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1 Abreviaturas
APS
BME
CBS
CSE
DMSO
DTNB
GIADI
MST
NO*
PAPS
RSH
RSOH
RSR
RSSH
RSSR

TCEP

Adenosina 5’-fosfosulfato
B-mercaptoetanol

Cistationina B-sintasa

Cistationina y-liasa

Dimetilsulféxido

Acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
Arginina deiminasa giardial
3-Mercaptopiruvato azufretransferasa
Oxido nitrico
3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato
Tiol

Acido sulfénico

Tioéter

Persulfuro

Disulfuro

Tris(2-carboxietil)fosfina



2 Resumen

El omeprazol es un profarmaco que actua inhibiendo la bomba de protones (H*,K*-ATPasa) de
las células parietales del estémago. Quimicamente es un sulféxido. A pH acido produce un acido
sulfénico en equilibrio con una sulfenamida, cuya reaccién con un tiol (RSH) forma un disulfuro
mixto (RSSR') que, en presencia de reductor, decae a un tioéter (RSR). Considerando que el
sulfuro de hidrégeno (H.S/HS’) reacciona con los acidos sulfénicos formando persulfuros (RSSH),
se hipotetiza que la sulfenamida de omeprazol podria reaccionar con H,S y formar un derivado
persulfuro. Este Ultimo podria decaer a un disulfuro para finalmente producir el tiol 5-metoxi-2-
mercaptobencimidazol. Alternativamente, la reaccién del persulfuro con otra molécula de H,S
podria dar el tioéter. La reacciéon de omeprazol con exceso de H,S se estudié en amortiguador
citrato a pH 4.5 y 25 °C, mediante espectrofotometria UV-Vis. Se observé la aparicién de
turbiedad, que fue revertida por la adicidn del reductor tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) y que no
fue observada con omeprazol solo ni en presencia de B-mercaptoetanol, sugiriendo formacién
de polisulfuros y azufre elemental. Los productos del omeprazol y H,S fueron analizados por
HPLC de fase reversa, detectdndose un pico que también estaba presente en muestras de
omeprazol con reductor TCEP. Sin embargo, no se detectaron picos correspondientes al tiol 5-
metoxi-2-mercaptobencimidazol, seglin el estdndar. Los experimentos de espectrometria de
masas evidenciaron la formacion del tioéter, mientras que el método de ciandlisis fria demostré
la formacidn de compuestos con azufre sulfano (dtomo de azufre unido a dos atomos de azufre
0 a un atomo de azufre e hidrégeno ionizable). Si bien no es probable que estas reacciones
ocurran en contexto fisioldgico, los resultados demuestran que el omeprazol y el H,S reaccionan

produciendo el tioéter derivado del omeprazol, polisulfuros y azufre elemental.

Palabras clave: Sulfuro de hidrégeno, persulfuros, omeprazol, acido sulfénico.



3 Introduccion

3.1 Omeprazol

El omeprazol es un profarmaco utilizado en el tratamiento del reflujo gastroesofagico y la Ulcera
péptica. Actua suprimiendo la secrecién de acido en las células parietales del estémago al inhibir
a la enzima H*,K*-ATPasa, o bomba de protones. Inicialmente, las patologias relacionadas a la
acidez estomacal eran tratadas mediante el uso de antidcidos, que neutralizaban
momentdneamente la acidez, y quirdrgicamente, mediante reduccion gastrica y vagotomia.
Posteriormente, se desarrollaron farmacos antagonistas de histamina H,, que proporcionan una
inhibicion efectiva de la secrecidon de acido pero de corta duracidn. En la década de 1960, la
compaiiia Astra comenzd a desarrollar inhibidores especificos de la bomba de protones, y en
1988, lanzé el omeprazol al mercado en Europa con el nombre de Losec. Un afio mads tarde fue
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos y ha sido comercializado
a partir de 1990 en dicho pais con el nombre comercial Prilosec, siendo el omeprazol el primer
inhibidor de la bomba de protones utilizado clinicamente [1]. EIl omeprazol es una mezcla
racémica de dos isdmeros Opticos (enantidmeros con configuracion R y S) (Figura 1).
Posteriormente se supo que, si bien ambas configuraciones son igual de efectivas debido a que
se descomponen en su forma activa (sulfenamida) en medio acido, la biodisponibilidad del
isomero S (esomeprazol) es mayor, debido a que se metaboliza mas lento [2]. Este
descubrimiento llevé al lanzamiento de dicho isémero al mercado en el afio 2000 por la

compafia AstraZeneca, bajo el nombre de Nexium [1].
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Figura 1. Estructura del omeprazol. Estructuras de los isoémeros R (izquierda) y S (derecha)
del omeprazol.



Quimicamente, el omeprazol es un sulféxido (R.S=0) que en medio acido produce un acido
sulfénico (RSOH) en equilibrio con una sulfenamida (RSNR;). La sulfenamida es capaz de
reaccionar con los tioles (RSH) presentes en residuos de cisteina criticos de la bomba de
protones de las células parietales del estdmago, formando un disulfuro mixto (RSSR') que en
presencia de un exceso de tioles forma un tioéter (RSR). La modificacidn covalente de la enzima
por la formacidon del disulfuro mixto produce su inhibicién, mientras que en condiciones
normales, la enzima libera H* hacia el lumen del estémago manteniendo el pH acido [3]. Estas

reacciones se desarrollaran en las siguientes secciones.

3.1.1 Descomposicion del omeprazol a pH dcido

En 1989, investigadores suecos liderados por Arne Brandstrom pertenecientes a AB Hassle,
subsidiaria de Astra, publicaron seis articulos en serie en Acta Chemica Scandinavica que
sentaron las bases de la comprensién de la descomposicion del omeprazol a pH acido y su
reactividad con tioles [4-9]. La formacién de la sulfenamida a expensas de omeprazol a pH acido
se esquematiza en la Figura 2 e involucra la formacién de un intermediario spiro
dihidrobencimidazol, cuya formacién es el paso limitante de la velocidad de reaccidn, y

posteriormente de un acido sulfénico muy inestable. A pH neutro, el proceso es reversible. [4].
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Figura 2. Mecanismo de la descomposicién de omeprazol en medio acido y formacion del
acido sulfénico y sulfenamida derivados. Comienza con la protonacién del anillo
bencimidazol del omeprazol y el consecuente ataque nucleofilico del nitrégeno de la
piridina sobre el carbono 2 del anillo bencimidazol deficiente en electrones, para formar un
intermediario con un ion piridonio y un dihidrobencimidazol (intermediario spiro
dihidrobencimidazol). La aromatizacidon de dicha especie forma un acido sulfénico muy
inestable. Luego, el nitrégeno del bencimidazol ataca al 4&tomo de azufre produciendo la
sulfenamida. Figura adaptada de [4].

Las reacciones del omeprazol pueden seguirse por cambios en el espectro UV-Vis. El espectro
de absorbancia del omeprazol posee un maximo a 300 nm y un pico a 275 nm, mientras que la
sulfenamida correspondiente presenta picos a 271y 357 nm (Figura 3) [10]. La absorcion de la
sulfenamida a longitudes de onda mayores que el omeprazol se debe a la mayor conjugacién de

la molécula [7].
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Figura 3. Espectros de absorbancia UV-Vis de omeprazol y sus derivados. Espectros de
omeprazol (70 uM) preincubado durante 30 min en agua (linea continua) o en HCI 0.1 N
(Iinea discontinua). Espectro de la soluciéon de omeprazol en HCl inmediatamente después
de ser incubada con B-mercaptoetanol (BME, 70 uM) (linea punteada). Figura adaptada de
[10].

3.1.2 Reaccion de omeprazol con tioles de bajo peso molecular

La reaccién de descomposicidn del omeprazol en medio acido en presencia de tioles de bajo
peso molecular ha sido caracterizada utilizando el tiol B-mercaptoetanol (BME) [5]. Se trata de
un proceso irreversible en el cual se obtiene un disulfuro mixto que, en presencia de un exceso
de tioles, forma un nuevo disulfuro (RSSR) y un tioéter. Este Ultimo puede reaccionar
nuevamente con un tiol para formar otro tioéter (Figura 4) [4,7]. Particularmente, el disulfuro
mixto formado en la reaccidn de la sulfenamida con el tiol BME presenta un pico de absorbancia

relativamente ancho con un maximo a 285 nm (Figura 3) [10].
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Figura 4. Reaccion de omeprazol con tioles. En medio acido, la sulfenamida derivada del
omeprazol puede reaccionar con el tiol B-mercaptoetanol (BME), para formar un disulfuro
mixto que al reaccionar nuevamente con BME formara otro disulfuro y un tioéter, que
puede reaccionar con otra molécula de BME para formar un nuevo tioéter. Figura adaptada
de [7].

3.1.3 Secrecion de dcido clorhidrico en el estémago y su regulacion

El estdbmago humano se divide en tres regiones: cardias, cuerpo y antro (Figura 5). En el cuerpo
se encuentran las glandulas oxinticas, en las cuales estd presente la mayor parte de las células
secretoras de acido clorhidrico (HCI), denominadas células parietales u oxinticas [11,12]. El HCI
secretado por las células parietales hacia la luz gastrica es responsable del bajo pH que facilita
la digestidn de los alimentos, genera proteccidn frente a organismos patégenos y promueve la

absorcién de minerales como el fosfato de calcio y el hierro [11].
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Figura 5. Glandulas oxinticas del estdmago. lzquierda: Representacion de la anatomia del
estdmago humano, conformado por las regiones cuerpo, antro y cardias. Derecha:
Representacién de la glandula oxintica del cuerpo. Se divide en regiones denominadas
foveola, istmo, cuello y fondo. La foveola esta formada por células de superficie, mientras
que el istmo contiene células progenitoras. El cuello esta conformado por células parietales,
mucosas, D (secretoras de somatostatina), X (secretoras de grelina), EC (secretoras de
serotonina) y ECL (similares a enterocromafines, secretoras de histamina). El fondo contiene
células principales, secretoras de pepsindgeno [11,13]. Figura adaptada de [11].

La regulacidn de la produccién de acido en las células parietales estd mediada por receptores de
histamina (H,), de gastrina (CCK;) y muscarinicos de acetilcolina (Ms), que se encuentran
acoplados a proteina G (Figura 6) [11]. Los receptores CCK; y Mj; son activados por gastrina y
acetilcolina, respetivamente. Actuan mediante la activacion de la fosfolipasa C, que provoca la
liberacion de Ca? intracelular y la consecuente estimulacién de la liberacién de H* por la bomba
de protones [11,14]. Por otro lado, la secrecion de acido es activada por histamina, una amina
generada por la enzima histidina descarboxilasa que se encuentra en los mastocitos del cuerpo
gastricoy en las células similares a las enterocromafines, que generalmente se encuentran junto
a las células parietales [15]. La liberacidon de histamina es activada por gastrina a través del
receptor CCK3R, asi como también por el péptido activador de adenilato ciclasa neuronal
pituitaria (PACAP), mediante el receptor PAC;R [16]. Por otro lado, dicha secrecion es inhibida
por somatostatina y galanina, a través de los receptores SST, y Gals, respectivamente [17]. Los
receptores H; al unirse a histamina actian activando a la adenilato ciclasa, la cual aumenta la
concentracién de AMPc intracelular, que a su vez activa a la proteina quinasa dependiente de
AMPc (PKA), siendo esta ultima la responsable de potenciar la actividad de la bomba de protones

[18].
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Ademas, en las células parietales existen receptores inhibidores de la secrecién de acido, entre
ellos los receptores GLP-1R, NTS;, EGFR y los receptores acoplados a proteina G inhibitoria de la
adenilato ciclasa (IP, EP3, CRF; y SST,) [11]. La inhibicion de la enzima se encuentra mediada
ademas por oxido nitrico (NO®), a través de la enzima guanilato ciclasa soluble, que aumenta la

concentraciéon de GMPc [19].
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Figura 6. Regulacion de la secrecion de H* en las células parietales. Activacion de los
receptores estimulatorios muscarinicos de acetilcolina (Ms), de gastrina (CCK2) y de
histamina (H2) acoplados a proteina G (flechas verdes). Inhibicién mediada por éxido nitrico
(NO*) (linea roja), asi como la mediada por los receptores inhibidores GLP-1R, NTS2, EGFR y
acoplados a proteina G inhibitoria de la adenilato ciclasa (IP, EP3, CRF2 y SST2) (flechas
rojas). Figura adaptada de [11].

