of the different decay processes, kobs = kpH GSSH [GSSH] + kpH GSH [GSH] + kpHH2S [H2S] + kpH peroxynitrite decay. The slope
of (1.366 0.03)3 105 M

21 s21 (parameter6 error of the fit) is kpH GSSH + 5.11 kpH GSH + 0.57 kpHH2S. Then, the kpH 7.23 GSSH was (1.256 0.03)3 105 M21 s21. The
rate constant without GSSH-containing mixture was 1.13 6 0.04 s21 (mean 6 S.D.), consistent with peroxynitrite spontaneous decay (99). The experiment
shown is representative of four independent experiments. C. reaction with H2O2. Decay of 50 mM H2O2 in the presence of a mixture containing 0.71 mM GSSH,
2.0 mM GSH, and 0.37 mM H2S (red), 2.0 mM GSH (blue), or 0.37 mM H2S (green) in the same buffer (pH 7.02, 25 °C). Aliquots were diluted 100-fold and mixed
with peroxiredoxin Prx5v (2–4 mM). The reactions were followed by the intrinsic fluorescence (lex = 280 nm, lem = 340 nm) of Prx5v in phosphate buffer (50
mM, pH 7.4, 25 °C, 0.1 mM dtpa) in a plate reader. The exhibited time courses are representative experiments. The mean6 S.D. of three independent determi-
nations yielded a kobs of (6.2 6 0.4)3 1023 s21 for H2O2 decay in the presence of the mixture, whereas the kobs corresponding to GSH or H2S controls were
one or two orders of magnitude lower, respectively. Controls of Prx5v and GSH in the absence and presence of H2O2 showed no interference with the intrinsic
fluorescence of the enzyme (not shown). The kpH 7.02 for the reaction of H2O2 and GSSHwas 7.56 0.6 M

21 s21 (seemain text).
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a effect in persulfides

Brønsted plots correlate the nucleophilic capability with the
basicity for a certain family of compounds according to Equa-
tion 5 (log of kind versus pKa of the nucleophile), where bnuc,
typically between 0 and 1, is the Brønsted nucleophilic factor
and C is a constant.

log kind 5bnuc pKa 1C (Eq. 5)

Nucleophiles with high electron density in the atom adjacent
to the nucleophilic atom show positive deviations from these
plots and exhibit higher reactivity than expected according to
their basicity (65). This deviation is known as the a effect.
Using our newly determined rate constants, the pKa of

GSSH, and published data for LMW thiols (37, 54, 56, 66), we
constructed Brønsted plots (Fig. 6). Notably, the kind of GSS

2

appeared above the trend reported for LMW thiolates with
mBrB, ONOOH, and H2O2. The nucleophilicity of GSS2 was
enhanced compared with that predicted for a thiolate with sim-
ilar basicity by 1670-fold for mBrB, 50-fold for ONOOH, and
3.2-fold for H2O2 (Table 1).
The trend in the magnitude of the a effect (mBrB .

ONOOH . H2O2) correlated with the bnuc for the reactions
of thiolates, which are 0.52 for mBrB, 0.42 for ONOOH, and
0.27 for H2O2 (37, 54, 66) (Table 1). These correlations have

been previously observed for other nucleophile families (28, 67,
68) and are now observed for these sulfur nucleophiles. In addi-
tion, although comparisons between electrophiles of different
types (i.e. centered in carbon or in oxygen) should be carried
out with caution, a correlation was also observed between the a
effect and the ability of the leaving group, which is related with
the acidity of the conjugated acid (HBr . HNO2 . H2O, pKas
of 28.8, 3.35, and 14, respectively (69–71)). Note that in the
reactions with H2O2 the proton transfer takes place after the
transition state; thus, OH2 is the leaving group (37, 60, 62).
In summary, we evidenced the enhanced nucleophilicity of

the biologically relevant persulfide GSS2 toward three electro-
philes compared with the expected nucleophilicity of a thiolate
of equal basicity. To our knowledge, our study represents the
first examination of the a effect in sulfur nucleophiles.

Biological implications

The high acidity of GSSH (pKa 5.45, 3.49 units below GSH),
if extrapolated to other persulfide/thiol pairs, means that in bi-
ological systems the persulfides will be ionized whereas the thi-
ols will be mainly protonated. The appearance of a negative
charge could alter the functional properties of the original thiol.
The situation may be different in particular proteins where the
local environmentmay change the pKa values.

Figure 5. Transition states, Gibbs energy profiles, and evolution of charges. Reactions of MeS2 or MeSS2with mBrB (panels A, D, and G), ONOOH (panels
B, E, and H), and H2O2 (panels C, F, and I) were studied by umbrella sampling in a QM/MM scheme. A–C, representative snapshots of the transition states of the
thiolate (left) and persulfide anion (right). D–F, Gibbs energy profiles for MeS2 (blue lines) or MeSS2 (red lines). G–I, average Mulliken populations as a function
of reaction coordinate for MeS2 (dashed lines) or MeSS2 (solid lines) reactions. Charges of atoms that exhibited significant variations are shown in the corre-
sponding colors. The regions corresponding to the transition states are indicatedwith a yellow box.
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The enhanced nucleophilic reactivity of GSSH compared
with GSH at physiological pH is the result of two aspects, the
higher availability of the ionized species due to its lower pKa

and, depending on the electrophile, the increased nucleophilic-
ity of GSS2. This is relevant for enzymatic (i.e. with persulfide
dioxygenase) and nonenzymatic reactions (i.e. with one- and
two-electron oxidants and other electrophiles) in which GSSH
acts as a nucleophile. Extrapolation to other persulfide/thiol
pairs would indicate an enhancement in reactivity of one to
three orders of magnitude (Table 1), which could vary depend-
ing on the specific molecular environment, the pH, and the
electrophilic partner. The relatively high nucleophilic reactivity
of persulfides could contribute to the proposed protective
effects of persulfidation. Oxidation of persulfides can lead to
products (i.e.RSSO2H and RSSO3H) that can be reduced by cel-
lular reductants systems, whereas analogous oxidation of thiols
yields irreversible oxidation products (i.e. RSO2H and RSO3H)
(4, 16, 24, 44).
Importantly, the biological properties of persulfides can also

be attributed to their electrophilicity, as in transpersulfidation
reactions, which is a property absent in thiols. It is likely that
both the enhanced nucleophilicity and the electrophilicity con-
tribute to the persulfide-mediated downstream effects of H2S.
Our analysis of persulfide pKa and nucleophilicity has

implications for the reaction catalyzed by the mitochondrial
enzyme SQOR. It has been proposed that this enzyme con-
tains a trisulfide (RSSSR) instead of a disulfide (RSSR) in its
two active site cysteines (72). Reaction of H2S with RSSSR
instead of RSSR to form two persulfides could imply an
acceleration of ;two orders of magnitude, because persul-
fide is a better leaving group than thiol because of its lower
pKa (3). In the following step of the reaction, which involves
the attack of the enzyme-formed persulfide or thiolate on
the electrophilic FAD cofactor, an acceleration of one to
three orders of magnitude would be expected for the persul-
fide. These estimations are based on considerations for
LMW species; as is typical with enzymes, specific protein
effects could lead to further acceleration factors. In fact,
recent computational estimations suggest a rate increase of
;105-fold for the first step if the active site of SQOR is in
the trisulfide instead of the disulfide state (73).

Conclusions

This study reveals several aspects about the formation, acid-
ity, and nucleophilicity of GSSH, summarized as follows. 1) A
reversed-phase HPLC method based on mBrB derivatization
can be used for quantification of GSSH in mixtures. 2) Excess
GSSG and H2S generate GSSH, GSH, and GSSSG through at
least two reversible reactions, Reaction 1 (GSSG + H2S) and
Reaction 2 (GSSG + GSSH). At physiological pH and 25 6
1 °C, the rate constants are k1,pH = 0.23 6 0.02, k21,pH =
1.11 6 0.06, k2,pH = 1.6-2.3, and k22,pH = 3.1-9 M21 s21. 3)
The apparent equilibrium constant Keq1,pH is 0.194 6 0.005
(pH 7.4, 25 6 1 °C). 4) The reaction of GSSG with HS2 to
form GSSH and GS2 is endergonic but is driven by24.6 kcal/
mol through deprotonation of GSSH and protonation of GS2

at physiological pH. 5) In mixtures of GSSG and H2S, the for-
mation of GSSH is not stoichiometric with respect to GSH
nor to the initial concentration of H2S because the products
undergo subsequent reactions. 6) The pKa of GSSH is 5.45 6
0.03, 3.49 units below the pKa of GSH. This is, to our knowl-
edge, the first report of the pKa of a biological persulfide. 7)
The higher acidity of persulfides compared with thiols is due
mainly to the weaker S-H bond. 8) At physiological pH,
GSSH reacts 1200, 97, and 22 times more rapidly than GSH
with the electrophiles mBrB, peroxynitrite, and H2O2, respec-
tively. This can be explained by the increased availability of
the ionized species and, depending on the electrophile, by the
increased nucleophilicity. 9) The reactions of GSSH occur
through SN2 mechanisms similar to those of thiols. 10) The
differences in reactivity are related to the electronic struc-
tures of the species rather than to solvent effects. 11) The a
effect is evidenced by the positive deviation in Brønsted plots.
12) The increased reactivity of GSS2 compared with a thio-
late of similar basicity is 1670-fold with mBrB, 50-fold with
ONOOH, and 3.2-fold with H2O2. 13) The magnitude of the
a effect varies with the electrophile. It correlates with the
bnuc for the reactions with thiolates and with the ability of
the leaving groups. An examination of the a effect in sulfur
nucleophiles is unprecedented to our knowledge. Overall, our
study contributes to the understanding of the basic chemical
properties of persulfides, which affects their roles in biosyn-
thesis, catabolism, and H2S signaling.

Figure 6. Comparison of the reactivity of GSS2 and thiolateswithmBrB, ONOOH, andH2O2. Brønsted plots depicting the reported pH-independent rate
constants (in logarithmic scale) versus thiol pKa for the reactions of several LMW thiolates (black circles, GS2 in blue) with A, mBrB at 25 °C (bnuc = 0.526 0.08)
(37); B, ONOOH at 37 °C (plot updated from (66) considering more recent pKa estimations (37, 56); the fit yielded bnuc = 0.426 0.06 and C = 1.76 0.5); and C,
H2O2 at 25 °C (bnuc = 0.276 0.06) (37). The red circles show the pH-independent rate constants for GSS2 versus GSSH pKa, reported herein.
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Experimental procedures

Reagents and solutions

Solutions of GSSG (AppliChem) were prepared in sodium
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4). When specified, the buffer
also contained 0.1 mM diethylenetriamine pentaacetic acid
(dtpa, ACROS). Depending on the desired final pH, 1.5–2
equivalents of NaOHwere added. GSH (ACROS) was dissolved
in the mentioned buffer. Crystals of Na2S·9H2O (Carlo Erba),
stored under argon in a desiccator, were washed with distilled
water, dissolved in ultrapure water, and used within a few
hours. Solutions containing H2S were prepared in sealed vials
with minimum headspace and manipulated with gas-tight
Hamilton syringes. Concentrated stocks of mBrB (Sigma-
Aldrich) (50 mM) were prepared in acetonitrile; dilutions
(,120 mM) were freshly prepared in ultrapure water or buffer
and quantified by absorbance at 396 nm (e396 = 5300 M

21

cm21) (74). Solutions of TCEP (Sigma-Aldrich) were prepared
in distilled water. Solutions of H2O2 (BAKER) were prepared in
ultrapure water and quantified by absorbance at 240 nm (e240 =
39.4 M

21 cm21) (75, 76). Peroxynitrite stocks were prepared as
previously and quantified by absorbance at 302 nm (e302 = 1700
M
21 cm21) (56, 77, 78); dilutions (26 mM) were freshly prepared

in 2mMNaOH.

Reversed-phase HPLC

Reversed-phase chromatography was performed using a
1260 Infinity HPLC (Agilent) with a diode array UV-visible ab-
sorbance detector and a C18 Ascentis column (100 3 4.6 mm,
3 mm, Sigma-Aldrich). Samples derivatized with mBrB were
diluted 2-fold in 0.1% (v/v) TFA (Fluka) prior to injection and
eluted with a gradient of 0.1% (v/v) TFA:acetonitrile (100:0
from 0 to 2 min, 60:40 from 8 to 10 min, 5:95 from 12 to 14
min) at a flow rate of 0.8 ml/min. Chromatograms were
recorded at 260 and 396 nm.

MS

Fractions collected from the HPLC underwent two cycles of
evaporation in a vacuum concentrator to remove the TFA and
redissolved in ultrapure water. The aqueous fractions were
then diluted in 0.1% (v/v) formic acid and analyzed by direct
infusion into a hybrid triple-quadrupole/linear ion trap mass
spectrometer (QTRAP4500, AB Sciex). Mass spectrometer pa-
rameters were optimized for best signal quality according to
the corresponding analyte andmethod. Formolecular ion iden-
tification, Q1 mode was employed in positive mode, electro-
spray voltage and declustering potential were set to 5.5 kV and
70 V, respectively, and the scan speed was set to 1000 Da/s.
Fragmentation experiments were performed in the Product Ion
mode with a collision energy ramp from 20 to 50 V. Data were
acquired with Analyst 1.6.2 software and analyzed with Peak-
View 2.2 (AB Sciex).

