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DESCRIPCION
Determinacion de fracciones bioldgicamente Iabiles de sulfuro de hidrogeno

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud de patente estadounidense provisional con nimero
de serie 61/617.995, presentada el 30 de marzo de 2012.

Campo técnico

Esta invencioén se refiere a un método analitico para determinar las concentraciones de H,S libre, de sulfuro Iabil en
medio acido y de azufre sulfano enlazado en fracciones biodisponibles, asi como a un método para la determinacion
de cada una de las tres fracciones discretas biodisponibles de sulfuro de hidrégeno en muestras clinicas y de
investigacion, incluidas, entre otras, sangre, tejidos, fluidos y muestras medioambientales.

Antecedentes

El sulfuro de hidrégeno (H2S) es una molécula gaseosa ubicua transductora de sefiales que desempefia un papel
indispensable en numerosas funciones celulares [1-5]. Se ha convertido también en el foco de interés de muchas
iniciativas de investigacion, incluida la manipulaciéon farmacoterapéutica [1-5]. Uno de los retos en este campo lo
constituye la determinacion con exactitud de la concentracion de H».S biolégicamente activo. La complejidad de la
determinacion analitica del H»S, especialmente en los organismos vivos, refleja el hecho de que el sulfuro de hidrogeno
es un gas volatil y existe en el organismo en distintas formas: una forma libre ("HS libre"), una fraccion labil en medio
acido y una fraccion de azufre sulfano enlazado, como se muestra en la Figura 1.

El azufre se encuentra presente en el organismo en varias formas, que van de un estado divalente completamente
reducido, como sulfuro, a un estado hexavalente completamente oxidado, como sulfato [1, 9, 10]. La determinacién
del azufre bioldgico se ha centrado en determinar la concentracion de sulfuro (el estado reducido divalente), en parte
por la dificultad que entrafia la determinacion con exactitud de otros estados. Los equivalentes de azufre en el estado
reducido divalente son muy reactivos en las matrices bioldgicas, lo que hace que haya equivalentes de sulfuro
presentes en las tres distintas fracciones volatiles de azufre, como se muestra en la Figura 1. Las tres fracciones son
importantes para regular la cantidad de azufre biodisponible, y las mas importantes son la fraccion labil en medio acido
y la fraccién de azufre sulfano enlazado [10, 11].

El sulfuro de hidrogeno se produce predominantemente por via enzimatica a partir de la cisteina, por ejemplo,
utilizando dos enzimas dependientes de piridoxal-5'-fosfato, cistationina-f-sintasa y cistationina-y-liasa, asi como 3-
mercaptopiruvato azufre transferasa. El sulfuro de hidrégeno libre se puede difundir a través de las membranas
celulares sin la necesidad de un transportador especifico [4, 6]. El H2S libre se encuentra disuelto en el plasma y otros
fluidos de tejidos. En las condiciones de los organismos de mamiferos, es decir, a un pH de 7,4 y una temperatura de
37 °C, un 18,5% del sulfuro de hidrégeno libre existe como H.S gas, y el resto existe casi exclusivamente como anién
hidrosulfuro (HS-) con una contribucion insignificante de S [7, 8].

El término "azufre sulfano" hace referencia a atomos de azufre divalentes enlazados a otro atomo de azufre, aunque
pueden tener un hidrégeno ionizable a ciertos pH. Entre los ejemplos de estos azufres enlazados se incluyen el
tiosulfato (S,03%), los persulfuros (R-S-SH), los tiosulfonatos (R-S(O)-S-R’), los polisulfuros (R-Sy-R), los politionatos
(Sn06%) y el azufre elemental (S°) [10]. Este azufre sulfano enlazado se puede liberar en condiciones reductoras. El
sulfuro labil en medio acido, la otra fraccion biodisponible importante, consiste en azufre presente en complejos de
hierro-azufre contenidos en las proteinas de hierro-azufre (no hemo), las cuales son ubicuas en los organismos vivos,
e incluyen una diversidad de proteinas y enzimas, incluidas, entre otras, rubredoxinas, ferredoxinas, aconitasa y
succinato deshidrogenasa [10, 12]. Los sulfuros labiles en medio acido liberan facilmente H;S libre en condiciones
acidas (pH < 5,4). En el proceso de liberacion en medio acido también se puede liberar sulfuro de hidrégeno a partir
de persulfuros, que siempre se han clasificado como azufre sulfano [13]. Se ha propuesto que esta "fraccion de sulfuro
labil en medio acido" es un "sumidero reversible de sulfuro" y puede constituir una importante fraccion de
almacenamiento que regula la cantidad de sulfuro de hidrégeno libre biodisponible [14]. Sin embargo, las formas de
azufre enlazado pueden ser mas importantes para almacenar y liberar el sulfuro administrado por via exégena [11].

Una debilididad en el estudio del sulfuro ha sido la ausencia de una metodologia precisa para la determinacion
reproducible y con exactitud del sulfuro de hidrégeno tanto in vivo como in vitro. En la determinacion del H;S libre, se
han utilizado diversos métodos con resultados divergentes [10, 13, 15]. Estos métodos incluyen un método
espectrofotométrico con derivatizacion que da lugar a la formacion de azul de metileno, variaciones de este método
con azul de metileno en las que se utiliza cromatografia liquida de alta resolucion [10], electrodos selectivos de iones
sulfuro, sensores polarograficos [16], cromatografia de gases [13, 17] y HPLC en combinacion con métodos
fluorimétricos en los que se utiliza monobromobimano (MBB) para derivatizar el H,S libre [14, 18, 39, 41].

En los organismos de mamiferos se han determinado concentraciones de H;S que van de concentraciones de
nanomolar a cientos de micromolar [10, 15]. Este amplio intervalo se debe en parte a la diversidad de métodos
utilizados en la determinacién de H,S. El método con azul de metileno que anteriormente se habia favorecido para
detectar sulfuro de hidrégeno presentaba varias desventajas: interferencias de las fracciones de sulfuro enlazado,
presencia de artefactos quimicos e imposibilidad de aplicarlo al sulfuro de hidrégeno libre. Ademas, en medio acuoso,
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el azul de metileno forma con facilidad agregados diméricos y triméricos, lo que no se adecua a la ley de Beer, y que
a su vez impide la determinacién analitica con exactitud del sulfuro biodisponible [18].

En anteriores intentos de caracterizar la fraccion de azufre sulfano enlazado se utilizé principalmente MBB junto con
ditiotreitol (DTT) como agente reductor para liberar el sulfuro enlazado [10, 21]. La mayor parte de los estudios se han
centrado unicamente en el sulfuro de hidrégeno libre y las fracciones labiles en medio acido [11, 13]. Estos resultados
de estudios eran limitados debido a diversos inconvenientes problematicos como el pH, la volatilizacion y la oxidacion
de las muestras analizadas [40].