3.1.4 Bomba de protones (H*,K*-ATPasa)

La membrana plasmatica apical de la célula parietal se caracteriza por presentar una serie de
estructuras en forma de canales (canaliculos), que consisten en invaginaciones que se proyectan
desde la superficie hacia el interior celular conectados entre si. Cuando la célula se encuentra
en reposo, dichos canales estan revestidos por microvellosidades cortas y en el citoplasma

celular se localizan estructuras (tubulovesiculas) que contienen a la bomba de protones. Al
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activarse la secrecion acida, la célula sufre cambios morfoldgicos a partir de los cuales
presentard canaliculos expandidos con microvellosidades alargadas [20,21]. Dicho cambio
morfoldgico ocurre mediante la fusién de las tubulovesiculas con la membrana apical [22]. La
fusidn provoca que la bomba de protones que se encontraba en las tubulovesiculas se ubique

en los canaliculos expandidos (Figura 7) [11].

La bomba de protones pertenece a la familia de ATPasas tipo P,, junto a la Na*,K*-ATPasa. Se
caracterizan por catalizar el bombeo del cation H* o Na* hacia el exterior de la célula, mediante
su intercambio con el cation K* [23]. La bomba de protones es una proteina integral de
membrana que se encuentra en las células parietales del estémago y, en menor medida, en la
médula renal [11,21]. Es un heterodimero. Cuenta con una subunidad a catalitica formada por
diez segmentos transmembrana y un grupo de residuos carboxilicos intramembrana,
responsable de la secrecion de acido en la enzima activa. A su vez, la subunidad B consiste en un
segmento transmembrana cuyo extremo amino terminal se encuentra en el citoplasma,
mientras que el dominio extracelular contiene sitios de N-glicosilacion importantes para su

ensamblaje y maduracién [21].

El intercambio de cationes H* y K* ocurre a expensas de la hidrdlisis de ATP, provocando cambios
conformacionales en la bomba de protones que modifican los sitios de unidn a iones. La enzima
en su forma activa se ubica en las microvellosidades de los canaliculos secretores expandidos de

las células parietales del estdmago y cataliza el intercambio de iones K* por H* (Figura 7) [11].
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Figura 7. Ubicacion y ciclo catalitico de la bomba de protones. La enzima se localiza en las
tubulovesiculas de la célula parietal en reposo, mientras que en su forma activa se
encuentra en los canaliculos secretores expandidos. A su vez ocurrirdn cambios
conformacionales en la enzima, modificado su sitio de unidn a iones. La subunidad catalitica
de la enzima en su conformacion Ei1, unida a un H* hidratado (ion hidronio, H30%), es
fofosforilada por MgATP, provocando que el sitio de unién a iones que se encontraba
orientado hacia el citoplasma se altere exponiendo al H* hacia la regidn extracitoplasmatica,
lo que se conoce como conformacion E1P H3O*. Luego, la enzima adoptard la configuracion
E2P H30* en la cual el sitio de unién a iones se orienta hacia la luz gastrica, liberando al H* y
uniendo al ion K* (conformacion E2P K*). Posteriormente ocurre la desfosforilacién de la
subunidad catalitica, produciendo la conformacién E2 K*, que dara lugar a E1 K* al posicionar
al K* frente al citoplasma. La posterior union de MgATP provoca la liberacion de K* del sitio
de unidn a iones [11]. La transicidon de la configuracidon E2 a E1 ha sido estudiada en la
isoforma Na*,K*-ATPasa y se ha postulado como el paso limitante de la velocidad [24] .
Figura adaptada de [11].

3.1.5 Inhibicion de H*,K*-ATPasa

Inicialmente, el tratamiento de patologias asociadas a la acidez estomacal consistia en el uso de
antagonistas de los receptores de histamina H,, debido a su participacion en la activacion de la
produccién de acido a través de histamina. Sin embargo, la inhibicidn de la secrecién ejercida
por los antagonistas de H, presenta un efecto a corto plazo. Posteriormente se implementé el
uso de inhibidores de la bomba de protones, el mediador final de la secrecién de acido en las
células parietales [21]. Si bien existen inhibidores reversibles e irreversibles de la enzima, los
primeros aun no han sido aprobados para uso médico. Los inhibidores irreversibles que se han
desarrollado son el omeprazol, pantoprazol, lansoprazol y rabeprazol, y comparten la
caracteristica de ser piridinmetilsulfinilbencimidazoles sustituidos (Figura 8) [21,25]. La principal
ventaja de los inhibidores irreversibles radica en su capacidad de unirse a la enzima

covalentemente, pues forman enlaces disulfuro con el tiol de la cisteina 813 de la subunidad a
15



catalitica de la bomba de protones, manteniendo a la bomba en su configuracién E,. Por otro
lado, existen uniones adicionales a cisteinas expuestas a la luz, como la cisteina 892 que
interacciona con omeprazol [11,21,26]. Estos inhibidores presentan un grupo piridina cuyo
nitrégeno puede estar protonado confiriéndole carga a la molécula a pH acido, de esta manera
pueden ubicarse en el medio acido del canaliculo secretor de la célula parietal [25]. A pH acido
también puede ocurrir la protonacién del nitrégeno del bencimidazol, que aumenta la
reactividad nucleofilica del carbono adyacente y la formacion de la sulfenamida (Figura 2). La
sulfenamida es la especie que reacciona irreversiblemente con los tioles de los residuos de
cisteina de la bomba de protones formando disulfuros mixtos e inhibiendo la enzima, por esta

razon es la forma activa del farmaco [4].
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Figura 8. Inhibidores covalentes de la bomba de protones. Estructuras de omeprazol,
lansoprazol, pantoprazol y rabeprazol. Figura adaptada de [25].

La protonacion del nitrégeno del grupo piridina de la sulfenamida le confiere una carga positiva
que le impide atravesar las membranas de las células parietales y de otras células [4]. Por esta
razon, el omeprazol debe ingresar a la circulacién en su forma inactiva para que logre alcanzar
el canaliculo secretor de la célula parietal y una vez alli descomponerse para producir la
sulfenamida. Debido a esto y para de evitar que la sulfenamida reaccione con otros tioles, de
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modo que su reaccidn ocurra especificamente con la cisteina de la bomba de protones, el
profarmaco es administrado en forma de comprimidos con un recubrimiento gastrorresistente
que impide la activaciéon del omeprazol por el acido gastrico, logrando que sea absorbido en el
duodeno en su forma inactiva. A su vez, dicho recubrimiento debe disolverse a pH alcalino en el
duodeno [21,25]. La formulacién de las cdpsulas de Prilosec esta compuesta por celulosa,
hidrégeno fosfato disédico, hidroxipropilcelulosa, hipromelosa, lactosa, manitol y laurilsulfato
de sodio. Presentan ademas una cubierta de gelatina, didxido de titanio, éxido de hierro,
isopropanol, alcohol butilico, entre otros compuestos inactivos. Dichos datos fueron obtenidos

a partir de la ficha técnica reportada por la FDA.

Una vez que el omeprazol se absorbe en el duodeno, pasa de la sangre al citoplasma de la célula
parietal del estémago, posiblemente mediante difusién simple o facilitada. Si la célula estd
secretando acido, el omeprazol se protona y su forma cargada positivamente se acumula el
canaliculo secretor [21,25]. La vida media del omeprazol en plasma es de 1 hora, sin embargo,
la sulfenamida permanece en su sitio de accidn luego de la eliminaciéon del omeprazol del
compartimento sanguineo. Ademads, se ha demostrado que el efecto antisecretor de dicho
farmaco no se debe a su concentracién plasmatica, sino a su concentracién en el sitio de accién
[25,27]. Se ha demostrado que las dosis iguales o superiores a 20 mg del farmaco por dia son
suficientes para inhibir la secrecion de acido en la mayoria de los pacientes [28]. Se ha
evidenciado que la restauracion de la secrecion de acido ocurre a las 72 horas luego de finalizado
el tratamiento con omeprazol, independientemente de la duracidon del tratamiento.
Considerando ademas que la vida media de las células parietales es de 90 dias, se ha sugerido
que la recuperacion de la secrecién de acido se debe a la sintesis de novo de la enzima. Sin

embargo, esta inhibicién podria revertirse en presencia de tioles como BME y glutatién [25,27].

3.1.6 Farmacologia del omeprazol

El omeprazol es utilizado en el tratamiento de patologias vinculadas a la acidez estomacal, como
el reflujo gastroesofagico y la tlcera péptica. Esto se debe a que la supresién de la acidez facilita
la regeneracién de la mucosa fomentando la cicatrizacidn de la ulcera [29]. Por otro lado, una
de las causas de dicha patologia es la infeccidn por el patdgeno Helicobacter pylori [30]. Se trata
de una bacteria microaerofilica gramnegativa con distintos mecanismos de patogenicidad, como
la colonizacién de la mucosa y la expresion de factores de virulencia, que le permiten evadir los
mecanismos de defensa del hospedador. Un factor clave en la colonizacidn es la presencia de la

enzima ureasa en el microorganismo, que cataliza la produccién de didxido de carbono vy
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amoniaco a partir de urea, permiténdole neutralizar al medio acido mediante la formacidn de
NHs* y generar un ambiente apto para su supervivencia [31,32]. Diversos estudios han
evidenciado que el tratamiento con omeprazol u otros inhibidores de la bomba de protones, en
conjunto con el uso de dos antibidticos, mejora la eficacia de éstos para combatir la infeccidn
[33]. Se ha sugerido que dicho resultado puede deberse a un mejor efecto de amoxicilina en un
pH gastrico cercano a 7, asi como también a que el omeprazol inhibe a la enzima ureasa de

Helicobacter pylori, demostrado en estudios in vitro [34,35].

3.1.7 Usos no convencionales del omeprazol

El omeprazol ha sido objeto de estudio en el tratamiento de la giardiasis humana, junto al
rabeprazol (también inhibidor de la bomba de protones) y a otros farmacos desarrollados con
fines no giardicidas (sulbutiamina y aurotiomalato). La giardasis es una patologia que afecta al
sistema digestivo y es causada por Giardia lamblia, un protista carente del ciclo de Krebs y de la
fosforilacién oxidativa como mecanismos de obtencion de energia, aunque tiene las enzimas
necesarias para realizar glucdlisis fermentativa y la via de la arginina dihidrolasa [36]. La via de
la arginina dihidrolasa es una via de obtencién de energia en la que participan las enzimas
arginina deiminasa, ornitina transcarbamoilasa y carbamato quinasa, que se esquematiza en la

Figura 9 [37].
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Figura 9. Via de la arginina dihidrolasa. Es una via de obtencién de energia en la que
participan tres enzimas. La primera de ellas es la arginina deiminasa, que cataliza la
conversion de L-arginina a citrulina (1) y amonio. A partir de citrulina, la enzima ornitina
transcarbamoilasa cataliza la formacion de carbamoilfosfato (2) y ornitina (3). La otra
enzima involucrada es la carbamato quinasa, que utiliza carbamoil fosfato para fosforilar
ADP, produciendo ATP, amoniaco y bicarbonato o CO.. Figura tomada de [37].

La enzima giardial arginina deiminasa (GIADI) que participa en esta via no estd presente en
humanos, sin embargo, si existen en humanos enzimas denominadas peptidil arginina

deiminasas (PAD), que son dependientes de Ca% y catalizan la citrulinacién o deiminacién, una
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modificacién postraduccional en proteinas en la que los residuos de arginina se modifican a
citrulina [38]. Existe una isoforma de dicha enzima (PAD4) que cumple un importante rol en la

deiminacidn de histonas, regulando la transcripcidn del ADN a nivel de la cromatina [39].

Considerando que el omeprazol y el rabeprazol son capaces de reaccionar con tioles y dado que
la estructura de GIADI se encuentra enriquecida en residuos de cisteina, se evalud el efecto de
dichos farmacos sobre esta enzima, observandose una alteracién en la estructura y disminucion
de su actividad. Mediante el uso de omeprazol y rabeprazol, se logré una inhibicion eficiente de
GIADI que afectd la viabilidad de los trofozoitos. También se observd que el enquistamiento
(forma infectante y de resistencia ante condiciones de estrés ambiental) de los trofozoitos se
vio afectado ante el uso de rabeprazol, esto podria atribuirse al rol del amoniaco en la sintesis
de la pared de polisacdridos de los mismos y la disminuciéon de su concentracién al verse
afectada la actividad de GIADI, demostrando el potencial de dicho fdrmaco para su uso como

giardicida. Sin embargo, el efecto del omeprazol en la formacion de quistes no fue evaluado [36].
3.2 Sulfuro de hidrégeno

El sulfuro de hidrogeno (H.S) es un compuesto tdxico para numerosos organismos,
especialmente a altas concentraciones. Sin embargo, debido a que a bajas concentraciones
desempena un rol como molécula sefializadora en procesos bioldgicos y de citoproteccion,
recientemente ha crecido el interés en su estudio. A su vez, diversos trabajos sugieren un rol
protector frente a diversas patologias, principalmente en enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas, ya que se ha encontrado relacién entre estas y alteraciones en el

metabolismo de H,S [40,41].