Kinetics and equilibrium studies followed by HPLC

To study the reaction between GSSG and H2S, 5–11 mM

GSSG and 0.5 mMH2S were incubated for increasing time peri-
ods in sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4, 25 6 1 °C). In

another set of experiments, 5 mM GSSG and 0.5 mM H2S were
preincubated for 1 h in the mentioned buffer; then, 2–12.5 mM

GSHwas added, leaving minimum headspace in the vial. At the
end of the experiments, the final pHs of the reaction mixtures
were measured. In both sets of experiments, aliquots were
taken at different incubation times and the reactions were
stopped by 2.5- to 9.5-fold dilution in 4 or 10 mM mBrB, final
concentrations, in sodium phosphate buffer (80–95 mM, pH
7.4). The derivatized samples were then analyzed by HPLC. For
GSSG, the chromatograms at 260 nm were used, whereas for
the other species, the chromatograms at 396 nm corresponding
to the bimane derivatives were used. The concentrations of
GSSG, GSH, GSSH, andH2S were determined bymeasurement
of the area under the peaks and comparison with calibration
curves of known standards. Considering that the bimane deriv-
atives of GSSH and GSH have the same absorptivity because of
the bimane moieties, the calibration curve for GSH was used to
quantify GSSH. OriginPro 8.6 was used to analyze data.
COPASI (40), a software application for the simulation and
analysis of biochemical networks, was used to simulate time
courses and fit kinetic parameters. Parameters in COPASI were
estimated with the Levenberg-Marquardt algorithm.
To characterize the apparent equilibrium constant, Keq1,pH,

6–10 mM GSSG and 0.5 mM H2S were incubated in sodium
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4, 25 °C), under shaking, in glass
insert tubes inside sealed vials with almost no headspace. After
2 h, 4 mM mBrB was added and the samples were analyzed by
HPLC.

Determination of the pKa of GSSH

The pKa of GSSH was determined by the pH dependence of
the reaction with mBrB using both an initial rate approach, as
previously described for thiols, and an integral method under
pseudo-first-order conditions with mBrB in excess (48). A
three-component, constant ionic strength (I = 0.15 M) buffer
was used in the pH range of 4.16–7.41 (79). The buffer (13)
contained 15 mM acetic acid (Dorwil, Argentina), 15 mM MES
(Applichem), 30 mM Tris (Applichem), 120 mM NaCl (Appli-
chem), 0.1 mM dtpa, and variable amounts of HCl or NaOH to
adjust the pH.
In the initial rate approach, stock solutions of mBrB andmix-

tures of 10mMGSSG and 2mMH2S, which had been incubated
for 1 h in sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) to form
GSSH, were freshly diluted in ultrapure water immediately
before use. The initial rates of the reaction between 1 mM mBrB
and mixtures that contained;0.75 mM GSSH (final concentra-
tions) were measured in a Varioskan Flash plate reader
(Thermo Fisher Scientific) at 25 °C. In a 384-well black plate, 11
or 12 reactions at different pHswere prepared in quadruplicate.
Each well contained 20 ml of the three-component buffer 53
and 50 ml of the diluted GSSH-containing mixture. The reac-
tions were started by the injection of 30 ml of mBrB using the
automatic dispenser of the plate reader. Fluorescence (lex =
396 nm, lem = 472 nm) wasmeasured during 5–13min and lin-
ear functions were fitted to the readings. The obtained slope,
which is proportional to the initial rate, was determined for
each pH. To evaluate buffer interference, controls without the
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GSSH-containing mixture were performed. The pHs of the sol-
utions were measured immediately after the reactions. An ali-
quot of the GSSH-containing mixture was derivatized with 9
mMmBrB for HPLC analysis.
In pseudo-first-order experiments, rapid kinetics were

studied in the presence of excess mBrB in a stopped-flow spec-
trofluorimeter (Applied Photophysics SX20). To prepare
GSSH-containing mixtures, 10 mM GSSG and 2 mM H2S were
preincubated for at least 1 h in sodium phosphate buffer (0.1 M,
pH 7.4, 0.1mM dtpa) and then diluted in ultrapure water imme-
diately before use. The diluted GSSH-containing mixtures (;2
mMGSSH) were reacted with 18–81 mMmBrB, final concentra-
tions, prepared in the three-component buffer 23 at different
pHs at 25 °C. The fluorescence (lex = 396 nm, emission cutoff
435 nm) of the product was recorded during 18–500 s. The final
pHs were measured. At pH 7.40, experiments were also per-
formed in sodium phosphate buffer (0.1 M, 0.1 mM dtpa) and
included controls with 118mMmBrB and 6.3mMGSH or buffer
alone. The data were analyzed with OriginPro 8.6 or Pro-Data
SX20 software (Applied Photophysics).

Kinetics of the reaction of GSSH with peroxynitrite

The kinetics of the reaction was studied under pseudo-first-
order conditions with excess GSSH. The decay of peroxynitrite
was followed by the decrease in absorbance at 302 nm in the
stopped-flow. To prepare GSSH, 10 mM GSSG and 2 mM H2S
were preincubated for 1.5 h in sodium phosphate buffer (0.2 M,
pH 7.4, 0.2 mM dtpa) at 25 °C. The GSSH-containing mixtures
were diluted up to 1.4-fold in the mentioned buffer (137–191
mM) minimizing headspace and were reacted with freshly pre-
pared solutions of 26 mM peroxynitrite, final concentrations, at
37 °C. The pH was measured at the end of each reaction. The
peroxynitrite-dependent change in absorbance at 302 nm was
recorded for 1 s. Controls of the spontaneous decay of peroxy-
nitrite in buffer alone were performed under the same condi-
tions. In parallel, aliquots of the GSSH-containing mixtures
were separated for HPLC quantification of GSSH, GSH, and
H2S. Data were analyzed with the software OriginPro 8.6.

Kinetics of the reaction of GSSH with H2O2

The decay of H2O2 was monitored using Prx5 as a sensor of
H2O2 because the intrinsic fluorescence of this enzyme
increases with oxidation (37, 57). The Prx5 variant (Prx5v) that
was used contained an N-terminal 63His-Tag and extra resi-
dues in the C-terminal end. The molecular mass of this protein
was verified by SDS-PAGE and MALDI-TOF MS. The
sequence was verified by trypsin digestion and MALDI-TOF
MS and MS/MS analysis of the tryptic peptides (4800 MALDI-
TOF/TOF, AB Sciex). The fast reaction with H2O2 was charac-
terized (Fig. S4). Prx5v reacted with H2O2 with a similar rate
constant to WT ((2.9 6 0.7) 3 105 M

21 s21, pH 7.1, 25 °C).
Nevertheless, the formation of the disulfide from the sulfenic
acid and the resolving cysteine was faster than in WT (1276 2
s21, pH 7.1, 25 °C, for Prx5v versus 14.7 s21, pH 7.4, 25 °C (57)
or 21 s21, pH 6.9, 25 °C (37), for WT). This minimizes parallel
reactions of the sulfenic acid and improves probe performance.

To prepare GSSH-containing mixtures, 10 mM GSSG was
preincubated with 2 mM H2S in sodium phosphate buffer (0.1
M, pH 7.4, 0.1 mM dtpa). After 1.5 h, 50 mM H2O2 was added.
Aliquots of 2 ml were taken at increasing incubation times and
mixed with 198 ml of reduced Prx5v (2–4 mM) in sodium phos-
phate buffer (50 mM, pH 7.4, 0.1 mM dtpa). Fluorescence (lex =
280, lem = 340 nm) was immediately measured in a Varioskan
Flash plate reader at 25 °C. Then, the pH of the reaction mix-
tures was measured. Calibration curves of H2O2 were simulta-
neously done in each experiment using the same dilution of
reduced Prx5v (Fig. S5). Prior to the reaction with H2O2, an ali-
quot of the GSSH-containing mixture was analyzed by HPLC
for quantification of GSSH, GSH, and H2S. Controls with the
concentrations of GSH or H2S equivalent to those present in
the GSSH-containing mixtures were performed under the
same conditions. Data were analyzed using the software Ori-
ginPro 8.6.
The decay of H2O2 in the presence of excess GSSH was stud-

ied by two additional methods that yielded rate constants
within the same order of magnitude as Prx5v (not shown),
namely the formation of oxygen in the presence of catalase
in an oxymeter and the fluorescence produced by Amplex
UltraRed oxidation by H2O2 in the presence of horseradish per-
oxidase. Methods based on Amplex Red and xylenol orange
essays had interference from species present in themixtures.

Computational methods

MeSH/MeS2 and MeSSH/MeSS2 were used as models of
thiol and persulfide, respectively. Electronic structure calcula-
tions were performed with Gaussian09 (80) whereas QM/MM
molecular dynamics (MD) simulations were performed using
LIO (https://github.com/MALBECC/LIO), a software devel-
oped by the Group of Molecular Modeling in the Universidad
de Buenos Aires, compiled with Amber14 (81, 82). Dynamics
visualizations and molecular drawings were performed with
VMD1.9.1 (83).

Computational comparison of the acidity of persulfides and
thiols

All structures were optimized using DFT-based methodol-
ogy. Computations were performed at the generalized gradient
approximation level, using the PBE combination of exchange
and correlation functional with a double-zeta plus polarization
(dzvp) Gaussian basis set (84, 85). Frequency calculations were
performed in each case and Gibbs energy changes were esti-
mated by means of standard statistical mechanics formalism.
The polarizable continuum solvent model was employed with
the default parameters of aqueous solvation (86). Additionally,
electronic structure calculations were performed employing
the Møller-Plesset perturbation theory (at the MP2 level) with
dzvp basis, and the vB97x-D and M062X methods combined
with a 6-31 G(d’) basis set, which have been reported to yield
good accuracy for thermochemistry and kinetic applications
where noncovalent interactions are significant (87–89). Finally,
we repeated the simulations with a more accurate CCSDmeth-
odology, also employing a 6-31 G(d’) basis set.
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Initial survey of the system in vacuum and implicit solvent

Structures of reactant complexes, transition states, and prod-
uct complexes were optimized in vacuo and using polarizable
continuum solvent model with aqueous solvation default pa-
rameters (86) at the DFT level. Computations were performed
at the generalized gradient approximation level, using the PBE
combination of exchange and correlation functional, with a
dzvp Gaussian basis set (84, 85). Frequency calculations were
performed in each case to ensure that the obtained structures
for reactant complexes and product complexes corresponded
to minima in the potential energy surface. Transition-state
structures were confirmed by exploring the intrinsic reaction
coordinate (90). Gibbs energies were estimated by means of
standard statistical mechanics formalism, as implemented in
the Gaussian09 suite. Single-point calculations on the PBE/
dzvp optimized structures were calculated employing Møller-
Plesset perturbation theory (at the MP2 level) with dzvp basis
to evaluate activation barrier underestimations inherent to
pure DFT functionals. We also employed the vB97X-D and
M062X methods combined with a 6-31 G(d’) basis set, which
have been reported to yield good accuracy for thermochemistry
and kinetics applications where noncovalent interactions are
significant (88, 89).

Multi-scale QM/MMMD: preparation of the initial system

Reactants were described by QM at the DFT PBE/dzvp
level of theory and solvated with explicit classical (MM)
water molecules described with the TIP3P model (91) in a
truncated 25-Å octahedral box. Initial structures for the
reactants were those previously optimized in Gaussian09 at
the same level of theory. Periodic boundary conditions were
used. The Lennard-Jones parameters (e and s) for the QM
subsystem atoms were those of the general AMBER force
field, i.e. 0.3200, 0.2500, 0.2104, 0.1700, 0.1094, and 0.0157
kcal/mol, and 2.220, 2.000, 1.7210, 1.8240, 1.9080, and
1.4870 Å, for Br, S, O, N, C, and H atoms, respectively (92).
The system was relaxed optimizing first only the atoms inte-
grating the QM subsystem, maintaining the MM subsystem
fixed, and then optimizing both the QM and MM subsys-
tems. Next, the MM subsystem was heated from 0 to 300 K
during 0.1 ns of MM MD with the Berendsen thermostat
(93), followed by a 1-ps-long QM/MM MD employing an
uncoupled Berendsen thermostat, to ensure a reliable ther-
malization of the full system and to control the local kinetic
energy of the relatively small QM subsystem.

