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RESUMEN

La cistationina B-sintasa es una enzima clave en el metabolismo de
aminoacidos azufrados, en la via de transulfuracion inversa que lleva de
metionina a cisteina. Las alteraciones en esta enzima llevan a un
aumento de las concentraciones plasmaticas de uno de sus sustratos,
la homocisteina, lo cual esta fuertemente relacionado a danos
vasculares y neurologicos. La cistationina [-sintasa posee un grupo
hemo de funcion desconocida. El valor del potencial de reduccion del
grupo hemo, si bien es relativamente bajo (-0,291 V), sugiere que podria
reducirse in vivo. Al reducirse, el hierro hémico es capaz de unir
ligandos como *NO y CO y de reaccionar rapidamente con el oxigeno
formando radical superoxido. Ahondar en esta cuestion resulta
relevante para comprender la funcion del hemo en la enzima.

En la presente tesina se caracterizo la reduccion del grupo hemo de
la CBS por el ditionito de sodio. La cinética resultéo de orden un medio
con respecto al mismo, reflejando que la especie reductora es el
producto de su homolisis SO>*~ formado en un equilibrio rapido. Este
reacciona con la CBS con una constante de (1,13 £ 0,03) x 107 M-! s-1
(pH 7,4, 25°C). Por otra parte se estudio la posible reduccion biologica
del grupo hemo de la CBS mediante distintas aproximaciones
experimentales. Se utilizaron como posibles sistemas reductores
fracciones subcelulares de higado de rata y flavoproteinas purificadas.
Los resultados indicaron que en nuestras condiciones de reacciéon no es
posible detectar la reduccion del hemo de la CBS, monitoreado por los

cambios en los espectros UV-visible y por el consumo de oxigeno.
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INTRODUCCION

1. METABOLISMO DE AMINOACIDOS AZUFRADOS

El azufre forma parte de distintas biomoléculas. Es constituyente
de las proteinas, de vitaminas como la biotina, de distintas enzimas y de
coenzimas como por ejemplo la coenzima A. Participa en procesos de
oxidacion y reduccion de las células a través, entre otros, del glutation
(GSH), interviene en la estructura terciaria de las proteinas y
ultimamente, se han propuesto distintos roles fisiologicos para el sulfuro

de hidrogeno como neuromodulador [1] y vasodilatador [2].

El azufre es componente de dos aminoacidos constituyentes de
proteinas llamados aminoacidos azufrados, cisteina y metionina. En
mamiferos, estan relacionados metabélicamente por la via unidireccional
de la transulfuracion inversa (Figuras 1 y 2). Esta via produce cisteina a
partir de intermediarios de la via de transmetilacion que procesa a la

metionina.

Ambos aminoacidos son consumidos diariamente como
componentes de las proteinas de nuestra dieta. El requerimiento diario
de metionina y cisteina es de 15 mg kg! dia! en adultos [3]. Los
aminoacidos, luego de la digestion, entran en el plasma y circulan como
aminoacidos libres o disulfuros antes de que sean incorporados por los
tejidos. El higado capta la mayor parte de aminoacidos azufrados desde la
circulacion portal (enterohepatica) y los utiliza para la sintesis de
proteinas y GSH, o para el catabolismo a taurina y sulfato. La absorcion
de los productos de digestion de las proteinas es muy eficiente (95%-99%)

[4, 5].

La reabsorcion en el rinon, a nivel del tabulo proximal, es
normalmente muy alta (294%) y la pérdida de ambos aminoacidos en la
orina es indetectable. La informacion reportada de excrecion urinaria de

metionina es de 22-41 pmol por dia y de cisteina es de 63-285 umol por



dia [3]. La principal forma de excrecion del azufre es como sulfato libre
(77%-92%), lo siguen en menor proporcion ésteres de sulfato (7%-9%), y

taurina (2%-6%) [6-8].
1.1 Vias metabolicas

La metionina es considerada un aminoacido esencial dado que los
mamiferos no pueden sintetizarla de novo, mientras que la cisteina es
considerada semiesencial, ya que su sintesis depende de la presencia de

metionina en la dieta.

En humanos, el metabolismo de la metionina comienza con el
ataque nucleofilico del atomo de azufre de la metionina al carbono 5™ de la
porcion ribosa del ATP por accion de la metionina adenosil-transferasa
(Figura 1). Se libera trifosfato que se escinde a Pi y PPi en la enzima,
posteriormente, el PPi es escindido por la pirofosfato inorganico hidrolasa,
de modo que en esta reaccion se rompen tres enlaces, entre ellos dos de
alta energia. El producto de esta reaccion, la S-adenosilmetionina
(AdoMet o SAM), es el principal dador de grupo metilo del organismo y
participa en maultiples reacciones de metilacion. Es esencial para la
biosintesis de varios componentes celulares incluyendo -creatina,

epinefrina, carnitina, fosfolipidos, proteinas, ADN y ARN [9].

Como producto secundario de las metilaciones se forma
S-adenosilhomocisteina (AdoHcy o SAH) que se hidroliza con la ayuda de
la adenosilhomocisteinasa, dando adenosina y homocisteina (Hcy). La
adenosina es removida por la adenosina deaminasa o por la adenosina
quinasa. La metionina se regenera por transferencia de un grupo metilo a
la homocisteina y la metionina se reconvierte nuevamente en AdoHcy
para completar un ciclo de transmetilacion y remetilacion o ciclo de la

metionina.
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Figura 1: Ciclo de la metionina. La metionina es utilizada para sintetizar el agente
metilante AdoMet y puede ser regenerada por metilacion del grupo tiol de la

homocisteina.

Hay dos metiltransferasas involucradas en el reciclaje de
homocisteina a  metionina: la  metionina sintasa y la
betaina-homocisteina metiltransferasa. La primera, distribuida
ampliamente en los tejidos de mamiferos, tiene como cofactor esencial
metilcobalamina, derivada de la vitamina B12. El metilo deriva del
No5-metil-tetrahidrofolato [10]. E1 N5-metil-tetrahidrofolato es sintetizado
en el ciclo del folato. El ultimo paso de su sintesis, la reduccion
irreversible del N5!0-metilen-tetrahidrofolato catalizado por la
flavoenzima Nb510-metilen-tetrahidrofolato reductasa, esta bajo la
regulacion de AdoMet y AdoHcy. AdoMet inhibe la reduccion mientras
que la AdoHcy favorece la formacion de N5-metil-tetrahidrofolato [11, 12].
La otra enzima involucrada en la regeneracion de metionina, la
betaina-homocisteina metiltransferasa, se encuentra solamente en
higado, rindn y cristalino [13, 14]. Es una metaloenzima dependiente de

zinc [15] que requiere betaina como donador de metilos. La betaina se



produce durante la oxidacion de la colina o se obtiene de la dieta. Esta
enzima cobra importancia cuando hay deficiencias nutricionales (baja

metionina, alta colina) o ciertas patologias [16].

La homocisteina integra el primer paso en la via de la
transulfuracion inversa, en la cual se transfiere de forma irreversible el

atomo de azufre de la homocisteina a la serina para formar cisteina

(Figura 2).
NH,
O . -
SH Homocisteina
o

Serina

CBS
Hz0

N NH,
g 0 Cistationina
0]

NH, 0~
H:z0

CGL
NHs

0~ NH,
+ HS (0]
0 CH,
o) o
o — cetobutirato Cisteina

Figura 2: Via de la transulfuracion inversa. En el primer paso catalizado por la
cistationina P-sintasa (CBS) se condensan la serina y la homocisteina para dar
cistationina. En el segundo paso catalizado por la cistationina y-liasa (CGL) se cliva la

cistationina para liberar a-cetobutirato, cisteina y amonio.

En una reaccion de B sustitucion, catalizada por la cistationina
B-sintasa (CBS), se sustituye el hidroxilo de la serina por el tiol de la
homocisteina para dar cistationina (Cth). La CBS también cataliza una
segunda reaccion utilizando como sustratos homocisteina y cisteina
dando lugar a la produccion de sulfuro de hidrégeno [17, 18]. Por ultimo,

la cistationina y-liasa (CGL) cataliza la ruptura de la cistationina para dar



cisteina libre, a-cetobutirato y eliminar amoniaco. Ambas enzimas son

dependientes de piridoxal 5 -fosfato (PLP).

Si bien se produce homocisteina en todo el organismo, la via de la
transulfuracion esta restringida a ciertos tipos celulares. Las células que
no completan la via necesitan una fuente de cisteina exogena y deben
exportar homocisteina o cistationina. En humanos, la CBS se encuentra
en el compartimiento citosolico de varios tipos celulares y tlltimamente se
la ha encontrado en el nucleo [19]. En ratas, se distribuye principalmente
en higado, pancreas, rinon, tejido adiposo, cerebro y mucosa del intestino
delgado. La CGL se localiza en higado, pancreas y rinon [20]. En el
cerebro de ratones, la via de la transulfuracion inversa esta completa [21],
al igual que en macrofagos humanos [22]. Datos recientes indican la
presencia de ambas enzimas de esta via en el endotelio de ratones y de
humanos. Las mismas serian excretadas desde los hepatocitos y las
células endoteliales a la sangre, completandose la via de la

transulfuracion en el medio extracelular [23].

Metionina + Serina

|

Glutation «—— Cisteina ——»l Proteinas

/ \ Coenz1ma A

Piruvato Taurma
+

Sulfato

Figura 3: Destinos de la cisteina. La taurina y el sulfato son los productos principales

del catabolismo de la cisteina.
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La cisteina, uno de los productos de la transulfuracion, se utiliza
como precursor para la sintesis de proteinas y metabolitos esenciales
como GSH, coenzima A, taurina y azufre inorganico. E1 GSH sirve como
reservorio de cisteina [4]. Las enzimas involucradas en su sintesis son la
glutamato cisteina ligasa y la glutation sintetasa. La primera cataliza el
paso limitante en la sintesis de GSH y esta fuertemente regulada por
retroalimentacion (feedback) negativa ademas de wuna regulacion

transcripcional en respuesta al estrés oxidativo [24, 25].

El primer paso en el catabolismo de la cisteina es catalizado por la
cisteina dioxigenasa que incorpora una molécula de oxigeno para obtener
cisteinasulfinato. A partir de este intermediario la via se bifurca. Un
camino posible es una descarboxilacion catalizada por Ila
cisteinasulfinato decarboxilasa. Como producto se obtiene hipotaurina
que subsecuentemente se oxida a taurina. El otro camino alternativo es
una transaminacion que da como producto sulfinilpiruvato que
espontaneamente se disocia en piruvato y sulfito [3]. Este Giltimo se oxida

a sulfato con la sulfito oxidasa.