3.2.1 Propiedades fisicoquimicas del H,S

El H,S es una molécula pequefia analoga a la molécula de agua. Se diferencia de ésta por su
angulo de enlace (92°), su poca polaridad y su incapacidad de formar enlaces de hidrégeno,
debido a que el azufre posee un electronegatividad menor a la del oxigeno. A 25 °Cy 1 atm, el
H,S presenta una solubilidad en agua de 102.8 mM y se encuentra en estado gaseoso, por lo que
su manipulacion implica tomar ciertas precauciones, como el uso de viales tapados [42,43]. El
H.S es un acido débil diproético, con valores de pK, de 6.98 (Ec. 1) y mayor a 17 (Ec. 2) [44]. Por
lotanto, aun pHde 7.4, el 72 % se encuentra en forma de HS y el 28 % en forma de H.S, mientras
que la concentracidn de S* es despreciable [43]. En este texto, H,S hace referencia a la mezcla

de H,S y HS en solucidn, a menos que se especifique lo contrario.
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H,S = HS + H* Ec. 1

HS = S% +H* Ec.2

El H,S presenta un coeficiente de permeabilidad a membranas de 3 cm s, el cual fue estimado
a partir del coeficiente de difusién de H,S en membranas, el coeficiente de particién Kr y el ancho
de la bicapa lipidica. Esto indica una baja resistencia de las membranas a la permeabilidad

intercelular, consistente con el rol de sefializacién que cumple la molécula [45].

3.2.2 Reactividad del H,S

En el H,S el azufre presenta un estado de oxidacidn -2, y es la forma mas reducida en la que
puede encontrarse. Sin embargo, el azufre puede oxidarse adoptando estados de oxidacion
desde -1 a +6 formando compuestos como sulfito (SOs%), tiosulfato (S;0s%), sulfato (SO4%),
polisulfuros inorganicos (HS,S, n = 1), azufre elemental (Sg), persulfuros (RSS/RSSH) vy

polisulfuros de alquilo (RSShSR y RSS,S’) [43].

El H.S, especificamente el HS, es capaz de reaccionar con electréfilos en reacciones de
sustitucién o adicién, mediante mecanismos similares a los tiolatos (RS’), para formar un nuevo
nucledfilo que puede volver a reaccionar con un electréfilo. A modo de ejemplo, la reaccion de
HS™ con un agente alquilante (R*) tendra como producto un tiol (Ec. 3), el cual es también un
nucledfilo y podra reaccionar con otro electrdéfilo (Ec. 4) [43]. Sin embargo, el HS™ presenta una

reactividad menor a la de los tiolatos [46].

HS +R* - RSH Ec.3

RS +R* - RSR Ec. 4

El HS no puede reaccionar con tioles debido a que ambos presentan el estado de oxidacién mas
reducido, pero puede reaccionar con productos de oxidacién de tioles, como disulfuros, acidos
sulfénicos y trisulfuros [46]. La reaccidon de HS™ con disulfuros es reversible, ocurre mediante un

mecanismo Sn2 y da lugar a la formacidn de persulfuros y tiolatos (Ec. 5). Por otro lado, su
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reaccién con 4acidos sulfénicos produce persulfuros e hidroxilo (HO", Ec. 6) [46]. En la reaccidn
de HS con trisulfuros (RSSSR) se forman dos persulfuros (Ec. 7), uno de ellos actuando como
grupo saliente [43]. Esta reaccion posee relevancia bioldgica debido a que tiene lugar en el ciclo
catalitico de la enzima humana sulfuro quinona éxidorreductasa, que estd presente en la
mitocondria y cataliza la oxidacidn de H.,S acoplada a la reduccidn de la coenzima Q. En el primer
paso del ciclo catalitico, el HS ataca nucleofilicamente a un trisulfuro de la enzima formado por

dos residuos de cisteina para formar un persulfuro en cada cisteina [47].

RSSR + HS” = RSSH + RS Ec.5
RSOH + HS” - RSSH + HO Ec. 6
RSSSR + HS™ < RSSH + RSS Ec. 7

El H,S también es capaz de reaccionar con centros metalicos presentes en proteinas. Un ejemplo
de esto es su interaccidon con el complejo hemo[Fe"] de las hemoproteinas férricas, donde se
reduce hemo obteniendo hemo[Fe"]-SH* [43]. Si bien se conoce que tanto la forma neutra (H,S)
como la ionizada (HS’) son capaces de unirse al hemo férrico, el entorno proteico dificulta el
acceso de HS™ al mismo [48]. Por otro lado, el H,S es capaz de reducir al grupo oxiferril [Fe'V=0]
para formar el grupo sulfhemo, como ocurre en las mieloperoxidasas, causando la inhibicion de
la actividad de dicha enzima [43]. Sin embargo, no se ha reportado evidencia de unién de H,S a
hemoproteinas en estado ferroso, en cambio, ocurre la interaccién con Fe?* presente en
compuestos inorganicos [43,49]. Adicionalmente, el H,S interacciona con proteinas que
contienen Zn%, lo que presenta relevancia bioldgica ya que puede interferir en la funcién de
factores de transcripcion y enzimas que presentan dedos de zinc en su estructura [43]. Ademas,
el H,S actiia como reductor de hemo y de centros metdlicos de cobre (Cua y Cus) presentes en
la enzima citocromo c oxidasa, y forma complejos con los mismos, provocando la inhibicién de

la respiracién celular [43,50].

3.2.3  Produccion enddégena de HS

La conversion de sulfato y sulfito a H.S es llevada a cabo por microorganismos anaerobios y
generalmente se encuentra acoplada a la oxidacién de H, o compuestos organicos. Este proceso

cumple un rol importante en los ciclos biogeoquimicos del azufre y del carbono [51,52].
21



Existen microorganismos capaces de reducir sulfato, azufre elemental, tiosulfato, entre otros,
produciendo H,S como producto de desecho, en un proceso denominado via disimilativa de
sulfato que permite obtener energia (Figura 10). El sulfato es utilizado como aceptor de
electrones en la respiracién anaerobia. Inicialmente, el sulfato participa junto al ATP en la
formacién de adenosina 5’-fosfosulfato (APS), catalizada por la enzima sulfato adenilil
transferasa. APS actla como aceptor de la cadena de transporte de electrones a través de la
enzima APS reductasa citosolica, para dar sulfito y AMP. Posteriormente, el sulfito es reducido

a H.S mediante sulfito reductasas [43,52].

Por otro lado, las plantas y bacterias reducen pequefias cantidades de sulfato mediante un
proceso que se conoce como via asimilativa de sulfato, necesaria para la sintesis de aminodcidos
azufrados (Figura 10). Al igual que la via disimilatoria de sulfato, requiere de la formacion de APS
mediante sulfato y ATP. En plantas, el APS es reducido por la enzima APS reductasa, utilizando
electrones provenientes del glutatién para formar sulfito, el cual es reducido a H,S mediante la
enzima sulfito reductasa, a expensas de NADPH. Por otro lado, en bacterias ocurre la formacion
de 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS) a partir de APS, siendo este el paso caracteristico de
esta via. El PAPS puede ser reducido posteriormente por NADH para formar sulfito, el cual puede

reducirse a H,S mediante NADPH [43,53].

Disimilativa Asimilativa
Reduccidn de sulfato
ATP PP, ATP PP, ATP ADP
8042- Li APS 8042- L_i APS &i PAPS
K 2e 2GSH ~| ~ NADPH
AMP GSSG + AMP A - NADP" + 3'-fosfo-AMP
PR
SOy 5042 S0.%
r 6e 3NADPH ~ ~ 3NADPH
3 NADP* = N 3 NADP*
H,S
H,S H,S
Reduccidon de azufre

S, + 2¢ H,S Plantas Procariotas

Desproporcién D . -z -
etoxificacion de cianuro
8,057 + Hy0 — SO,% + H,S

» Cys + CN° —— p-cianocalanina + H,S
Desulfuracién

Cys + H,0 — piruvato + NH,* + H,S

Figura 10. Vias de formacion de H.S. Se esquematizan las vias disimilativa y asimilativa de
reduccién de sulfato a HaS, asi como también la via de detoxificacién de cianuro. Figura
adaptada de [43].

22



La produccidn de H,S en sistemas biolégicos ocurre ademas mediante la reduccién de azufre
elemental (en bacterias y arqueas), por desproporcién (a partir de la transferencia de electrones
entre diferentes sustratos como el tiosulfato, para formar sulfato y H,S), mediante desulfuracion
de cisteina (liberacidon de formas reducidas del azufre presentes en residuos de cisteina) y
detoxificacidn de cianuro (presente en plantas, algunas bacterias, insectos y nematodos) (Figura
10) [43,54]. Por ejemplo, en C. elegans la via de detoxificacién de cianuro constituye un
mecanismo de desintoxicacion de amigdalina, un glucésido cianogénico presente en semillas de

manzana, durazno y cerezas [54].

En mamiferos, debido a su incapacidad de reducir sulfato u otros compuestos inorganicos, el
azufre es incorporado en la dieta en su forma reducida, a partir de los aminoacidos cisteina y
metionina. El H,S es sintetizado a partir de aminodcidos azufrados mediante tres enzimas, la 3-
mercaptopiruvato azufretransferasa (MST), cistationina B-sintasa (CBS) y cistationina y-liasa

(CSE) (Figura 11) [43].

La enzima CBS puede catalizar la reaccién de condensacién de L-cisteina y L-homocisteina,
dependiente de piridoxal 5’-fosfato para formar L-cistationina y H,S. A su vez, dicha enzima
puede catalizar la condensacion de dos residuos de cisteina, para formar lantionina y H,S, asi
como también cataliza la reaccién de sustitucién en B de cisteina por H,0, para formar serina 'y
H,S. La reacciéon candnica de dicha enzima involucra la condensaciéon de L-serina y L-

homocisteina, para producir L-cistationina y agua [43].

La enzima CSE, ademas de producir H,S a expensas de cisteina, es capaz de catalizar la reaccion
de a,y-eliminacidn de homocisteina para formar a-cetobutirato, NHs* y H,S. Ademas, cataliza la
sustitucion en y de homocisteina por otra molécula del mismo aminoacido, para producir
homolantionina y H,S. Esto se debe a que la CSE puede utilizar homocisteina como primer
sustrato, ademas de cisteina. La reaccion candnica de esta enzima consiste en la formacion de

cisteina, a-cetobutirato y NH4*, a partir de cistationina [43].

La enzima MST cataliza la formacién de H.S a partir de 3-mercaptopiruvato en dos pasos. En el
primer paso, el atomo de azufre del 3-mercaptopiruvato es transferido hacia la cisteina del sitio
activo de la enzima, formando piruvato y persulfuro de cisteina. En el segundo paso de la
reaccion, el azufre externo del persulfuro de cisteina formado en el sitio activo de MST, se
transfiere a un tiol, a partir del cual se formara un nuevo persulfuro, del cual podra producirse
H,S [43]. Corresponde mencionar que el 3-mercaptopiruvato se forma a partir de la

transaminacion de cisteina, mediante la enzima cisteina aminotransferasa [43,55].
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Figura 11. Vias de sintesis de H2S en mamiferos. Las vias detalladas en esta figura no
corresponden a la via mayoritaria del catabolismo de la cisteina en mamiferos. Se muestran
las enzimas cistationina B-sintasa (CBS) y cistationina-y-liasa (CSE), asi como enzimas con
actividad cisteina aminotransferasa (CAT) y 3-mercaptopiruvato azufretransferasa (MST).
En color rojo se representan las reacciones mayoritarias para la formacion de HzS para cada
enzima. Figura adaptada de [55].

3.2.4 Catabolismo

La detoxificacion de H,S ocurre mediante su oxidacion, siendo los productos finales tiosulfato y
sulfato. Este proceso tiene lugar en la mitocondria y en humanos ocurre en la mayoria de los
tejidos, principalmente en los epitelios respiratorio y gastrointestinal, debido a su exposicion al
H,S de origen bacteriano. El H,S es oxidado a glutatidn persulfuro (a expensas de glutation) o
tiosulfato (a expensas de sulfito) mediante la enzima sulfuro quinona éxidorreductasa. Los

electrones liberados en dicha oxidacion se transfieren al complejo Il de la cadena de transporte
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de electrones, mediante la ubiquinona, contribuyendo a la produccién de ATP. Posteriormente,
el glutation persulfuro es oxidado a sulfito por la enzima persulfuro dioxigenasa, y a su vez este
ultimo puede ser oxidado a sulfato mediante la enzima sulfito oxidasa, o puede convertirse en

tiosulfato por la rodanesa, siendo ambos productos excretados por la orina [56].

El proceso de metilacién del H.S ocurre en el citoplasma celular y también contribuye a su
eliminacion. Mediante la enzima tiol S-metiltransferasa, el H,S produce metanotiol y sulfuro de

dimetilo [56].