Multi-scale QM/MM MD: Calculation of Gibbs energy
profiles

Gibbs energy profiles were obtained with the umbrella sam-
pling method (94, 95). The reaction coordinate was defined as
the difference in the distance between the nucleophilic sulfur
atom and the electrophilic center (the carbon atom bound to
bromine in mBrB and the H-bonded oxygen in ONOOH and
H2O2) and the distance between the electrophilic center and
the closest atom of the leaving group.
Initial structures for the umbrella sampling calculations were

extracted from a 25-ps-long steered QM/MMMDusing a force

constant of 200 kcal/mol/Å2. Windows were centered at differ-
ent reaction coordinate reference values, spaced by 0.1 Å in
most cases. Then, a quadratic bias potential function also cen-
tered in the reference values was added to the reaction coordi-
nate, and the windows were carefully relaxed following a proto-
col that combined classical MD and QM/MM optimizations to
improve solvation sampling at an affordable computational
cost (96). A 5-ps-long QM/MM MD simulation was generated
of each window with the uncoupled Berendsen thermostat, and
then another 5-ps QM/MM MD simulation was performed
employing the stochastic Langevin thermostat to ensure a ca-
nonical distribution (97). Finally, Gibbs energy profiles were
computed employing the Langevin MD data and the umbrella
integrationmethod (98).
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Figure S1. Quantification of GSH and GSSH derivatized with increasing concentrations of mBrB. A 

mixture of GSSG (3 mM) and H2S (3 mM) was incubated in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM dtpa) 

at 25 °C for 35 min. Then, aliquots were 15-fold diluted in the presence of mBrB (1.8-10.3 mM, final 

concentrations). A. Reversed-phase HPLC of the samples. The asterisks represent contaminants present in 

mBrB. B. Concentrations of GSH (blue) and GSSH (red) in the mixture derivatized with different 

concentrations of mBrB. Minimum differences in the detected GSH and GSSH can be explained by the 

baseline shift that occurs when the concentration of mBrB increases. 

 

 

 

Figure S2. Stability of GSS-B. A mixture of GSSG (9 mM) and H2S (0.5 mM) in phosphate buffer (0.1 M, 

pH 7.4), was incubated at 25 °C for 2 h and derivatized with mBrB (4 mM). The mixture was injected in 

the reversed-phase HPLC and the peak corresponding to GSS-B (retention time 7.7 min) was collected. 

Aliquots of the collected peak were re-injected immediately, after 52 min, and after 100 min at 25 °C. 
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Table S1. Computed Gibbs energy changes (kcal/mol) of the processes involved in the proton dissociation of 

MeSH and MeSSH by means of electronic structure methods and PCM solvation models. 

XH Method 

XH and 

H2O 

desolvationa 

X-H bond 

cleavageb 

X• electron 

affinity and 

hydrogen 

ionizationc 

H2O 

proton 

affinityd 

X- and 

H3O+ 

solvatione 

Global  

processf 

MeSH 

PBE/dzvp 7.7 73.5 277.5 -156.4 -146.3 56.0 

MP2/dzvp 8.6 64.1 285.5 -153.6 -146.2 58.4 

ωB97x-D/6-31 G(d') 8.0 73.6 283.2 -164.4 -147.1 53.3 

M062X/6-31 G(d') 7.9 75.5 277.5 -162.3 -146.6 52.0 

CCSD/6-31 G(d') 8.1 65.0 293.4 -163.5 -145.4 57.6 

MeSSH 

PBE/dzvp 7.9 56.4 278.9 -156.4 -140.5 46.3 

MP2/dzvp 8.9 51.2 283.0 -153.6 -140.7 48.8 

ωB97x-D/6-31 G(d') 8.3 59.9 280.6 -164.4 -141.6 42.8 

M062X/6-31 G(d') 8.1 59.9 276.8 -162.3 -141.1 41.4 

CCSD/6-31 G(d') 8.4 52.3 290.3 -163.5 -139.8 47.7 

Relative 

difference 

MeSH-MeSSH 

CCSD/6-31 G(d') -3.7 % 19.5 % 1.1 % N/A 3.9 % 17.2 % 
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Figure S3. Dependence of apparent kinetic and equilibrium constants of Reaction 1 with pH. A. pH 

profile for k1,pH (HS- + GSSG, kpH 7.4 = 0.23 M-1 s-1) and k-1,pH (GS- + GSSH, kpH 7.4 = 1.11 M-1 s-1); k1,pH 

(black) increases as the pH increases owing to the higher availability of the ionized species (HS-), while k-

1,pH (red) presents a bell shaped profile, since one species needs to be deprotonated (GS-) and the other one 

protonated (GSSH) for the reaction to occur. B. pH profile for Keq1,pH.  

  

Table S2. pH-dependency of the apparent rate and equilibrium constants of Reaction 1. 

 Reacting 
species 

Rate or 
equilibrium 
constant at pH 
7.4 

Equationa,b 

k1 HS- + GSSG 0.23 M-1 s-1 k1,pH = k1,ind  
Ka

H2S

Ka
H2S + [H+]

 

k-1 GS- + GSSH 1.11 M-1 s-1 k-1,pH = k-1,ind  
Ka

GSH

Ka
GSH + [H+]

 
[H+]

Ka
GSSH + [H+]

 

Keq1 
HS- + GSSG 

0.194 Keq1,pH = Keq1,ind  
Ka

H2S (Ka
GSH + [H+])(Ka

GSSH + [H+])

(Ka
H2S + [H+]) Ka

GSH [H+]
 

GS- + GSSH 

a
 pKas: H2S, 6.98 (1); GSH, 8.94 (2); GSSH, 5.45.  

b
 kpH and Keq,pH refer to the apparent rate and equilibrium constants, respectively, at a particular pH, e.g. 

7.4; kind and Keq,ind are the pH-independent rate and equilibrium constants, respectively, i.e. the constants 

corresponding to the protonation states adequate for reaction. 
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Figure S4. Characterization of the peroxiredoxin Prx5 variant (Prx5v) used for H2O2 quantification. 

The coding sequence of human Prx5 (GenBank accession number: NM_012094NM_001202431) was 

synthesized and cloned into a pET-15b vector with NdeI and XhoI by Genescript. The plasmid includes a 

N-terminal 6×His-Tag and thrombin site which results in 21 additional residues. The coding sequence also 

included 22 extra residues in the C-terminal end. Prx5v was expressed in Escherichia coli and purified as 

previously described (3). A. The protein migrated as a single band in SDS-PAGE. B. The kinetics of the 

reaction of reduced protein (0.5 µM) in acetic/MES/tris buffer, pH 7.1, 25 °C towards H2O2 (0.02-7.5 mM) 

was studied by the increase in intrinsic fluorescence (λex = 280 nm, emission cut-off 320 nm) in a stopped-

flow spectrofluorimeter. As in the case of the wild-type protein, the plot of kobs versus H2O2 concentration 

was hyperbolic (2, 4). From the plot, a second-order rate constant of reaction with H2O2 to form sulfenic 

acid was calculated to be (2.9 ± 0.7) × 105 M-1 s-1, similar to that of the wild type, 3.0 × 105 M-1 s-1 (pH 7.4, 

25 °C) (4), 4.3 × 105 M-1 s-1 (pH 6.9, 25 °C) (2). The plateau, which can be interpreted to represent disulfide 

formation from sulfenic acid and the resolving cysteine (4), had a value of 127 ± 2 s-1. This is higher than 

that of the wild type, 14.7 s-1 (pH 7.4, 25 °C) (4), 21 s-1 (pH 6.9, 25 °C) (2), thus, Prx5v minimizes parallel 

reactions of the sulfenic acid. C. The sequence of the protein was verified by MALDI-TOF MS and MS/MS 

of tryptic fragments, with 91 % coverage. MALDI-TOF experiments were performed in the facility of the 

Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay.  
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Figure S5. Calibration curve of H2O2 with reduced Prx5v. H2O2 (0-0.5 µM) was exposed to reduced 

Prx5v (2 µM) in phosphate buffer (50 mM, pH 7.4, 0.1 mM dtpa). The fluorescence increase (λex = 280 nm, 

λem = 340 nm) was measured at 25 °C. 

 

 

  

Table S3. Gibbs energy barriers (ΔG‡, kcal/mol) for the reactions of MeS- or MeSS- 

with mBrB, ONOOH, and H2O2 obtained from umbrella sampling-QM/MM Gibbs 

energy profiles (level of theory PBE/dzvp) and comparison with values estimated 

from experimental measurements.  

 Gibbs energy profiles Estimateda 

 ΔG‡ MeS- ΔG‡ MeSS- ΔΔG‡b ΔG‡ GS- ΔG‡ GSS- ΔΔG‡b 

mBrB 6.5 ± 0.6 4.4 ± 0.3 2.1 ± 0.9 14.3 12.1 2.2 

ONOOH 2.7 ± 0.3 2.5 ± 0.5 0.2 ± 0.8 10.6 10.1 0.5 

H2O2 6.7 ± 0.4 5.7 ± 0.4 1.0 ± 0.8 15.4 16.2 -0.8 

a
 Estimated from the experimental kind for GS- and GSS- according to the Transition State 

Theory, k = 
𝜏kBT

hCo 𝑒-ΔG‡/RT (R, ideal gas constant; T, temperature; kB and h, Boltzmann and 

Plank constants; C°, 1 M; 𝜏, transmission coefficient).  

b
 Values of ΔΔG‡ correspond to ΔG‡

thiolate − ΔG‡
persulfide. 
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Table S4. Thermodynamic properties (kcal/mol) for MeS- and MeSS- reactions towards 

ONOOH and H2O2, both in vacuo and with PCM solvated species. 

Method 
MeS- + ONOOH MeSS- + ONOOH ΔΔGa 

ΔG‡ ΔGreac ΔG‡ ΔGreac ΔΔG‡ ΔΔGreac 

PBE/dzvp/in vacuo 4.1 -39.9 1.8 -42.8 2.3 2.9 

MP2/dzvp/in vacuo 15.6 -57.5 12.4 -56.9 3.2 -0.6 

ωB97x-D/6-31 G(d’)/in vacuo 14.5 -45.5 10.5 -47.5 4.1 2.0 

M062X/6-31 G(d’)/in vacuo 16.2 -48.4 12.5 -49.2 3.7 0.8 

PBE/dzvp/PCM 3.2 -43.7 2.5 -44.1 0.7 0.4 

MP2/dzvp/PCM 14.6 -61.0 9.7 -59.7 5.0 -1.3 

ωB97x-D/6-31 G(d’)/PCM 12.8 -48.8 10.2 -47.7 2.6 -1.1 

M062X/6-31 G(d’)/PCM 14.9 -50.9 11.4 -49.4 3.5 -1.4 

Method 
MeS- + H2O2 MeSS- + H2O2 ΔΔGa 

ΔG‡ ΔGreac ΔG‡ ΔGreac ΔΔG‡ ΔΔGreac 

PBE/dzvp/in vacuo 12.5 -33.8 9.5 -42.2 3.0 8.4 

MP2/dzvp/in vacuo 20.3 -43.1 18.4 -47.8 1.9 4.7 

ωB97x-D/6-31 G(d’)/in vacuo 25.2 -30.7 24.2 -34.2 1.0 3.5 

M062X/6-31 G(d’)/in vacuo 28.6 -31.5 27.9 -33.8 0.7 2.3 

PBE/dzvp/PCM 8.4 -39.7 7.5 -44.1 0.9 4.4 

MP2/dzvp/PCM 15.6 -49.4 15.2 -50.5 0.4 1.1 

ωB97x-D/6-31 G(d’)/PCM 20.6 -35.3 20.9 -36.0 -0.3 0.7 

M062X/6-31 G(d’)/PCM 23.8 -36.4 23.1 -36.4 0.7 0.0 

a
 Values of ΔΔG correspond to ΔGthiolate − ΔGpersulfide. 

Table S5. Evolution of Mulliken charges (e) for the reactions of MeS- or MeSS- with mBrB, 

ONOOH, and H2O2 obtained from umbrella sampling-QM/MM Gibbs energy profilesa. 

 mBrB ONOOH H2O2 

 MeS- MeSS- MeS- MeSS- MeS- MeSS- 

Reactant complex -0.97 -0.99 -0.84 -0.86 -0.85 -0.90 

Transition state -0.60 -0.57 -0.74 -0.72 -0.68 -0.70 

Product complexes 0.09 0.01 0.14 0.18 0.20 0.20 

% Charge transferred in the transition state 38 42 12 16 20 22 

a
 Average values were computed from windows centered in each reaction stage. 
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Figure S6. Evolution of solvation patterns of the reactions of MeS- and MeSS- with mBrB, ONOOH, 

and H2O2. Radial correlation function centered on the nucleophilic sulfur atoms of MeS- (blue) and MeSS- 

(red), computed from a 50 ps long QM/MM MD with the stochastic Langevin thermostat. A. Free reactant, 

B, reactant complex, C, transition state, and D, product complex. 
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Abstract 
Persulfides (RSSH/RSS–) participate in sulfur 

metabolism and are proposed to transduce hydrogen 
sulfide (H2S) signaling. Their biochemical properties are 
poorly understood. Herein, we studied the acidity and 
nucleophilicity of several low molecular weight persulfides 
using the alkylating agent, monobromobimane. The 
different persulfides presented similar pKa values (4.6-6.3) 
and pH-independent rate constants (3.2-9.0 × 103 M–1 s–1), 
indicating that the substituents in persulfides affect 
properties to a lesser extent than in thiols because of the 
larger distance to the outer sulfur. The persulfides had 
higher reactivity than thiols with the same pKa, providing 
evidence for the alpha effect (enhanced nucleophilicity by 
the presence of a contiguous atom with high electron 
density). Additionally, we investigated two enzymes from 
the human mitochondrial H2S oxidation pathway that form 
catalytic persulfide intermediates, sulfide quinone 
oxidoreductase (SQOR) and thiosulfate sulfurtransferase 
(TST, rhodanese). The pH dependence of the activities of 
both enzymes were measured using sulfite and/or cyanide 
as sulfur acceptors. The TST-catalyzed half-reactions were 
also studied by stopped-flow fluorescence spectroscopy. 
Both persulfidated enzymes relied on protonated groups 
for reaction with the acceptors. Persulfidated SQOR 
appeared to have a pKa of 7.8 ± 0.2. Persulfidated TST 
presented a pKa of 9.38 ± 0.04, probably due to a critical 
active site residue rather than the persulfide itself. The 
apparent pKa for the TST thiol was 6.5 ± 0.1 and it reacted 
in the anionic state with thiosulfate. Overall, our study 
contributes to a fundamental understanding of persulfide 
properties and their modulation by protein environments. 