La cisteina también pude sufrir reacciones de desulfuracion en las
que se forma sulfuro de hidrogeno como procesos secundarios
catalizados por CBS y CGL [17, 18, 26]. El catabolismo oxidativo
predomina cuando hay exceso de cisteina [27-29]. El higado es el

principal responsable en la regulacion de los destinos de la cisteina [30].

1.2 Regulacion de las vias metabolicas

El metabolismo de aminoacidos azufrados esta coordinado por
multiples factores que incluyen los componentes de cada tejido, las
propiedades cinéticas de los constituyentes enzimaticos, la
concentracion de los sustratos y las enzimas, la presencia de cofactores
enzimaticos y las actividades de las enzimas que compiten por los

mismos sustratos.
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Proteinas

CICLO I A Metionina adenosil- CICLO DE LA
YL, ® Metionina transferasa METIONINA
Hafolato
’/ AdoMet
CHs-Huafolato . Betaina-
S Metionina homocisteina Metiltransferasas A
CHz-H:folato smmsaB metiltransferasa
d 12,
reductasa AdOHCy

CHs-Hafolato

Adenosilhomocisteinasa

Homocisteina

Serina

Be C‘Lsmmmna A VIA DE LA ]
wov | \ Bsintasa TRANSULFURACION

k J
Cistationina
Hz%ﬁ Cistationina

/ y-liasa

Y

NH: + a-cetobutirato

Cisteina

Figura 4: Metabolismo de aminoacidos azufrados. Se observa el metabolismo de la
metionina hasta la cisteina. El azufre de la metionina compone el grupo tiol de la
homocisteina y deriva por medio de la via de la transulfuracién a la cisteina. Se destaca
a la homocisteina como intermediario clave. Su participaciéon en las tres vias le confiere
un rol critico en el destino de los compuestos de azufre. Los simbolosAy® indican los
sitios de activacion o inhibicién de la via por la AdoMet respectivamente.

La concentracion de AdoMet regula las vias en diversos puntos.
Inhibe a las metionina adenosil-transferasas de todo el organismo que
catalizan el primer paso del catabolismo de la metionina dando como
producto al AdoMet [3] (Figura 4). El siguiente paso de la via es una
reaccion en la cual se utiliza AdoMet como donador de grupo metilo y es
catalizado por diversas metiltransferasas. Todas estas enzimas tienen
una alta afinidad por el sustrato en comun, AdoMet, asi como una
inhibicion por AdoHcy, el producto de las metilaciones. AdoHcy es
hidrolizado a adenosina y homocisteina por la adenosilhomocisteinasa.
La AdoMet activa alostéricamente a la CBS y paralelamente es un
inhibidor alostérico de la N510-metilen-tetrahidrofolato reductasa por lo
cual niveles altos de AdoMet llevan a disminuciones en la remetilacion y

aumentos en la transulfuracion [31, 32].
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Aunque la actividad de la CBS presenta cierta sensibilidad a las
concentraciones elevadas de homocisteina presente luego de un ingesta
de proteinas, lo que es consistente con el rol de la transulfuracion de
eliminar el exceso de metionina [33], el flujo de homocisteina hacia la via
de transmetilacion y hacia la via de transulfuracion parecen ser

equivalentes en el higado [34].

El metabolismo de aminoacidos azufrados es dependiente de las
vitaminas B6, B9 y B12. El acido folico (vitamina B9) es necesario para la
reconversion de homocisteina a metionina. La cobalamina (vitamina B12)
es una coenzima que acepta al grupo metilo proveniente del
N5-metil-tetrahidrofolato formando metilcobalamina a nivel de la
metionina sintasa. La reaccion culmina con la formacion de
tetrahidrofolato y metionina. El derivado de la vitamina B6, el PLP, es el
cofactor de las dos enzimas de la via de la transulfuracion CBS y CGL y
también es necesario en la incorporacion de unidades monocarbonadas

al tetrahidrofolato [35].

Se ha sugerido que las enzimas de la transulfuracion inversa, CBS
y CGL, que conducen a la sintesis del GSH, estan reguladas por las
condiciones redox del medio [36]. Cuando aumentan los requerimientos
de cisteina o GSH, se favoreceria la transulfuracion a expensas de la
remetilacion si bien los mecanismos moleculares no estan claros.
Estudios sobre otras enzimas del metabolismo del azufre también revelan
que son sensibles a los cambios redox. La metionina sintasa disminuye
su actividad bajo condiciones oxidativas, posiblemente por la oxidacion
de su cofactor cobalamina o la oxidacion de sus cisteinas unidas al zinc.
La betaina-homocisteina metiltransferasa, es una enzima
zinc-dependiente que también disminuye su actividad de forma reversible
bajo condiciones oxidativas. En contraste, en células expuestas a
oxidantes se han observado aumentos en la via de la transulfuracion, lo
que iria en la linea de aumentar la sintesis de GSH como respuesta al

estrés oxidativo [37, 38].
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2. HIPERHOMOCISTEINEMIA

La homocisteina es un intermediario clave en el metabolismo de
aminoacidos azufrados. Sufre dos cambios metabdlicos importantes,
transmetilacion y transulfuracion. Hay otros dos destinos auxiliares que
son la formacion de AdoHcy por la reaccion reversa a la hidrolisis y, si los
niveles celulares son altos, la exportacion al plasma.

Indices elevados de homocisteina en plasma, condicién conocida
como hiperhomocisteinemia, estan relacionados con aumentos en el
riesgo de padecer enfermedades vasculares [39]. También el aumento de
homocisteina esta asociado a multiples desoérdenes neurologicos que
incluyen Alzheimer, demencias relacionadas con la edad y defectos en el
tubo neural de los fetos [40].

La concentracion plasmatica de homocisteina considerada normal
en humanos es de 5-15 uM. Las causas que inducen a
hiperhomocisteinemia pueden ser genéticas y/o nutricionales. Los casos
serios de aumento de homocisteina en plasma (mayores a 100 uM) estan
fuertemente relacionados a defectos en las enzimas involucradas en el
metabolismo de la homocisteina y las causas mas frecuentes son
mutaciones en la CBS [38].

Las enzimas involucradas en las vias descritas anteriormente han
sido estudiadas reiteradas veces pero no se conoce tanto de su regulacion
en el contexto celular. Tampoco se conoce el mecanismo por el cual se
relaciona la hiperhomocisteinemia con los danos vasculares y
neurologicos asociados. Se han planteado varias hipotesis para explicar
las patologias asociadas con la hiperhomocisteinemia como estrés
oxidativo [38] e hipometilacion del ADN [41]. Ultimamente ha crecido la
hipotesis que fallas en las enzimas de la transulfuracion inversa llevan a
la deficiencias de sulfuro de hidrogeno, el cual cumpliria funciones de

citoprotector [23].
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3. CISTATIONINA (-SINTASA

La cistationina B-sintasa (CBS, EC 4.2.1.22) es un enzima clave en
el metabolismo de aminoacidos azufrados. Cataliza el primer paso en la
via de la transulfuracion inversa que lleva a la sintesis de cisteina a partir
de metionina. Se encuentra en el citosol de varios tipos celulares y

también se la ha encontrado en el nucleo [19].

Figura 5: Estructura cristalografica de la CBS humana dimérica. En verde se indica
el PLP y en amarillo el grupo hemo. La informacion estructural se obtuvo de PubMed
(codigo de acceso 1JBQ) [42] y se visualiz6 con el programa PyMOL Molecular Graphics
Systems v0.99 [43].

Los genes de la CBS humana se han identificado en el cromosoma
21g22.3 [44]. Se conocen hasta el momento 5 mARN y entre ellos se
observa cierta variabilidad s6lo en la region S'UTR [45, 46]. La expresion
de los mismos es dependiente del tejido y es regulada por un mecanismo
sensible al medio redox que esta relacionado con el estado proliferativo de
la célula [47]. En humanos la CBS se encuentra en el cerebro, placenta,
higado, pancreas, traquea, rinon y en el feto en higado, rinén y corazon

[45].
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3.1 Estructura

La CBS humana es una hemoproteina que forma tetrameros de
subunidades idénticas de 63 kDa cada una [48]. Cada subunidad une a
los dos sustratos, homocisteina y serina, y a tres ligandos adicionales: en
la region N-terminal un hemo, seguido del dominio catalitico que une PLP

y en el extremo C-terminal une un activador alostérico, la AdoMet [49]

(Figura 6).
Hemo PLP AdoMet
Cys52 His65 Lys119
CBS 1 CBS 2.
70 413 416 468 486 543
Dominio de unién al hemo Dominio catalitico conservado Dominio regulador

Figura 6: Organizacion modular de la CBS humana. En azul se muestra el dominio
N-terminal, se sefnalan los residuos de Cys e His que coordinan al hemo. En verde se
muestra el dominio catalitico y se resalta el residuo de Lys que se une al PLP. En rojo se

muestra el dominio C-terminal indicando los dominios CBS. Adaptado de [49].

Se ha encontrado una forma homodimérica de la enzima que es
activa y no responde a la presencia de AdoMet. Inicialmente, se encontro
una proteina de 48 kDa, que fue purificada a partir de extractos de
higado humano por accion de proteasas hepaticas [48, 50]. Annos después,
se obtuvieron proteinas de comportamiento similar y peso molecular
semejante con distintos procedimientos, Kery et al a partir de protedlisis
limitada [S1] y Shan et al por mutaciones sitio dirigidas de la proteina
nativa recombinante [52]. En ambos casos se aislo una proteina dimérica
estable de subunidades de 45 kDa. Experimentos utilizando células en
cultivo expuestas al factor de necrosis tumoral a (TNF-a), mostraron que
éste era capaz de inducir la activacion postraduccional de la CBS

mediante proteodlisis generandose un producto de 45 kDa [53].
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MPSETPQAEVGPTGCPHRSGPHSAKGSLEKGSPEDKEAKEPLWIRPDAPSRCTWQLGRPASESPHHHTAP
ARKSPRKILPDILKKIGDTPMVRINKIGKKFGLKCELLARKCEFFNAGGSVRDRISLRMIEDAERDGTLKPGD
TIIEPTSGNTGIGLALAAAVRGYRCIIVMPEKMS SEKVDVLRALGAEIVRTPTNARFDSPESHVGVAWRL
KNEIPNSHILDQYRNASNPLAHYDTTADE ILQQCDGKLDMLVASVGTGGTITGIARKLKEKCPGCRIIGV
DPEGSILAEPEELNQTEQTTYEVEGIGYDFIPTVLDRTVVDRKWFKSNDEEAFTFARMLIAQEGLLCGGSA
GSTVAVAVKAAQELQEGQRCVVILPDSVRNYMTKFLSDRWMLOKGFLKEEDLTEKKPWWWHLRVQELGLS
APLTVLPTITCGHTIEILREKGFDQAPVVDEAGVILGMVTLGNMLSSLLAGKVQPSDQVGKVIYKQFKQI
RLTDTLGRLSHILEMDHFALVVHEQIQYHSTGKS SQROMVFGVVTAIDLLNFVAAQERDQK

Figura 7: Secuencia aminoacidica de un monémero de CBS humana. Se indica en
azul el dominio N-terminal de unién al hemo. En subrayado se encuentran la cisteina e
histidina que coordinan al hemo. En verde se encuentra el dominio central responsable
de la catalisis, senialandose la lisina 119 que se una al PLP. Se destaca subrayado un
motivo CPGC. En rojo se observa el dominio C-terminal que contiene los dominios CBS

(subrayados) y responde a la presencia de AdoMet.