El reactivo fluorescente MBB se ha utilizado ampliamente en la determinacién mediante alquilacién de diversos
compuestos que contienen tiol [22]. La S-alquilacion tiene lugar dos veces con sulfuro en condiciones alcalinas, de
manera que se forma sulfuro de dibimano. Previamente hemos publicado un método analitico fluorimétrico con HPLC
en fase inversa que estabiliza el sulfuro de hidrégeno libre biolégicamente activo frente a la oxidacién a la vez que
permite detectar concentraciones bajas. Con este método analitico se determina el sulfuro de hidrégeno libre en
plasma mediante derivatizacion del sulfuro con un exceso de MBB en condiciones alcalinas, con poco oxigeno y sin
metales en trazas mediante separacion por HPLC en fase inversa y deteccion fluorescente del producto fluorescente,
sulfuro de dibimano, con un nivel de detecciéon de aproximadamente 2 nM [18].

La rama que estudia la determinacion de sulfuro de hidrégeno continta evolucionando con modificaciones de diversos
métodos, incluidas la publicacién de distintas sondas fluorescentes [33-35], asi como aplicaciones de nuevas
tecnologias, como los nanotubos y los puntos cuanticos [36, 37], y un método para la determinacion del sulfuro de
hidrégeno disuelto en soluciones acuosas mediante el uso de un sensor electroquimico [38]. Sin embargo, no se ha
publicado ningin método para la determinacién con exactitud de todas las fracciones de sulfuro de hidrégeno labil con
el fin de determinar la biodisponibilidad del sulfuro de hidrégeno en muestras bioldgicas u otras muestras que
contengan tejidos o proteinas procedentes de fuentes bioldgicas, como, por ejemplo, muestras de agua
medioambientales. Se precisa un método que se pueda llevar a cabo a gran escala y que permita una determinacion
exacta y cuantitativa de las fracciones discretas de sulfuro de hidrégeno a partir de las fracciones principales de sulfuro
labil para su uso tanto en muestras experimentales como clinicas.

En la patente de EE.UU. n.° 6.468.762 se da a conocer un método para la determinacion de homocisteina utilizando
N, N-dipropilfenilendiamina y, como agente reductor, ditiotreitol.

En la solicitud de patente de EE.UU. n.° 2007/0078113 se da a conocer un método para la determinacién de sulfuro
de hidrégeno en sangre en el que se utiliza una técnica de alquilacion extractiva acoplada a cromatografia de gases y
deteccion especifica de masas para cuantificar el sulfuro de hidrégeno, y una solucién amortiguadora
desnaturalizante/reductora de cloruro de benzalconio, hidréxido de tetraetilamonio y hidrocloruro de tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) en una solucion amortiguadora saturada de borato.

En la solicitud de patente de EE.UU. n.° 2012/0073988 se da a conocer un sensor electroquimico para la determinacion
de sulfuro de hidrogeno. En el articulo de Shen, X.; Patillo, C. B.; Pardue, S.; Bir, S. C; Wang, R.; Kevil, C. G,
"Measurement of plasma hydrogen sulfide in vivo and in vitro" en Free Radical Biology & Medicine 50: 1021-1031;
2011, se da a conocer un método para la determinacion in vivo e in vitro de sulfuro de hidrogeno en plasma. En el
articulo de Shen, X., et al., “Fluorescent Detection and Optimization of Hydrogen Sulfide in Blood”, Free Radical Biology
& Medicine, 49, S198 2010, se da a conocer un método para detectar sulfuro de hidrégeno en sangre. En el articulo
de Olsen, K: "Is hydrogen sulfide a circulating “gasotransmitter” in vertebrate blood?", Biochimica et Biophysica Acta,
vol. 1787, n.° 7, 2009, pags. 856 - 863, se dan a conocer y se examinan determinaciones de sulfuro en sangre/plasma
que se han publicado a lo largo de los ultimos 30 afios a fecha de la publicacion del articulo desde la perspectiva de
los métodos analiticos utilizados y las posibles fuentes de error.

El articulo de Mylon, S, et al., “Subnanomolar Detection of Acid-Labile Sulfides by the Classical Methylene Blue Method
Coupled to HPLC”, Environ. Set. Technol.; 2001; 35(22); 4544-4548, se dan a conocer métodos que tienen como
objeto las determinaciones directas y fiables de sulfuros reactivos frente al azul de metileno en agua dulce
completamente oxigenada.

En el articulo de Ubuka, T, con el titulo "Assay Methods and Biological Roles of Labile Sulphur in Animal Tissues", J.
Chromatography B; 2002; 781; 227-249, se evaluan aspectos analiticos, aspectos fisioldgicos y aspectos patologicos
del sulfuro 1abil.

Descripcion de la invenciéon

Los inventores han descubierto un método para la determinacion de todas las fracciones de sulfuro de hidrogeno
biolégico de interés, en concreto, sulfuro de hidrégeno libre, sulfuro labil en medio acido y azufre sulfano enlazado.
Han desarrollado un nuevo protocolo para determinar por separado fracciones especificas de H,S labil utilizando el
método del monobromobimano (MBB) en combinacion con HPLC en fase inversa. Este nuevo protocolo supone la
liberacion selectiva, el atrapamiento y la derivatizacion del H.S Iabil. La determinacién de H,S libre se llevd a cabo
mediante nuestro método anterior utilizando un exceso de MBB en condiciones alcalinas, con oxigeno al 1% y sin
metales en trazas, seguido de HPLC en fase inversa y deteccion fluorescente del sulfuro de dibimano producido. El
H2S labil en medio acido se liberé6 mediante incubaciéon de la muestra en una solucion acida (por ejemplo, solucion
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amortiguadora de fosfato 100 mM con DTPA 0,1 mM, pH 2,6) y se cuantificd junto con el H,S libre en un sistema
cerrado para contener el H»S volatilizado. A continuacion, el H,S volatilizado y el HzS libre se atraparon en una solucion
alcalina (por ejemplo, tris-HCI 100 mM con DTPA 0,1 mM, pH 9,5), y a continuacién, se hicieron reaccionar con un
exceso de monobromobimano para formar el producto estable fluorimétrico, sulfuro de dibimano. En una alicuota de
muestra aparte, la determinaciéon del sulfuro labil total, incluida la contribuciéon de la fraccién de azufre sulfano
enlazado, la fraccion labil en medio acido y el H,S libre, se realizé mediante la incubacion de la muestra con un agente
reductor, hidrocloruro de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), para reducir los enlaces disulfuro en una solucién acida (por
ejemplo, una solucion amortiguadora de fosfato 100 mM con DTPA 0,1 mM, pH 2,6) y, tras eliminar la solucion, el H>S
volatilizado se atrap6 utilizando una solucién amortiguadora alcalina con MBB conforme a lo descrito mas arriba.

La cantidad de sulfuro en las tres fracciones de sulfuro individuales se determind entonces segun se indica a
continuacion. La cantidad de H;S libre se determina directamente. La cantidad de sulfuro Iabil en medio acido es la
diferencia entre [el resultado de] la determinacion de la fraccion labil en medio acido + HS libre y [el resultado de] la
determinacion de H,S libre. Finalmente, la cantidad de azufre sulfano enlazado es la diferencia entre [el resultado de]
la determinacién de sulfuro total y [el resultado de] la determinacion de la fraccion labil en medio acido + H;S libre.
Este nuevo método permite una determinacion muy sensible y con exactitud de la tres principales fracciones bioldgicas
de HzS, incluidas la fraccion libre, la fraccion labil en medio acido y el azufre sulfano enlazado en diversas muestras
biolégicas. Hemos utilizado este método para determinar las fracciones de sulfuro en muestras de sangre de ratones
y personas. También hemos optimizado el método para lograr una determinaciéon mas exacta de las tres fracciones.
Este nuevo método se puede utilizar para fines de investigacion, medioambientales y de diagnédstico clinico al
determinar la biodisponibilidad del sulfuro de hidrégeno en muestras bioldgicas o de otro tipo.