Introduction 
Persulfides are compounds with the general formula 

RSSH/RSS–. Unlike thiols (RSH/RS–) and hydrogen sulfide 
(H2S/HS–), persulfides possess a sulfane sulfur atom, i.e. a 
sulfur bonded to either two sulfurs or to a sulfur and an 
ionizable hydrogen (1). The term persulfide is used in this 
text for the mixture of hydropersulfide (RSSH) and 
persulfide anion (RSS–) in aqueous solution.  

Prominent roles have been assigned to persulfides in 
biological systems; they participate in sulfur trafficking, 
biosynthesis and catabolism, and are considered potential 
transducers of the beneficial physiological effects of H2S in 
mammals (2–4). They are endogenously synthesized 
through H2S-dependent and -independent pathways. The 
reaction of H2S with an oxidized thiol derivative, such as 
disulfide, sulfenic acid or trisulfide, gives a persulfide in 
addition to a thiol, water or another persulfide, 
respectively (5). Additionally, thiols can react with oxidized 
derivatives of H2S, such as thiosulfate (SSO3

2–), persulfides 
and polysulfides (HSnSH, RSnSH, RSnSSR, n ≥ 1) to form 
persulfides (6). The transfer of sulfur from persulfides to 
thiols to form new persulfides at the attacking thiol is called 
transpersulfidation. Other routes for persulfide formation 
involve free radical-mediated processes (7). Regarding H2S-
independent pathways, there are several enzymes capable 
of producing persulfides with sulfur donated by thiols or 
disulfides (8–10). Persulfides can occur in low molecular 
weight (LMW) compounds as well as in cysteine residues of 
proteins. In this sense, micromolar levels of glutathione 
persulfide (GSSH), cysteine persulfide (CysSSH) and protein 
persulfides have been reported (10–12).  

The extra sulfur in persulfides in comparison with 
thiols confers unique properties. Protonated persulfides 
(RSSH) ionize in aqueous solution to give the corresponding 
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anionic species (RSS–). LMW persulfides have been found 
to be more acidic than the analogous thiols due to their 
weaker S-H bond (13–15). For example, the pKa of GSSH is 
5.45 (13) while that of glutathione (GSH) is 8.94 (16). Thus, 
at physiological pH, the availability of GSS– is 99 % but that 
of GS– is oly 2.8 %. Moreover, persulfides possess enhanced 
nucleophilicity compared to thiols at physiological pH, 
which results from the combination of two factors. The first 
factor is the availability of the anionic species (which is a 
better nucleophile than the protonated one), and the 
second factor is the high nucleophilic reactivity of the 
anionic species due to the alpha effect (13), which is caused 
by the presence of high electron density in the atom 
adjacent to the nucleophilic atom (17, 18). Furthermore, 
unlike thiols, persulfides are also electrophilic. Both sulfur 
atoms are susceptible, and depending on the site of the 
nucleophilic attack, H2S or thiol is eliminated. Given the 
dual reactivity, persulfides decay in aqueous solution. 
Hence, in vitro preparations of LMW persulfide also contain 
other species such as thiols, H2S, disulfides and polysulfides 
(13, 19). Considering that electrophilicity is mainly ascribed 
to the protonated species, whose abundance is very low at 
physiological pH based on the low pKas reported for LMW 
persulfides, persulfides are expected to play roles as 
nucleophiles in biological systems, as in the reaction 
between GSSH and the enzyme persulfide dioxygenase (or 
ETHE1). However, some protein persulfides play 
prominent roles as electrophiles, for example, in the 
catalytic cycles of the mitochondrial H2S oxidation 
enzymes, sulfide quinone oxidoreductase (SQOR, EC 
1.8.5.8) and thiosulfate sulfurtransferase (TST, also called 
rhodanese, EC 2.8.1.1). 

SQOR catalyzes the first step of the H2S oxidation 
pathway in mitochondria. This step consists of the transfer 
of sulfur from H2S to a LMW thiophilic acceptor with the 
concomitant formation of reduced coenzyme Q10 (CoQ10), 
which then enters the electron transport chain (20). 
Human SQOR is a flavoenzyme with a cysteine trisulfide 
(Cys379-S-S-S-Cys201) in the active site (21, 22). Three 
substrates are involved in its activity, H2S as sulfur donor, a 
sulfur acceptor, and CoQ10. The proposed mechanism (21) 
begins with the attack of HS– on the trisulfide to form two 
persulfides, one at Cys379 and another at Cys201, which 
forms a transient charge transfer (CT) complex with the 
FAD cofactor (Figure 1A, reaction a). The persulfide in 
Cys379 is attacked by a thiophilic acceptor that extracts the 
sulfane sulfur and releases a thiolate in Cys379, while the CT 
complex at Cys201 is presumed to evolve to a C4a covalent 
adduct (Figure 1A, reaction b). The thiolate in Cys379 attacks 
the adduct, regenerating the trisulfide and producing 
FADH2 (Figure 1A, reaction c). Then, CoQ10 is reduced by 
FADH2 to complete the catalytic cycle (Figure 1A, reaction 
d). Regarding the thiophilic acceptor, GSH has been 
proposed to be the physiologically preferred substrate, 
which would lead to GSSH formation (23–25). However, 
human SQOR exhibits remarkable substrate promiscuity 
(20). Additional in vitro sulfur acceptors include sulfite 
(SO3

2–), cyanide (CN–), a second H2S, methanethiol and 
coenzyme A, which produce thiosulfate, thiocyanate (SCN–

), H2S2, methane persulfide and coenzyme A persulfide, 
respectively (20, 21, 23–27). GSSH can be further 
converted to sulfite by persulfide dioxygenase at the 
expense of O2 (23, 28), or to thiosulfate by TST at the 
expense of sulfite (24).  

TST catalyzes the transfer of a sulfane sulfur from a 
donor to an acceptor using a ping-pong mechanism. The 
minimal reaction mechanism comprises a first step of 
nucleophilic attack by an active site cysteine (Cys248) on a 
sulfane sulfur donor, resulting in the release of the first 
product and formation of a cysteine persulfide on the 
enzyme (Figure 1B, reaction e). In the second step, the 
persulfide is attacked by a thiophilic acceptor, releasing the 
second product and restoring the enzyme to its resting 
state (Figure 1B, reaction f). Possible sulfur donors include 
thiosulfate and GSSH (producing sulfite and GSH, 
respectively), while possible sulfur acceptors include 
cyanide, sulfite and GSH (generating thiocyanate, 
thiosulfate and GSSH, respectively) (23, 24, 29). The best 
characterized reaction is with thiosulfate and cyanide as 
substrates. The enzyme mechanism can include additional 
steps, such as the formation of a non-covalent Michaelis 
complex with thiosulfate before sulfur transfer (30, 31). 

In a previous work, we studied the reactions of GSSH 
with different electrophiles, leading to the determination 
of the pKa of GSSH and to quantitative evidence for the 
enhanced nucleophilicity of GSSH compared to that of a 
thiolate with the same pKa, i.e. the alpha effect (13). In this 
work, we extended the investigation to determine the pKa 
values of several LMW persulfides, including the cysteine 
derivative, CysSSH. Considering that the pKa of cysteine as 
a free amino acid in aqueous solution is different from that 
of protein cysteine residues, differences are also expected 
in the pKa of free CysSSH compared to persulfides formed 
in proteins. Thus, we aimed to determine the pKa of the 
persulfides formed at Cys379 on human SQOR and at Cys248 
on human TST. The activities of both enzymes were 
measured at different pHs using sulfite or cyanide as sulfur 
acceptors. In addition, the half-reactions between TST 
persulfide and both sulfur acceptors were studied, 
representing the first pre-steady state kinetic 
characterization of TST to our knowledge. Our study 
elucidates the acidity of various LMW persulfides and 
reaffirms the alpha effect. It also provides a comparison 
between free and protein-bound persulfides, revealing 
that the protein environment can modulate persulfide 
properties. 

Results 

LMW persulfides 

The pKa values of several LMW persulfides were 
studied through the pH-dependency of the reactions with 
the alkylating agent monobromobimane (mBrB), as 
described previously for GSSH (13). We took advantage 
that mBrB produces fluorescent products, is uncharged, 
and does not accept or release protons within the pH range 
studied. Additionally, mBrB can be used in pseudo-first 
order excess, abrogating the need to know the exact 
persulfide concentration. 

Mixtures containing CysSSH, homocysteine persulfide 
(HcySSH), cysteamine persulfide (CystSSH), β-
mercaptoethanol persulfide (β-MESSH) or cysteine methyl 
ester persulfide (CysOMeSSH), produced from H2S and the 
corresponding symmetrical LMW disulfide (13), were 
exposed to excess mBrB at different pH values at 25 °C. The 
fluorescent time courses were biphasic; the rapid 
exponential phases were attributed to the reactions with 
the persulfides, while the linear phases were attributed to 
those with the corresponding thiols present in the 
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mixtures, and secondarily, with H2S (13). Exponential plus 
straight line functions were fitted, and observed rate 
constants (kobs) were obtained for each pH and mBrB 
concentration. The kobs increased linearly with the 
concentration of mBrB, yielding apparent second-order 
rate constants at each pH (kpH). All persulfides exhibited the 
same behavior. Representative plots of the reaction with 
CysSSH are shown (Figure 2A,B). For each persulfide, the 
kpH increased sigmoidally with pH, confirming that the 
anionic species reacts with mBrB (Figure 2C-G). The pKa 
values of the persulfides and the pH-independent rate 
constants (kind) for the reactions with mBrB were 
determined from these graphs; the kind value corresponds 
to the rate constant with completely ionized persulfide. 
Single-pKa functions were fitted to the sigmoidal plots, with 
the exception of the CysOMeSSH data, where a two-pKa 
function was fitted, obtaining two microscopic pKa and kind 

that were assigned to the ammonium- and the amino-
persulfide anion (Figure 2G). Microscopic pKas have also 
been reported for reactions of mBrB with several thiols (16, 
32).  

Our data are summarized in Table 1 and compared to 
data for thiols. The persulfides had similar pKa values, 4.6-
6.3, and similar kind for the reaction with mBrB, 3.2-9.0 × 
103 M–1 s–1. 

SQOR 

The acidity of the persulfidated SQOR was evaluated 
by the pH-dependence of the steady-state rates. For 
enzymes that catalyze reactions with one substrate, the 
kinetic parameter kcat/Km (specificity constant), is an 
apparent second-order rate constant that reports on the 
properties of the free enzyme and the free substrate (33). 
kcat/Km can be calculated from the kinetic parameters kcat 
and Km obtained from typical Michaelis-Menten analysis 
(Eq. 1). Alternatively, kcat/Km can be determined by 
measuring the steady-state reaction rate at low substrate 
concentrations, and dividing the rate by the enzyme and 
the initial substrate concentration, [E]T and [S]T, 
respectively (Eq. 2) (34). 

V0 = 
Vmax [S]T

Km +  [S]T
 = 

kcat  [S]T  [E]T

Km +  [S]T
   Equation 1 

When  [S]T << Km, V0 = 
kcat

Km
 [S]T [E]T Equation 2 

SQOR uses three substrates: H2S, a sulfur acceptor 
and CoQ (Figure 1A). At saturating concentrations of H2S 
and CoQ, the kcat/Km

Acc- represents the apparent rate 
constant for the reaction between the sulfur acceptor and 
the Cys379SSH of the bis-persulfidated SQOR, and its pH-
dependency reports on the pKa of both free species. 
Although the pH dependence of human SQOR activity has 
been reported, the pH dependence of kcat/Km is unavailable 
(25). The steady-state activity of SQOR was determined by 
monitoring the reduction of coenzyme Q1 (CoQ1) at 278 nm 
at varying pH at 25 °C. Sulfite or cyanide was used as the 
sulfur acceptor, and saturating concentrations of H2S (150 
µM) and CoQ1 (69 µM, Km

CoQ1 = 19 µM, pH 7.5 (25)) were 
used. Note that this concentration of H2S is saturating for 
the first step of the catalysis (Figure 1A, reaction a), Km

H2S 

(Donor)
 = 13 µM at pH 7.5 (25), but not for the second step 

with H2S acting as the sulfur acceptor (Figure 1A, reaction 
b), Km

H2S (Acceptor)
 = 350 µM at pH 7.4 (27). The reaction 

between the persulfidated enzyme and H2S (kcat/Km
H2S 

(Acceptor)
 = 1.8 × 105 M–1 s–1, pH 7.4) is negligible in the 

presence of sulfite (kcat/Km
sulfite

 = 2.0 × 106 M–1 s–1, pH 7.4) 
but comparable to the reaction with cyanide (kcat/Km

cyanide
 

= 5.1 × 105 M–1 s–1, pH 8.5) (25, 27). Therefore, in the 
experiments with cyanide, the reactions were started with 
cyanide instead of SQOR so that the contribution of SQOR 
with H2S alone could be subtracted.   