En el extremo N-terminal se encuentra el dominio de union al hemo,
el cual no se encuentra unido covalentemente y por los sustituyentes
presentes, se clasifica como hemo tipo b. El ién de hierro central esta
coordinado ecuatorialmente por los cuatro nitréogenos de la porfirina y
axialmente por el tiolato de la Cys 52, como las citocromo P450 y las
oxido nitrico sintasas (NOS). Como sexto ligando esta coordinado por el
nitrogeno Nep del imidazol de la His 65 [42]. La funcion del grupo hemo en

la CBS aun es desconocida.

La enzima tiene en su estructura un motivo CXXC que puede estar
reducido o como disulfuro. En la CBS consiste en la secuencia
C272PGCa7s y esta presente en la CBS de distintos mamiferos al igual que

el grupo hemo [42, 54].

El dominio catalitico de la enzima se encuentra entre el aminoacido
70 y el 413 y es el mas conservado, siendo el responsable de la union al
PLP. Hay diversas enzimas que utilizan al PLP como cofactor dada su
versatilidad en los mecanismos de accion. El Ginico intermediario en
comun de todas las enzimas que utilizan aminoacidos como sustratos y
PLP como cofactor se produce cuando el aminoacido desplaza al residuo
de lisina formandose una aldimina unida al PLP. Analisis de la estructura
y secuencia de las enzimas que utilizan al PLP como cofactor las

clasifican en 4 o 5 tipos. Las comparaciones del dominio catalitico de la
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CBS de humanos, ratas y levaduras corresponden al plegamiento tipo II o
familia 3. EI PLP se une covalentemente a la Lys 119 y establece enlaces
de hidréogeno con otros aminoacidos que forman una estrecha cavidad

hacia el sitio activo [49, 55].

El extremo C-terminal presenta un dominio autoinhibitorio de la
actividad enzimatica. La union de AdoMet revierte la inhibicion,
activando la enzima. Se postulan tres especies cinéticamente
diferenciables: basal (enzima completa, ausencia de AdoMet), activada
(enzima completa, presencia de AdoMet) y superactivada (enzima trunca)
[56]. Cuando el activador AdoMet esta presente en el medio se incrementa
la keat de la enzima entre 2 y 3 veces. La eliminacion del dominio
C-terminal, aumenta la kecat €n 4 veces y ocasiona pérdida de respuesta a
la presencia de AdoMet. Ambas comparaciones son con respecto a la
actividad basal del homotetramero [S7]. Ademas la presencia de AdoMet
modifica la estabilidad de la CBS. Se estima una vida media para la
enzima de 18 y 49 horas en ausencia y presencia de AdoMet

respectivamente [32].

Se han encontrado dos dominios CBS en el extremo C-terminal,
CBS1 comprende los aminoacidos 416-468 y CBS2 los aminoacidos
486-543. Estos dominios hidrofobicos de estructura secundaria
B-a-B-B-a han sido encontrados en una amplia variedad de especies que
van desde las arqueas hasta los humanos. Estan presentes en enzimas
como proteinas quinasas, canales de cloruro, transportadores ABC e
inosina monofosfato deshidrogenasa [58]. Se les adjudica la capacidad de
union a derivados de la adenosina. En el caso de la CBS son los

encargados de la union a AdoMet [59, 60].
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+AdoMet +AdoMet
; : PLP Active
Site

Figura 8: Modelo propuesto para la CBS de D. melanogaster en presencia y
ausencia de la AdoMet. E1 cambio conformacional provocado por la unién de la AdoMet
aumenta la superficie de dimerizacion dejando mas expuesto al sitio activo. El dominio
de unién al hemo se encuentra en rojo, del PLP en azul, los dominios CBS en verde y la

hélice a que une a los monoémeros en rosado. Adaptado de [59].

A partir de la estructura completa de la CBS de D. melanogaster se
postula que la union de la AdoMet a los dominios CBS disminuye la
flexibilidad de la enzima provocando una mayor exposicion de los sitios
activos. Los cambios conformacionales propuestos se observan en la

figura 8.

3.2 Reaccion

Se ha propuesto para la reaccion principal que cataliza la CBS
(Figura 9), un mecanismo similar al de otras enzimas que participan en
reacciones de [ sustitucion dependientes de PLP como la triptéfano
sintasa [55]. El mecanismo de la reaccion fue estudiado inicialmente en la
CBS de levadura [61-63]. El hemo ubicado en la region N-terminal de la
CBS humana enmascara los cambios de absorbancia y fluorescencia a
nivel del PLP producidos durante la reaccion dificultando Ilos
experimentos de cinética preestacionaria. Posteriormente, en el ano 2004,

Evande et al. [64] construyeron una variante de la CBS humana sin los
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69 aminoacidos N-terminales, lo que permitio visualizar los

intermediarios de la reaccion.

(9]
HaNZ HsMN*
O s}

SH S

Homocisteina
CBS HsN*
+ —_—
e ( O
HsN?
Cistationina
- +

Serina H20

Figura 9: Reaccion principal catalizada por la CBS. Condensaciéon de homocisteina

con serina para dar los productos cistationina y agua.

El grupo amino N; de la Lys119 forma una base de Schiff con el
grupo carbonilo del PLP, que es sustituido por una aldimina externa
cuando la serina llega al sitio activo. La forma protonada de la aldimina
interna (cetoenamina) convierte a la imina en mas reactiva hacia el
ataque nucleofilico, mientras que la conversion a su forma tautomérica
enolimina disminuye su reactividad (Figura 10). La formacion del
intermediario aminoacrilato elimina una molécula de agua. El carbono [
del aminoacrilato es atacado por el tiol de la homocisteina para formar la
cistationina. Por ultimo se vuelve a formar la aldimina interna [62, 65]

(Figura 11).
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Figura 10: Tautomeros de la aldimina interna del PLP en la CBS humana. Los
tautomeros se asocian con diferencias en la actividad enzimatica. La forma activa seria

la cetoenamina protonada.
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Figura 11: Mecanismo propuesto para la reaccion catalizada por la CBS humana.
Se muestran intermediarios que han sido identificados. E y E-Ser representan las
aldiminas interna y externa respectivamente. E-AA al intermediario aminoacrilato y
E-Cys representa la aldimina externa de la cistationina. Se muestran debajo de cada

intermediario los maximos de absorcion. Adaptado de [64].
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Se han planteado otras reacciones alternativas de la CBS cuyos
mecanismos planteados son comunes a otras enzimas PLP-dependientes
que incluyen B sustitucion y B eliminacion [66]. Una de la reacciones
alternativas condensa cisteina en lugar de serina con homocisteina para
formar cistationina y sulfuro de hidrogeno [17, 18, 52]. En los ultimos
anos este gas ha captado la atencion de la comunidad biomédica. Se han
identificado distintos roles fisiolégicos en mamiferos, entre los que se

destaca el de neuromodulador en el cerebro [67] y el de vasodilatador [2].

3.3 Hemo

El grupo prostético hemo es vital para muchos procesos celulares y
se encuentra presente en varios organismos con distintos origenes
filogenéticos. Es una estructura quimica que consiste en un sistema
anular tetrapirrolico plano, que une mediante enlaces de coordinacion un
ion de hierro. La estructura en anillo de la porfirina es la razon por la cual
todos los derivados porfirinicos absorben luz a una longitud de onda
proxima a los 410 nm, la cual contiene su color caracteristico. El estado
adicional del hierro central y su entorno afectan esta propiedad. La CBS
presenta en estado férrico un maximo de Soret a 428 nm y una banda
ancha centrada en los 550 nm. Al pasar al estado ferroso, la banda de

Soret pasa a los 449 nm y se observan picos a 540 y 571 nm.

Eli6on metalico, ademas de estar ligado a los cuatro nitréogenos en el
centro del anillo de la porfirina, puede formar en el eje perpendicular
otros dos enlaces, uno a cada lado del hemo. Estos lugares se denominan

quinta y sexta posicion de coordinacion.

Los electrones deslocalizados del orbital IT del anillo tetrapirrélico,
las propiedades redox del ion de hierro central y la variedad de
interacciones generada por el ambiente proteico, le permite al hemo tener
una gran diversidad de funciones. Algunos ejemplos de hemoproteinas
son los citocromos que participan en la transferencia de electrones de
una proteina a otra. En la hemoglobina el hemo une y transporta el

oxigeno y en la catalasa tiene funcion catalitica. Ademas, esta implicado
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en la traduccion de senales, control de la expresion génica y como sensor

de gases (por ejemplo Oz, 'NO, CO) [68].

Tres clases de hemos se clasifican segin sus sustituyentes, que
pueden ser metilos, vinilos o propionatos. El hemo de la CBS fue
identificado como hemo tipo b de acuerdo al espectro obtenido y
comparado con hemos a, b y c estandar por el método de piridina

hemocromo [69].

Figura 12: Hemo de la CBS. Se indica en rojo el grupo hemo y sus ligandos Cys52 e
His65 en violeta y amarillo respectivamente. La informaciéon estructural se obtuvo de
PubMed (codigo de acceso 1JBQ) [42] y se visualizé con el programa PyMOL Molecular
Graphics Systems v0.99 [43].

La estructura cristalografica de la CBS trunca revela como quinto y
sexto ligando a la Cys52 y a la His65, respectivamente (Figura 12). Es una
coordinacion inusual, con pocos ejemplos en la naturaleza [70, 71].

En la CBS purificada el hemo se encuentra oxidado como Fe(IlI) [72]
pero puede ser reducido a Fe(Il) con reductores como el ditionito de sodio
[73]. En ambos estados el ion de hierro se encuentra hexacoordinado y de
bajo espin [74]. A pesar de estar expuesto en la superficie proteica, el
hemo se muestra particularmente inerte en estado férrico. El potencial de

reduccion para este cofactor en la CBS trunca dimérica es relativamente
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bajo, de -0,291 V [75]. De acuerdo a este valor, el estado oxidado seria el

mas estable.