Este método presenta ventajas considerables para la facil determinacion y el diagndstico de los niveles de toxicidad
del sulfuro de hidrégeno, con inclusion de las determinaciones analiticas con precision del sulfuro de hidrégeno en
todas las fracciones biodisponibles, lo que facilita la vigilancia de la exposicion a la dosis y el diagndstico de la toxicidad
del sulfuro de hidrogeno. Este método analitico también se puede utilizar para la determinacion de sulfuro de hidrogeno
y su carga quimica volatil en el ambiente, con inclusion de, entre otros, animales, plantas, suelo, fuentes de agua,
microbios y otras fuentes.

Breve descripcion de los dibujos
En la Figura 1 se ilustran las tres fracciones bioldgicas de sulfuro Iabil presentes en los organismos.

En la Figura 2 se muestra una representacion esquematica de una realizacion del método de determinacion de las
tres fracciones de sulfuro labil: HzS libre, sulfuro Iabil en medio acido y azufre sulfano enlazado.

En las Figuras 3A y 3B se ilustra el efecto de los tubos de recogida de sangre en las concentraciones plasmaticas de
H2S. En la Figura 3A se ilustran las diferencias en el H;S libre en plasma entre los dos tubos de recogida distintos
(tubos de recogida de heparina de litio y de EDTA) en comparacion con los glébulos rojos lisados (**p<0,01 frente a
los tubos de recogida de heparina de litio). En la Figura 3B se ilustra la cantidad de hemoglobina sin células en el
plasma de sangre recogida en los dos tubos de recogida distintos en comparacioén a la que hay en los gldbulos rojos
lisados (**p<0,01 frente a los tubos de recogida de heparina de litio).

En la Figura 4 se ilustra la estabilidad del H»S libre en plasma en funcién del tiempo.

En las Figuras 5A-5C se ilustra la optimizacion de las técnicas para la determinacion del HzS volatilizado utilizando
sulfuro de sodio y una solucién amortiguadora acida para inicialmente generar H;S. En la Figura 5A se ilustra el efecto
del tiempo en el atrapamiento del H,S con una solucidon amortiguadora alcalina al recuperar el sulfuro de hidrégeno.
En la Figura 5B se ilustra la recuperacion del sulfuro de hidrogeno en muestras antes de la liberacion de H;S y tras la
liberacion y el atrapamiento de H2S. En la Figura 5C se ilustra el efecto del tiempo en la liberacion y el atrapamiento
del sulfuro procedente del plasma.

En las Figuras 6A-6C se ilustra el efecto de la presencia de proteinas plasmaticas en el atrapamiento de sulfuro de
hidrégeno gas. En la Figura 6A se ilustra la concentracion determinada de sulfuro, comparando las muestras atrapadas
para las que el plasma permanece en el recipiente de reaccién con las muestras atrapadas tras la eliminacién del
plasma. En la Figura 6B se ilustra el cambio en el persulfuro a lo largo del tiempo al incubar el plasma con sulfuro de
sodio. En la Figura 6C se ilustra la concentracion de persulfuro en proteinas en muestras de plasma con y sin la adicion
de KCN (cianuro de potasio).

En las Figuras 7A-7E se ilustra la optimizacion del método de determinacion del sulfuro total utilizando TCEP como
agente reductor y se muestran los cambios en las determinaciones mediante el método del MBB del sulfuro de
hidrégeno liberado. En la Figura 7A se ilustra el cambio en el H,S liberado y atrapado en muestras de sulfuro de sodio
con y sin TCEP 50 mM. En la Figura 7B se ilustra el cambio en el H,S liberado y atrapado en muestras de sulfuro de
sodio con y sin TCEP 1 mM. En la Figura 4C se ilustra el efecto del tiempo de incubacién con TCEP en la reduccion
del trisulfuro de dialilo (DATS) y la determinacion posterior del H,S liberado mediante el método del MBB. En la Figura
7D se ilustra la eficiencia del protocolo, incluida la reduccion, la liberacién y el atrapamiento utilizando muestras con
sulfuro de sodio, DATS o ambos, con o sin TCEP 1 mM. En la Figura 7E se muestra el efecto del TCEP en la estabilidad
del sulfuro de dibimano producido mediante el método del MBB a pH 9,5y 4,5.
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En las Figuras 8A-8B se ilustran las concentraciones de sulfuro de hidrogeno libre, azufre labil en medio acido y azufre
sulfano enlazado en plasma murino y de personas. En la Figura 8A se ilustra la concentracion de sulfuro en las tres
fracciones de sulfuro en muestras de sangre tomadas de ratones C57BEG6J sin mutaciones genéticas en comparacion
con ratones deficientes en cistationina-y-liasa (CSE) (CSE-/-), de los que se sabe que producen menos sulfuro de
hidrégeno. En la Figura 8B se ilustra la concentracion de sulfuro en las tres fracciones de sulfuro en muestras de
sangre de varones sanos como controles.

Maneras de llevar a cabo la invenciéon

El reactivo fluorescente MBB se ha utilizado ampliamente en la determinacién mediante alquilacién de diversos
compuestos que contienen tiol [22]. Con sulfuro, la S-alquilacién ocurre dos veces en condiciones alcalinas, de manera
que se forma sulfuro de dibimano. Anteriormente publicamos un método analitico para la determinacién in vivo e in
vitro de sulfuro de hidréogeno libre en plasma mediante la derivatizacién del sulfuro con un exceso de
monobromobimano en condiciones alcalinas, con un 1% de oxigeno y sin metales en trazas, con separacion mediante
HPLC en fase inversa y deteccion fluorescente del sulfuro de dibimano producido [18]. El sulfuro de hidrégeno libre o
volatilizado se derivatiza en condiciones alcalinas, preferentemente a un pH >7,5, mas preferentemente, a un pH de
aproximadamente 8,0 a aproximadamente 10,0 y, ain mas preferentemente, a un pH de aproximadamente 9,5. La
derivatizacién debe tener lugar en condiciones con poco oxigeno, preferentemente <5% de oxigeno, mas
preferentemente <2% de oxigeno y, mas preferentemente, <1% de oxigeno. Ademas, todos los metales en trazas se
deben quelar para evitar interferencias en la reacciéon. En los métodos de abajo, utilizamos acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) para quelar los metales en trazas. Ademas, utilizamos un exceso de MBB, a
aproximadamente una relacion de 2:1 de MBB a sulfuro. La reaccion de derivatizacion se para a aproximadamente
los 30 min con acido (pH <5), como, por ejemplo, acido sulfosalicilico, a aproximadamente un pH de 4,5, para
estabilizar el SDB producido y para precipitar todas las proteinas. A continuacion, el SDB producido se analiza
mediante HPLC en fase inversa y se compara con patrones para obtener la concentracion.