In experiments with sulfite, steady-state time courses 
with varying concentrations of sulfite (0.01-8 mM) were 
recorded, and linear functions were fitted to the first 15-40 
s following SQOR addition (Figure 3A). The slope before 
SQOR addition was subtracted to correct for the 
background non-enzymatic reduction of CoQ1, which was 
minimal. From the hyperbolic fit of the activity versus 
sulfite concentration plot, (Figure 3B), the kinetic 
parameters kcat

sulfite and Km
sulfite were obtained, and the 

kcat/Km
sulfite for each pH were calculated. As expected, when 

the kcat/Km
sulfite were plotted against pH, a bell-shaped 

profile was obtained (Figure 3C), consistent with a reaction 
between a deprotonated species and a protonated one. An 
equation with two pKa was fitted to the data (Eq. 3), 
assuming that deprotonated sulfite and protonated SQOR 
persulfide were the reacting species. From this analysis, a 
pKa value of 6.8 ± 0.5 was obtained for sulfite, which is 
remarkably consistent with the reported value of 6.91 (35). 
The pKa attributed to the protonated persulfide on SQOR 
was 7.7 ± 0.4. Since sulfite reacts with the persulfide on 
Cys379, it can be inferred that this pKa corresponds to 
Cys379SSH. Although the assignment to another catalytic 
residue present in the bis-persulfidated SQOR cannot be 
excluded, it is unlikely to correspond to the persulfide 
formed in Cys201, since this persulfide is engaged with the 
FAD cofactor in the formation of the CT complex. The bell-
shaped fit also revealed a pH-independent kcat/Km

sulfite of 
(2.9 ± 0.2) × 106 M–1 s–1. The maximum kcat/Km

sulfite was 
observed at pH 7.25. Both kcat

sulfite and Km
sulfite varied with 

pH (Figure S1A,B). Of note, the results obtained in these 
experiments are consistent with previous measurements 
in potassium phosphate at pH 7.4, which showed a 
kcat/Km

sulfite of 2.1 × 106 M–1 s–1 (25 °C) and a second-order 
rate constant between the enzyme CT complex and sulfite 
of 3.9 × 105 M–1 s–1 (4 °C) (25, 27).  

kpH = kind (
Ka

Acc-

Ka
Acc-

+ [H+]
) (

[H+]

Ka
RSSH + [H+]

) Equation 3 

Kinetic traces with cyanide (Figure 3D) were recorded 
at varying pH using 90 µM cyanide, which is lower than the 
Km

cyanide
 (650 µM at pH 8.5 (25)). The steady-state rates 

were obtained from linear fits to the data during the first 
4-20 s following cyanide addition, and the slopes before 
cyanide addition were subtracted. The kcat/Km

cyanide at each 
pH was calculated according to Eq. 2 using the enzyme (50 
nM) and cyanide (90 µM) initial concentrations. The pH-
dependence of kcat/Km

cyanide exhibited bell-shaped behavior 
and Eq. 3 was fitted to the data (Figure 3E). A pKa of 8.9 ± 
0.2 was obtained for the deprotonated species, consistent 
with the pKa of 8.97 expected for HCN under these 
conditions (I = 0.15 M, 25 °C) (36). It should be noted that 
the pKa of HCN changes considerably with temperature and 
ionic strength; the values often cited, 9.21 and 9.36, 
correspond to I = 0 at 25 and 20 °C, respectively (36). For 
the persulfidated enzyme, a pKa of 7.9 ± 0.1 was obtained, 
in excellent agreement with the results with sulfite (7.7 ± 
0.4). Furthermore, the pH-independent kcat/Km

cyanide was 
(1.5 ± 0.8) × 106 M–1 s–1. Note that only a small fraction of 
the pH-independent constant was observed (~7 % at pH 
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8.4) (Figure 3E), since cyanide, which needs to be 
deprotonated, has a higher pKa than the persulfidated 
enzyme that appears to be protonated for catalysis. 

Controls confirmed that the low activities seen at the 
extreme pH values with sulfite and cyanide were due to 
reversible changes in protonation states instead of 
irreversible denaturation of SQOR (Figure S1B). 
Additionally, the concentrations of H2S and CoQ1 used 
were observed to be saturating at all pHs (Figure S1C).  

Attempts to use GSH as sulfur acceptor to assess 
kcat/Km

GSH
 at different pHs were unsuccessful. When 

relatively low concentrations of GSH were used, SQOR 
reacted with H2S as acceptor (kcat/Km

H2S (Acceptor)
 = 1.8 × 105 

M–1 s–1, pH 7.4) rather than with GSH (kcat/Km
GSH

 = 1.1 × 104 
M–1 s–1, pH 7.4) (27). On the other hand, construction of 
Michaelis-Menten hyperbolas required high 
concentrations of GSH (Km

GSH
 = 8 mM, pH 7.4 (27)), which 

altered the pH of the reaction mixtures, and could not be 
compensated without changing the ionic strength.  

Note that in the pKa determination experiments 
chloride (Cl–) was avoided since it was found to be a 
reversible competitive inhibitor of SQOR. At neutral pH 
with sulfite as sulfur acceptor, relatively similar apparent 
kcat

sulfite were achieved in the presence and absence of 120 
mM chloride, but the apparent Km

sulfite increased ~20-fold 
(estimated Ki for chloride was ~7.4 mM) (Figure S1D).  

To sum up, the pH experiments with SQOR, 
summarized in Table 2, suggest that the Cys379 persulfide 
reacts in the protonated state with the nucleophilic sulfur 
acceptor and has a pKa of 7.8 ± 0.2. 

TST 

We first measured TST activity by monitoring 
formation of thiocyanate at varying pH at 25 °C. Saturating 
concentrations of thiosulfate (300 mM, Km

thiosulfate = 18-45 
mM (30, 31)) and cyanide concentrations lower than the 
Km

cyanide (300 µM, Km
cyanide = 1.8-2.8 mM, (31) and this work) 

were used so that the global rates would be limited by the 
last step of the catalytic mechanism (Figure 1B, reaction f), 
which involves the rate constant of the reaction between 
the persulfidated enzyme and cyanide, kcat/Km

cyanide. The 
spontaneous reaction between the substrates at different 
pH was found to be negligible under our conditions, in 
accordance with reported data (37). A sigmoidal increase 
in activity with pH was observed, with an apparent pKa of 
8.47 ± 0.06 and a maximum apparent rate constant of (4.0 
± 0.1) × 105 M–1 s–1 at alkaline pH (Figure 4A). Control 
experiments excluded irreversible enzyme inactivation 
(Figure S2A). Additionally, controls performed at the most 
acidic and alkaline pH confirmed that the concentration of 
thiosulfate was saturating and that the concentration of 
cyanide was below Km

cyanide (Figure S2B). Of note, the buffer 
system affected the enzyme activity; with a 300 mM Tris 
buffer with 120 mM NaCl the activity was < 40 % of that 
obtained with the ACES/Tris/ethanolamine buffer at the 
same pH, which contained 15.6 mM Tris and 120 mM NaCl. 

 Stopped-flow kinetic studies were performed on the 
isolated half-reactions between TST persulfide and sulfur 
acceptors. Preformed stocks of TST persulfide were used to 
monitor its reaction with sulfite or cyanide at varying pH at 
25 °C. The reactions were followed by the changes in the 
intrinsic fluorescence of TST, taking advantage of the 
higher fluorescence in the thiol versus the persulfidated 
state, as reported for the bovine enzyme (38). The 
decrease in fluorescence appears to be due to energy 

transfer involving tryptophans and the persulfide, without 
major folding rearrangements (39), hence it likely reports 
on persulfide formation.  

 TST persulfide was exposed to a pseudo-first order 
excess of sulfite (15 and 75 µM) or cyanide (25 and 100 
µM), and the increases in the intrinsic fluorescence were 
recorded (Figure 5A,B). Single exponential functions were 
fitted to the time courses. The kobs values were divided by 
the sulfite or cyanide concentration and the second order 
rate constants, kpH, were determined at each pH. The kpH 
for both sulfur acceptors showed bell-shape profiles, and 
the Eq. 3 was fitted (Figure 5C,D). In the case of sulfite, the 
fit yielded a pKa of 6.89 ± 0.09 for the deprotonated 
species, consistent with sulfite (pKa = 6.91 (35)), and a pKa 
of 9.38 ± 0.07 for the protonated species. The pH-
independent rate constant, kind, was (2.5 ± 0.1) × 105 M–1 s–

1 (Figure 5C). With cyanide on the other hand, the fit gave 
a pKa of 8.87 ± 0.06 for the deprotonated species, in 
agreement with cyanide (pKa = 8.97 (36)), and a pKa of 9.37 
± 0.05 for the protonated species. The kind was (1.0 ± 0.1) × 
107 M–1 s–1 (Figure 5D). Notably, the pKa value for the 
protonated species (9.37 and 9.38) was the same with both 
sulfur acceptors and thus, it can be attributed to 
persulfidated TST. In the case of the bovine enzyme, a 
previous report suggested pKas of 5.9 and 9.4 for the 
persulfide derivative (30); our results are in good 
agreement with the alkaline value.  

The kind for the reaction of TST persulfide with 
cyanide, (1.0 ± 0.1) × 107 M–1 s–1, is 25-fold higher than the 
maximum rate constant obtained from the activity 
measurements with 300 mM thiosulfate and 300 µM 
cyanide, 4.0 × 105 M–1 s–1 (Figure 4A). The lower value 
obtained in the activity measurements can be explained by 
inhibition at high concentrations of thiosulfate which leads 
to formation of a dead-end complex between the 
persulfidated enzyme and thiosulfate (30, 31) (Figure 4B). 
In fact, with 312 µM cyanide, 30 mM thiosulfate can 
already cause inhibition (31). Therefore, the steady-state 
rates measured herein were strongly affected by 
thiosulfate inhibition. The extent to which kcat/Km

cyanide (k3 
in Figure 4B) was affected by thiosulfate inhibition depends 
on the thiosulfate concentration as well as on the 
dissociation constant of the dead-end complex K4, defined 
as k-4/k4 (Figure 4B); the observed kcat/Km

cyanide is given by 
k3/(1+[thiosulfate]/K4). Thus, the pH-dependency of K4 can 
influence the experiment, complicating the interpretation. 
Human TST can be activated by cyanide at high millimolar 
concentrations (31), which is unlikely to affect our results. 
Of note, the values of kcat/Km

cyanide reported for the bovine 
and human enzymes are 6.0 × 105 M–1 s–1 (pH 8.7, 40 °C) 
and 9.5 × 104 M–1 s–1 (pH 8.5, 0 °C), respectively, under non-
inhibited conditions (30, 31). At pH 8.5, our stopped-flow 
estimation of the rate constant between the persulfidated 
enzyme and cyanide is higher, 2.7 × 106 M–1 s–1 (25 °C), and 
deserves further exploration. It is worth noting that a 
reaction between TST persulfide and mBrB was explored at 
varying pH, to allow comparison with LMW persulfides. 
However, no such reaction was detected under our 
conditions.  

The kinetics of the reaction of TST thiol with pseudo-
first order concentrations of thiosulfate (200 µM) was 
investigated in a pH range of 3.68-8.75 and 25 °C. Since 
thiosulfate does not accept or release protons within the 
pH range studied, the pH-dependence of the reaction 
should reveal the pKa of the TST thiol. The decrease in the 
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intrinsic fluorescence of TST due to persulfide formation, 
was recorded (Figure 6A). The kinetic traces followed single 
or double exponential functions, which is consistent with 
the formation of TST persulfide in two steps, with a non-
covalent intermediate (Figure 4B). The smaller kobs, which 
corresponded to the larger amplitude, was found to 
increase with pH (Figure 6B), consistent with the thiolate 
enzyme, rather than the protonated thiol, being the 
species reacting with thiosulfate. The data followed a two-
pKa sigmoidal function, indicating the presence of two 
reacting species with pKa values of 4.6 ± 0.1 and 6.5 ± 0.1, 
and second-order rate constants of ~3 × 104 and ~6 × 104 
M–1 s–1 (estimated by dividing the maximal kobs obtained 
from the fit, 5.9 and 11.5 s-1, respectively, by thiosulfate 
concentration). This result suggests that the ionization 
state of a neighboring residue affects the pKa of the thiol. 
Our estimated pKa of 6.5 ± 0.1 can be compared to  
previous reports; a pKa of 7.8 was reported for the thiol 
alone in bovine TST (40), while pKa values of 6.5 and 6.75-
7.05 were reported for the thiol in complex with thiosulfate 
and with substrate analogs, respectively (30, 40). In human 
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase, the thiol was 
reported to have a pKa of 5.2 (41). Regarding the rate 
constants for the reaction of TST thiol with thiosulfate, our 
value (~6 × 104 M–1 s–1) can be compared to the value of 
kcat/Km

thiosulfate of 1.7 × 104 M–1 s–1 (40 °C, pH 8.7) reported 
for the bovine enzyme (30, 31). The kcat/Km

thiosulfate 
parameter represents an algebraic combination of the 
kinetic constants corresponding to the first and second 
steps of the mechanism, k2k1/k-1 (Figure 4C). Last, the 
kinetic analysis was extended to higher pH values, and a 
decrease in kobs with a pKa of ~10 was observed (Figure 6C). 
This pKa is comparable to the value of 9.9 reported for an 
increase in Km

thiosulfate (i.e., k-1/k1) at alkaline pH in the 
bovine enzyme (30), and likely reflects the effect of 
deprotonation of one or more residues other than the 
thiol, decreasing the reaction between thiosulfate and the 
thiolate.  