Varios estudios mostraron que el hemo, en estado reducido, es
capaz de unirse a distintos ligandos como monoéxido de carbono, o6xido
nitrico, cianuro y diversos isonitrilos. La coordinacion del hemo con la
CysS52 parece ser fundamental para conservar la actividad enzimatica. La
union de monoxido de carbono al hemo reducido desplaza a la Cys52.
Forma un complejo hexacoordinado, de bajo espin, ocasionando la
inactivacion de la misma (Kq = 1,5+ 0.,1 y 68 + 14 uM, K; = 5,6 = 1,9 uM)
[76, 77]. La union de oxido nitrico genera un complejo pentacoordinado
indicando pérdida de coordinacion en ambos ligandos endégenos y de la
actividad enzimatica (Kq = 281 £ 50 uM, K; = 320 £ 60 uM) [78]. La
exposicion de la CBS reducida al cianuro (Kq = 3,3 £ 0,6 y 54 + 22 mM, K;=
2,3 £ 0,7 mM) [77] y distintos isonitrilos [79], al igual que los casos
anteriores, presenta una sustitucion de su ligando Cys32 y

disminuciones en la actividad enzimatica.

Una vez reducido, el hemo reacciona rapidamente con oxigeno (O2)
formando radical anion superoxido (O2 ). Esta reaccién tiene una
constante de (1,11 = 0,07) x 105 M- s'! [75]. A una concentracion
intracelular de Oz del orden de 30 uM, predominaria sobre, por ejemplo,
la disociacion del ligando Cys, que ocurre a 0,0166 s'! y es limitante para

la reaccion con el monoxido de carbono [80].

La funcion del grupo hemo en la CBS aun es desconocida. Se ha
identificado claramente que no participa en el proceso catalitico
dependiente de PLP [81]. Pero a pesar de estar un poco alejado del mismo,
a aproximadamente 20 A [42, 63, 82], se han identificado varias
mutaciones puntuales en su entorno en pacientes con
hiperhomocisteinemia hereditaria, lo que involucra al hemo con la
actividad catalitica o con la estabilidad de la enzima [83-86]. Cuando se
eliminan los 70 primeros residuos en la region N-terminal, la enzima es

incapaz de unir el grupo hemo, no afectandose la uniéon al PLP. Como
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consecuencia se observa una disminuciéon del 60 % en la actividad

enzimatica [64, 82, 87].

Figura 13: Mecanismo propuesto de regulacion alostérica. Se ha propuesto que una
hélice alfa trasmitiria las sefnales del entorno del hemo hacia el sitio activo en la CBS
humana. La Arg266 en un extremo de la hélice establece un contacto con el tiolato de la
Cys53 ligada al hemo. El otro extremo de la hélice se proyecta hacia el sitio activo
estableciendo contactos electrostaticos con el fosfato del PLP [80]. La informacion
estructural se obtuvo de PubMed (cédigo de acceso 1JBQ) [42] y se visualizé con el

programa PyMOL Molecular Graphics Systems v0.99 [43].

Se ha propuesto una conexion a través de una hélice a, que nace en
la Arg266, unida mediante puente de hidréogeno a la Cys52, y se extiende
hasta la Thr257, que forma un puente de hidréogeno con el PLP. A través
de la hélice a, los cambios en el entorno del hemo, como desplazamiento
de la Cys52, repercutirian en el sitio activo induciendo una
tautomerizacion de cetoenamina a enolimina que conduce a una

disminucion de la reactividad [65, 80, 88] (Figura 13).

4. POSIBLES REDUCTORES BIOLOGICOS

El grupo hemo de la CBS se muestra particularmente inerte en
estado oxidado. Sin embargo en estado reducido tiende a perder la
coordinacion con la cisteina y es capaz de unirse a diferentes ligandos

como por ejemplo al CO y al 'NO disminuyendo la actividad enzimatica.
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Basandose en esta informacion se ha propuesto para el hemo el rol de

sensor redox, para lo cual es necesaria su reduccion al estado ferroso.

El potencial de reduccion del grupo hemo de la CBS trunca
dimérica es de -0,291 V y aunque es bajo, no lo es tanto como para
impedir su reduccion in vivo. Considerando que el hemo en la CBS se
encuentra particularmente expuesto, por lo cual estaria accesible a
reductores celulares, los candidatos a reducirlo deben encontrarse en el
citosol y poseer un potencial de reduccion menor a -0,291 V. Algunos
reductores biologicos podrian ser la metionina sintasa reductasa
(potenciales de reduccion de la forma semiquinona a hidroquinona de
-0,291 y -0,227 V para FAD y FMN respectivamente), la 6xido nitrico
sintasa (-0,280 y -0,274 V), la oxidoreductasa NR1 (-0,365y -0,305 V) y la
xantina oxidasa (-0,255 V). De estas flavoproteinas profundizaremos aqui

en la 6xido nitrico sintasa (NOS) y la xantina oxidasa (XO).

4.1 Xantina oxidasa

La xantina oxidorreductasa es una enzima presente en la mayoria
de las especies incluida la humana. En mamiferos se distribuye
ampliamente en los tejidos pero principalmente la encontramos en
higado e intestino. Naturalmente existe en dos formas interconvertibles
por la formacion y ruptura de enlaces disufuro. La xantina
deshidrogenasa (XDH, EC 1.1.1.204) utiliza como aceptor final de
electrones al NAD* y alternativamente puede usar al O,. La xantina
oxidasa (EC 1.1.3.22) solo utiliza como aceptor final de electrones al Oa.
En un proceso irreversible la XDH es transformada en XO por proteolisis

(89].

La XO participa en las fases finales del catabolismo de las purinas
en mamiferos, catalizando la oxidacion de la hipoxantina y la xantina a
acido urico, al mismo tiempo que reduce al oxigeno para formar peroxido

de hidrogeno y radical anion superoxido.
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Hipoxantina + H,0 + O, —» Xantina + H,0, + O,

Xantina + H,0 + O, — Acido Urico + H,0, + O,

En la forma activa de la enzima los monémeros actian de forma
independiente. Cada subunidad contiene un cofactor molibdopterina,
dos centros [2Fe-2S] y un cofactor FAD. Los sustratos reductores como la
xantina intercambian los electrones a nivel del Mo mientras que los

sustratos oxidantes como el NAD* o el O; lo hacen a nivel del FAD.

El potencial de reduccion del par FAD'/FADH> en la XDH es de
-0,340 V [90] mientras que en la XO es de -0,255 V [91].

4.2 Oxido nitrico sintasas

Las 6xido nitrico sintasas (EC: 1.14.13.39) constituyen una familia
de enzimas responsables de transformar la L-arginina en 6xido nitrico y
citrulina mediante una reaccion de oxidorreduccion. En mamiferos se
expresan tres isoformas de NOS que se conocen como: neuronal (nNOS),
endotelilal (eNOS) e inducible (iNOS) [92]. En cualquiera de los casos se
trata de un dimero. Cada subunidad presenta en su estructura dos
dominios. En el extremo N-terminal se encuentra el dominio oxigenasa
que une tetrahidrobiopterina (BH4), un grupo hemo y L-arginina. En el
extremo C-terminal se encuentra el dominio reductasa que une FMN,
FAD y NADPH. Entre ambos dominios se encuentra un sitio de

reconocimiento a la calmodulina [93].

Esta familia de enzimas que generalmente se presenta como
dimeros en realidad son tetrameros si se tiene en cuenta la calmodulina
necesaria para ejercer su actividad. Los tres dominios, calmodulina,
oxigenasa y reductasa pueden expresarse por separado y han sido muy

bien estudiados [94].
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Citrulline + NO

Arginine + O2

NADPH

Arginine + Og

Citrulline + NO

Figura 14: Dominios de la NOS. Los electrones son donados por el NADPH al dominio
reductasa de la enzima, proceden via FAD y FMN hacia el dominio oxigenasa en donde
interactiian con el ién de hierro y la tetrahidrobipterina en el sitio activo. La enzima
cataliza la reaccion del O, con la arginina generando citrulina y 6xido nitrico como
productos. El flujo de electrones por el dominio reductasa requiere la presencia de

Ca**/CaM. Figura tomada de [95].

Los potenciales redox estan posicionados termodinamicamente
para que el flujo de electrones ocurra desde el dominio reductasa de un
monomero NADPH->FAD->FMN hacia el hemo del dominio oxigenasa

ubicado en el otro monomero [96].

NADPH FADH' FMNH. Fe3*
NADP* FADH, FMNH' Fe2*
-320 mV -280 mV -274 mV -248 mV

Figura 15: Direccion del flujo de electrones y potenciales redox en nNOS. Se
muestran los potenciales de oxidacién de cada reaccion y las flechas rojas indican la
direccion del flujo de electrones. Esquema adaptado de [95]. Informacién obtenida de
[97].
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OBJETIVOS

HIPOTESIS

El grupo hemo de la CBS resulta inerte en estado oxidado, no asien
estado ferroso. Una vez reducido interacciona con distintos ligandos
como monoxido de carbono, o6xido nitrico y cianuro disminuyendo la
actividad enzimatica. A su vez, puede reaccionar con oxigeno formando
radical superoxido, constituyendo una fuente potencial de especies
reactivas. El potencial de reduccion reportado para el hemo de la CBS
trunca dimérica es de -0,291 V y aunque es bajo, lo cual denota su
estabilidad en estado férrico, no lo es tanto como para impedir su posible
reduccion in vivo.

De acuerdo con estas consideraciones, el conocimiento de la
reduccion biologica del hemo de la CBS es central para poder determinar
el rol de este cofactor en la enzima. En el presente trabajo se propone
estudiar la reduccion del grupo hemo de la CBS trunca dimérica
utilizando un reductor quimico y abordar la reduccion biologica
exponiendo a la CBS purificada a distintos sistemas bioquimicos que

incluyen fracciones subcelulares y reductasas citosolicas purificadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar la reduccion quimica por ditionito de sodio del

grupo hemo de la CBS.

2) Abordar la reduccion del grupo hemo de la cistationina

B-sintasa trunca dimérica por sistemas bioquimicos.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

Todos los reactivos usados se adquirieron en Sigma-Aldrich o en
AppliChem. La xantina oxidasa fue purificada por Beatriz Alvarez y Laura
Celano en el Laboratorio de Enzimologia de la Facultad de Ciencias
(UdelaR). El dominio reductasa de la 6xido nitrico sintasa fue cedido por

Dennis J. Stuehr, Cleveland Clinic.

2. CBS

La CBS purificada fue cedida por Ernesto Cuevasanta (Laboratorio
de Enzimologia, Facultad de Ciencias). Se purifico a partir de una cepa de
BL-21 (DE3) de Escherichia coli transformada con el plasmido
PGEX4T1/hCBSAC143 que es capaz de de producir la CBS humana
trunca dimérica fusionada con el dominio de la glutation S-transferasa

en el extremo N-terminal [98].

3. ANAEROBIOSIS

Se trabajo en condiciones anaerobicas sellando a la celda y a las
soluciones con septos de goma y burbujeandolas de forma constante e
intensa con argon conectado a una trampa de agua durante el degaseo
para evitar la evaporacion. Ademas, se utilizé un sistema de consumo de
O2 compuesto por glucosa (glc, 100 mM), glucosa oxidasa (GO, 8 U/mL) y
catalasa (Cat, 260 U/mlL) para eliminar las trazas remanentes de oxigeno

[99].