Para liberar sulfuro de hidrégeno a partir de la fraccion labil en medio acido se necesita un pH inferior a 5,4 [11]. Por
lo tanto, la determinacion de sulfuro labil en medio acido supone la acidificacion de la muestra, preferentemente a un
pH <4,0, mas preferentemente, a un pH de aproximadamente 2,0 a aproximadamente 3,0y, ain mas preferentemente,
a un pH de aproximadamente 2,6. En los experimentos de mas abajo, la solucién acida es solucion amortiguadora de
fosfato 100 mM (HzPO4 30 uM y KH.PO4 70 uM, DTPA 0,1 mM, pH 2,6), lo que produce la liberacién de sulfuro de
hidrégeno libre al headspace del tubo cerrado (por ejemplo, tubo Vacutainer) desde la fraccion labil en medio acido.
Tras eliminar la solucion original para prevenir la interferencia de cualquier proteina, se afiade una solucién alcalina
para atrapar y redisolver el H,S gas. La determinacion del sulfuro a continuacion se lleva a cabo conforme a lo descrito
mas arriba para el H,S libre. La concentracion de sulfuro obtenida mediante este procedimiento refleja tanto el sulfuro
de hidrégeno libre como el sulfuro de hidrégeno liberado desde la fraccion labil en medio acido.

La cantidad total de sulfuro Iabil, incluida el componente de azufre sulfano junto con el sulfuro Iabil en medio acido y
el sulfuro libre, se determina utilizando un compuesto reductor junto con la solucion acida indicada mas arriba para la
obtencion del resultado correspondiente a la [fraccion] Iabil en medio acido. El agente reductor que utilizamos fue el
hidrocloruro de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), el cual rompe los enlaces disulfuro para liberar los atomos de azufre
sulfano. Aunque también se puede utilizar el ditiotreitol (DTT), se prefiere el TCEP porque es hidrosoluble, no es volatil,
reduce los enlaces disulfuro mas rapidamente y se ha demostrado que es muy estable en un intervalo de pH (2,0-9,5)
mas amplio que el DTT. ElI TCEP no tiene una parte tidlica y presenta la ventaja adicional de no requerir la eliminacion
de tiol antes de la reaccién con MBB. En cambio, el DTT contiene una parte tidlica y se ha sefialado que tiene pequefas
cantidades de sulfuros contaminantes [21].

Sin embargo, se ha descrito la deshalogenacion reductiva del monobromobimano por el TCEP, con la formacion de
un producto fluorescente, como una posible interferencia [25]. Aunque este producto se puede extraer con cloruro de
metileno, en nuestro método no es necesario, pues el analisis por HPLC de la mezcla de reaccién separa este producto
del sulfuro de dibimano. Encontramos que el producto de reaccién del TCEP con MBB tiene un tiempo de retencion
de 11,2 min (los datos no se muestran), mientras que el producto de reaccion del sulfuro con MBB, es decir, el sulfuro
de dibimano, tiene un tiempo de retencién de 16,5 min, mientras que el MBB por si solo tiene un tiempo de retencién
de 17,6 min. Para evitar que el TECP consuma el MBB, asi como cualquier efecto inhibidor en el colorante, como se
ha descrito con colorantes de yodoacetamida y maleimida [26], utilizamos una relacion de MBB a TCEP superior a 10:1.

La formacién de persulfuros normalmente tiene lugar a pH alcalinos a temperatura ambiente, y la determinacion de
persulfuros se puede llevar a cabo [midiendo la] absorbancia a 335 nM con un espectrofotémetro [27]. El sulfuro de
hidrégeno libre liberado al headspace puede reaccionar con proteinas plasmaticas para formar persulfuros, como se
describe mas abajo mediante espectrofotometria. Por lo tanto, es preferible proceder a la eliminacién del plasma (u
otra muestra) del recipiente de reaccion tras la volatilizacion del sulfuro de hidrégeno al headspace antes de reatrapar
el sulfuro de hidrogeno gas volatilizado en solucién alcalina para su posterior reaccion con MBB.

El uso de este protocolo en muestras experimentales y clinicas permitira la determinacion de los equivalentes de
sulfuro de hidrégeno biodisponible durante acontecimientos fisiopatoldgicos y aportara un método analitico de
deteccion clave para estudios de farmacologia con el objetivo de manipular las concentraciones de sulfuro de
hidrégeno con fines terapéuticos. El método también se puede utilizar para la determinacién de sulfuro en muestras
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medioambientales de agua.
Ejemplo 1
Materiales y métodos

Materiales. En todos estos experimentos, utilizamos: monobromobimano (MBB, Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri; n.°
de catalogo B4380); sulfuro de sodio (Alfa Aesar, Ward Hall, Massachusetts, n.° de catalogo 65122), para el que se
ha demostrado que posee una pureza superior en comparacion con otras fuentes [8]; tubos separadores de plasma
Microtainer (BD Biosciences, San José, California (EE.UU.), n.° de catalogo 365958); acido sulfosalicilico (SSA,
Sigma-Aldrich, n.° de catalogo No. S2130); acetonitrilo (CH3CN, Sigma-Aldrich, n.° de catalogo. 34851); acido
trifluoroacético (TFA, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, n.° de catalogo 28903); BD Vacutainer
(Becton Dickinson and Company (BD), Franklin Lakes, Nueva Jersey (EE.UU.), n.° de catalogo 366703); jeringa de
plastico de 1 ml; tubo de PCR (Molecular Bioproducts, San Diego, California (EE.UU.), n.° de catalogo 34129); aguja
espinal de 3,5 pulgadas con un calibre de 25 (BD, n.° de catalogo 405180); y aguja espinal de %2 pulgada con un calibre
de 30 (BD, n.° de catalogo 305106). Todos los tubos de recogida (tubos Vacutainer con heparina de litio o EDTA) que
se utilizaron eran de plastico para evitar que el H,S se uniera al vidrio. A menos que se indique lo contrario, todos los
demas reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich.

Instrumental. En todos estos experimentos, se utilizé: una balanza de platos (sensibilidad de 0,1 mg) (Mettler; AG
104); mezclador Vortex (Thermolyne; Maxi Mix Il); espectrofotometro SmartSpect™ Plus (Bio-RAD); sistema HPLC:
equipo de cromatografia liquida ultrarrapida (UFLC) Shimadzu Prominence equipado con detector fluorescente (HPLC
20A Prominence); camara hipdxica (Coy Laboratory Products Inc., Grass Lake, Michigan (EE.UU.); caja con guantes
grande); y mezclador Nutating (VWR, Radnor, Pensilvania (EE.UU.); S0500).