Una via de eliminacién alternativa ocurre mediante la reaccion con metaloproteinas, por
ejemplo, con la metahemoglobina de los glébulos rojos, para formar tiosulfato e
hidropolisulfuros. Este mecanismo cumple un importante rol en estas células debido a la
incapacidad de detoxificacion de H,S ante la ausencia de la via candnica de oxidacion

mitocondrial [57].

3.2.5 Persulfuros

Los persulfuros también participan en el transporte y metabolismo del azufre. Son
intermediarios en la oxidacién mitocondrial de H,S y en la sintesis de centros ferrosulfurados.

Ademas, se ha propuesto que podrian participar en los procesos de sefializacion de H,S [43].

Su formacion puede ocurrir mediante vias que dependen directamente de H,S, por ejemplo, en
las reacciones con derivados oxidados de tioles como disulfuros, acidos sulfénicos y trisulfuros
(RSSSR) (Ecs. 5-7). A su vez, el H,S puede participar de forma indirecta en la formacién de
persulfuros mediante la reaccién de productos de oxidacion (tiosulfato y polisulfuros) con
tiolatos. Por otro lado, existen vias de formacidon de persulfuros independientes de H,S que son
catalizadas por las enzimas CBS, CSE, cisteina desulfurasa y MST. La sintesis a través de las
enzimas cisteina desulfurasa y MST, ocurre a partir de cisteina y 3-mercaptopiruvato,
respectivamente. Por otro lado, CBS cataliza la formacién de persulfuros a partir de cistina y CSE
a partir de cistina u homocistina [43]. Sin embargo, debido a la baja concentracidn de cistina y
homocistina en el citosol, las reacciones catalizadas por CBS y CSE no parecen contribuir

significativamente a la sintesis de persulfuros in vivo [58].

Los persulfuros son especies acidas y en solucidn acuosa se encuentra la forma protonada (RSSH)
en equilibrio con la forma anidnica (RSS’). Su enlace SH es mas débil que el de los tioles de los
que derivan, lo cual los vuelve mas acidos (presentan valores de pK, mas bajos que los tioles)
[59]. Por otro lado, conservan la capacidad de los tioles de actuar como nucledfilos. Por ejemplo,
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su forma ionizada (RSS’) puede reaccionar con electréfilos como los disulfuros para formar
trisulfuro y tiolato (Figura 12) [59]. A diferencia del H,S vy los tioles, los persulfuros también
presentan un caracter electrofilico (Figura 12) [43,46]. Ambos dtomos de azufre pueden actuar
como centros electrofilicos. Cuando el azufre externo es atacado por un nucledfilo se produce
un tiolato (RS). A su vez, cuando el nucledfilo es un tiolato, ocurre una reaccion denominada
transpersulfuracion, y se forma un nuevo persulfuro a nivel del tiolato. Por otro lado, el ataque
nucleofilico al azufre interno de los persulfuros forma H,S. Cuando el nucledfilo es un tiolato,

también se forma un persulfuro [43].

Nu§H
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Figura 12. Reactividad de los persulfuros. Se esquematizan las reacciones de los persulfuros
en su forma protonada (RSSH) con nucledfilos (reacciones A-D) y en su forma ionizada (RSS)
con electrofilos (reacciones E-F). Figura tomada de [43].

3.2.6  Roles bioldgicos del H,S y de los persulfuros

Como se explicé previamente, el H,S es oxidado en la mitocondria para formar compuestos de
menor toxicidad como el tiosulfato y el sulfato. Al H,S se le ha adjudicado un rol de mediador de
funciones fisioldgicas. Sin embargo, a altas concentraciones es considerado tdxico, ya que puede
inhibir a la enzima citocromo c oxidasa (o complejo V) de la cadena de transporte de electrones

de la mitocondria [50,60].

El H,S tiene la capacidad de reaccionar con especies reactivas del oxigeno y especies reactivas
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del nitrégeno. Sin embargo, a pesar de que su capacidad de difundir a través de membranas le
confiere una ventaja frente a antioxidantes clasicos como el glutatién, su concentracion
fisiolégica es mucho menor, por esta razdén no es esperable que actie como antioxidante in vivo,

a través del atrapamiento directo de especies oxidantes [56,61].

Una de las maneras en que el H,S es capaz de ejercer efectos fisiolégicos es como precursor de
polisulfuros de hidrégeno (HS»S, n 2 1), los cuales estdn implicados en la regulacién de canales
idnicos, supresores de tumores y proteinas quinasas [62,63]. Los polisulfuros ademas tienen la
capacidad de persulfurar proteinas en sus cisteinas mediante una modificacion postraduccional
denominada persulfuracién [63]. Adicionalmente, la persulfuracién puede ocurrir a partir de
reacciones del H,S, aunque no por una reaccion directa con los tioles, sino que por la reaccion
con productos oxidados de los tioles como acidos sulfénicos o disulfuros (Ec 5y 6) [56,64]. La
persulfuracién de cisteinas proteicas criticas puede modificar su funcién. Por ejemplo, el
transporte de H,0, por acuaporina-8 es modulado por la persulfuracion de la cisteina 53. Cabe
destacar que la cisteina debe ser previamente oxidada a acido sulfénico o disulfuro para poder

reaccionar con el H,S [65].

A la persulfuracion se le ha atribuido un rol en ciertas patologias. A modo de ejemplo, se ha
estudiado la relacidn entre los niveles de HS y las enfermedades neurodegenerativas. Se ha
encontrado que en la enfermedad de Alzheimer, la formacién de fibras B-amiloides podria
afectar la produccién de H,S y glutatidn a partir de cisteina por las enzimas CBS y CSE, mediante
la inhibicién del transportador neuronal de cisteina, lo cual se relacionaria con el aumento del
estrés oxidativo y la neurodegeneracion, pero no se encontraron estudios que relacionen este
hecho con la persulfuracién [66]. En cambio, se ha demostrado el rol de la persulfuracién en la
enfermedad de Parkinson, asociado al mal plegamiento de la proteina a-sinucleina. Dichas
proteinas mal plegadas son eliminadas por la enzima parkina, encontrandose correlacién entre
la disminucién de la persulfuracién de parkinay la disminucién de la eliminacién de las proteinas

mencionadas [55,67,68].

3.2.7 ElH,Syelestéomago

Se ha propuesto que el H,S participa en la inhibicion de la secrecién de acido en las células
parietales. Como se menciond previamente, el H,S podria ser producido por las enzimas CBS y
CSE, ya que se expresan en la mucosa gastrica sana. Se ha demostrado que tanto la expresion

de dichas enzimas como la sintesis de H,S aumenta en la Ulcera gastrica, desempefiando un rol
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protector de la mucosa. También se demostré que este efecto protector del H.S es
independiente de la sintesis de NO®, sugiriendo que podria deberse a las propiedades
vasodilatadoras del H,S [11,69]. La vasodilatacién mediada por H,S puede ocurrir mediante el
mecanismo apertura de canales de K* y bloqueo de canales de Ca?*, asi como también es capaz
de inhibir la expresién de moléculas de adhesidén de leucocitos al endotelio, provocando un
aumento del flujo sanguineo hacia la mucosa gastrica y por lo tanto un mayor suministro de

oxigeno [70,71].

Por otro lado, también se ha demostrado un rol protector del H,S asociado a un efecto inhibidor
de la produccién de la citoquina proinflamatoria TNF-a, secretada por los macrdéfagos en la
Ulcera géstrica. Por esta razoén, el H,S podria asociarse a la disminucién del edema [71]. Ademas,
en trabajos previos se ha reportado que los macréfagos infectados por Helicobacter pylori
presentan una mayor expresion de la enzima CSE, permitiéndole evadir la respuesta inmune del
hospedador [72]. Por un lado, esto se debe a que CSE cataliza la sintesis de cistationina,
necesaria para la supervivencia del patégeno en el macréfago cuando es fagocitado por el
mismo. Por otro lado, dicha enzima provoca la desregulaciéon del metabolismo de las poliaminas,
contrarrestando la respuesta proinflamatoria de los macréfagos, asi como también aumenta la
metilacion de histonas especificas, provocando el silenciamiento de genes proinflamatorios

[72,73].

Como se menciond previamente, una de las causas de la Ulcera péptica es la infeccion por
Helicobacter pylori. Dicho patégeno coloniza la mucosa gdstrica, causando gastritis atrofica y
aumentando el riesgo de Ulcera péptica y cancer gastrico. Estudios realizados evaluaron la
produccién enddgena de H.S en células de cancer gastrico, la cual se veia incrementada por la
coinoculacion de Helicobacter pylori debido a un aumento en el metabolismo de la metionina,
aminodcido a partir del cual se produce H,S. Esto podria comprender un mecanismo de defensa
celular [74]. Ademads, se ha encontrado una correlacion entre pacientes infectados por
Helicobacter pylori y el desarrollo de halitosis, constatandose que dicho sintoma disminuye
mediante el tratamiento de la infeccidn con omeprazol y claritromicina [75]. La halitosis se
relaciona con la presencia de compuestos volatiles de azufre como el H,S y metil mercaptano,

gue pueden ser sintetizados por Helicobacter pylori a partir de metionina y/o cisteina [76].
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3.3 Hipétesis

Considerando que la sulfenamida derivada del omeprazol reacciona con tioles para formar
tioéteres [4,7], que el H.S es capaz de reaccionar con acidos sulfénicos para formar persulfuros
[46,77] y que la reactividad de los acidos sulfénicos es similar a la de las sulfenamidas [78,79],
se hipotetiza que la sulfenamida derivada del omeprazol podria reaccionar con H.S para generar
un persulfuro y luego decaer a un disulfuro (Figura 13). De ser asi, esta reaccion podria servir
como estrategia analitica para determinar la presencia de H,S en muestras bioquimicas. A su
vez, podria llegar a ocurrir en sistemas bioldgicos, especialmente en compartimientos acidos

expuestos a H,S, como es el caso de los lisosomas.
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Figura 13. Reaccion de omeprazol con tioles e hipotesis de reaccion de omeprazol con H2S. En medio
acido, el sulfoxido del omeprazol (A) forma un acido sulfénico (B) en equilibrio con una sulfenamida
(C). En presencia de tioles, la sulfenamida forma un disulfuro mixto (D), el cual reacciona nuevamente
con tioles para formar un tioéter (E). Se hipotetiza que en presencia de H2S la sulfenamida forma un
persulfuro (F), el cual decae a un disulfuro mixto (G), diferente al formado a partir de la reaccién con
tioles.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Avanzar en la comprensién de la quimica bioldgica del H,S.

4.2 Objetivos especificos

Evaluar si el omeprazol y el H,S reaccionan. En tal caso, determinar los productos de reaccién.
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5 Materiales y métodos

5.1 Soluciones

Las soluciones concentradas de omeprazol (2.5 mM, mezcla racémica de los isémeros Ry S,
Sigma-Aldrich) y de 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol (2.5 mM, Sigma-Aldrich) se prepararon
en dimetilsulféoxido (DMSO, AppliChem). Las soluciones de B-mercaptoetanol (BME, Sigma-
Aldrich) se prepararon en agua ultrapura. Las soluciones de acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico
(DTNB, 20 mM, AppliChem) se prepararon en etanol. Las soluciones de H.,S se prepararon en
viales a partir de cristales de Na,S-9H,0 (Carlo Erba) en los dias de los experimentos; los cristales
fueron lavados con agua destilada y posteriormente disueltos en agua ultrapura. Para manipular
las soluciones de HS, se utilizaron jeringas gas-tight (Hamilton). Para preparar el Reactivo de
Goldstein, se disolvio FeCls (Sigma-Aldrich) (52 o 140 mM) en HNO; (Dorwil) (14.5 o0 32.5 %,
respectivamente). Los reductores ditiotreitol (DTT, AppliChem) y tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP,
Sigma-Aldrich) se prepararon en agua destilada. A la solucién stock de TCEP se le afiadié NaOH
concentrado (0.4 M) con el fin de obtener un pH alcalino. Las soluciones stock de tiocianato de
potasio (KSCN, 40 mM, AppliChem) y cianuro de potasio (KCN, 0.5 M, Biopack) fueron

preparadas en agua ultrapura.

5.2 Caracterizacion de reacciones por espectrofotometria UV-Vis

5.2.1 Reacciones de omeprazol con H,S o BME a pH 4.5

La reaccidon de omeprazol (50 M) con H,S (18-500 uM) en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5,
Sigma-Aldrich) se evalué a 25 °C por espectrofotometria UV-Vis (Varian Cary 60) en el rango de
longitudes de onda de 240 a 500 nm, registrando espectros cada 1 min durante periodos de
tiempo entre 24 y 72 min. Dichas reacciones se llevaron a cabo en una cubeta tapada con septo.
Ademas, se siguid la variacion de los espectros de absorbancia luego de adicionar TCEP (1 mM).
Se realizaron controles con la concentracién de DMSO presente en los experimentos para

confirmar que no estuviera interfiriendo con los espectros de las especies de interés.