Todas las soluciones fueron hechas en el momento del
experimento y transferidas con jeringas Hamilton “gastigth”. La solucion
amortiguadora anaerdbica fue preparada disolviendo las sales de fosfato

en agua destilada hervida y burbujeada con argon.
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4. CUANTIFICACION DE DITIONITO DE SODIO CON

FERRICIANURO DE POTASIO

Esta cuantificacion se fundamenta en los cambios de absorbancia
que experimenta el ferricianuro cuando sufre una reduccion. El maximo
de absorbancia observado para el ferricianuro se da a 420 nm (g420 = 1020

M-1cm-1) [100].

En la reaccion del ditionito con el ferricianuro se asume una
estequiometria 2:1 considerando que el reductor es la especie radical
anion diéxido de azufre (SO2" ), producto de la homdlisis del ditionito de

sodio de acuerdo con la siguiente reaccion:
$2042° 22 280,

SO, + Fe(CN)¥ —> SO, + Fe(CN)s*

5. OBTENCION DE LA CBS REDUCIDA

La CBS se presenta con su grupo hemo oxidado como Fe(Ill). Una
vez reducido el hemo reacciona rapidamente con el oxigeno volviendo a su
estado oxidado inicial. Sélo es posible mantener la enzima reducida bajo

las estrictas condiciones de anaerobiosis descritas en el punto 3.

La reduccion quimica del hemo se realizé con soluciones de
ditionito de sodio (Na2S204) en NaOH 0,1 N degaseada, monitoreando
espectrofotométricamente el nivel de reduccion de la CBS por el
corrimiento de la banda de Soret de 428 a 449 nm. Cuando fue necesario
se cuantificaron las soluciones con ferricianuro de potasio. Las
soluciones de CBS se prepararon en amortiguador fosfato (0,2 M, pH 7,4)

con DTPA (0,2 mM) previamente burbujeada con argon.
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6. ESTUDIO DE LA CINETICA RAPIDA DE REACCION
ENTRE EL DITIONITO DE SODIO Y EL GRUPO HEMO DE

LA CBS

Los experimentos de cinética rapida se realizaron en un
espectrofotometro (Varian Cary 50) acoplado a un accesorio de flujo
detenido (Applied Photophysics, RX2000). En todos los casos se utilizo
amortiguador fosfato (0,2 M concentracion final, pH 7,4) con DTPA (0,2
mM final) y se midio el pH de la mezcla al inicio y al final de cada reaccion
para descartar posibles cambios por el NaOH presente en la solucion de
ditionito de sodio. La temperatura en la celda de reaccion se mantuvo a

25 °C.

Para asegurar la anaerobiosis se lavo e incubo el equipo toda la
noche con una solucion de ditionito de sodio para eliminar las trazas de
oxigeno presentes. Para remover el ditionito se utilizé luego amortiguador

fosfato desoxigenado.

La cinética de reaccion entre el ditionito de sodio y la enzima se
sigui6 a 449 nm donde la variacion en la absorbancia se debe Ginicamente
a los cambios de estado de la enzima de oxidada a reducida. Con el fin de
trabajar en condiciones de pseudo primer orden se utilizo una
concentracion Unica final de CBS (2 uM) y concentraciones de ditionito de

sodio finales de 0,10 a 4 mM en NaOH 0,1 N.

A partir del ajuste de los cursos temporales a una funcion
exponencial se obtuvieron las constantes observadas (kobs), que luego se
graficaron en funcion de la concentracion de ditionito de sodio y de la raiz
de la concentracion de ditionito de sodio para determinar el orden y el

valor de la constante de velocidad de la reaccion de reduccion.
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7. PURIFICACION DE EXTRACTOS CELULARES

7.1 Extracto libre de células

El higado de rata fue cedido por Adriana Cassina (Facultad de
Medicina) quien cuenta con los permisos necesarios para trabajar con

animales.

La obtencion del extracto libre de células la realiz6 Sebastian
Carballal siguiendo protocolos publicados [101]. El homogeneizado de
higado de rata en amortiguador tris 50 mM, pH 7,4, sacarosa 0,25 M, se

centrifugo a 900 g por 20 minutos y el sobrenadante se conservo a 4 °C.

7.2 Particulas submitocondriales

Al sobrenadante de la centrifugacion previa se lo centrifugo
durante 1 h a 10000 g a 4 °C. El sobrenadante contiene el extracto
citosolico y el pellet la fraccion mitocondrial. Se resuspendio el pellet en 1
mL de amortiguador tris 50 mM, pH 7,4 con sacarosa 0,25 M y se obtuvo

la fraccion de particulas submitocondriales (PSM). Se conservo a 4 °C.

7.3 Fraccion microsomal

Al sobrenadante de la centrifugacion previa se lo centrifugé a
100.000 g durante 1 h y 4 °C. Finalmente, se obtuvo la fraccion
microsomal (FM) del pellet resuspendido en 1 mL de amortiguador tris 50

mM, pH 7,4 con sacarosa 0,25 M. Se conservo a 4 °C.

8. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracion proteica se determiné por el método de Bradford
[102]. Este método se basa en el cambio de las propiedades
espectrofotométricas del azul de Coomassie cuando se une a la proteina.
Este compuesto interacciona con aminoacidos hidrofébicos y basicos

(especialmente arginina). En solucion de acido fosforico presenta un color
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rojizo con un maximo de absorbancia a 465 nm. Cuando interacciona con
proteinas torna su color hacia el azul y el pico de absorbancia se corre a

595 nm.

El reactivo para el ensayo de Bradford se prepar6 disolviendo el
azul de Coomassie G-250 (100 mg/mL final) en metanol (4,75 % final) y

acido fosforico (8,5% final). Se puede almacenar por varios meses a 4°C.

La curva de calibracion se realizo con soluciones de albumina
bovina (BSA) dentro de un rango lineal de concentraciones conocidas
entre Oy 10 ug/mL final. Se midio la absorbancia a 595 nm y los datos se
graficaron como absorbancia en funcion de la concentracion de BSA. En
cada caso se usaron tres diluciones de la muestra problema y se

interpolaron los valores obtenidos para calcular la concentracion.

9. ACTIVIDAD REDUCTORA DE LOS EXTRACTOS

SUBCELULARES

9.1 Extracto libre de células y fraccion microsomal

Para determinar la existencia de actividad reductora en el extracto
libre de células y en la fraccion microsomal se mezcloé cada uno con
diclorofenolindofenol (DCFIF, 50 uM) y NADH (100 uM) o NADPH (100 uM)
y se siguio6 la disminucion de la absorbancia a 600 nm correspondiente a

la reduccion del DCFIF.

o OH
Cl Cl cl cl
N| + Dador de e{ — HN
B Q
P - ol
DCEFIF oxidado DCEFIF reducido

Figura 16: Reduccion del DCFIF

El DCFIF es de color azul, absorbe en el espectro visible con un

maximo a 600 nm. Al reducirse pasa a una forma incolora, observandose
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entonces un descenso en la absorbancia a 600 nm, (g60onm = 22000 M-1

cml, pH 7) [103].
9.2 Particulas submitocondriales

En esta fraccion se encuentra la cadena respiratoria. Su funcion es
aceptar los electrones donados por el NADH y otros sustratos para
finalmente, luego de varios procesos de oxidorreduccion, cederlos al
oxigeno. Para comprobar la capacidad de transferir electrones del
extracto de PSM se uso6 al citocromo ¢ como aceptor final. La reduccion
del citocromo c se monitore6 a través de su espectro UV-visible. Se
distinguen tres cambios en el espectro del citocromo ¢ cuando se reduce,
aparecen dos picos en el entorno de 521 y 550 nm correspondientes a las
bandas B y a respectivamente y el pico principal se corre a los 415 nm
[104].

Alternativamente se observo la disminucion de la absorbancia a
340 nm de la solucién de la fraccion de PSM y NADH. E1 NADH tiene un

maximo de absorcion a 340 nm que se pierde al ser oxidado.

10. EXPOSICION DE LA CBS A LOS EXTRACTOS

CELULARES

En los intentos de reducir a la CBS por sistemas bioquimicos se

ided un protocolo en el que se incluia:
e Un sistema de consumo de oxigeno compuesto por glc-GO-Cat.
e Nucleodtidos de piridina y/o flavinas
e CBS
e El sistema bioquimico reductor a utilizar
e Cianuro de potasio y/o un dador de 6xido nitrico

e Exceso de ditionito como control
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Se partio del orden de agregado recién mencionado y se efectuaron
los cambios que estan identificados en cada caso en el apartado de
resultados y discusion. También se detallan las concentraciones

utilizadas.

11. MEDIDAS DE CONSUMO DE O,

Se utiliz6 un oximetro Cole Parmer (Vernon Hills, II, USA)
conectado a un electrodo Clark (Modelo 5300, Yellow Springs Instrument
Co.) La calibracion del oximetro se realizo con agua saturada en aire
mediante el burbujeo con pipeta pasteur durante algunos minutos
(solubilidad del oxigeno a 25 °C, 258 uM). El registro de los datos se
realizo con el software aportado por el equipo DUO.18 (World Precision
Instruments) y el analisis de los datos con Origin 6.1. En algunos casos la
solucion de CBS fue degaseada con argon antes de ingresar a la celda del

oximetro.

12. ESPECTROS UV-VISIBLE

Todos los registros de absorbancia se realizaron en un

espectrofotometro Varian Cary 50 a temperatura ambiente.

13. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos se analizaron y graficaron utilizando el programa Origin

6.1 (Microcal Software).

Las estructuras cristalograficas se analizaron y visualizaron con el
programa PyMol 0.99 [43] utilizando las coordenadas atomicas obtenidas

del Protein Data Bank con el codigo de acceso 1JBQ [42].

La cinética de la reaccion de la CBS con el ditionito de sodio fue

simulada con el programa Gepasi version 3.0 [105-107].
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION DE LA CBS

1.1. Espectro UV-visible

124

CBS oxidada 10 uM
+ditionito 20 uM
+ tiempo

+ tiempo
+ tiempo

+ fiempo

Absorbancia

0.0

I I
400 200 600 700
Longitud de onda (nm)

T
300

Figura 17: Espectro UV-visible de la CBS oxidada y reducida. En una celda tapada
con septo de goma se agregé la solucion previamente degaseada de CBS en
amortiguador fosfato (0,2 M, pH 7,4) con DTPA (0,2 mM). Se redujo con el agregado de
una solucién de NayS,04. Ambas soluciones fueron transferidas con jeringas Hamilton y
burbujeadas intensamente con argéon.