Animales y personas. Se compraron ratones C57BI/6J sin mutaciones genéticas (Laboratorio Jackson, Bar Harbor,
Maine, EE.UU.), y los ratones deficientes en CSE (CSE -/-) se obtuvieron del Dr Rui Wang, de la Universidad de
Lakehead (Thunder Bay, Ontario, Canada). El uso de ratones para este estudio fue autorizado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de la facultad de ciencias de la salud de la universidad del estado de
Luisiana en Shreveport, EE.UU. (Louisiana State University Health Shreveport). Todos los animales recibieron un trato
humano de conformidad con la legislacion. La inscripcion de sujetos varones sanos fue autorizada por el Comité de
Etica de Investigacion Clinica de la facultad de ciencias de la salud de la universidad del estado de Luisiana en
Shreveport, EE.UU. (Louisiana State University Health Shreveport). Los sujetos humanos eran varones de entre 23 y
34 afios de edad.

Preparacion de la muestra y deteccion del sulfuro de hidrégeno libre [18]. El método fue similar a uno previamente
publicado [18]. En resumen, se colocaron en hielo tubos separadores de plasma BD Microtainer con heparina de litio
para muestras murinas y tubos BD Vacutainer de plastico con heparina de litio para muestras de personas. Como
anticoagulante se utilizd heparina de litio porque se ha demostrado que tiene menos tendencia a causar hemolisis que
el EDTA [32; y resultados mas abajo]. La sangre se recogio con jeringas de plastico o tubos capilares de plastico
directamente en tubos separadores de plasma, especialmente evitando el uso de jeringas de vidrio. La sangre se
coloco en los tubos y estos se centrifugaron a una FCR de 3000 durante 2 minutos a 4 °C para las muestras murinas,
y a una FCR de 1500 durante 4 minutos a 4 °C para las muestras de personas. En todos estos experimentos, todas
las muestras se mantuvieron a 4 °C para minimizar la degradacion o produccién enzimatica de sulfuro de hidrégeno,
y la unién del H2S a los recipientes del experimento se minimizé utilizando recipientes de reaccién de polipropileno.
La reaccion de derivatizacion del sulfuro con monobromobimano se llevé a cabo en una camara hipéxica con O; al
1 % transfiriendo 30 pl de plasma, 70 pl de tris-HCI (100 mM, DTPA 0,1 mM, pH 9,5) y 50 pl de solucién de MBB (10
mM en CH3;CN) al tubo de PCR. En lo que respecta a la determinacion de sulfuro de hidrégeno, la derivatizacion se
llevd a cabo en la oscuridad debido a que MBB es un reactivo sensible a la luz. Ademas, se mantuvo un ambiente de
oxigeno al 1% durante todo el protocolo de reaccion con acido y agentes reductores, asi como durante el proceso de
reaccion con MBB.

La mezcla con MBB se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min y a continuacion, la incubacién se paré mediante
la adicion de 50 pl de solucién de acido sulfosalicilico 200 mM enfriada con hielo (para parar la reaccion y precipitar la
proteina) y se agitd con un voértex durante 10 s. Los tubos se colocaron en hielo durante 10 min y a continuacion, se
centrifugaron a 12 000 rpm a 4 °C durante 10 min. Tras la centrifugacion, se inyectaron 10 uyl de sobrenadante a un
sistema de HPLC en fase inversa equipado con una columna Agilent Eclipse XDB-C18 (5 um, 80 A, 4,6 mm x 250
mm) equilibrado con CH3CN al 15% en agua que contenia TFA al 0,1% (v/v). La deteccién fluorescente se fij6 a 390
nm (excitacion) y 475 nm (emision). El monobromobimano y el sulfuro de dibimano se separaron mediante el gradiente
de dos fases moviles que se muestra en la Tabla 1 (fase A: agua con TFA al 0,1% (v/v); y fase B: CH3CN al 99,9%,
TFA al 0,1% (v/v)) a un caudal de 0,6 ml/min. Los tiempos de retencion correspondientes a los picos de sulfuro de
dibimano y monobromobimano fueron 16,5 y 17,6 minutos, respectivamente. La cantidad de sulfuro de hidrégeno se
determiné a partir de las representaciones graficas lineales de las areas de los picos de sulfuro de dibimano obtenidos
mediante HPLC frente a concentraciones conocidas de una solucion de sulfuro.
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Tabla 1- Gradiente de la fase movil

Tiempo (min) % de fase A % de fase B
0 85 15
5 65 35
16 45 55
23 30 70
24 10 90
26 10 90
28 85 15

Preparacion de la muestra y deteccion de sulfuro de hidrégeno en la fraccion labil en medio acido. Para liberar sulfuro
de hidrégeno a partir de la fraccion labil en medio acido se necesita un pH inferior a 5,4 [11]. Por lo tanto, la
determinaciéon de sulfuro labil en medio acido supone la acidificacién de la muestra, 50 ul de plasma, realizada
afiadiendo 450 pl de solucion amortiguadora de fosfato 100 mM (H3PO4 30 uM y KH,PO, 70 uM, DTPA 0,1 mM, pH
2,6), lo que causa la liberacion de sulfuro de hidrégeno libre al headspace de un tubo Vacutainer desde la fraccion
labil en medio acido. Tras la incubacién durante 30 min, la solucién se retira para eliminar todas las proteinas
plasmaticas, y se afiade solucién amortiguadora de tris-HCI 100 mM (DTPA 0,1 mM, pH 9,5) para redisolver el sulfuro
de hidrégeno gas de vuelta a la solucién amortiguadora. A continuacion, el protocolo prosigue segun se describe mas
arriba, con la adiciéon de MBB y la determinacion de la concentracion de sulfuro mediante el método del MBB conforme
a lo descrito mas arriba. La concentracion de sulfuro obtenida de este modo refleja tanto el sulfuro de hidrégeno libre
como el sulfuro de hidrégeno liberado desde la fraccion labil en medio acido. La concentracion de sulfuro Iabil en medio
acido se puede calcular sustrayendo del resultado correspondiente a la fraccion labil en medio acido el resultado
correspondiente a la fraccion de HS libre.

Preparacion de la muestra y deteccion de sulfuro de hidrégeno en el componente de sulfano. El componente de azufre
sulfano se determina mediante el tratamiento inicial de una muestra de plasma de 50 pl con 450 pl de solucién
amortiguadora de fosfato 100 mM (H3PO4 30 pM y KH,PO, 70 uM, DTPA 0,1 mM, pH 2,6; hidrocloruro de tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP)). EI TCEP rompe los enlaces disulfuro para liberar los atomos de azufre. A continuacion, la
muestra se incuba durante 30 min, la solucion se elimina y se prosigue conforme a lo descrito mas arriba para la
determinacion del componente labil en medio acido. Se ha descrito la deshalogenacion reductiva del
monobromobimano por el TCEP, con la formacion de un producto fluorescente, como una posible interferencia [25];
aunque este producto se puede extraer con cloruro de metileno, ello no es necesario, pues el analisis por HPLC de la
mezcla de reaccion separa este producto del sulfuro de dibimano. Para evitar que el TECP consuma el MBB, asi como
cualquier efecto inhibidor en el colorante, como se ha descrito con colorantes de yodoacetamida y maleimida [26],
utilizamos una relacion de MBB a TCEP superior a 10:1. A continuacion, el protocolo prosigue segun se describe mas
arriba, con la adicion de MBB y la determinacion de la concentracion de sulfuro mediante el método del MBB conforme
a lo descrito mas arriba. La concentracion de sulfuro resultante refleja la cantidad total de sulfuro de hidrégeno libre y
sulfuro de hidrégeno liberado tanto desde la fraccion labil en medio acido como desde la fraccion de sulfuro enlazado.
La concentracion de sulfuro procedente de la fraccién de sulfano [sic] enlazado se puede calcular sustrayendo de este
resultado el resultado correspondiente a la fraccién labil en medio acido.