Andlogamente, se estudié la reaccién de omeprazol (50 uM) con BME (50 o 500 uM) vy la
descomposicion de omeprazol solo (50 uM) en el mismo amortiguador, a 25 °C. La concentracion
de cada solucién de BME se determind a partir de su reaccidon con un exceso de DTNB por la

medida de la absorbancia del producto (412 = 14150 M cm™ [80]). La reaccién con BME en
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exceso fue iniciada mediante el agregado de dicho reactivo, mientras que la reaccién con
concentraciones equimolares de omeprazol y BME fue iniciada con omeprazol para evitar su

descomposicidn en citrato en ausencia de BME.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa Origin 2017.

5.2.2 Estabilidad de la sulfenamida a pH 7.5

Se registraron espectros en el tiempo de la formacién de la sulfenamida a partir de la reaccién
de omeprazol (50 uM) con HCI (0.1 0 87 mM). Alternativamente, se puso a reaccionar omeprazol
(50 uM) con HCI (71 mM); a los 6 min se tomaron alicuotas de 140 pL para ser diluidas con 1260
pL de agua 0 1260 plL de amortiguador Tris (0.5 M, pH 7.5) y se registraron espectros UV-Vis en
el tiempo (Figura 14). Todos los experimentos fueron realizados a 25 °C. El HCI utilizado fue
titulado previamente en bureta para determinar su concentracion, se utilizd
tris(hidroximetil)aminometano (0.1 M) como agente valorante y azul de bromocresol como

indicador.
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Figura 14. Evaluacion de la formacion de la sulfenamida del omeprazol y su estabilidad a pH cercano
ala neutralidad. A) Se puso a reaccionar omeprazol (50 uM) en HCI 0.1 0 87 mM a 25 °Cy se registraron
espectros UV-Vis en el tiempo. B) Se puso a reaccionar omeprazol (50 uM) en HCl (71 mM) a 25 °C. A
los 6 min se tomaron alicuotas de 140 uL que fueron diluidas con 1260 pL de agua ultrapura o
amortiguador Tris (0.5 M, pH 7.5) y se registraron espectros UV-Vis en el tiempo.

5.3 HPLC

Para analizar los productos de las reacciones de omeprazol, se realizaron experimentos de HPLC
(Infinity, Agilent) utilizando una columna C18 de fase reversa (ZORBAX Eclipse Plus) y un detector
de absorbancia UV-Vis de rearreglo de diodos. Se analizaron muestras conteniendo 5-metoxi-2-
mercaptobencimidazol (50 uM), omeprazol (50 uM) u omeprazol (50 pM) con H,S (20, 50 o0 200
UM), preincubadas en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5, 25 °C) durante 14 min, excepto las
muestras de omeprazol solo y en presencia de H,S 50 uM que fueron incubadas durante 7 y 35
min, respectivamente. Adicionalmente, las reacciones de omeprazol con H,S fueron expuestas
a TCEP (4 mM) durante 4 min. Todas las muestras se diluyeron al medio en acetonitrilo (30 %)

con bicarbonato de amonio (100 mM). Se inyectaron 10 pL en el HPLC y se eluyeron con un
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gradiente de bicarbonato de amonio (100 mM):acetonitrilo (100 %) (70:30 de 0 a 4 min, pasaje
a 5:95 de 4 a 14 min, 5:95 de 14 a 16 min, retorno a 70:30 de 16 a 18 min, y 70:30 de 18 a 23

min) a un flujo de 0.8 mL min™. El procedimiento realizado es esquematizado en la Figura 15.

Muestra
(S — (S —
100 pL 10 puL
—_— —_—
Dilucion 1:2 Inyeccion
A itrilo (30 % T
@ “ton't:' °(30%) Analisis HPLC
Bicarbonato de amonio

(100 mMm)

Figura 15. Preparacién de muestras para el analisis mediante HPLC. Las muestras conteniendo 5-
metoxi-2-mercaptobencimidazol, omeprazol u omeprazol en presencia de H2S (20-200 uM),
preincubadas en citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C, fueron diluidas al medio en acetonitrilo (30 %) y
bicarbonato de amonio (100 mM). De dichas diluciones se tomaron alicuotas de 10 pL para su inyeccion
en el equipo de HPLC.

5.4 Espectrometria de masas

Se analizaron muestras de omeprazol (50 uM) solo o en presencia de H,S (9 o 50 uM)
preincubado 5 min (excepto en presencia de H,S 9 uM, preincubado 15 min), o BME (500 uM)
preincubado 12 min, en un amortiguador con acetato de amonio (50 mM, pH 4.5) a 25 °C. Las
muestras se diluyeron 1:50 en agua ultrapura y se analizaron por espectrometria de masas con
un equipo QTRAP4500 (ABSciex), con fuente de ionizacion de electrospray (ESI) y analizador
hibrido de triple cuadrupolo-trampa idnica lineal. Se realizé una infusidn directa de las muestras
al espectrémetro a un flujo de 5 uL min’, y el voltaje de la fuente y potencial de desagrupacién
se fijaron en 5,5 kV y 60 V, respectivamente. La identificacién de iones moleculares se realizé
mediante un espectro de masas empleando el primer cuadrupolo (Q1) en modo positivo a una
velocidad de escaneo de 200 Da/s. Los experimentos de fragmentacion fueron realizados
empleando el modo Product lon utilizando una energia de colisién de 30 V. Los resultados

obtenidos fueron analizados mediante el programa Analyst 1.6.2 (ABSciex).

5.5 Ciandlisis fria

Para evaluar la formacién de compuestos con azufre sulfano, se realizd el método de ciandlisis
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fria a distintas reacciones (Figura 16). Se analizaron muestras de omeprazol (50 o 250 uM)
preincubadas con H,S (0.5 o 1 mM, respectivamente) en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5)
durante 40 min a 25 °C. Se realizaron controles con omeprazol o H,S solos y se analizd la reaccion
de omeprazol (250 uM) con BME (1 mM) en las mismas condiciones. Adicionalmente, se

realizaron pruebas con un amortiguador de acetato de amonio (0.1 M, pH 4.5).

Las reacciones fueron detenidas por el agregado de KCN (50 mM, concentracidn final) y NH,OH
(0.75 % /., concentracion final) (Sigma-Aldrich). Luego de 45 min a temperatura ambiente, se
tomé una alicuota de 820 plL de cada muestra para ser mezclada con 20 pL de formaldehido (38
% Y/y) y 200 pL de Reactivo de Goldstein (FeCls 27 mM en HNOs 6.3 % o FeCl; 10 mM en HNO3
2.8 %, concentraciones finales). Las mezclas fueron analizadas por absorbancia UV-Vis entre 400
y 600 nm. Las absorbancias a 460 nm fueron intrapoladas en curvas de calibracion de SCN™ (0-
129 uM) realizadas con estandares de KSCN preparados los dias de los experimentos vy

sometidos al mismo tratamiento que las muestras.

Muestra
1048 pL

Se agrega 820 pL -
— . — — . - _

KCN 140 pL
NH,OH 112 pl

Medida de
40 min A5 mi absorbancia
min
Formaldehido 20 pL 400 a 600 nm

O O +

Reactivo de Goldstein
200 pL

Figura 16. Método de ciandlisis fria. Se puso a reaccionar omeprazol, H2S, omeprazol con H»S u
omeprazol con BME, en citrato (0.1 M, pH 4.5) o acetato de amonio (50 mM, pH 4.5), a 25 °Cy se incubd
durante 40 min. A dichas muestras se les agregé KCN (140 uL, 500 mM) y NH4OH (112 uL, 9.3 % V/\) y
se incubd durante 45 min. Se diluyeron alicuotas de dichas muestras en formaldehido (20 uL, 38 % ¥/v)
y Reactivo de Goldstein (200 uL) en una concentracion final de FeCls 27 mM y HNOs 6.3 % o FeCls 10
mM y HNOs 2.8 %. Luego se registraron espectros UV-Vis en el rango de 400 a 600 nm.
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6 Resultados y discusion

6.1 Cinética de la reaccién de omeprazol y H>S

6.1.1 Espectro de absorbancia UV-Vis de omeprazol en agua

Con el objetivo de conocer las caracteristicas del espectro del omeprazol se registraron
espectros UV-Vis de una solucion de omeprazol (50 uM) en agua, luego de 2 o 13 min de
incubacién. En dichos espectros se observdé un maximo de absorbancia a 301 nm y un maximo
relativo a 274 nm (Figura 17), al igual que en los espectros reportados para el omeprazol en
trabajos previos [10]. El espectro no varié con el tiempo, concluyendo que el omeprazol no se

descompone al pH del agua equilibrada en aire.

0.9
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Figura 17. Espectro UV-Vis de omeprazol en agua. Espectro de omeprazol (50 uM) en agua a 25 °C,
registrado luego de 2 (linea negra) o 13 min (linea verde) de incubacion; presentd un maximo de
absorbancia a 301 nm y un maximo relativo a 274 nm.

Se determind un coeficiente de extincidon molar de 13682 + 14 M* cm™ (promedio + desvio
estandar) para el omeprazol en agua usando 14 valores de absorbancia a 301 nm (registrados
cada 1 min, durante los primeros 13 min de incubacidn), las concentraciones determinadas por

masa y la Ley de Lambert-Beer (Ec. 8), donde ¢ es la absortividad molar, C la concentraciony b
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el camino éptico de 1 cm.

Abs=eCb Ec. 8

6.1.2 Descomposicion de omeprazol a pH dcido

Para evaluar la descomposicion del omeprazol a pH acido, se registraron espectros UV-Vis en el
tiempo de omeprazol (50 pM) en amortiguador citrato (100 mM, pH 4.5) a 25 °C, durante 41
min (Figura 18A). El primer espectro registrado coincidié con el espectro correspondiente al
omeprazol en agua. Luego de 41 min se observé un maximo a 287 nm y un aumento de
absorbancia a 350 nm, lo cual se asocié a la formacion de la sulfenamida [10]. Dada la ausencia
de puntos isosbésticos, se deduce que en estas condiciones los procesos de formaciéon vy
decaimiento parcial de la sulfenamida ocurren en varios pasos. Se asociaron constantes
exponenciales observadas (kobs) de 0.58 + 0.02 y 0.0676 * 0.0007 min?; determinadas por el
ajuste de una funcidn exponencial doble (Ec. 9) a los cursos temporales a 350 nm (Figura 18B).
Esto es coherente con trabajos previos que muestran que la formacion de sulfenamida a partir
de omeprazol ocurre en varios pasos reversibles y que la descomposicion del omeprazol en

solucidn acuosa, a pH 4cido y en ausencia de tioles, forma varios productos [4].

y = A, e Fobsy® 4 A, e Kobsz ¥ 4 constante Ec.9
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Figura 18. Descomposicion del omeprazol a pH acido. Se mezclé omeprazol (50 uM) con amortiguador
citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C. A) Espectros UV-Vis en el tiempo registrados cada 1 min, durante 41 min.
El espectro en negro representa el registrado inmediatamente luego de incubar. Presentaron picos de
absorbancia a 287 y 301 nm. B) Curso temporal a 350 nm. El trazo en rojo representa el ajuste de una
funcidn exponencial doble con constantes exponenciales observadas (kobs) de 0.58 + 0.02 y 0.0676 +
0.0007 min? y valores absolutos de amplitudes (A) de 0.0333 * 0.0007 y 0.1293 #* 0.0005,

respectivamente. Los valores corresponden a los pardmetros * el error del ajuste. C) Fragmento del
grafico A. No se observa la presencia de puntos isosbésticos.

6.1.3 Descomposicion del omeprazol en presencia de BME

Se estudio la descomposicion del omeprazol (50 uM) en presencia de BME en concentraciones
de exceso estequiométrico (500 uM), en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5) mediante
espectrofotometria UV-Vis. Luego de culminado el registro al cabo de 38 min, se observé un
maximo de absorbancia a 284 nm, puntos isosbésticos a 295 y 315 nm, y un aumento de la
absorbancia a 350 nm (Figura 19A). Estos resultados coinciden con trabajos previos donde se
determind el espectro UV-Vis de la reaccidn de omeprazol con BME [10]. Los puntos isosbésticos

indican que la reaccién ocurre sin acumulacién de intermediarios. Los cursos temporales a 284
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y 350 nm (Figura 19B) tuvieron un comportamiento exponencial. Se ajustaron funciones
exponenciales simples (Ec. 10) a los datos resultando en ko»s de 0.0455 + 0.0003 y 0.0465 +
0.0002 min’?, respectivamente. La similitud entre las kobs sugiere que la reaccién ocurrié en un
solo paso significativo del punto de vista cinético, de acuerdo con la presencia del punto

isosbéstico.