El espectro UV-visible caracteristico de la CBS es consecuencia de
la presencia del hemo con contribuciones del PLP. La enzima en estado
oxidado presenta un maximo a los 428 nm que corresponde a la banda y
de Soret del grupo hemo y al aporte de la aldimina interna protonada
(Amax 420 nm). A 550 nm se observa un maximo poco definido
correspondiente a la banda a3 del hemo y a 364 nm absorbe la banda 6

del hemo y parcialmente la aldimina desprotonada del PLP (Amax 330 nm).
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Cuando el grupo hemo se reduce, la banda y de Soret sufre un
corrimiento hacia los 449 nm y se muestran dos picos de absorbancia
extra a los 540 y 571 nm que corresponden a las bandas B y a
respectivamente. En la zona entre los 300 y 340 nm absorbe el ditionito
de sodio utilizado para reducir a la enzima. Se observan en la figura 17
varios puntos isobésticos demostrando la ausencia de estados
intermedios de la enzima entre los estados oxidado y reducido. El maximo
que se encuentra en los 280 nm es ocasionado por los aminoacidos
aromaticos que componen la estructura de la enzima. Segun los datos
reportados, la relacion entre las absorbancias registradas a 280 nm y 429
nm en el espectro de la enzima oxidada debe tener una relacion de
aproximadamente 1, indicando si se cumple un buen estado de

purificacion de la enzima [57, 73, 108].

1.2. Medida de la concentracion proteica

Se determiné la concentracion proteica de la CBS stock por el
meétodo de Bradford. La curva de calibracion se muestra en la figura 18.

La concentracion calculada a partir del ajuste lineal teniendo en cuenta

el PM de la enzima trunca dimérica (45000 g/mol) es de 65,6 + 2,2 uM.
Los datos de purificacion de la enzima indicaron una concentracion de 57

+ 17 uM [98].

0,3 Figura 18: Curva de calibracion para
cuantificar CBS por el método de
Bradford. Se construyé con cantidades
021 conocidas de proteina de una soluciéon de

BSA 0,28 mg/mL. Los datos se ajustaron a

Ab5595nm

la mejor recta:
0,14

AbSsosnm = 0,0373 (ug! mL) x [BSA] (ug mL-)
+0,0024

0,0

o 2 4 6 8 (R =0,99965).
[BSA] (ng/mL)
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2.

CINETICA DE LA REDUCCION DEL HEMO DE LA CBS

CON DITIONITO DE SODIO

Se utilizo la técnica de espectrofotometria de flujo detenido para
determinar la cinética de la reaccion entre la CBS y el ditionito de sodio.
Se trabajo en condiciones de pseudo primer orden manteniendo la
concentracion de la CBS constante (1,9 uM) y variando la concentracion
de ditionito de sodio (100-4000 uM). Cada corrida se realizo por

triplicado.

(A'Ao)/ (Ainf'Ao)

00 02 04 06 08 10 12 14
Tiempo (S)

Figura 19: Grafica representativa normalizada del aumento de absorbancia a 449
nm por la reacciéon de la CBS con ditionito de sodio. Se mezclé6 CBS (1,9 uM) en
amortiguador fosfato (0,2 M, pH 7,4) con DTPA (0,2 mM) y S»04%. Las concentraciones
finales utilizadas de S»042 son: 0,1, 0,5, 1, 2 y 4 mM. Todas las soluciones fueron
degaseadas con argon. Registro obtenido a 25 °C. Los datos ajustaron a una funcién

exponencial hasta las siete vidas medias.

Utilizando el programa OriginPro 6.1 se procesaron los datos
obtenidos para cada concentracion de ditionito. Todos ajustaron una

funcion exponencial, que corresponde a una reaccion de orden 1 con
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respecto a la CBS, el reactivo en defecto. En algunos casos,
particularmente cuando habian transcurrido tiempos relativamente
largos desde el llenado de las jeringas, se observaba, pasadas las siete
vidas medias, una segunda fase mas lenta. Esta segunda fase se podia
deber a la presencia de oxigeno. Este reoxidaba parte de le enzima, la cual
se volvia a reducir por el exceso de ditionito de sodio, generando la
segunda fase, una recta con pendiente positiva. Dichos datos fueron
ajustados a una funcion exponencial hasta las siete vidas medias y a una
funcion exponencial mas recta. No se registraron cambios significativos

al comparar las constantes exponenciales surgidas de ambas funciones.

Ecuacién exponencial: Abs,,, =P/(l1-€e™)+P

Ecuacion exponencial mas recta: Abs,,,, =P, (1-e™)+P,t+P

Las constantes exponenciales P2 (s'1) o kobs fueron determinadas a
partir del aumento exponencial de Fe(lI)CBS a 449 nm versus tiempo
para cada concentracion de ditionito de sodio. Se puede observar en la
tabla 1 el promedio de la kobs correspondiente a cada concentracion de

ditionito.

[S2042-](mM) Kobs (s71) (promedio * desv.
estandar)
0,102 1,797 + 0,257
0,510 6,548 £ 0,374
1,020 10,645 £ 0,118
2,040 17,045 + 1,073
4,080 23,779 £ 0,976

Tabla 1: Promedio y desviacion estandar de las kobs con las concentraciones finales

de ditionito correspondientes.

Se graficaron los datos de la tabla 1, kobs vs [ditionito] (Figura 204).
En la grafica no se encontr6 una relacion lineal entre las variables,

mientras que en la grafica kops vs [ditionito]!/2 (Figura 20B) si se observo
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una dependencia lineal. El ajuste correspondi6é a una recta con un valor

de pendiente de 421 (M-1/2 s-1).

25+ o 25+
(o]
20 20
o o
15 —~ 57
) ‘n
B 10- ° B
. @ A 5 B
6
0 01
0000 0001 0002 0003 0,004 000 001 002 003 004 005 0,06
[Ditionito] (M) [Ditionito] "> (M*?)

Figura 20: Dependencia entre la kovs y la concentracion de ditionito. En A se
indica kobs vs. [ditionito] y en B kons vs. [ditionito]l/2. El ajuste lineal de B
corresponde a la siguiente recta: kops = 421 (s M-1/2)[S20472]1/2 (M1/2) - 2,7 (s'1),R =
0,99519. Las kqs se determinaron a partir del ajuste exponencial para cada

concentracion de S;042-.

Los resultados obtenidos indican que la especie reductora es el
radical anion diéxido de azufre (SO2" ) formado en un equilibrio rapido
previo. Las dos reacciones que describen el mecanismo de reduccion de la

CBS con el ditionito son:

k

S,0,* 2505 (1)
k .
CBS,, +SO; ——=2»CBS,, + SO, (2)

Las velocidades de reaccion se pueden describir como:

d|S,0;7
_% =k, [820421_} -k, [SO;— ]2 (3)
d_[so;] =2k, [ 8,07 | -2k [SO“]Q ~k [so; |[cBs] ()
dt 1| P2V -1 2 CBS /S0y 2 ox
d|CBS d|CBS
[ dt ]red - [ dt ]OX - kCBS/SO; [SO;_:“:CBS]OX (5)
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Si se asume la hipotesis de estado estacionario se puede igualar la

ecuacion (4) a cero y llegar a la expresion:

2- | _ o— =
2k, [ 8,07 ] =[SO; ](2k , [SO5 ]+ Ky o0 [CBS]) 6)
El equilibrio entre el ditionitio de sodio y el producto de su homolisis el
radical anion diéxido de azufre es rapido y no es afectado por la reaccion

del radical con la CBS oxidada. Como consecuencia se pude prescindir

del término k . [CBS] en la ecuacion 6 obteniéndose la expresion:
CBS/SO0%

1/2
Esor]] -[sor]-K 50T "

Sustituyendo la concentraciéon de SO, en la ecuaciéon 5 se obtiene la

ecuacion 8, en donde K es la constante de equilibrio de la reaccion 1, que
ya ha sido reportada y vale 1,4x10° M [109, 110].
d[CBS]

d[CBS
B - _% Ko yeo (K [8:00]))[CBS],, g

. - 2—
Cuando la concentraciéon de S,0, se encuentra en exceso

suficiente para estar en condiciones de pseudo primer orden, es valida la

ecuacion 9.

_ 1/2 2- /2
1<obs - kCBS/SOE‘K |:SQO4 :| (9)
De la informacion obtenida en la figura 20B y utilizando el valor de K
reportado [109, 110] se lleg6 a un valor de (kcss/so-") para la reduccion de

la CBS y el ditionito de:
k =(1,13£0,03) x 10" M" s™

CBS/SO0%

Se han encontrado otras hemoproteinas que presentan el mismo

comportamiento frente al ditionito: citocromo ¢ (3,9 x 107 M1 s,
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citocromo b-558 solubilizado (7,8 x 10® M-! s-1) y metamioglobina de

caballo (2,7 x 107 M-1 s-1) [112].

Simulacion de la reaccion entre la CBS y S>042

La variacion de la concentracion de la CBS en el tiempo en
determinados casos ajustaba a una funciéon exponencial mas recta. Se
supuso que una pequena concentracion de oxigeno era la causante de la
segunda fase. Aunque el promedio de las pendientes era pequeno, del
orden de 103 y no afectaba el valor de kons, se realizaron distintas
simulaciones de la reduccion de la CBS con el ditionito en el programa
Gepasi con el fin de comprobar la hipotesis planteada sobre la desviacion
experimental del modelo planteado por la presencia de oxigeno. Las
ecuaciones ingresadas al programa con sus respectivas constantes se

muestran en la tabla 2.

Reaccion Constante de velocidad Referencia
CBS,, + SO0} M)CBSM +S0, 1,13 x 107 M1 s-1 Este trabajo
S,0,” ==—250;" 2,5s1(d), 1,8 x 109 M-1 s (r)  [109, 110]
SO, +0,—> S0, + O} 1x 108 M1 s [109]
20, +2H ——0,+H,0, 2 x 105 M1 s [111]
CBS,., +0,——>CBS_, + O} 1,11 x 105 M1 1 [75]
CBS,., + 0, ——CBS« + H,0O, 2-10 x 105 M- s1 [75]

Tabla 2: Reacciones de la CBS con el ditionito de sodio y sus productos de
descomposicion. Se muestran las reacciones que ocurren en la celda en presencia de

oxigeno. Se indican las constantes de cada una con la referencia correspondiente.

43



En las simulaciones realizadas se fijo la concentracion de CBS oxidada en
0,5 y 2 uM y se variaron las concentraciones iniciales de ditionito en el
rango de las wutilizadas en la practica. Se probaron diversas

concentraciones iniciales de oxigeno.