Ejemplo 2
Optimizacion del protocolo para la determinacion del H-2S libre

Se seleccionaron tubos de recogida de heparina de litio tras demostrar con experimentos preliminares realizados con
sangre procedente de personas donantes sanas que los tubos de heparina de litio disminuian la hemolisis en
comparacion con los tubos de recogida de EDTA. Para esta prueba, se obtuvo sangre venosa de voluntarios sanos
en tubos de recogida Vacutainer de heparina de litio o EDTA, y la determinacion de H;S libre en plasma se llevo a
cabo conforme a lo descrito mas arriba. En la Figura 3A se ilustran las diferencias en el HS libre en plasma entre los
distintos tubos de recogida frente a los glébulos rojos lisados (**p<0,01 frente a los tubos de recogida de heparina de
litio). Para garantizar la coherencia, a partir de entonces se utilizaron tubos de recogida de heparina de litio en todos
los experimentos. En la Figura 3B se ilustra la cantidad de hemoglobina sin células, determinada mediante el ensayo
de Drabkin, en el plasma de sangre recogida en distintos tubos frente a [la que hay en] los glébulos rojos lisados
(**p<0,01 frente a los tubos de recogida de heparina de litio). Una vez mas, los tubos de heparina de litio mostraron
menos lisis celular.

Ademas, la estabilidad del H.S libre en plasma se determiné en funcion del tiempo transcurrido tras la recogida. La
sangre venosa se recogio en tubos Vacutainer de heparina de litio y se incubé sobre hielo durante diferentes intervalos
de tiempo. La determinacién de H.S libre en plasma se llevé a cabo en cada punto temporal conforme a lo descrito
mas arriba, y los resultados se muestran en la Figura 4. Los resultados se compararon con una ANOVA unilateral con
prueba a posteriori de Bonferroni hasta el punto temporal de 0 minutos (*p<0,05 frente a todos los puntos temporales).
Se observo una reduccion significativa en HzS Gnicamente en la muestra de 30 min.
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Ejemplo 3
Optimizacién de la eficiencia de la deteccion de sulfuro labil en medio acido y azufre sulfano

Con el fin de establecer la eficiencia de la técnica de liberacion en medio acido y atrapamiento en medio alcalino con
solucién amortiguadora de tris-HCI del gas sulfuro en el espacio de cabeza (también conocido como headspace), se
determiné el tiempo de atrapamiento 6ptimo utilizando una solucién de molaridad conocida de sulfuro de sodio. En la
Figura 5A se muestra el efecto del tiempo de atrapamiento en la recuperacion del sulfuro de hidrégeno. Después de
incubar durante 30 min 50 yl de sulfuro de sodio 40 uM con 450 pl de solucion amortiguadora de fosfato 0,1 M a pH
2,6, el sulfuro de hidrégeno gas se reatrap6 con 500 pl de solucién amortiguadora de tris-HCI 0,1 M (DTPA 0,1 mM,
pH 9,5) y, a continuacion, se llevé a cabo su determinacion con el método del MBB conforme a lo descrito mas arriba.
Como se muestra en la Figura 5A, el porcentaje de recuperacion mas elevado se logré tras 30 min de atrapamiento
del sulfuro gas del headspace, de modo que se establecid este intervalo de tiempo como el 6ptimo.

A continuacion, se examind el efecto de la liberacion y el reatrapamiento del sulfuro de sodio en la recuperacion del
sulfuro de hidrégeno, y los resultados se muestran en la Figura 5B. Se compard el sulfuro de hidrogeno detectado
para sulfuro a una concentracion de 40 uM antes de la liberacion y tras la liberacion y el reatrapamiento. Los tiempos
de liberacion y atrapamiento fueron de 30 min. En la Figura 5B se muestra que la recuperacion porcentual del sulfuro
de hidroégeno volatilizado en medio acido era 6ptima tanto cuando el contenido de sulfuro se determiné directamente
en una solucién con molaridad conocida de sulfato de sodio, como cuando se llevé a cabo la liberacién en medio acido
y el reatrapamiento en medio alcalino.

Se determiné el tiempo Optimo para la liberacion del sulfuro de hidrégeno tras la acidificacion del plasma, y los
resultados se muestran en la Figura 5C. En 450 pl de solucion amortiguadora de fosfato 0,1 M a pH 2,6 se incubaron
50 ul de plasma durante distintos intervalos de tiempo y a continuacion, se llevo a cabo el reatrapamiento durante 30
min, con lo que se demostrd que el tiempo dptimo de liberacion era de 30 min. Por lo tanto, en todos los experimentos
posteriores el tiempo de liberacion fue de 30 min y el tiempo de atrapamiento, de 30 min. Ademas, se llevo a cabo la
determinacion del sulfuro de hidrogeno residual en el plasma tras la volatilizacion mediante acidificacion, y resulté ser
0,0125 + 0,0029 pM, ligeramente superior a la concentracion de fondo de la solucién de la reaccion, que era
0,00725 £ 0,0018 pM. Esta no representa una fraccion significativa del H,S detectado en el espacio de cabeza tras la
volatilizacion en medio acido.

Ejemplo 4
Efecto de las proteinas plasmaticas en el atrapamiento del sulfuro de hidrégeno volatilizado

Para comprobar la interaccion de las proteinas plasmaticas con el sulfuro de hidrégeno liberado al espacio de cabeza
del tubo Vacutainer durante el reatrapamiento en medio alcalino, se determiné la cantidad de sulfuro de hidrégeno
detectada cuando el plasma se retuvo en el tubo Vacutainer y se comparé con la cantidad detectada en ausencia de
plasma. Ademas, se determind la formacion de persulfuros en el plasma. Tras centrifugar, se afadieron 50 yl de
plasma por separado en dos grupos de tubos Vacutainer BD de 4 ml. Se afiadieron 450 ul de solucién amortiguadora
de fosfato 100 mM (DTPA 0,1 mM, pH 2,6) a estos tubos, y los tubos se incubaron en un mezclador Nutating durante
30 min. En un tubo, la solucién se retir6 a través del tapén con una aguja espinal de un calibre de 25 y una jeringa de
plastico de 1 ml, y, a continuacion, se afiadieron 500 pl de solucién amortiguadora de tris-HCI 100 mM (DTPA 0,1 mM,
pH 9,5) al tubo Vacutainer BD. En el otro tubo, se afiadieron 25 pl de solucién de NaOH 3 M para ajustar el pH a ~9,5.
A continuacion, los tubos se incubaron durante 30 min en el mezclador Nutating. Las concentraciones de sulfuro en
los tubos Vacutainer BD se determinaron mediante el método del MBB conforme a lo descrito mas arriba. Ademas,
20 pl de las muestras se mezclaron con 200 pl de KCN 100 mM (disuelto en NaOH 10 mM) y, a continuacién, se midié
la As3s [28], y el desarrollo posterior de un color rojo se facilitd mediante la adicion de 200 pl de solucién de nitrato
férrico (se disolvieron 2 g de Fe(NO3) y 9 ml de H2O en 20 ml de acido nitrico al 65%) [29]. De manera similar, se
incubdé NayS a concentraciones de 0, 30 o 300 uM (concentracion final) con la mezcla de plasma y solucion
amortiguadora de tris-HCI 0,1 M (v/v 1:9, pH 9,5) en condiciones hipoxicas (O2 al 1%), y la As3s se midié mediante
espectrofotometria a los 0, 10, 30 y 60 min conforme a lo descrito previamente [30].