Asimismo, se registraron reacciones con concentraciones equimolares de omeprazol (50 uM) y
BME (50 uM) (Figura 20A). En este caso no se detecté con claridad la presencia de puntos
isobésticos, a diferencia de la reacciéon con exceso de BME. Se ajustaron funciones dobles
exponenciales a los cursos temporales a 286 y 350 nm (Figura 20B), obteniéndose kobs de 0.0503

+0.0002 y 0.0498 + 0.0003 min’!, respectivamente, para la fase mas lenta.

Los valores de kobs @ ambas concentraciones de BME coincidieron entre si y fueron ligeramente
menores al valor de la constante de descomposicién del omeprazol solo (0.0676 + 0.0007 min?)
(Figura 18), sugiriendo que el paso limitante de la reaccion de omeprazol y BME es la formacion

de la sulfenamida.

y = A e*obs X 4 constante Ec. 10
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Figura 19. Reaccion de omeprazol y BME en exceso. Se mezclé omeprazol 50 (uM) con BME (500 uM)
en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C, y se registraron espectros UV-Vis en el tiempo. A)
Espectros UV-Vis registrados cada 1 min, durante 38 min. B) Cursos temporales a 286 y 350 nm. A partir
del ajuste de una funcién exponencial al curso temporal a 284 nm se obtuvo una kobs de 0.0455 +0.0003
min"ty una amplitud de valor absoluto 0.1237 + 0.0003. Mediante el ajuste de una funcién exponencial
al curso temporal a 350 nm se obtuvo una kobs de 0.0465 + 0.0002 min y una amplitud de valor
absoluto 0.1663 + 0.0003. Los valores corresponden a los parametros * el error de los ajustes. C)
Fragmento del grafico A. Se observan puntos isosbésticos a 295 y 315 nm y picos de absorbancia a 284

y 300 nm.
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Figura 20. Reaccion de omeprazol y BME en concentraciones equimolares. Se mezclé omeprazol 50
(LM) con BME (50 uM) en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °Cy se registraron espectros UV-
Vis en el tiempo. A) Espectros UV-Vis registrados cada 1 min, durante 57 min. Presentaron picos de
absorbancia a 277, 286 y 300 nm. B) Cursos temporales a 286 y 350 nm. A partir del ajuste de una
funcidn doble exponencial al curso temporal a 286 nm se obtuvieron las constantes kobs= 1.6 + 0.3 y
kobs= 0.0503 + 0.0002 min'! con sus correspondientes amplitudes de valor absoluto 0.0124 + 0.0007 y
0.3068 + 0.0004. Mediante el ajuste de una funcidén doble exponencial al curso temporal a 350 nm se
obtuvieron las constantes kobs= 0.72 + 0.03 y kobs= 0.0498 + 0.0003 mint y amplitudes con valores
absolutos de 0.0267 + 0.0004 y 0.1843 + 0.0003. Los valores corresponden a los parametros + el error
del ajuste.

Dado que el disulfuro mixto resultante de la reacciéon de omeprazol con BME puede formar un
tioéter en presencia de un reductor (Figura 13) [10], se agregd un exceso del reductor TCEP a la
reaccién de omeprazol con BME en concentraciones equimolares y se registraron espectros UV-
Vis en el tiempo. Se observd una disminucidn de la absorbancia en todo el rango de longitudes
de onda en relacién al espectro obtenido en ausencia de reductor (Figura 21A), especialmente
a 286 y 350 nm, lo cual se evidencia en los cursos temporales obtenidos a dichas longitudes de
onda (Figura 21C). Corresponde mencionar que parte de la reaccidén con TCEP ocurrié en el
tiempo de mezclado. Al culminar el registro a los 16 min, el maximo se ubicd a 297 nm. Se ajusté
una funcion exponencial mas recta (Ec. 11) al curso temporal a 292 nm (Figura 21B) y se obtuvo
una constante de decaimiento de la mezcla de BME y omeprazol en presencia de TCEP (1 mM)

de 0.80 + 0.02 min™.

y=A @ Kobs X 4 pendiente x + constante Ec. 11
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Figura 21. Reduccion de los productos de reaccién de omeprazol y BME. Se puso a reaccionar omeprazol
(50 uM) y BME (50 uM) en citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C. A los 43 min se agregd TCEP (1 mM) y se
registraron espectros UV-Vis en el tiempo. A) Espectros UV-Vis registrados cada 1 min durante 16 min
luego de agregar TCEP (lineas continuas; la linea negra corresponde al primer espectro). La linea punteada
corresponde al espectro de la reaccidn antes de agregar TCEP. Presentaron picos de absorbancia a 286 y
292 nm. B) Curso temporal a 292 nm correspondiente a la reaccion en A. Del ajuste de una funcidn
exponencial més recta se obtuvo una constante kobs= 0.80 + 0.02 min! y su amplitud 0.0325 + 0.0004. Los
valores corresponden a los parametros + el error del ajuste. C) Cursos temporales a 286 y 350 nm a partir
de la reaccion A.

6.1.4 Estabilidad de la sulfenamida a pH cercano a la neutralidad

Con el objetivo de preformar la sulfenamida a pH acido para posteriormente evaluar su
reactividad a pH neutro, se determind la estabilidad de la sulfenamida a un pH cercano a la
neutralidad. La sulfenamida se preformo por incubacién de omeprazol (50 uM) en HCI (0.1 o 87
mM) y se registraron espectros UV-Vis en el tiempo (Figura 22A-B). El espectro obtenido para la
incubacién de omeprazol en HCl 0.1 mM inicialmente presenté picos a 278 y 301 nm,

consistentes con el espectro del omeprazol en agua (Figura 17). Luego de la incubacién se
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observaron picos a longitudes de onda cercanas y un aumento relativamente pequefio de la
absorbancia a 350 nm. Esto refleja que solo una parte del omeprazol se descompuso (Figura

22A). Por esta razon, se decidid incrementar la concentracién de HCI.

En los espectros correspondientes a la incubacidon de omeprazol en HCI 87 mM, se formaron
picos a 271y 356 nm, y se observé un punto isosbéstico a 319 nm, sugiriendo que la formacién
de sulfenamida por descomposicién del omeprazol en HCl relativamente concentrado se da en
una sola fase (Figura 22B). Al aumento de absorbancia a 350 nm se le ajusté una funcion
exponencial que resulté en una kobs de 0.267 + 0.001 min (Figura 22C). A su vez, a partir de los
10 min se observé un descenso lento en la absorbancia a 350 nm, que sugeria que la sulfenamida

estaba decayendo (Figura 22C).
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Figura 22. Formacion de la sulfenamida en HCl. Espectros de absorbancia de la descomposiciéon de omeprazol
(50 uM) en HCI A) 0.1 0 B) 87 mM, a 25 °C. Los espectros fueron registrados cada 1 min, durante 12 y 16 min,
respectivamente. La linea negra corresponde al primer espectro, presentd picos a 277 y 301 nm en la reaccion
A, y picos a 278 y 302 nm en la reaccidn B. El ultimo espectro determinado en la reaccidén B presentd picos a
271 y 356 nm. Presentaron un punto isosbéstico a 319 nm. C) Cursos temporales correspondientes a la
reaccién en B. A partir del ajuste de una funcién exponencial mas recta al curso temporal a 350 nm se obtuvo
una kobs de 0.267 + 0.001 mint y amplitud de 0.384 + 0.001. Los valores corresponden a los parametros = el
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error del ajuste.

De los espectros de formacion de sulfenamida (Figura 22B), la ley de Lambert-Beer (Ec. 8) y
asumiendo que se formd tanta sulfenamida como omeprazol habia inicialmente (50 uM), se

calculé una absortividad molar de 6545 M cm™ para la sulfenamida en HCl 87 mM.

Posteriormente, se preformd sulfenamida a partir de omeprazol (50 uM) incubado en HCI (71
mM) durante 13 min, y se incubaron en agua o en amortiguador Tris (0.5 M, pH 7.4), alicuotas
de la mezcla de reaccién que contenia sulfenamida preformada, registrandose los espectros de
absorbancia durante 7 y 12 min, respectivamente (Figura 23). Para la dilucion en agua se
observaron cambios menores, alcanzandose luego de 12 min un espectro con picos a 273, 292
y 352 nm (Figura 23A). En el caso de la dilucion en amortiguador a pH 7.4, el primer espectro
registrado mostrd ya un cambio notorio respecto a la sulfenamida en HCl 87 mM, obteniéndose
picos de absorbancia a 276 y 291 nm que no cambiaron en los siguientes 7 min (Figura 23B).
Estos resultados muestran que la sulfenamida decae rapidamente a pH 7.4. Por lo tanto, no
parece conveniente realizar un disefio experimental que implique la preformacidon de la
sulfenamida a pH acido para luego incubarla a pH cercano a la neutralidad en presencia de BME
o HS con el fin de estudiar las reacciones con éstos, pues la sulfenamida decae en presencia de
amortiguador. Estos resultados coinciden con los reportados en trabajos previos, donde se
determind que la sulfenamida se descompone a pH mayor a 4 y que la velocidad de

descomposicidn aumenta con el pH [4].
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Figura 23. Estabilidad de la sulfenamida a pH cercano a la neutralidad. Espectros de absorbancia
correspondientes a una alicuota de la sulfenamida preformada en HClI 71 mM, diluida en A) aguay en
B) amortiguador Tris (0.5 M, pH 7.4). Se registraron espectros cada 54 s durante 12 y 7 min,
respectivamente. Los espectros determinados para la reaccion A presentaron picos a 273, 292 y 350
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nm, mientras que para la reaccidn B presentaron picos a 276 y 291 nm.

6.1.5 Reaccidon de omeprazol con H,S

Para evaluar si el omeprazol reacciona con el H,S, se agregé omeprazol (50 uM) a soluciones de
H,S en exceso (rango de concentraciones de 73 a 500 uM) a pH 4.5, y se registraron espectros
de absorbancia UV-Vis en el tiempo (Figura 24A-E). Los resultados presentaron diferencias a los
observados para el decaimiento de omeprazol solo (Figura 18) y en presencia de BME (Figuras
19 y 20). A diferencia de esos casos, con H,S no se observé la formacidn de un pico en la zona
de 284-287 nm, sino alrededor de 298-300 nm. Ademas, no se observd con claridad la
disminucién de absorbancia en la regiéon 300-315 nm. En cambio, especialmente a las
concentraciones mayores de H.S, se observd un aumento de la absorbancia a todas las
longitudes de onda, incluso a 450-500 nm donde el omeprazol y sus derivados no absorben. Esto
indica la aparicién de turbiedad. Ademas, en presencia de H,S 500 uM, la absorbancia a 350 nm
no aumento en la forma exponencial simple que si se observé con BME 500 uM (Figuras 24E y
19B). A su vez, se descartd que el aumento de absorbancia en todo el rango de longitudes de
onda se debia a la solucidon de H;S, ya que un control con H,S 200 uM en las mismas condiciones
no absorbié a longitudes de onda mayores a 270 nm (Figura 24F), eliminandose la posibilidad
que hubiera impurezas o productos de oxidacidn en la solucion de HsS, que pudieran enturbiar

la mezcla.

La complejidad del proceso de reaccidén con exceso estequiométrico de H,S no permitié estudiar
las etapas separadamente, por lo tanto no se puede descartar que la reaccidn de H,S ocurra con

una especie diferente a la sulfenamida, como el acido sulfénico.
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Figura 24. Espectros UV-Vis de la reaccion de omeprazol y Hz2S en exceso. A-E) Se puso a reaccionar
omeprazol (50 uM) y un exceso de HzS (73 - 500 uM) en citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C, y se registraron
espectros UV-Vis en el tiempo cada 1 min, durante 24 min. Inserto de E: curso temporal a 350 nm. F)

Espectro UV-Vis de H2S (200 uM) en citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C.

Adicionalmente, se registraron espectros UV-Vis para la reaccion de omeprazol (50 uM) con

concentraciones subestequiométricas o equimolares de H,S (18-50 uM) (Figura 25). En estos
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casos no se observd la aparicién de turbiedad, lo cual sugiere que es necesario que reaccione
mas de un H,S con derivados del omeprazol para que aparezca. Los espectros de las reacciones
que contienen H,S en concentraciones subestequiométricas (Figura 25A-B) se asemejan a la
descomposicion de omeprazol solo a pH 4.5 o en presencia de BME. En cambio los espectros
obtenidos a partir de concentraciones equimolares de ambos reactivos (Figura 25C) difirieron
del espectro correspondiente a la descomposicion de omeprazol solo o en presencia de BME
(Figuras 18, 19y 20), ya que se observa una menor acumulacién de especies que absorben a 284
y 350 nm, las cuales podrian tratarse de la sulfenamida o el disulfuro mixto, producto de la
reaccion con BME (Figura 13, D). En el caso del curso temporal a 350 nm obtenido con 50 uM de
H,S, pudo ser ajustada una funcidn exponencial simple (Ec. 10). Se obtuvo una kops de 0.0490 +
0.0005 min. Este valor, similar a los obtenidos con omeprazol solo o BME, sugiere que la

formacion de sulfenamida también esta limitando la reaccidon con H,S.