CBS(Fell) (M)

1,2

0uM
5,0x107 - =
2,0x10°
4,0x107 4 25 uM
" =
1,5x10°1 3 B 54
—~3,0x10"
. E 10 uM
1,0x10°
& 2,0x107 4
m
., O
5,0x107 1,0x107 1 B
0!0 ] ] ] 1 010 ] ] ] ] ] 1
0,0 0.1 0,2 0,3 0,4 00 02 04 06 08 10
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 21: Simulacioén en el programa Gepasi. Se utilizo el sistema de ecuaciones de
la tabla 2 y las concentraciones iniciales: ditionito 100 uM; O,, 0-10 uM; CBS Fe(IIl) 0,5
uM (A) y 2 uM (B). Los limites de tiempo utilizados en las simulaciones corresponden con

las siete vidas medias para cada concentracion de CBS utilizada

Para todas las condiciones de trabajo se visualizo un ajuste a una
exponencial cuando no existia presencia de oxigeno (Figura 21A)
mientras que con la presencia de 2,5, 5y 10 uM de oxigeno (Figura 21B),
el ajuste correspondia a una exponencial mas recta. Se verificé entonces
que las desviaciones a la exponencial se debian a la aparicion de Oas.
Cuando la concentracion de oxigeno superaba los 10 uM el curso

temporal de la CBS no ajustaba a esta funcion.

En las simulaciones también se observé que cuando la relacion
entre las concentraciones de CBS oxidada y ditionito de sodio se acercaba
a 1, la constante de la reaccion se acercaba a 2,5 s°1, que es el valor de la

constante de homdlisis del ditionito (datos no mostrados) [109, 110].
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3. EXPOSICION DE LA CBS A SISTEMAS BIOQUIMICOS

3.1. Medidas de la concentracion proteica de los extractos

subcelulares

Se midieron las concentraciones proteicas de tres preparados: de la

fraccion libre de células de higado de rata, de la fraccion submitocondrial

y de la fraccion microsomal.
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Figura 22: Curvas de calibracion para
cuantificar proteinas por el Método de
Bradford del extracto libre de células (A),
particulas submitocondriales (B) y fraccion
microsomal (C). Las curvas se construyeron con
cantidades conocidas de proteinas de una
solucion de BSA 0,49 mg/mL. La relaciéon

obtenida por un ajuste lineal a la mejor recta es:

A) AbSsosnm = 0,0412 (ug! mL) x BSA (ug mL-1) +
0,0122 (R =0,9866).

B) Abssosnm = 0,0230 (ug! mL) x BSA (ug mL1) +
0,0197 (R =0,9946).

C) Abssosnm = 0,0324 (ug! mL)x BSA (ug mL!) +
0,0238 (R =0,9898).
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Se utilizaron cuatro diluciones de cada muestra. Se mezclo cada
dilucion por triplicado con el reactivo de Bradford. De la comparacion con
las respectivas curvas de calibracion se deducen las concentraciones de

cada extracto (Tabla 3).

Fraccion Conc. (mg/mL)
Libre de células 12,6
Submitocondrial 5,0
Microsomal 31,9

Tabla 3: Concentraciones proteicas de los extractos subcelulares. Las

concentraciones se determinaron por el método de Bradford.
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3.2. Extracto libre de células

Actividad reductora del extracto

Como candidato para reducir a la CBS, era fundamental que el
extracto libre de células tuviera poder reductor. Para detectarlo se
observo si el extracto libre de células (0.12 mg/mL) era capaz de reducir
al DCFIF (50 uM) en presencia de donadores de electrones como el NADH
(100 uM) y NADPH (100 uM) (Figura 23).

Extracto (0,12 mg/ mL)

1.6+ Extracto (0,12 mg / mL) 15 l
NADH (100 uM) | DCFIF (50 um) NADPH (100 uM)
DCFIF (50 uM l Woten H
1’4'--—-£—-l)m l 144 l
14 ~mptrionpurgoon
1,24
,g 1,34
c 104 €
’ c
S g 124
€ 0,84 e
[%2] [%]
o 114
2 064 <
0.4- 1,0+
0,2 0,94
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
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1,6 1
! NADH (100 uM
DCFIF (50 uM) (100 xM) PCF'F(SO M) NADPH (100 uM)
144 } 134 =" Extracto (0,12 mg/mL)
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Figura 23: Reduccion del DCFIF expuesto al extracto libre de células. En A y B se
mezclo en el siguiente orden: DCFIF (50 uM), extracto libre de células (0,12 mg/mL) y
NAD(P)H (100 uM). C es un control sin agregado de extracto y en D se cambi6 el orden de
agregado. En todos los casos se midi6 la absorbancia a 600 nm y 25°C.

Cuando se expuso el DCFIF al extracto libre de células junto con
un donador de electrones se observé una disminucion de la absorbancia

a 600 nm confirmando la reduccion del DCFIF con el extracto libre de
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células. En la figura 23, partes C y D se muestran los controles realizados,
en los que en ausencia de extracto, no se observa disminucion en la

absorbancia.

Exposicion de la CBS al extracto libre de células

Para evaluar la reduccion de la CBS por el extracto libre de células
se monto en la celda del espectrofotometro un sistema de desoxigenacion
continuo que constaba de burbujeo con argon y Glc, GO y Cat. Todas las
soluciones fueron degaseadas de acuerdo al procedimiento descrito en la
seccion de materiales y métodos. Como donadores de electrones se
utilizaron NADPH y NADH. También se adicion6 en algunos casos FMN
(Figura 24).

2,0

1,5
3
< 1,04
6(‘)0
0,54
0,0 ) ) L)
300 400 500 600 700
A (nm)
Figura 24: Exposicion de la CBS al extracto libre de células. Los espectros
registrados corresponden a: (——) FMN (5 mM) + Glc (100 mM) + GO (8 U/mL) + Cat (260
U/mL, ( ) + CBS 9,3 uM, ( ) + extracto libre de células 0,13 mg/mL, ( ) +

NADPH 100 uM, ( ) + NADH 100 uM. Se tomaron seis registros cada dos minutos,

todos similares y ( ) + ditionito de sodio en exceso. Inserto, se destacan los picos de la

CBS oxidada (428 nm) y reducida (449 y 571 nm).

Los espectros registrados en la figura 24 presentan varios maximos
de absorcion caracteristicos de las sustancias que los originan. E1l NADH
produce un maximo en los 340 nm producido por la adenina que lo
compone. El ditionito de sodio en solucion tiene su Amax a 314 nm, como

consecuencia se observa un incremento en la absorcion desde 250 nm
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hasta 370 nm. Después del agregado de la CBS se observan dos picos de
absorcion, uno a 280 nm que es consecuencia de su estructura proteica y
otro correspondiente a la banda de Soret que depende del estado de
oxidacion del grupo hemo. Cuando éste se encuentra oxidado el maximo
se observa a 428 nm y en estado reducido se corre hacia los 449 nm. Sélo
se observo el corrimiento del pico a los 449 nm cuando se agrego ditionito

de sodio. Como alternativa para obtener un registro de la CBS reducida
se realizaron experimentos con el agregado de CN (20 mM) que forma un

complejo con la CBS reducida que absorbe a 435 nm tal como se indica
en la figura 25 [77].

0,6 -
0,4 1
%2}
Qo
<
0,24
0,0 L) L) L) L) )
400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 25: CBS reducida en presencia de cianuro. Se presentan los tres maximos de
absorbancia. A los 428 nm el correspondiente a la CBS oxidada que se corre a los 449
nm cuando se reduce y a los 435 nm cuando la CBS reducida se une al CN . Los
espectros registrados corresponden a: (——) glc (100 mM) + GO (8 U/mL) + Cat (260 U/
mL) + CBS (9,3 uM), ( ) + 5042 (40 M), (——) KCN (29 mM).

Se busco reducir a la CBS con el extracto libre de células y observar dicha

reduccion al agregar CN como un pico a 435 nm.
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Figura 26: Exposicion de la CBS al extracto libre de células en presencia de cianuro.

Se registraron los espectros en amortiguador fosfato (0,2 M, pH 7.4) con DTPA (0,2 mM).
Se agregd Glc (100 mM), GO (8 U/mL), Cat (260 U/mL) y CBS (9,3 uM), el extracto libre
de células (0,137 mg/mL), el NADH (100 uM) y NADPH (100 uM), KCN (20 mM) y

ditionito en exceso.

No se observo reduccion de la CBS por el extracto celular. Solo se
observo el pico a 435 nm cuando se agrego como control ditionito de sodio

(Figura 26).

Consumo de oxigeno

Dada la rapida reaccion del hemo reducido con el oxigeno, como
alternativa se realizaron experimentos en los que se sigui6 el consumo de
oxigeno de las fracciones subcelulares en presencia de CBS y NAD(P)H.
En algunos casos fue necesario degasear previamente las soluciones de

CBS y NAD(P)H para obtener registros mas claros.
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Figura 27: Consumo de O2 por el extracto libre de células en presencia de CBS. En
ambos casos se agregb al amortiguador fosfato (0,2 M, pH 7,4) con DTPA (0,2 mM) y las
diferentes soluciones como se indica: extracto libre de células (0,12 mg/mlL), NADPH
(100 uM), NADH (100 uM) y CBS (9,3 y 18,6 uM en A y B respectivamente). En B las
soluciones de NADPH, NADH y CBS se burbujearon con argon.

Alternativamente se midi6 el consumo de oxigeno de una solucion
de CBS (9,3 uM) expuesta al extracto libre de células (0,12 mg/mL),
NADH (250 uM) y NADPH (250 uM).

Los resultados obtenidos (Figura 27) no indican consumo de
oxigeno en ninguno de los casos al agregar la CBS. Teniendo en cuenta la
rapida reaccion de la CBS reducida con el oxigeno [75], no se estaria

formando la enzima reducida.

3.3. Extracto de particulas submitocondriales

Aunque la CBS es una enzima citosoélica se utilizé el extracto de
PSM como posible reductor de la misma. En este extracto se encuentra la
cadena respiratoria que tiene la capacidad de transportar electrones
donados y luego de varios procesos de oxidorreduccion cederlos al

oxigeno.
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Actividad reductora del extracto

Para verificar si el extracto de particulas submitocondriales tenia
capacidad reductora se preparo una solucion de citocromo c (10 uM),
NADH (400 uM) y PSM (0,12 mg/mL). Se registraron los espectros a

medida que se agregaron los distintos reactivos.

1,4 -
' Control de la actividad de las PSM

Citocromo C 1,24 PSM (0,12 mg/mL) + NADH (200uM)
+PSM

+ NADH
+ 4,5 minutos

1,2 4

Abs

0.0 T T
300 400 500 600 0 1 2 3 4 5

A (nm) Tiempo (min)

Figura 28: Actividad reductora del extracto de PSM. En A se us6 citocromo c (10 uM),
PSM (0,12 mg/mL) y NADH (400 uM) en amortiguador fosfato (pH 7,4, 0,2 M) con DTPA
(0,2 mM). En B se utilizé igual amortiguador y se tomaron registros a 340 nm de una

solucion de PSM + NADH.