The results with TST are summarized in Table 2. Taken 
together, our results reveal that the reaction of 
persulfidated TST with sulfur acceptors is dependent on a 
protonated residue with a pKa of 9.38 ± 0.04. In contrast, 
the TST thiol reacts with thiosulfate in the anionic state, 
with a pKa of 6.5 ± 0.1. 

Discussion 
In this study, the acidity and rate constants of the 

reaction between mBrB and a series of LMW alkyl 
persulfides were measured and compared with those of 
the corresponding thiols. Remarkably, the persulfides 
studied presented similar acidity, with pKa values around 
5.4. Despite the similarity, when sorted by pKa, the 
resulting order was the same as that of the analogous thiols 
(Table 1). These low pKa values confirm that LMW 
persulfides exist predominately in the anionic state at 
physiological pH. Furthermore, the pH-independent rate 
constants (kind) for the reaction between the different 
nucleophilic persulfides with mBrB were similar, ~103 M–1 
s–1 (Table 1). In contrast, for thiols, both the acidity and the 
kind values are spread over a larger range. These results can 
be visualized in the Brønsted plot shown in Figure 7, which 
depicts the kind in logarithmic scale as a function of pKa for 
both persulfides and thiols. Clearly, our results 
demonstrate that substituents exert a limited effect on the 
pKa of persulfides in comparison to thiols, likely because of 

the presence of an additional sulfur, which increases the 
distance between the substituents and the outer sulfur.  

The term alpha effect refers to the increased 
reactivity of a nucleophile that has an adjacent atom with 
high electron density in comparison to a normal 
nucleophile with similar pKa (17, 18). In the case of 
persulfides, the positive deviations in the Brønsted plot 
with respect to the trend followed by the thiolates (Figure 
7) (i.e. higher rate constants for persulfides) constitute 
evidence for the alpha effect in the reaction of alkyl 
persulfides with mBrB, as previously assessed for GSS– (13). 
Increased nucleophilicity has also been reported for 
aromatic persulfides versus thiolates (42), and polysulfides 
(HSn

–) versus HS– (43), although not for zinc polysulfide 
versus zinc thiolate compounds (44). In addition, higher 
reactivity of persulfides has been observed in proteins such 
as human serum albumin and the peroxiredoxin AhpE 
when reacting with unspecific electrophiles (5, 45). 
Computational studies also support a higher reactivity for 
HSS– versus HS–, or RSS– versus RS– (5, 13, 46), although the 
extent of acceleration has been questioned (47). The 
magnitude of the alpha effect depends not only on the 
nucleophile but also on the electrophile. For example, GSS– 
reacts 1670-fold faster than a thiolate with similar basicity 
with mBrB, but only 3.2-fold faster with hydrogen peroxide 
(13). The origin of the alpha effect remains elusive; possible 
explanations include transition state stabilization, ground 
state destabilization and solvation differences. With 
persulfides, an attractive hypothesis is the increased 
stabilization of the biradical character of the transition 
state (48). In this regard, the free radicals derived from the 
one-electron oxidation of persulfides are more stable than 
those derived from thiols (14, 15).  

The slope of the Brønsted plot is called βnuc. While the 
estimation of the βnuc for persulfides was subject to high 
uncertainty due to the clustered persulfide values in the 
Brønsted plot, it was lower than the βnuc for thiols (βnuc

RSSH
 

= 0.2 ± 0.1, βnuc
RSH

 = 0.52 ± 0.08) (Figure 7). This is 
reminiscent of the βnuc difference between oximates and 
phenoxides (49). Additional studies are needed to 
understand the basis of the differences in βnuc between 
persulfides and thiols.   

The data on persulfidated SQOR and TST underscore 
the scope for modulating reactivity by the protein scaffold. 
The pH-dependence of the SQOR steady-state reaction 
under conditions that report on the persulfidated enzyme 
and free sulfite or cyanide, suggest that the persulfide on 
Cys379 is in the protonated state for reaction with the sulfur 
acceptors and has a pKa of 7.8 ± 0.2. This increase in pKa in 
comparison to a LMW persulfide (pKa ~5.4) favors a larger 
fraction of protonated persulfide on Cys379, which would 
promote the electrophilic character of the outer sulfur and 
avoid repulsion with the negative charge of either sulfite or 
cyanide. The crystal structure of bis-persulfidated SQOR 
(PDB 6OIB) shows that the Cys379SSH is located in an 
electropositive cavity that is exposed to solvent (21). No 
clear hydrogen-bonding partners for the outer sulfur are 
seen, and the proximity to the anionic persulfide located in 
Cys201 would promote an uncharged Cys379SSH (Figure 8). 

A serendipitous finding of our work was that SQOR is 
inhibited by chloride, which competes with sulfite (Ki ~7.4 
mM). Since the chloride concentration in the mitochondrial 
matrix is estimated to be ~4.2 mM (50), it is possible that 
SQOR is partially inhibited by chloride in vivo. 
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Interpretation of the steady-state kinetic data on TST 
is complicated by substrate inhibition by thiosulfate. The 
pH-dependency of the half reactions indicates that 
persulfidated TST must be protonated to react with the 
nucleophilic acceptor with a pKa of 9.38 ± 0.04. The thiol 
form of TST has a pKa of 6.5 ± 0.1 and reacts as an anionic 
thiolate with thiosulfate. The thiol pKa in TST is lower than 
that of a thiol in a typical peptide (~9.1) (51). Although the 
assignment of the pKa value of 6.5 ± 0.1 to a catalytic 
residue other than the thiol cannot be excluded, the low 
value is consistent with modulation by the local 
environment to favor the thiolate form, promoting the 
nucleophilic attack on the sulfur donor in the first half-
reaction. The low pKa is also consistent with a role as 
leaving group in the second half-reaction, since leaving 
group potential correlates with acidity. From a structural 
point of view, the thiol acidity is likely sustained by 
hydrogen bonds formed between the thiolate and 
surrounding water, backbone and sidechain groups (52). 
Regarding persulfidated TST, the available structural 
information for the bovine enzyme (PDB 1RHD and 1BOH) 
(Figure 8) suggests that the persulfide remains in the 
anionic state due to the establishment of hydrogen bonds 
(52, 53). The conformational differences between the 
thiolate and persulfide forms of TST appear to be minimal 
based on the crystal structures (52). Based on this analysis, 
it is likely that the pKa of 9.38 ± 0.04 corresponds to a 
different active site residue, which needs to be protonated 
for the reaction to occur. A potential candidate is Lys250, 

that is located two residues apart from the critical Cys248 
and has been reported to be important for activity (54). 
Provision of a positive charge by Lys250 would help stabilize 
the negative charges on the sulfur acceptor and the anionic 
persulfide.  

In summary, our results provide evidence for the 
existence of the alpha effect in nucleophilic reactions in a 
series of LMW persulfides and demonstrate that their pKa 
values and rate constants lie within a narrow range, 
consistent with the substituents being farther away from 
the outer sulfur than in thiols. Our results also reveal that 
the low pKa values obtained for the LMW persulfides 
cannot be extrapolated to protein persulfides where the 
active site environments modulate the acidity and tune the 
reactivity.  

Experimental procedures 

Reagents, solutions and buffer systems 

Stocks of cystine (Sigma) and homocystine (Sigma) 
were dissolved in 0.1 M NaOH and used immediately. 
Solutions of cystamine (Fluka), hydroxyethyl disulfide 
(HED, Aldrich) and cystine dimethyl ester (Aldrich) were 
prepared in 0.1 M sodium phosphate with 0.1 mM 
diethylenetriamine pentaacetic acid (DTPA, Acros). Stocks 
of H2S were prepared from crystals of Na2S·9H2O (Carlo 
Erba or Sigma) stored under argon in a desiccator; they 
were washed with distilled water and dissolved in 
ultrapure water the day of the experiment. Concentrated 
stocks of mBrB (Sigma) were prepared in acetonitrile 
(Applichem); dilutions were freshly prepared in buffer and 
quantified by absorbance at 396 nm (ε396 = 5,300 M–1 cm–1) 
(55). Stocks of 10 % 1,2-diheptanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DHPC, Avanti Polar Lipids) were prepared 
in 10 mM potassium phosphate buffer, pH 6.8. Solutions of 
sodium sulfite (Sigma), sodium thiosulfate (Amresco) and 

potassium cyanide (Sigma or Biopack) were freshly 
prepared in ultrapure water. For TST activity assays, 
thiosulfate and cyanide were prepared in the assay buffer. 
Potassium thiocyanate (Fluka) standards were prepared in 
buffer. 

Different three-component buffers with constant 
ionic strength (I = 0.15 M) and variable pH were used, 
depending on the experiment (56). The acetic/MES/Tris 
buffer 1× contained 15 mM acetic acid (Dorwil), 15 mM 
MES (AppliChem or Sigma), 30 mM Tris (AppliChem), 120 
mM NaCl (Fluka or Sigma), 0.1 mM DTPA, and varying 
amounts of HCl or NaOH to adjust the pH in the 3.65-8.75 
range. The MES/Tris/ethanolamine buffer 1× consisted of 
20 mM MES, 10.4 mM Tris, 10.4 mM ethanolamine 
(Sigma), 43 mM sodium sulfate (Sigma), 0.1 mM DTPA, and 
varying amounts of H2SO4 or NaOH to adjust the pH in a 
range of 5.65-9.93. The ACES/Tris/ethanolamine buffer 1× 
contained 30 mM ACES (Applichem), 15.6 mM Tris, 15.6 
mM ethanolamine, 120 mM NaCl, 0.1 mM DTPA, and 
varying amounts of HCl or NaOH to adjust the pH in the 
5.60-10.38 range. 

pKa determination of LMW persulfides by the pH-
dependence of reactions with mBrB 

The pKa values of CysSSH, HcySSH, CystSSH, β-MESSH 
and CysOMeSSH were determined by the pH-dependence 
of the reactions with mBrB, as previously described for 
GSSH (13).  

Persulfide-containing mixtures were prepared by 
preincubation of the corresponding symmetrical LMW 
disulfides with substoichiometric amounts of H2S for 30-60 
min at room temperature in sodium phosphate buffer (0.1 
M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) (13). Specifically, 3 mM cystine, 
5 mM homocystine, 3 mM cystamine, 40 mM HED or 2 mM 
cystine dimethyl ester were mixed with 0.6, 1, 0.6, 8 and 
0.4 mM H2S, to form mixtures containing CysSSH, HcySSH, 
CystSSH, β-MESSH and CysOMeSSH, respectively. The 
disulfides were chosen based on their commercial 
availability and on the considerable variations in the pKa of 
the corresponding thiols (16). The concentrations of the 
disulfides and H2S in each case were chosen according to 
the rate constant of each reaction (5). 

The kinetics of the reactions of LMW persulfides with 
mBrB were followed in a stopped-flow spectrofluorimeter 
(Applied Photophysics SX20) under pseudo-first-order 
conditions with mBrB in excess. Persulfide-containing 
mixtures were 50-fold diluted in ultrapure water and 
reacted with 50-170 µM mBrB (final concentrations), 
prepared in acetic/MES/Tris buffer 2× with varying pH. The 
fluorescence (λex = 396 nm, emission cut-off 435 nm) of the 
products was recorded at 25 °C. The final pH values of the 
reaction mixtures were measured. The data were analyzed 
with OriginPro 2021. 

SQOR activity assays  

Human SQOR was expressed and purified as reported 
previously (24, 25). SQOR concentration was determined 
from the FAD absorbance at 450 nm, using ε = 11,500 M–1 
cm–1 (25). Daily stocks of 0.4 µM SQOR were prepared in 50 
mM Tris buffer with 100 mM sulfate and 0.03 % DHPC, pH 
8.0.  

The activity of SQOR was measured at different pHs 
in a temperature-controlled spectrophotometer 
(Shimadzu UV-2600 or UV-1900i). The steady-state rate of 
reduction of CoQ1 (Sigma-Aldrich or Cayman Chemical), 
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was followed at 278 nm (ε = 12,000 M–1 cm–1 (25)) in 
MES/Tris/ethanolamine buffer with pH in the 5.65-9.93 
range at 25 °C.  

