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RESUMEN

La cistationina p-sintasa (CBS) es una enzima dependiente de piridoxal 5-

fosfato que cataliza la condensacién de una molécula de homocisteina con PALABRAS
una molécula de serina para formar cistationina. Esta reaccion constituye CLAVE

el primer paso de la via de transulfuracién, la cual tiene como producto o

final a la cisteina. La cisteina juega un papel clave en la defensa C'_net“?a
antioxidante de Trypanosoma cruzi, parasito hemoflagelado agente cau- e_nzwn_étl_ca,
sal de la enfermedad de Chagas. Debido a la importancia que juega en el cistationina
metabolismo antioxidante de Trypanosoma cruzi y a su gran diferencia B-sintasa,
estructural con su homélogo humano, la CBS es un buen candidato como via de
blanco terapéutico contra la enfermedad de Chagas. En el presente traba- transulfuracion,
jo se realiza un analisis cinético de la enzima cistationina p-sintasa (CBS) cisteina
con el objetivo de explorar su mecanismo cinético.

ABSTRACT

Cystathionine B-synthase (CBS) is a pyridoxal 5-phosphate-dependent

enzyme that catalyzes the condensation of a homocysteine molecule with KEY WORDS
a serine molecule to form cystathionine. This reaction constitutes the first

step of the transsulfuration pathway, which has the formation of cysteine Enzyme
as its final product. Cysteine plays a key role in the antioxidant defense kinetics,
of Trypanosoma cruzi, the hemoflagellate parasite that causes Chagas cystathionine
disease. Due to the critical role of CBS in the antioxidant metabolism of B-synthase,
Trypanosoma cruzi and its significant structural difference with its human transsulfuration
counterpart, CBS is a good candidate as a therapeutic target against pathway,
Chagas disease. In the present work, a kinetic analysis of the enzyme cysteine

cystathionine B-synthase (CBS) is carried out with the aim of exploring its
kinetic mechanism.
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Introduccion

Importancia de la cisteina en el sistema
antioxidante de Trypanosoma cruzi. La cis-
teina (Cys) juega un papel fundamental en T.
cruzi para el manejo del estrés oxidante, esto se
debe a que es utilizada para sintetizar moléculas
antioxidantes, como el glutatiéon (GSH) y el tripa-
notion T(SH)z que le permiten a la célula defen-
derse contra el dafio oxidante provocado por
especies quimicas reactivas como son las espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) (Fig. 1) (1). El

grupo tiol (-SH) que contiene la Cys funciona
como donador de electrones en las reacciones de
Oxido-reduccion involucradas en la desintoxica-
cion de dichas especies reactivas (Fig. 1). La
sintesis de T(SH)2 puede dividirse en dos etapas,
la primera donde se condensan la Cys, el acido
glutamico (Glu) y la glicina (Gly), para formar
glutation (GSH) y una segunda etapa donde dos
moléculas de GSH se condensan con una molé-
cula de espermidina (Spd) para finalmente formar
T(SH)2 (Fig. 1) (2).

Figura 1. Sintesis de tripanotion. El tripanotidn es el antioxidante mas importante en T. cruzi y el &tomo de azufre
gue contiene participa en reacciones redox, dicho atomo proviene de la cisteina, la cual puede ser sintetizada por
la via de transulfuracidn, la sintesis de novo y el transporte. Abreviaturas de sustratos: cisteina (Cys), glutamato
(Glu), y-glutamilcisteina (y-EC), glicina (Gly), glutation (GSH), espermidina (Spd), tripanotion reducido/oxidado
(T(SH)2/ TSy), triparedoxina reducida/oxidada (TXNox /TXNred). Abreviaturas de enzimas: y-glutamilcisteina sintetasa
(y-ECS), glutatidn sintetasa (GS), tripanotidn reductasa (TryR), triparedoxina peroxidasa (TXNPx).

Experimentos de suplementacion con Cys han
demostrado un incremento de hasta cuatro veces
la concentraciéon intracelular de T(SH)2 en epi-
mastigotes de T. cruzi, lo cual sugiere que la Cys
es limitante para la sintesis de T(SH)2 (2), por lo
que las enzimas que participan en el suministro
de Cys son potenciales blancos farmacéuticos.

Suministro de Cys en T. cruzi. El suministro de
Cys en T. cruzi es posible a través de tres vias
(Fig. 2): 1) La Cys extracelular puede ingresar al
parasito a través de un transportador membranal
(3); 2) T. cruzi posee las enzimas para la sintesis
de novo de Cys, la cual comienza con la conden-