Se puede especular que es de esperar que H,S al pH de trabajo pueda reaccionar mas
rapidamente que BME, ya que los pK, de dichas especies son 7 y 9.6, respectivamente, por lo
tanto hay una mayor proporcion de HS™ que de tiolato, las cuales corresponden a 0.32 y 0.01 %.
Sin embargo, el HS  es un peor nucledfilo que los tiolatos debido a que le falta el efecto inductivo
del grupo metileno presente en los tiolatos [46]. En este sentido, es de esperar que la nucelofilia
se correlacione con la basicidad y el HS” es menos basico que el tiolato de BME. Por otra parte,
es de esperar que la reaccidn con la sulfenamida revierta rapidamente, pues el HS  es un mejor

saliente que el tiolato del BME, debido a su menor pK..

En suma, de los resultados obtenidos hasta ahora, se deduce que existe reaccion entre la
sulfenamida derivada del omeprazol y H,S, que la reaccidn presenta diferencias con la de BME

y que aparece turbiedad cuando el H,S estd en exceso.
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A Omeprazol 50 uM + H,S 18 uM B Omeprazol 50 pM + H,S 37 uM

291300

250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
C Omeprazol 50 pM + H,S 50 uM
0.1254
0.8
0.100
0.6 1 E 0.0751
js(;’0050
%) <
Q
<€ 0.4+ 00257 -
0.000 T T T T T T T d
10 20 30 40 50 60 70 80
0.2 4 Tiempo (min)
0.0

250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)
Figura 25. Espectros UV-Vis de la reaccion de omeprazol y HzS subestequiométrico o equimolar. Se
puso a reaccionar omeprazol (50 uM) y HaS (18, 37 o 50 uM) en citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C, y se
registraron espectros UV-Vis en el tiempo cada 1 min, durante 72 min. Inserto de C: ajuste de una

funcién exponencial al curso temporal, del cual se obtuvo una constante kobs = 0.0490 + 0.0005 min*y
el valor absoluto de la amplitud de 0.1102 + 0.0004. Los valores corresponden a los parametros + el

error del ajuste.

La turbiedad que se generd en las reacciones de omeprazol con exceso de H,S (Figura 24) pudo
ser revertida ante un agregado de reductor (Figura 26). El agregado de TCEP llevé a un descenso
general en la absorbancia de la mezcla a todas las longitudes de onda, que se puso de manifiesto
especialmente en la zona de 350 y 274 nm. A su vez, los espectros obtenidos a partir de la
incubacién con TCEP presentaron picos de absorbancia a 300 y 274 nm, y no presentaron
absorbancia a 350 nm, lo cual sugiere que con TCEP se forma una especie que no presenta un

alto nivel de conjugacién, probablemente el tioéter (Figura 13, E).

En su conjunto, los resultados sugieren que la turbiedad podria deberse a la presencia de azufre
elemental (Sg). También sugieren la presencia de persulfuros y polisulfuros entre los productos

de reaccidn, considerando que se reducen por TCEP y absorben a 350 nm [81], pudiendo
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contribuir a la absorbancia en esa region.
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Figura 26. Reaccién de omeprazol y H2S en presencia de reductor. Se puso a reaccionar omeprazol (50
uM) con concentraciones variables de H»S (18-110 puM) en citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C.

Posteriormente dichas muestras fueron expuestas al reductor TCEP. Se registraron espectros UV-Vis
cada 1 min, durante 3-8 min.

A partir de los resultados obtenidos se establecid una nueva hipdtesis para la reaccion del
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omeprazol con HS, representada en la Figura 27. Se plantea que el persulfuro derivado del
omeprazol (F), ademds de formar el disulfuro (G), seria capaz de reaccionar con otra molécula
de HsS para liberar H,S; y formar el tioéter que se produce en la reaccidon de omeprazol con
tioles (E). El H,S; podria producir polisulfuros de mayor longitud de cadena y eventualmente
azufre elemental (Ss), consistente con la turbiedad observada y su desaparicion ante el agregado
de un reductor. Por otro lado, se plantea que el disulfuro (G) podria ser reducido en por H,S o
TCEP formando dos tioles (H-1). El tiol 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol (H) se encuentra
disponible comercialmente, permitiendo evaluar su formacién en las mezclas de omeprazol y

H,S con distintas técnicas, utilizandolo como estandar.
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Figura 27. Hipétesis de reaccion de omeprazol con H3S. Posibles reacciones de descomposicion del omeprazol a pH acido, en
presencia de tioles (superior) y en presencia de H.S (inferior). Debajo de cada especie se muestra la masa molecular.
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6.2 HPLC

Con la finalidad de caracterizar a los productos de la reaccidn de omeprazol con H.S, se
realizaron estudios de HPLC de fase reversa. A partir de un estandar de omeprazol (50 uM)
incubado en citrato (0.1 M, pH 4.5) durante 7 min a 25 °C, se determiné un tiempo de retencion
de 6.3 min para el omeprazol (Figura 28A). El espectro de absorbancia asociado al pico del
cromatograma es consistente con que sea omeprazol (Figura 28A, inserto). El agregado de un
exceso de TCEP al omeprazol resultd en la formacién de una especie con un tiempo de retencién
de 10.1 min (Figura 28B), cuyo espectro presentd un maximo que coincide con el del omeprazol
solo, sin embargo ambos espectros presentan maximos relativos a diferentes longitudes de
onda. Este resultado sugiere que el omeprazol, o mas especificamente la sulfenamida derivada,
es capaz de reaccionar con el TCEP. Respecto al producto formado, se presume que se trata del
tioéter derivado del omeprazol (Figura 27, E). En este sentido, los espectros de las especies con
tiempos de retencion de 6.3 y 10.1 min resultaron muy similares, compatible con las similitudes
estructurales entre el sulfoxido (A) y el tioéter (E) del omeprazol. Por su parte, el pico de 10.1
min no presenté absorbancia a 350 nm, lo cual permite descartar que se trate de la sulfenamida,
gue ademds se prevé que eluya antes que el omeprazol debido a la presencia de una carga en

el piridonio.

Por otra parte, se determind un tiempo de retencién de 2.9 min para el tiol 5-metoxi-2-
mercaptobencimidazol (50 uM, Figura 27, H) incubado en citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C (Figura
29).
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Figura 28. Descomposicion de omeprazol en citrato. A) Cromatogramas de HPLC de fase reversa de omeprazol (50 uM) en
amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5), incubado durante 7 min a 25 °C. B) Cromatograma de la mezcla anterior expuesta a TCEP (0.5
mM) durante 4 min. Se inyectaron diluciones en acetonitrilo (30 %) y bicarbonato de amonio (100 mM). Inserto: Espectros de los

picos a 6.3y 10.1 min.
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Figura 29. Cromatograma de 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol en citrato. Cromatograma de HPLC
de fase reversa de un estandar de tiol 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol (50 uM) en amortiguador
citrato (0.1 M, pH 4.5) a 25 °C. Se inyectd una dilucién en acetonitrilo (30 %) y bicarbonato de amonio
(35 mM). Inserto: espectro UV-Vis del pico a 2.9 min.

Luego, se registraron los cromatogramas de las mezclas de omeprazol con H,S a pH 4.5y 25 °C

para intentar determinar los productos de la reaccion. El cromatograma de una muestra con
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concentraciones equimolares de omeprazol y H,S, incubada durante 35 min, presentd el pico
correspondiente al omeprazol remanente (tiempo de retencién de 6.3 min) y otro pico con
tiempo de retencién de 10.1 min, tanto en ausencia (Figura 30A) como en presencia de TCEP
(Figura 30B). El pico de 10.1 min, que se observé también en mezclas de omeprazol y TCEP
(Figura 28A), se trata seguramente del tioéter derivado del omeprazol (Figura 27, E). Por otro
lado, de la comparaciéon de muestras incubadas con H,S durante periodos iguales (14 min), se
observé que el area del pico de 10.1 min aumenté tanto con la concentracion de H,S (Figuras
31Ay 32A), consistente con que el omeprazol y un exceso de H,S generen tioéter y H,S,, como
con el agregado de TCEP (Figuras 31B y 32B), consistente con la formacion de tioéter por la
reaccion de omeprazol y TCEP (Figura 28B) asi como con el aumento de H,S al reducir H,S,. Cabe
destacar que en la reaccidon de omeprazol con H,S (Figuras 30-32) no se evidencié la formacion

de 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol (tiempo de retencidn 2.9 min) (Figura 29).
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Figura 30. Reaccion de omeprazol y H2S en concentraciones equimolares. A) Cromatogramas de HPLC de omeprazol (50 uM) y
H2S (50 uM) preincubados en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5) durante 35 min a 25 °C. B) Cromatograma de la mezcla anterior
expuesta a TCEP 1 mM durante 4 min. Se inyectaron diluciones en acetonitrilo (30 %) y bicarbonato de amonio (100 mM). Inserto:
espectros de los picos a 6.3 y 10.1 min.
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Figura 31. Reaccidn de omeprazol y H,S en concentraciones subestequiométricas. A) Cromatogramas de HPLC de la
mezcla de omeprazol (50 uM) y H2S (20 puM) en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5), incubada durante 14 min a 25 °C. B)
Cromatograma de la mezcla anterior expuesta a TCEP (1 mM) durante 4 min. Se inyectaron diluciones en acetonitrilo (30 %) y
bicarbonato de amonio (100 mM). Inserto: Espectros de los picos a 6.3 y 10.1 min.
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Figura 32. Reaccion de omeprazol y H2S en exceso. A) Cromatogramas de HPLC de la mezcla de omeprazol (50 uM) y H»S (200
MM) en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5), incubadas durante 14 min a 25 °C. B) Cromatograma de la mezcla anterior expuesta
a TCEP (4 mM) durante 4 min. Se inyectaron diluciones en acetonitrilo (30 %) y bicarbonato de amonio (100 mM). Inserto:
Espectros de los picos a 6.3 y 10.1 min.

En su conjunto, los resultados de HPLC sugieren que la reaccion del omeprazol y H,S produce el

tioéter derivado (Figura 27, E).
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6.3 Espectrometria de masas

Para continuar con la caracterizacidén de los productos formados en la reaccion de omeprazol
con H5S, se realizaron experimentos de espectrometria de masas. En primer lugar, se analizé
una muestra de omeprazol en agua. Se observé una especie con una relacion masa/carga (m/z)
de 345.8 (Figura 33A), consistente con el derivado monocargado del omeprazol, el cual tiene
una masa molecular promedio de 345.42 Da y una monoisotépica de 345.11 Da. Ademas del
omeprazol, se detectaron especies con m/z de 157.0, 178.9, 238.4 y 333.1, que podrian ser
contaminantes del omeprazol. El patrén de fragmentacion (Figura 33B) sugirié que los iones
derivados mayoritarios se originan por ruptura de los enlaces entre el azufre y los carbonos que

lo flanquean, destacandose una especie con m/z de 198.1 que contendria el sulféxido original.

Posteriormente, se analizd una muestra de omeprazol preincubada a pH 4.5. Como
amortiguador se utilizd acetato de amonio (50 mM, pH 4.5), por ser mds adecuado para el
ensayo que el citrato debido a su volatilidad. En esta muestra se detecté al omeprazol (Figura
33C-D). Ademas, se detectaron especies con m/z de 156.9, 178.8, 238.6 y 332.2 que fueron
asignadas a contaminantes del omeprazol, ya que también se vieron en los espectros de
omeprazol en agua (Figura 33A) pero no en los espectros de los solventes, acetato de amonio y
agua (Figura 33K). No se observd un pico consistente con la sulfenamida, cuyo m/z esperado

seria de 328.41.