In experiments with sulfite as the sulfur acceptor, the 
reactions contained the corresponding buffer with 69 μM 
CoQ1, 0.03 % DHPC, 0.06 mg/mL BSA, 150 μM H2S, 1 nM 
SQOR, and varying concentrations of sulfite (0.01-8 mM), 
in a total volume of 1.2 mL with minimum headspace. The 
reactions were initiated by addition of SQOR. The cuvette 
was capped during the experiment to avoid H2S leakage. At 
the end of each experiment, the final pH values of the 
reaction mixtures were measured. The steady-state rates 
were calculated from the linear fits after SQOR was added; 
the small slopes before addition of SQOR were subtracted. 

Experiments with cyanide as the sulfur acceptor were 
carried out similarly, but using 90 µM cyanide instead of 
sulfite, and 50 nM SQOR. Reactions were started with 
cyanide instead of enzyme.  

To ensure that CoQ1 and H2S were saturating at all pH 
values, the activity of SQOR at the extreme pH values was 
measured using 0.8 or 4 mM sulfite and 1 or 2 nM SQOR, 
and compared to the activity with higher concentrations of 
either H2S (300 µM) or CoQ1 (108 µM). To control for the 
lack of irreversible inactivation at the extreme pHs, 6 nM 
SQOR was preincubated for 20-40 s in 
MES/Tris/ethanolamine buffer at pH 5.65, 7.25 or 9.43 
with 0.03 % DHPC in a total volume of 200 µL. Then, the 
activity was measured as in a typical assay but using the 
preincubated enzyme and 0.8 mM sulfite in 82 mM Tris 
buffer with 82 mM sulfate, pH 7.4 (final concentrations).  

Experiments in the presence of chloride were 
performed as in the regular assay with sulfite as the sulfur 
acceptor but in the acetic/MES/Tris buffer (pH 7.17), which 
contained 120 mM NaCl instead of sulfate. 

TST activity assays 

Human TST was expressed and purified as described 
previously (24). The concentration was estimated using an 
absorption coefficient calculated from the amino acid 
sequence (ε280 = 53,400 M–1 cm–1) (57).  

The activity of TST was measured at different pH 
values and 25 °C by the steady-state rate of thiocyanate 
formation. The enzyme (5-100 nM) was reacted with 300 
mM thiosulfate and 300 µM cyanide in 
ACES/Tris/ethanolamine buffer in a pH range of 7.03-
10.12. After 30-90 s, the reactions were stopped by 
removing 305 µL aliquots, and mixing them with 20 µL of 
38 % formaldehyde (Biopack) and 25 µL of 140 mM 
FeCl3·6H2O (Sigma-Aldrich) diluted in 32.5 % HNO3 (Dorwil). 
Absorbances at 460 nm (Varian Cary 60, Agilent) were 
recorded immediately and interpolated into a 0-30 µM 
thiocyanate calibration curve. The thiocyanate standards 
were prepared daily in ACES/Tris/ethanolamine buffer, pH 
7.8, and underwent the same procedures as the samples 
(1).  

To ensure that the thiosulfate concentration was 
saturating and that the cyanide concentration was below 
the Km

cyanide, TST activity was measured at the most acidic 
and alkaline pHs tested, using 400 mM thiosulfate and 300 
µM cyanide or 300 mM thiosulfate and 150 µM cyanide, at 
pH 7.1 and 9.7. To control for the lack of irreversible 
inactivation, 5 nM TST was incubated with 300 mM 
thiosulfate and 300 µM cyanide at pH 7.1, in a total volume 
of 1.39 mL. After 220 s, 5 µL of 5 M NaOH were added, 

changing the pH to 8.5. The concentrations of thiocyanate 
produced at 252 and 310 s were measured as described. 

Stopped-flow kinetics of TST reactions 

The pH-dependency of the reactions of TST persulfide 
with sulfur acceptors and of TST thiol with thiosulfate were 
studied by following changes in the intrinsic fluorescence 
(λex = 295 nm, US 360 nm bandpass filter) in the stopped-
flow spectrofluorimeter. 

To prepare persulfidated TST, stocks (~20 µM) were 
incubated with ~150 µM thiosulfate for 15 min at room 
temperature. The remaining thiosulfate and the formed 
sulfite were removed with a PD MidiTrap G-25 column 
(Cytiva) equilibrated with 10 mM Tris buffer, pH 8.5. The 
persulfidated TST was diluted in ultrapure water (0.8-1 µM, 
~1 mM Tris) and reacted with sulfite (15 and 75 µM) or 
cyanide (25 and 100 µM, final concentrations) prepared in 
ACES/Tris/ethanolamine buffer 2× in a pH range of 5.60-
10.38, at 25 °C. The increase in intrinsic fluorescence due 
to thiol formation, was recorded between 0.025-10 s. The 
final pH of the reaction mixtures was measured. 

To prepare TST thiol, ~100 µM thiosulfate was added 
to TST stocks (~20 µM) at room temperature. After 15 min, 
~200 µM cyanide was added and left to react for 10 min. 
The remaining LMW compounds were removed with a PD 
MidiTrap G-25 column equilibrated with 10 mM Tris buffer, 
pH 8.5. The TST thiol was diluted in ultrapure water (0.9-1 
µM) and reacted with thiosulfate (200 µM, final 
concentrations) prepared in either acetic/MES/Tris buffer 
2× (pH 3.68-8.75) or in ACES/Tris/ethanolamine buffer 2× 
(pH 6.68-10.34), at 25 °C. The decrease in the intrinsic 
fluorescence caused by persulfide formation, was recorded 
between 0.8-5 s, and the final pH was measured. 
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Figures and Tables 
 

 

Figure 1. Proposed catalytic mechanisms for human SQOR and TST. (A) The active site cysteine trisulfide in SQOR is 
attacked by H2S to form two persulfides, at Cys379 and at Cys201; the latter engages in a transient charge transfer (CT) 
complex with the FAD cofactor (reaction a). Then, a thiophilic acceptor (Acc–) attacks Cys379SSH and the sulfane sulfur 
is transferred, generating AccSH and Cys379SH while the CT complex is proposed to evolve to a transient C4a adduct 
(reaction b). Then, Cys379SH attacks the adduct, regenerating the trisulfide and producing FADH2 (reaction c). Finally, 
FADH2 reduces CoQ to CoQH2, restoring SQOR to its resting state (reaction d) (21). (B) The active site Cys248SH, in TST 
attacks a sulfane sulfur donor (DS), resulting in the formation of Cys248SSH and release of the first product (D–) (reaction 
e). Next, a thiophilic acceptor (Acc–) attacks Cys248SSH producing AccSH and restoring the resting enzyme (reaction f). 
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Figure 2. pKa of LMW persulfides and their reactivity with mBrB. (A) Representative stopped-flow fluorescence kinetic 
traces (λex = 396 nm, emission cut-off 435 nm) of the reaction of CysSSH-containing mixtures with 57.5 µM mBrB in 
acetic/MES/Tris buffer (pH 3.65-8.15, 25 °C). Exponential plus straight line functions were fitted to the time courses 
over 10 half-lives. In some cases, where double exponential plus straight line functions were fitted, the exponential 
phase with the lower observed rate constant (kobs) and larger amplitude was attributed to the reaction of the persulfide 
with mBrB. (B) Linear dependence of kobs of CysSS– with mBrB concentration. Circles are quintuplates of kobs obtained 
for every pH and mBrB concentration. The slope at each pH represents the apparent second-order rate constants, kpH. 
At the more alkaline pH values, a small negative y-intercept was observed, as seen previously with GSSH (13). (C) For 
CysSS–, a single-pKa function was fitted to the plot of kpH versus pH with data obtained in three independent 
experiments (black circles, blue squares, and green triangles). A pKa of 5.2 ± 0.1 and a pH-independent second-order 
rate constant, kind, of (3.2 ± 0.1) × 103 M–1 s–1 (parameters ± standard errors of the fit) were determined. As seen 
previously with GSSH (13), a small decrease of unknown origin in the kpH at the more alkaline pH values was observed. 
(D-G) The pKa and kind of the reactions with mBrB for other LMW persulfides were determined analogously. Plots of 
kpH versus pH for HcySS– (D), CystSS– (E), β-MESS– (F), and CysOMeSS– (G). In the case of CysOMeSS–, a two-pKa function 
was fitted, resulting in two sets of pKa and kind values that were attributed to the ammonium- and amino-persulfide 
anion. The obtained values are summarized in Table 1. 
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Table 1. pKa values of LMW persulfides and the corresponding thiols, and kind of the reactions with mBrB, at I = 0.15 and 
25 °C. 

Persulfide Structure 

pKa  kind with mBrB 

Persulfide Analog 
thiol 

ΔpKa  Persulfide  
(× 103 M–1 s–1) 

Analog thiol 
(M–1 s–1) 

Cysteine methyl ester 

(CysOMeSS–) 
 

4.6 ± 0.1 6.45 a 1.8 

 

3.8 ± 0.4 N.D. 

 

6.3 ± 0.6 N.D. N.D. 

 

5.4 ± 0.8 N.D. 

Cysteamine 

(CystSS–)  
4.87 ± 0.09 8.21 b 3.34 

 
3.9 ± 0.2 N.D. 

Cysteine 

(CysSS–) 
 

5.2 ± 0.1 8.29 c 3.1 

 

3.2 ± 0.1 105 c 

Glutathione 

(GSS–) 

 

5.45 ± 0.03 d 8.94 c 3.49 

 

9.0 ± 0.2 d 208 c 

Homocysteine 

(HcySS–) 
 

5.63 ± 0.06 9.1 c 3.5 

 

5.4 ± 0.1 N.D. 

β-Mercaptoethanol 

(β-MESS–)  5.8 ± 0.1 9.6 c 3.8 
 

7.5 ± 0.4 519 c 

2-(3-aminopropyl-
amino)ethane  

6.2 ± 0.1 e 7.6 e 1.4 
 

N.D. N.D. 

Cumyl 

 

7.0 f > 10 g > 3 

 

N.D. N.D. 

Reported data from a (5), b (58), c (16), d (13), e (15), f (14), g predicted value based on similar thiols (59). 
N.D., not determined. 
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Figure 3. pH-dependence of SQOR activity. The steady-state rate of reduction of CoQ1 was followed by the decrease 
in absorbance at 278 nm. The assays included 69 μM CoQ1, 0.03 % DHPC, 0.06 mg/mL BSA, 150 μM H2S and variable 
concentrations of sulfite or cyanide in MES/Tris/ethanolamine buffer (pH 5.65-9.93, 25 °C). (A) The reactions with 
sulfite (0.01-8 mM) were started by the addition of 1 nM SQOR. Representative absorbance kinetic traces of CoQ1 
reduction at pH 7.57. The steady-state rates were calculated from the linear fits to the data between 15-30 s after 
SQOR was added (subtracting the slopes before addition of SQOR). (B) SQOR activity versus sulfite concentration at 
different pH values. Representative experiments at pH 8.68 (black circles), 7.57 (blue squares), 6.65 (green triangles), 
and 5.65 (red diamonds). Michaelis-Menten hyperbolas were fitted and yielded the kinetic parameters Km

sulfite (Figure 
S1A), kcat

sulfite (Figure S1B) and kcat/Km
sulfite for each pH. (C) pH-dependence of kcat/Km

sulfite. Eq. 3 was fitted to the data 
obtaining two pKas, 6.8 ± 0.5 for the deprotonated species and 7.7 ± 0.4 for the protonated one. A pH-independent 
kcat/Km

sulfite of 2.9 ± 0.2 × 106 M–1 s–1 was obtained for the reaction of sulfite with the persulfidated SQOR. (D) The 
reactions with cyanide (90 µM) contained 50 nM SQOR and were initiated by the addition of cyanide. Representative 
time courses at different pHs. To calculate the steady-state rates, the slopes in the absence of cyanide were subtracted 
from those obtained 4-20 s after the addition of cyanide. The kcat/Km

cyanide at each pH was calculated using Eq. 2. (E) 
pH-dependence of kcat/Km

cyanide. Eq. 3 plus an offset was fitted to the data, yielding a pKa of 8.9 ± 0.2 for the 
deprotonated species, a pKa of 7.9 ± 0.1 for the protonated species, an offset of (-10 ± 5) × 103 M–1 s–1, and a pH-
independent kcat/Km

cyanide of 1.5 ± 0.8 × 106 M–1 s–1 for the reaction of cyanide with the persulfidated SQOR. Values are 
parameters ± standard errors of the fits. 
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Figure 4. pH-dependence of TST activity. (A) The steady-state activity of TST (5-100 nM) was measured by the 
formation of thiocyanate in the presence of thiosulfate (300 mM) and cyanide (300 µM, lower than Km