sacion de serina (Ser) con el grupo acetilo de la
Acetil-CoA, lo que genera O-Acetilserina (OAS) en
una reaccion catalizada por la serina acetil
transferasa (SAT). Finalmente, la OAS sufre un
ataque nucleofilico por parte del bisulfuro (SH-)
en una reaccion catalizada por la cisteina sintasa
(CS) (4); 3) La via de transulfuracion inicia con la
condensacion entre Ser y homocisteina (HCys),
produciendo cistationina (Cth) en una reaccién
catalizada por la cistationina p-sintasa (CBS).
Finalmente, la Cth es hidrolizada por la cista-
tionina y-liasa (CGL) lo que da como producto
final a la Cys (5).
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Figura 2. Vias de suminis-
tro de Cys en T. cruzi. La
Cys intracelular de T. cruzi,
es adquirida a partir de 3
vias. 1) Transporte: El paso
de Cys extracelular al inte-
rior de la célula a través de
una proteina transmem-
branal. A partir de Ser en
presencia de otras enzimas
y metabolitos se da paso a
2) Sintesis de novo: Con la
condensacién de Ser por
SAT vy el ataque nucleofili-
co de H.S- a la OAS cata-
lizado por CS. 3) Via de
transulfuracion: Parte de la
condensacion de Ser y HCys
catalizada por CBS produce
Cth; finalmente, la hidrdlisis
de Cth catalizada por CGL

produce Cys. Abreviaturas de sustratos: acetato (ACE), a-cetobutirato (aKB), cistationina (Cth), cisteina (Cys),
homocisteina (HCys), O-acetilserina (OAS), serina (Ser). Abreviaturas de enzimas: cistationina B-sintasa (CBS),
cistationina y-liasa (CGL), cisteina sintasa (CS), serina acetil transferasa (SAT).

Estructura de la Cistationina B-sintasa (CBS).
La CBS es la enzima que cataliza la primera
reaccion de la via de transulfuracion para la
sintesis de Cys. La catalisis mediada por CBS es
una de las vias que permite la eliminacion de
homocisteina, aminoacido relacionado con enfer-
medades cardiovasculares, defectos del tubo
neural y la enfermedad de Alzheimer en mami-
feros (6). En humanos se encuentra en menor
proporcion en forma de mondémero y homodimero,

mientras que en mayor proporcion en forma de
tetramero. La proteina tiene un dominio hemo N-
terminal de 70 aminoacidos, un dominio catalitico
que se une a piridoxal 5-fosfato (PLP) y un domi-
nio C-terminal que le confiere la unién a un
activador alostérico, el AdoMet (6). La CBS de T.
cruzi se encuentra en forma de homotetramero
con una masa molecular de 155 kDa y no presen-
ta el dominio hemo N-terminal, ni el dominio de
union a AdoMet (4) (Fig. 3).

Figura 3. Comparacién de la CBS humana (HsCBS) y la CBS de T. cruzi (TcCBS). A) Estructura basica de la secuencia
de aminoacidos de HsCBS y TcCBS. B) Estructura tridimensional de HsCBS en su forma dimérica.
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Ciclo catalitico de la CBS. La molécula de piri-
doxal 5-fosfato (PLP) que contiene CBS forma una
aldimina interna con el grupo amino del residuo
de lisina (Lys) 119 en la CBS humana y de lisina
64 en T. cruzi que se encuentra en el sitio activo
de la enzima (4, 6). La aldimina interna de CBS
provoca que esta enzima posea un maximo de
absorcién a 412 nm (6). El ciclo catalitico inicia
con la entrada de la Ser en el sitio activo de la
CBS, desplazando la unién de PLP con Lys y dan-

Problema bioquimico

Los datos presentados en la tabla 1 corresponden
a la velocidad especifica de una preparacion de
CBS recombinante de T. cruzi con una pureza del

do lugar a la formacion de una aldimina externa.
Posteriormente hay una disociacion del grupo que
se encuentra en el carbono B del aminoéacido,
formando un intermediario aminoacrilato. El ciclo
continda con el ataque nucleofilico por parte de la
HCys sobre el carbono 3 del aminoacrilato, lo cual
produce Cth formando una aldimina externa que
al final del ciclo sera desplazada por la Lys de la
CBS (Fig. 4) (6).

Figura 4. Ciclo cata-
litico de la CBS. La
aldimina interna de
la CBS tiene un do-
minio catalitico en el
que el PLP formauna
aldimina interna con
un residuo de Lys. La
unién de la serina
(Ser) da lugar a una
aldimina externay al
intermediario amino-
acrilato. El ataque nu-
cleofilico de la ho-
mocisteina (HCys) al
carbono [ del ami-
noacrilato produce
cistationina (Cth) uni-
da al PLP en forma
de aldimina externa
que al final del ciclo
sera desplazada por
la Lys de la CBS.

90% usando diferentes condiciones de sustratos
(Ser y HCys). Utilizando estos datos deduce el
mecanismo cinético y estima los parametros
cataliticos de Vm, Kmser, KmHcys ¥ Kcat.

Tabla 1. Velocidad especifica de la CBS al variar las concentraciones de Ser y HCys.

V (umol min® mg™?)

[Ser] (mM)
[HCys] 1 mM [HCys] 2 mM [HCys] 5 mM [HCys] 10 mM

0 0.000 0.000 0.000 0.000

0.5 0.156 0.184 0.175 0.198
0.260 0.361 0.343 0.434

0.310 0.498 0.572 0.624

0.420 0.601 0.642 0.802

10 0.333 0.641 0.800 0.934
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