El espectro de masa de la reaccién de omeprazol y H,;S en concentraciones equimolares fue
analizado luego de 8 y 43 min de incubacién en acetato de amonio. A los 43 min se observé una
especie con m/z de 329.8 (Figura 33F), la cual no fue evidenciada a los 8 min de incubacién
(Figura 33E) y podria corresponder al tioéter (Figura 27, E), cuyo m/z esperado es de 330.4. El
espectro obtenido para la fragmentacién del ion con m/z = 329.8 coincide con la fragmentacion
esperada para el tioéter (Figura 33G); se destaca la presencia de un ion con m/z de 181.6, que
seria el equivalente a la especie con m/z 198.1 generada a partir del omeprazol, pero sin el
oxigeno. En los espectros de la reaccién de omeprazol y H,S (Figura 33E-F) no se evidencio la
formacién de 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol (m/z esperado de 181.2, Figura 27, H) ni del
persulfuro intermediario (m/z esperado de 362.5, Figura 27, F) ni del disulfuro (m/z esperado de
362.5, Figura 27, G). Se analizd6 una mezcla de omeprazol con concentraciones
subestequiométricas de H,S para favorecer esta via de reaccidén y obtener el persulfuro, el

disulfuro y el tiol, pero tampoco se observaron (Figura 33H,1).

También se analizd la reacciéon de omeprazol con un exceso de BME. Se obtuvo una especie con

m/z de 406.1 (Figura 33J) consistente con el disulfuro mixto (m/z esperado de 406.5, Figura 27,
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D). El tioéter (m/z 330.4) se observd en forma solo minoritaria, sugiriendo que la reduccidn del

disulfuro mixto por BME es lenta a pH acido.

Estos experimentos permitieron concluir que la reaccién de omeprazol (mas concretamente de
la sulfenamida del omeprazol) con H.S produce como producto mayoritario el tioéter (Figura 27,

E). En otras palabras, el H,S reduce el sulféxido del omeprazol al tioéter correspondiente.
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Figura 33. Analisis por espectrometria de masas. Espectros de masa de omeprazol 1 uM en agua (A) y patrén de fragmentacion del
omeprazol (m/z = 346 en A) (B). Espectros de masa de omeprazol 1 uM en agua, previamente incubado en acetato de amonio (pH 4.5,
25 °C) durante 5 (C) o 15 min (D). Espectros de masas de diluciones 1:50 en agua de reacciones en acetato de amonio de omeprazol (50
M) con H2S 50 uM a los 8 (E) o 43 min (F); con H2S 9 uM a los 7 (H) o 47 min (I) o con BME 500 uM a los 12 min (J). G) Patrén de
fragmentacion de la especie con m/z =330 en F. K) Espectros de masa de los solventes: agua y acetato de amonio.
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6.4 Ciandlisis fria

El método de ciandlisis fria es una técnica empleada para cuantificar azufre sulfano. Se define
como azufre sulfano a los atomos de azufre que se encuentran formando enlace con otros dos
atomos de azufre o con un azufre y un hidrégeno ionizable [82]. En la ciandlisis fria, las muestras
son incubadas con cianuro (CN°) a pH alcalino (entre 8.5 y 10) y temperatura ambiente para
formar tiocianato (SCN’) segun la Ec. 12 (con persulfuro como ejemplo de compuesto con azufre
sulfano). Posteriormente se agrega Reactivo de Goldstein a la muestra, que contiene iones
férricos (Fe*) a pH &cido. El tiocianato formado y los iones férrico reaccionan formando un
complejo  coloreado, Fe(SCN)* (Ec. 13), ~cuya formacidn puede seguirse
espectrofotométricamente a 460 nm. La cuantificacidon del complejo se realiza con una curva de

calibracidn utilizando estandares de tiocianato [82].

RSS +CN™ - RS™ + SCN° Ec. 12

SCN™ + Fe3* = Fe(SCN)** Ec. 13

Algunas moléculas con azufre sulfano son el azufre elemental (Sg), los persulfuros (RSSH), como
en el caso de la especie F del esquema de reacciones (Figura 27), y los per/polisulfuros
inorgdnicos, H,S, (n 2 2). Las especies que dan resultados positivos con la ciandlisis fria son los
persulfuros, polisulfuros, tiosulfonatos de arilo y politionatos, mientras que los tiosulfonatos,
tiosulfatos y tritionatos de alquilo reaccionan muy lentamente, por lo cual dan resultados
positivos con la ciandlisis caliente (incubacion con cianuro en bafo de agua en ebullicién) o en
presencia de catalizadores [82]. Adicionalmente, se ha reportado que el azufre elemental puede

ser detectado mediante ciandlisis [83].

Con el fin de evaluar la hipdtesis de que la reaccién de omeprazol y H,S forma polisulfuros y
azufre elemental, los productos se analizaron por el método de ciandlisis fria. Se analizd una
reaccion de omeprazol (50 uM) con H,S (500 uM) en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5)
incubada durante 40 min a 25 °C por duplicado. Se realizaron controles de omeprazol y de H,S
solos en las mismas condiciones. Las muestras fueron expuestas a una concentracién final de
FeCl; 27 mM y HNO3 6.3 % y se registraron sus espectros de absorbancia (Figura 34A,B). Una de
las mezclas de reaccidon formd 129.5 uM de azufre sulfano, calculado a partir de una curva de
calibracién de tiocianato realizada el dia del experimento en las mismas condiciones (Figura

34C,D). La otra mezcla de reaccidn formé azufre sulfano pero no presentd diferencias
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Abs

significativas en comparacién con los controles de omeprazol solo (probablemente debido a

errores de manipulacién), que formaron aparentemente 36 + 6 uM (promedio % dispersién)

(Figura 34B). Por otro lado, no se detectd azufre sulfano en los controles de H,S (Figura 34B),

dando la pauta de que los stocks utilizados no tenian polisulfuros contaminantes. A partir de la

curva de calibracién se determind que el valor de la pendiente es (377 + 5) x 10! M cm™?

(pendiente * error del ajuste) (Figura 34D).
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Figura 34. Determinacion de azufre sulfano por el método de la ciandlisis fria en las mezclas de reacciéon de omeprazol
y HaS. A) Espectros de absorbancia de las mezclas correspondientes a omeprazol solo (50 uM), HzS solo (500 uM) u
omeprazol (50 uM) con HzS (500 uM) en amortiguador citrato (0.1 M, pH 4.5) o amortiguador solo, preincubados a 25 °C
durante 40 min. Las muestras se realizaron por duplicado. B) Absorbancias a 460 nm obtenidas para cada muestra. C)
Espectros de absorbancia de estandares de tiocianato. D) Curva de calibracién de tiocianato, pendiente = (377 + 5) x 10?
M21cm?, ordenada en el origen = 0.039 + 0.004 (pardmetros * error del ajuste).
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Para favorecer la formacién del complejo Fe(SCN)%, se realizaron ensayos de ciandlisis fria
utilizando mayores concentraciones de omeprazol (0.25 mM) y de H,S (1.0 mM). A su vez, se
compararon diferentes amortiguadores (citrato y acetato de amonio 0.1 M) a pH 4.5, para
descartar interferencias del citrato con el hierro férrico que estuvieran afectando la absorbancia
a 460 nm. Los resultados sugieren que se forma azufre sulfano en la reaccién de omeprazol y
H.S, pues la absorbancia a 460 nm es mayor que la del control de omeprazol solo (Figura 35).
Ademads, se observé una mayor absorbancia en la reaccién en citrato en comparacién a la
reaccién en acetato de amonio entre 400 y 475 nm, posiblemente debido a la formacién de un
complejo entre citrato y los iones Fe*. Considerando que los experimentos de
espectrofotometria y HPLC se realizaron en citrato y que su interferencia en la absorbancia a

460 nm fue muy pequeiia, se decidid continuar utilizando citrato como amortiguador de la

reaccion.
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Figura 35. Evaluacion de posibles interferencias de los amortiguadores citrato y acetato de amonio en el método de
ciandlsis fria. A) Ciandlisis fria a una reaccién de omeprazol 0.25 mM y H2S 1.0 mM en amortiguador citrato o acetato
de amonio (0.1 M, pH 4.5) preincubados a 25 °C durante 40 min (o 50 min en el caso del espectro en rojo). Las muestras
fueron expuestas a FeCls 10 mM y HNOs 2.8 % (o FeCls 27 mM y HNOs 6.3 % en el caso del espectro en rojo). B)
Absorbancias a 460 nm obtenidas para cada muestra de A.

El experimento de ciandlisis fria se repitié por triplicado utilizando 0.25 mM de omeprazol con
1 mM de H,S y los controles correspondientes. En este ensayo, las muestras fueron expuestas a
una concentracion final de FeCls 10 mM y HNO; 2.8 % (Figura 36A,B).
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Las muestras de omeprazol y H,S formaron 206 + 14 uM (promedio * desvio estandar, n = 3) de
azufre sulfano, determinado a partir de la curva de calibracion realizada el mismo dia del
experimento y en las mismas condiciones. Se concluye que la reaccién de omeprazol y H,S forma
compuestos con azufre sulfano, a diferencia de lo observado para la reaccion de omeprazol y
BME, asi como en los controles de H,S (Figura 36B). Por otro lado, en los controles de omeprazol
se detectdé absorbancia a 460 nm que podria corresponder a azufre sulfano, aunque en una
concentracién de 87.4 + 0.9 uM, significativamente menor que la obtenida para las reacciones
de omeprazol y H,S. La formacidn de azufre sulfano por omeprazol solo podria deberse a que, a
pH 4cido, se descompone formando una gran cantidad de productos entre los que alguno podria

contener azufre sulfano [4].

A partir de la curva de calibracion de tiocianato (Figura 36C,D), se determind el valor de
pendiente de (220 + 7) x 10 M cm™ (pendiente * error del ajuste) para el complejo Fe(SCN)?*.
Este valor difiere del obtenido con la curva de calibracién del experimento anterior, el cual fue
de (377 £ 5) x 10 Mt cm™® (pendiente + error del ajuste), (Figura 34D), lo cual puede deberse a
que el complejo Fe(SCN)** es débil, ya que posee una constante de equilibrio de formacién (Keq)
de 708 a 25 °C [84]. Ademads, se ha reportado que posee una baja absortividad y que su
formacién puede verse afectada por la presencia de cloruro y por las condiciones en que fueron
preparadas las muestras [81]. Por lo tanto, los valores de absortividad molar obtenidos en ambas
curvas de calibracidon no son comparables, pues fueron elaboradas distinto dia y con diferentes

concentraciones de Reactivo de Goldstein.
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Figura 36. Determinacion de azufre sulfano por el método de la ciandlisis fria en las mezclas de reaccion de
omeprazol y H2S. A) Espectros de absorbancia representativos de omeprazol solo (0.25 mM), H2S solo (1 mM),
omeprazol (0.25 mM) con H2S (1 mM) u omeprazol (0.25 mM) con BME (1 mM), en amortiguador citrato (0.1 M, pH
4.5) o amortiguador solo, preincubados a 25 °C durante 40 min. B) Absorbancias a 460 nm obtenidas para cada
muestra de A. C) Espectros de absorbancia de estandares de tiocianato. D) Curva de calibracién de tiocianato,
pendiente = (220 + 7) x 10 My ordenada en el origen 0.102 + 0.004 (pardmetros * error del ajuste).

Los resultados de ciandlisis fria proveen evidencia para la formacion de azufre sulfano en la
reaccion de omeprazol con concentraciones altas de H.S. Esto sugiere que se genera azufre
elemental y/o polisulfuros. A su vez, la formacion de azufre elemental a partir de los polisulfuros

explicaria la aparicion de turbiedad en los espectros UV-Vis (Figura 24).
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7 Conclusiones

En este trabajo se demostrd que el omeprazol y el H.S reaccionan a pH acido. La hipédtesis
propuesta inicialmente planteaba la formacién de un disulfuro como producto de reaccién
(Figura 13, G) y de un persulfuro (Figura 13, F) intermediario. Si bien no fue posible evidenciar la
formacién de dichas especies, los ensayos de HPLC y espectrometria de masas demostraron que
la reacciéon produce el tioéter derivado del omeprazol (Figura 13, E). Esta especie también puede
ser generada por la reaccidn del omeprazol con tioles y otros reductores como TCEP. Con
experimentos de ciandlisis fria, se evidencidé asimismo la formacién de compuestos con azufre
sulfano, sugiriendo la formacién de azufre elemental y/o polisulfuros. Los resultados en su
conjunto apoyan la segunda hipétesis planteada (Figura 27), que sugiere que el omeprazol, mas
precisamente la sulfenamida derivada, reacciona con el H,S generando un persulfuro y que éste
reacciona con una segunda molécula de H,S para formar el tioéter y H,S,, el cual puede dar
origen a otros polisulfuros y azufre elemental. La reaccién entre el omeprazol y el H,S es
compleja, siendo poco probable que presente relevancia biolégica o que pueda ser utilizada
como método de deteccién de H.S, ya que ocurre en una escala de tiempo de minutos, requiere
concentraciones de H,S mayores que las fisioldgicas y genera un producto que también puede
formarse con otros reductores. En resumen, se concluye que el H,;S es capaz de reducir a la
forma sulféxido del omeprazol a la forma tioéter, oxidandose a especies con azufre sulfano como

polisulfuros y azufre elemental.
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