cyanide) in 
ACES/Tris/ethanolamine buffer in the pH range of 7.03-10.12 and 25 °C. A sigmoidal function was fitted to the data of 
two independent experiments (black circles and blue squares), and yielded an apparent pKa of 8.47 ± 0.06 and a 
maximum apparent rate constant of (4.0 ± 0.1) × 105 M–1 s–1 (parameters ± standard errors of the fit). (B) TST catalytic 
mechanism using thiocyanate and cyanide as substrates and depicting inhibition by high concentrations of thiosulfate 
(30, 31). (C) Steady-state rate equation assuming fast equilibrium for thiosulfate binding and steady-state for the 
persulfidated enzyme. 
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Figure 5. Stopped-flow kinetics of TST persulfide with sulfur acceptors. (A,B) Representative fluorescence time 
courses (λex = 295 nm, US 360 nm bandpass filter) of TST persulfide (0.8-1 µM) exposed to 75 µM sulfite (A) or 25 µM 
cyanide (B), in ACES/Tris/ethanolamine buffer (pH 5.60-10.38, 25 °C). Single exponential functions were fitted and the 
derived kobs was divided by the concentration of sulfite or cyanide to give the corresponding kpH. (C,D) pH-dependence 
of kpH. Bell-shaped functions (Eq. 3 or Eq. 3 plus an offset) were fitted to the data, yielding pKa values of 6.89 ± 0.09 
(deprotonated species) and 9.38 ± 0.07 (protonated species), an offset of (3.5 ± 0.9) × 104 M–1 s–1, and a kind of (2.5 ± 
0.1) × 105 M–1 s–1 for the reaction with sulfite (C) and pKa values of 8.87 ± 0.06 (deprotonated species) and 9.37 ± 0.05 
(protonated species), and a kind of (1.0 ± 0.1) × 107 M–1 s–1 for the reaction with cyanide (parameters ± standard errors 
of the fits). 
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Figure 6. Stopped-flow kinetics of TST thiol with thiosulfate. (A) Representative fluorescence time courses (λex = 295 
nm, US 360 nm bandpass filter) of TST thiol (0.9 µM) exposed to 200 µM thiosulfate in acetic/MES/Tris buffer (pH 3.68-
8.75, 25 °C). Single or double exponential functions were fitted to the data. (B) pH-dependence of kobs for a 
representative experiment. For the double exponential fits, the smaller kobs values, which corresponded to the larger 
amplitude, were used. Using data from three independent experiments, a two-pKa sigmoidal function was fitted 
yielding pKa values of 4.6 ± 0.1 and 6.5 ± 0.1, and kobs of 5.9 ± 0.6 and 11.5 ± 0.3 s-1, respectively (parameters ± standard 
errors of the fit). (C) pH-dependence of the kobs at alkaline pH values. The reactions were performed as described 
previously but in ACES/Tris/ethanolamine buffer (pH 6.68-10.34, 25 °C) and a single plus straight line function was 
fitted to the data to obtain the kobs. Representative of two independent experiments, 5 replicates each.  
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Figure 7. Comparison of the reactivity of LMW persulfide anions and thiolates with mBrB. Brønsted plot exhibiting 
pH-independent rate constants (in logarithmic scale) versus pKa for the reactions of persulfide anions or thiolates with 
mBrB (I = 0.15 and 25 °C). Red circles: CysOMeSS– (NH3

+) (1), CystSS– (2), CysSS– (3), GSS– (4), HcySS– (5), β-MESS– (6), 
and CysOMeSS–(NH2) (7); bnuc = 0.2 ± 0.1 (R2 0.31). The values are depicted in Table 1. Black squares: reported data for 
LMW thiolates; bnuc = 0.52 ± 0.08 (R2 0.85) (16). 
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Table 2. pKa and rate constants for SQOR and TST, at I = 0.15 and 25 °C. 

 
pKa pH-independent rate constant 

(M–1 s–1) 

 Sulfite Cyanide Thiosulfate 

SQOR persulfide 7.8 ± 0.2 a (2.9 ± 0.2) × 106  (1.5 ± 0.8) × 106 No reaction 

TST persulfide 9.38 ± 0.04 a (2.5 ± 0.1) × 105 (1.0 ± 0.1) × 107 No reaction 

TST thiol 6.5 ± 0.1 No reaction No reaction ~6 × 104 

a Values represent mean ± propagated error of the results obtained with sulfite and 
cyanide. 
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Figure 8. Persulfides in SQOR and TST. (A) Close-up of the bis-persulfide in the SQOR structure (PDB 6OIB). Residues 
within 5 Å from Cys379SSH, the FAD cofactor and the CoQ substrate are depicted in sticks. (B) Close-up of the persulfide 
in the bovine TST structure (PDB 1RHD). Residues within 5 Å from Cys248 are depicted in sticks. Figures were constructed 
with Mol* (60). 
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Figure S1. SQOR activity with sulfite as sulfur acceptor. SQOR activity was measured by monitoring the steady-state 
rate of reduction of CoQ1 at 25 °C (see Figure 3B). The assays included CoQ1, DHPC, BSA, H2S and sulfite, and were 
started by the addition of SQOR. (A) pH-dependence of the Km

sulfite obtained from the hyperbolic fits in Figure 3B (Km
sulfite 

± standard errors of the fits). (B) kcat
sulfite of SQOR versus pH. Black circles: pH-dependence of the kcat

sulfite in experiments 
with MES/Tris/ethanolamine buffer, the values were obtained from the hyperbolic fits in Figure 3B (kcat

sulfite ± standard 
errors on the fits). Red diamonds: control for lack of irreversible inactivation at the extreme pHs; SQOR was 
preincubated for 20-40 s in MES/Tris/ethanolamine buffer at pH 5.65, 7.25 or 9.43. The activities of the preincubated 
SQOR were measured with saturating sulfite (0.8 mM) in 82 mM Tris buffer, final pH of 7.21, 7.36 and 7.48, 
respectively. Three independent experiments for each pH were conducted. (C) Controls to confirm saturating 
concentrations of H2S and CoQ1 at the extreme pHs. The activities of SQOR with 150 µM H2S, 69 µM CoQ1 and 0.8 or 4 
mM sulfite at pH 5.75 or 9.36, respectively (black circles) were compared to the activities using 300 µM H2S and 69 µM 
CoQ1 (blue squares) or 150 µM H2S and 108 µM CoQ1 (red diamonds). The bars represent the mean ± standard 
deviation of 3-4 independent experiments per condition. (D) SQOR inhibition by chloride. The activity in 
acetic/MES/Tris buffer containing 120 mM NaCl at pH 7.17 gave an apparent kcat

sulfite of (3.1 ± 0.1) × 102 s–1 and an 
apparent Km

sulfite of 2.4 ± 0.2 mM (parameters ± standard errors of the fit). 
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Figure S2. Controls for the pH-dependence of TST activity. The steady-state rate of formation of thiocyanate was 
measured in ACES/Tris/ethanolamine buffer at 25 °C. (A) Control for lack of irreversible inactivation at the most acidic 
pH tested. TST (5 nM) was incubated with 300 mM thiosulfate and 300 µM cyanide at pH 7.1. After 220 s, NaOH was 
added to change the pH to 8.5 and the concentration of thiocyanate was measured at 252 and 310 s. The dashed and 
solid lines represent the estimated rates. (B) Controls to confirm saturating thiosulfate and cyanide concentrations 
below the Km

cyanide at the extreme pH values. The activities of TST (5 or 10 nM) with 300 mM thiosulfate and 300 µM 
cyanide at pH 7.1 and 9.7 (black circles) were compared to the activities in the presence of 300 mM thiosulfate and 
150 µM cyanide (blue squares) or 400 mM thiosulfate and 300 µM cyanide (red diamonds). The bars represent the 
mean of two independent measurements per condition. 
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tesis por compendio de artículos 

  



208 

 







211 

Anexo V. Actividades adicionales durante el desarrollo de 

la tesis 

La investigación de esta tesis dio lugar a la publicación o aceptación para 

publicación de los siguientes artículos en revistas arbitradas internacionales: 

• Benchoam, D., Cuevasanta, E., Semelak, J.A., Mastrogiovanni, M., Estrin, 

D.A., Möller, M.N., Alvarez, B. (2023) Disulfides form persulfides at alkaline 

pH leading to potential overestimations in the cold cyanolysis method. Free 

Radic. Biol. Med., 207, 63–71.  

• Benchoam, D., Semelak, J.A., Cuevasanta, E., Mastrogiovanni, M., 

Grassano, J.S., Ferrer-Sueta, G., Zeida, A., Trujillo, M., Möller, M.N., Estrin, 

D.A., Alvarez, B. (2020) Acidity and nucleophilic reactivity of glutathione 

persulfide. J. Biol. Chem., 295, 15466–15481. Según Scopus, este artículo 

cuenta con 63 citas hasta la fecha. 

• Benchoam D., Cuevasanta E., Roman J.V., Banerjee R., Alvarez B. Acidity of 

persulfides and its modulation by the protein environments in sulfide 

quinone oxidoreductase and thiosulfate sulfurtransferase. Aceptado por J. 

Biol. Chem. en 2023 sujeto a revisiones menores.  

A lo largo de los años, los resultados de esta tesis fueron presentados en 

congresos nacionales e internacionales, se realizaron 3 presentaciones 

orales y 15 presentaciones en formato de póster. La Society for Redox 

Biology and Medicine reconoció el trabajo en dos oportunidades, otorgando 

el premio "SfRBM Trainee Award" en 2020 y 2021. 

En el marco de esta tesis, se realizó una pasantía de dos meses durante 

2022 en el laboratorio de la Dra. Banerjee de la Universidad de Michigan en 

Ann Arbor, Estados Unidos. Se obtuvo una beca PROLAB (Promoting 

Research Opportunities for Latin American Biochemists) de la American 

Society for Biochemistry and Molecular para financiar parte de la pasantía. 

En respuesta a un artículo publicado en 2019 por investigadores de las 

Universidades de Shandong y Washington State con resultados no 

confiables que se solapaban parcialmente con esta tesis, participé en un 

comentario que fue publicado en la misma revista que el artículo original:  

• Cuevasanta, E., Benchoam, D., Ferrer-Sueta, G., Zeida, A., Denicola, A., 

Alvarez, B., Möller, M.N. (2019) Commentary on “Using resonance 

synchronous spectroscopy to characterize the reactivity and electrophilicity 
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of biologically relevant sulfane sulfur”. Evidence that the methodology is 

inadequate because it only measures unspecific light scattering. Redox 

Biol., 26, 101281.  

Durante el desarrollo de esta tesis participé en la publicación de tres 

revisiones y dos capítulos de libro relacionados al tema de esta tesis: 

• Benchoam, D., Cuevasanta, E., Möller, M.N., Alvarez, B. (2019) Hydrogen 

sulfide and persulfides oxidation by biologically relevant oxidizing species. 

Antioxid. Basel Switz., 8. 

• Benchoam, D., Cuevasanta, E., Möller, M.N., Alvarez, B. (2020) Persulfides, 

at the crossroads between hydrogen sulfide and thiols. Essays Biochem., 

64, 155–168. 

• Cuevasanta, E., Benchoam, D., Semelak, J.A., Möller, M.N., Zeida, A., 

Trujillo, M., Alvarez, B., Estrin, D.A. (2022) Possible molecular basis of the 

biochemical effects of cysteine-derived persulfides. Front. Mol. Biosci., 9, 

975988. 

• Benchoam, D., Cuevasanta, E., Möller, M.N., Alvarez, B. (2022) Persulfides 

and their reactions in biological contexts. Capítulo en “Hydrogen Sulfide: 

Chemical Biology Basics, Detection Methods, Therapeutic Applications, and 

Case Studies”, John Wiley & Sons, Ltd, 49–76.  

• Cuevasanta, E., Benchoam, D., Möller, M.N., Carballal, S., Banerjee, R., 

Alvarez, B. (2022) Hydrogen Sulfide and Persulfides. Capítulo en “Redox 

chemistry and biology of thiols”, Elsevier, 451–486. 

En el transcurso de esta tesis, se obtuvo financiación y se ejecutó el 

siguiente proyecto: 

• Iniciación a la Investigación 2021, modalidad 1. Acidez y reactividad de 

persulfuros biológicos (abril de 2022 a setiembre 2023). Responsable: Lic. 

Dayana Benchoam. 

En paralelo, se publicó un artículo con los resultados obtenidos en el marco 

de mi tesina de grado: 

• Benchoam, D., Cuevasanta, E., Julió Plana, L., Capece, L., Banerjee, R., 

Alvarez, B. (2021) Heme-thiolate perturbation in cystathionine β-synthase 

by mercury compounds. ACS Omega, 6, 2192–2205. 

Se coorientó una tesina: 

• Tesina de grado de la Licenciatura en Bioquímica de la Bach. Janina Lenzi. 

Reacción del omeprazol y sulfuro de hidrógeno. Orientadora: Dra. Beatriz 

Alvarez, coorientadora: Lic. Dayana Benchoam. 
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Se realizaron tareas de gestión y cogobierno en PEDECIBA-Química: 

• Delegada suplente por el orden estudiantil del Consejo Científico del Área 

Química (febrero a diciembre de 2020). 

• Integrante del Comité Organizador y de la Comisión de Logística del Séptimo 

Encuentro Nacional de Química (ENAQUI 7) (noviembre de 2021). 

Entre 2018 y 2023, se realizaron tareas de actividad docente en el curso de 

grado y posgrado “Enzimología”, dictado en la Facultad de Ciencias, UdelaR. 
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