En las Figuras 6A-6C se muestra el efecto de las proteinas plasmaticas en el atrapamiento del sulfuro de hidrégeno
gas. En la Figura 6A se muestra una comparacion de la concentracion de sulfuro entre las muestras atrapadas para
las que el plasma permanece en el recipiente de reaccion y las muestras atrapadas tras la eliminacién del plasma.
Después de incubar durante 30 min 50 ul de plasma con 450 pul de solucion amortiguadora de fosfato 0,1 M a pH 2,6,
al primer grupo se afadieron directamente ~25 pl de solucion de NaOH 3 M al plasma para ajustar elpH a 9,5y, a
continuacion, se llevd a cabo el atrapamiento durante 30 min. En el segundo grupo, el plasma se eliminé del recipiente
de reaccion, y el sulfuro de hidrégeno liberado se atrapé con 500 pl de soluciéon amortiguadora de tris-HCI 0,1 M a pH
9,5 durante 30 min. A continuacion, se llevd a cabo la determinacion de sulfuro mediante el método del MBB. Como
se muestra en la Figura 6A, la concentracion de sulfuro de hidrogeno determinada disminuyd cuando el proceso de
atrapamiento se llevé a cabo en presencia de plasma en el recipiente de reaccion, al contrario de lo que sucede cuando
este se elimina y se reemplaza con soluciéon amortiguadora de tris-HCI 100 mM (pH 9,5).

En todos estos experimentos, la volatilizacion de sulfuro de hidrégeno de las muestras se llevé a cabo mediante la
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recogida inmediata de las muestras en tubos de vacio que se mantuvieron en todo momento sin plasma tras la
volatilizacion, y, a fin de evitar la pérdida de vacio y de muestras de gas, la transferencia de los reactivos y las
soluciones se realizé por medio de una aguja introducida en la llave de paso de goma de los tubos de vacio [31]. La
pérdida de sulfuro de hidrégeno en presencia de plasma se atribuy6 a la formacion de persulfuros en proteinas, con
base en la determinacion de persulfuros formados mediante el método de la ciandlisis y su comparacion con sulfuro
de sodio a una concentracién molar conocida que ha reaccionado con plasma (Figuras 6B y 6C).

En las Figuras 6B y 6C se muestra el efecto del sulfuro en la formacion de persulfuros en proteinas. Como se muestra
en la Figura 6B, se incubd sulfuro de sodio a concentraciones de 0, 30 y 300 uM con plasma, y la determinacion del
persulfuro generado resultante se llevé a cabo en distintos puntos temporales. En la Figura 6C, se determina el efecto
del sulfuro en la formacion de persulfuros en proteinas. La formacion de persulfuros se determiné en las muestras
atrapadas con plasma con y sin KCN mediante mediciones de la absorbancia a 335 nm.

Ejemplo 5
Efecto del TCEP en la reacciéon del sulfuro de hidrégeno con monobromobimano

Debido a que el TCEP es un fuerte agente reductor que puede reaccionar con MBB, se estudio el efecto de las distintas
concentraciones de TCEP en la derivatizacion del sulfuro. Se prepard una soluciéon madre de TCEP en agua con una
concentracion de 100 mM. Las [soluciones con las] concentraciones respectivas finales de TCEP (1 y 50 mM) se
incubaron con sulfuro de sodio 20 yuM durante 10 min. Se transfirieron 30 ul de la muestra de TCEP/sulfuro de sodio
al tubo de PCR con 70 pl de solucién amortiguadora (tris-HCI 100 mM, DTPA 0,1 mM, pH 9,5) para la reaccion. A
continuacion, se anadieron 50 pl de solucion de MBB 10 mM, y la mezcla se incubd en la camara hipdxica durante 30
min en O al 1% a temperatura ambiente. Se afiadieron 50 pl de soluciéon de SSA 200 mM para parar la reaccion, y se
utilizaron 10 ul de la solucién de reaccién para el andlisis mediante HPLC en fase inversa con el fin de determinar la
concentracion de sulfuro. Antes de la derivatizacion del sulfuro, se anadio TCEP 50 mM o 1 mM a la solucién madre
de sulfuro que contenia sulfuro de sodio 40 yM. Como se muestra en las Figuras 7A'y 7B, el TCEP a una concentracion
de 50 mM alter6 la reaccion entre el sulfuro y el monobromobimano, pero no se observé un efecto significativo a una
concentracion de 1 mM.

El trisulfuro de dialilo (DATS) es un polisulfuro organico que actia como donador de sulfuro. EI DATS se utiliza para
verificar la eficiencia de la reduccion de los puentes disulfuro con TCEP. Se analizé el efecto del TCEP en la reduccion
del trisulfuro de dialilo (DATS) utilizando 50 pl de DATS 25 uM incubado con 450 pl de soluciéon amortiguadora de
fosfato 0,1 M (TCEP 1 mM, pH 2,6) en distintos puntos temporales, y el sulfuro de hidrégeno resultante se atrapé con
solucién amortiguadora de tris-HCI 0,1 M durante 30 min. Como se muestra en la Figura 7C, un 95% de DATS se
redujo a sulfuro libre tras la incubacion con solucién amortiguadora de fosfato 100 mM (DTPA 0,1 mMy TCEP 1 mM,
pH 2,6) durante 30 min. Con el fin de comprobar la eficiencia del protocolo, incluida la reduccion, la liberacion y el
atrapamiento, se utilizd Na;S 5 pM y DATS 25 uM con y sin TCEP. Como se muestra en la Figura 7D, se demostrd
que el DATS es estable en ausencia de TCEP, pero se reduce completamente con TCEP, con la liberacién prevista
de sulfuro de hidrégeno al utilizar solucion amortiguadora de fosfato 100 mM (DTPA 0,1 mM y TCEP 1 mM, pH 2,6)
durante 30 min. Esto se demostrd en presencia y en ausencia de sulfuro de sodio 5 uM junto con DATS 25 pM.