En la figura 28 (A) se muestra el espectro del citocromo c oxidado y
al agregar la fraccion de PSM no hay cambios en el espectro. Cuando se
agrega el dador de electrones NADH se observa un pico en el espectro en
el entorno de los 550 nm que corresponde a la banda a del hemo del
citocromo c reducido y un aumento de la absorbancia a 340 nm. Después
de unos minutos se ve el espectro del citocromo totalmente reducido, con
incremento de la banda a, aparicion en los 521 nm de la banda B y un
corrimiento hacia los 415 nm de la banda y. En la figura 28 (B) se observa
la disminucion de la absorbancia a 340 nm indicando consumo del

NADH.

52



Exposicion de la CBS a PSM

Se estudio si el extracto de PSM era capaz de reducir el grupo hemo
de la CBS. Se registraron espectros en el UV-visible de soluciones
anaerobicas de la CBS con el extracto de PSM. Se usaron el NADH y el
succinato como donadores de electrones. Los resultados se muestran en

las figuras 29 y 30 respectivamente.

Figura 29: Exposicion de la CBS al
extracto de PSM y NADH. Se
realizaron espectros UV-visible de
una soluciéon de PSM (0,12 mg/mL),
CBS (9,3 uM) y NADH (1 mM). Los

Abs

registros se tomaron cada tres
minutos. Se muestran algunos de los

registros. Inicialmente en la celda se

encontraba el sistema de degaseo: Glc

(100 mM), GO (8 U/mlL), Cat (260

400 ' 500 600 ' U/mL) en amortiguador fosfato (pH
- (nm) 7,4, 0,2 M) con DTPA (0,2 mM).

0,0

No se observdé una disminucion en el maximo a 428 nm que

corresponderia a un cambio de estado de la CBS de oxidada a reducida.

Figura 30: Exposiciéon de la CBS 034 —_CGlc+ GO+ Cat
al extracto de PSM y succinato. :gga
Se realizaron espectros UV-visible + Succinato

.. 024 +S,0+5min
de una solucion de PSM (0,12 : +5min

mg/mlL), CBS (10 uM) y succinato

(5 mM). La linea de base se hizo

Abs

con el sistema de consumo de Oo, 0,14

Glc (100 mM), GO (8 U/mlL), Cat
(260 U/mlL). Como control de la

reduccion de la CBS se agrego 0,01

S2042 en exceso y se registraron T T 1
400 500 600
espectros en distintos tiempos. % (nm)

53



Consumo de oxigeno

En los estudios de oximetria realizados con la fraccion de PSM
también se trabajo con dos donadores de electrones: el NADH y el
succinato. Cuando se trabajo con el NADH como donador de electrones

no se detectaron cambios en el consumo de oxigeno (Figura 31).

PSM (0,05 mg/mL)

CBS (4,6 uM)

100 - PSM (0,05 mg/mL)

|

NADH (200 M)

1004

NADH (200 M)

80+
80+

%0
% O

60 - 604

40

T T T T 1 40
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 31: Consumo de Oz por PSM y NADH en presencia de CBS. En el panel A
observa un control del consumo de oxigeno cuando el NADH cede sus electrones a los
componentes de la cadena respiratoria presente en la fraccion de PSM. En el panel B se
registré el consumo de O, de una solucién de PSM en presencia de CBS y NADH en

amortiguador fosfato (0,2 M, pH 7,4) con DTPA 0,2 mM.

En lo que respecta al succinato como donador de electrones se
observo una disminucion en el consumo de oxigeno cuando se encuentra
presente la CBS en una solucion de PSM (Figura 32B). En la figura 32A se
observa un control del consumo de Oz cuando el succinato dona sus
electrones a la cadena respiratoria y la CBS no esta presente. Los
experimentos se realizaron por duplicado obteniendo ambas veces igual
resultado. Los datos obtenidos sugieren una inhibicion de la cadena
respiratoria, sin embargo, en los espectros de la CBS con las PSM y

succinato (Figura 30) no se observo una reduccion de la misma.
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Figura 32: Consumo de Oz por PSM y succinato en presencia de CBS. En A se
observa el control realizado. Se agreg6 a la celda del oximetro amortiguador fosfato (0,2
M, pH 7,4) con DTPA (0,2 mM), succinato, PSM y amortiguador. En B se realiz6 el
mismo procedimiento pero el ultimo paso consistié en el agregado de CBS en vez de

amortiguador

3.4. Fraccion microsomal

Actividad reductora del extracto

Se observéo mediante la reduccion del DCFIF si la fraccion
microsomal tenia poder reductor. Se midi6 la absorbancia a 600 nm, que
es donde el DCFIF oxidado presenta su maximo. La disminucion de la
absorbancia a 600 nm cuando se agregan los donadores de electrones
NADH y NADPH indico6 una reduccion del DCFIF por la fraccion
microsomal en ambos casos, confirmando la capacidad de dicho extracto
para ceder sus electrones. Otro estudio que se realizo fue medir la
absorbancia a 340 nm de una soluciéon de fraccion microsomal (0,12
mg/mlL) en ausencia y presencia de NADH (200 uM) (datos no ilustrados).
Se observo una disminucion en la absorbancia en presencia de NADH

indicando su consumo.
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Exposicion de la CBS a FM

Se expuso a la solucion de CBS

Figura 33: Actividad reductora
del extracto de FM. Los espectros
se tomaron a 600 nm y 25 °C. En
negro se muestra el registro de
DCFIF (50 uM), FM (0,12 mg/mL) y
NADPH (100 uM). En rojo se
muestra el registro de DCFIF (50
uM), FM (0,12 mg/ml) y NADH
(100 uM).

desoxigenada a la fraccion

microsomal junto con donadores de electrones y se realizaron espectros

en el UV-visible (figura 34). No se observaron cambios en el espectro de la

enzima provocados por la presencia de la fraccion microsomal y los

donadores de electrones. El maximo de absorcion a 429 nm que

corresponde al hemo oxidado de la CBS so6lo disminuy6 ante la presencia

del ditionito de sodio, observandose también en este caso un hombro a

449 nm.
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Consumo de oxigeno

Cuando se expuso a la CBS a la fraccion microsomal con NADH y
NADPH no se registréo un aumento en la velocidad de consumo de oxigeno.
Las mediciones se realizaron por triplicado sin registrarse modificaciones

en los resultados (Figura 35).

110 4 FM NADPH CBS

Figura 35: Consumo de Oz de FM

en presencia de CBS. A una

o~ solucion de FM (0,12 mg/mlL) en
amortiguador fosfato (0,2 M pH
704 7,4) con DTPA (0,2 mM) a 25 °C se
le agregé NADPH (100 uM), NADH
(100 pyM) y CBS (9,3 uM)

burbujeada con argon.

] v ] v ] v ]
400 800 1200 1600
Tiempo (s)
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4. EXPOSICION DE LA CBS A REDUCTASAS

PURIFICADAS

4.1. Xantina oxidasa

Para reducir a la CBS con la XO se utilizaron tres donadores de

electrones, el NADH y los dos sustratos naturales de la enzima: xantina e

hipoxantina, que cederian sus electrones a la XO y ésta reduciria

finalmente a la CBS. En ninguno de los experimentos llevados a cabo con

la XO y la CBS se observo reduccion de la misma (Figura 36).
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Figura 36: Exposicion de la CBS a
la XO. A una solucién de CBS (6,5
pM) en amortiguador fosfato (0,2 M,
pH 7,4) con DTPA (0,2 mM), se agregd
XO (0,06 U/mL), xantina (500 uM),
hipoxantina (1 mM) o NADH (100
pM). Como control se agreg6 ditionito
de sodio. En los tres registros se
utilizo el sistema de degaseo, Glc, GO

y Cat o sélo Cat.
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4.2. Dominio reductasa de la oxido nitrico sintasa

Se realizaron distintos espectros con el dominio reductasa de las
NOS (NOSr) y la CBS. En todos los casos se utilizo al NADPH como
donador de electrones asi como el sistema de consumo de oxigeno. Se
trato de identificar el estado reducido de la CBS adicionando cianuro o un
donador de 6xido nitrico (ProliNO). Ambos generan complejos con la CBS
reducida favoreciendo en principio su reduccion. La figura 37 es
representativa de los estudios que se realizaron con la CBS y la NOSr. En
las mismas condiciones de trabajo se realizaron registros con la CBS y la
NOSTr con y sin cianuro sin el agregado del donador de 6xido nitrico. En

ningun caso se evidencio la reduccion de la CBS.

0,49 Glc + GO + Cat

—CBS

NOSr
—— NADPH
ProliNO+ 2 min
= NOSr+ 6 min
—— KCN + 3 min
—— Ditionito + 2 min

0,24

Abs

0,04

) ) )
400 500 600
A (nm)

Figura 37: Exposicion de la CBS a la NOSr. La linea de base se realizé con Glc-GO-Cat.
Se utiliz6 una solucién de CBS (9,3 uM) en amortiguador fosfato (0,2 M, pH 7,4) con
DTPA (0,2 mM) a la que se le fueron agregando: NOSr (5 uM), NADPH (400 uM), ProliNO
(0.65 mM), NOSr (8 uM), KCN (0,19 mM) y ditionito en exceso. Los registros se relizaron
a 25 °C.

Paralelamente al desarrollo de esta tesina, Sebastian Carballal
encontro reduccion de CBS por la flavorreductasa purificada metionina

sintasa reductasa (MSR) y NADPH en presencia de monoxido de carbono
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[113]. Si bien nuestro extracto libre de células contendria esta proteina es
posible que no se haya visto en nuestras condiciones reduccion de la CBS
por ser la MSR escasa o estar inactiva. Puede ser también que la
presencia de monoéxido de carbono para atrapar a la especie reducida

resulte critica.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se abordo el estudio de la reduccion del grupo hemo
de la CBS. Por un lado se caracterizé la reduccion quimica anaerobia
utilizando ditionito de sodio como reductor. Se observé que la constante
cinética de reduccion es de orden un medio con respecto al ditionito
sugiriendo que la especie reductora es el radical dioxido de azufre que es
el producto de homdlisis del ditionito. El valor de la constante fue de (1,13
* 0,03) x 107 M1 s1 (25 °C). Los datos obtenidos se respaldaron con

simulaciones en el programa Gepasi.

Por otra parte se estudio la posible reduccion biologica del hemo de
la CBS mediante diferentes aproximaciones experimentales. Se utilizo
como posible sistema reductor fracciones subcelulares de higado de rata:
extracto libre de células, particulas submitocondriales y fraccion
microsomal y flavoproteinas purificadas como la xantina oxidasa y el
dominio reductasa de la NOS. Los resultados indican que en nuestras
condiciones de reaccion no fue posible detectar la reduccion del hemo de
la CBS, monitoreado por los cambios en los espectros UV-visible y por el

consumo de oxigeno.
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