Ejemplo 6
Estabilidad del sulfuro de dibimano

Se investigd la estabilidad del sulfuro de dibimano producido en presencia de TCEP. Se prepararon dos soluciones a
un pH de 4,5y 9,5 cada una, y se preparo una solucion de sulfuro de dibimano a una concentracion de 12 uM utilizando
las soluciones con los dos distintos pH. Las mezclas se trataron con o sin TCEP 1 mM. En distintos puntos temporales,
se retiraron alicuotas (de 200 yl cada una) de estas soluciones y se analizaron mediante HPLC en fase inversa. La
reaccion entre el sulfuro de hidrogeno y el MBB tuvo lugar en condiciones alcalinas utilizando la solucion amortiguadora
descrita mas arriba (pH 9,5) y a continuacion, se par6 y se estabilizd con acido sulfosalicilico 200 mM. Como se
muestra en la Figura 7E, la hidrdlisis del SDB aumenté a pH 9,5 en presencia de TCEP 1 mM o 0 mM, y, tras una
incubacion de 20 horas, solo quedaba un 5% de SDB. Sin embargo, en la solucion amortiguadora acida, el SDB se
mantuvo estable a 4 °C en presencia de TCEP 1 mM o 0 mM.

Ejemplo 7

Comparacion del sulfuro libre, el sulfuro labil en medio acido y el sulfuro sulfano enlazado en muestras de plasma
murinas y de personas

Se determinaron las concentraciones de sulfuro de hidrogeno libre, sulfuro labil en medio acido y sulfuro sulfano
enlazado en el plasma de ratones C57BL/6J sin mutaciones genéticas (ratones WT), ratones deficientes en el gen
CSE (ratones CSE KO) y personas voluntarias sanas. Como se muestra en la Figura 8A, los ratones deficientes en
CSE, de los que se sabe que producen menos sulfuro de hidrogeno, mostraron una disminucion significativa en la
cantidad de sulfuro libre y labil en medio acido en comparacién con los ratones sin mutaciones genéticas, pero no
mostraron diferencias significativas en [la cantidad de] azufre sulfano enlazado (Figura 8A). En las muestras de
personas, la fraccién mas abundante fue la fraccion labil en medio acido, con cantidades escasas de tanto sulfuro de
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hidrégeno libre como de azufre sulfano enlazado. (Figura 8B). Las concentraciones mas elevadas de la fraccion labil
en medio acido en el plasma de tanto ratones como personas frente a las concentraciones mas bajas de sulfuro de
hidrégeno libre respaldan la teoria de que la fraccion labil en medio acido actia como un sumidero reversible de
sulfuro, en el que se puede almacenar sulfuro de hidrégeno o desde el que se puede liberar sulfuro de hidrégeno para
que este ejerza su funcién bioldgica.

Por lo tanto, hemos desarrollado un método para determinar la concentracion de sulfuro de hidrégeno labil a partir de
las tres fracciones principales de sulfuro de hidrégeno labil: H,S gas libre, sulfuro labil en medio acido y azufre sulfano
enlazado.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar en una muestra las concentraciones de HS libre, de sulfuro labil en medio acido
y de azufre sulfano enlazado; comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

(a) colocar porciones independientes X, Y y Z de la muestra en tres recipientes evacuados individuales,
de manera que la mayor parte del H,S libre se distribuye al espacio de cabeza de cada uno de los recipientes
respectivos;

(b) combinar la porciéon X con una solucion amortiguadora alcalina, un agente quelante para quelar
cualquier metal en trazas que pudiera estar presente en la muestra, y monobromobimano, e incubar en
condiciones con poco oxigeno; de manera que el H;S libre reaccione con el monobromobimano parar formar
el producto sulfuro de dibimano; separar mediante cromatografia el sulfuro de dibimano producido de otros
componentes de la mezcla resultante; y determinar por fluorimetria la cantidad de sulfuro de dibimano
producido separado como una medida de la concentracion de H.S libre en la muestra (resultado B);

(c) combinar la porciébn Y con una solucion amortiguadora acida que tiene un pH inferior a
aproximadamente 5,4 e incubar para liberar sulfuro labil en medio acido como H,S libre; combinar la porcién
Y con una solucién amortiguadora alcalina, un agente quelante para quelar cualquier metal en trazas que
pudiera estar presente en la muestra, y monobromobimano, e incubar en condiciones con poco oxigeno; de
manera que el H,S libre reaccione con el monobromobimano parar formar el producto sulfuro de dibimano;
separar mediante cromatografia el sulfuro de dibimano producido de otros componentes de la mezcla
resultante; y determinar por fluorimetria la cantidad de sulfuro de dibimano producido separado como una
medida de la concentracién combinada de azufre labil en medio acido y HzS libre en la muestra (resultado
A);

(d) combinar la porciéon Z con una solucion amortiguadora acida que tiene un pH inferior a
aproximadamente 5,4 y un agente reductor para liberar como H;S libre tanto el sulfuro labil en medio acido
como el azufre sulfano; combinar la porcidon Z con una soluciéon amortiguadora alcalina, un agente quelante
para quelar cualquier metal en trazas que pudiera estar presente en la muestra, y monobromobimano, e
incubar en condiciones con poco oxigeno; de manera que el H;S libre reaccione con el monobromobimano
parar formar el producto sulfuro de dibimano; separar mediante cromatografia el sulfuro de dibimano
producido de otros componentes de la mezcla resultante; y determinar por fluorimetria la cantidad de sulfuro
de dibimano producido separado como una medida de la concentracién combinada de azufre sulfano, sulfuro
Iabil en medio acido y H,S libre en la muestra (resultado C); y

(e) determinar la concentracion de H,S libre en la muestra como equivalente al resultado B; determinar
la concentraciéon de sulfuro labil en medio acido en la muestra como equivalente a la diferencia entre el
resultado A y el resultado B; y determinar la cantidad de azufre sulfano como equivalente a la diferencia entre
el resultado C y el resultado A.

2. El método de la reivindicacion 1, donde el agente reductor es hidrocloruro de tris(2-carboxietil)fosfina.

3. El método de la reivindicacion 1, donde la soluciéon amortiguadora alcalina en las etapas (b)-(d) tiene un pH
de entre aproximadamente 8,0 y 10,0.

4. El método de la reivindicacion 1, donde la soluciéon amortiguadora alcalina en las etapas (b)-(d) tiene un pH
de aproximadamente 9,5.

5. El método de la reivindicacion 1, donde la concentracion de oxigeno en las etapas (b)-(d) es inferior a
aproximadamente un 5%.

6. El método de la reivindicacién 1, donde la concentraciéon de oxigeno en las etapas (b)-(d) es inferior o igual a
aproximadamente un 1 %.

7. El método de la reivindicacion 1, donde el agente quelante en las etapas (b)-(d) es acido
dietilentriaminopentaacético.

8. El método de la reivindicacion 1, donde el sulfuro de dibimano en las etapas (b)-(d) se estabiliza afiadiendo
acido sulfosalicilico.

9. El método de la reivindicacion 1, donde la solucién amortiguadora acida en las etapas (c)-(d) tiene un pH
inferior a aproximadamente 4,0.

10. El método de la reivindicacién 1, donde la solucién amortiguadora acida en las etapas (c)-(d) tiene un pH de
entre aproximadamente 2,0 y aproximadamente 3,0.

11. El método de la reivindicacién 1, donde la solucién amortiguadora acida en las etapas (c)-(d) tiene un pH de
aproximadamente 2,6.
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12. El método de la reivindicacion 1, donde la relacion molar de agente reductor a monobromodimano en la etapa
(d) es aproximadamente 1:10.

13. El método de la reivindicacion 1, donde el tiempo de incubacidon en cada una de las etapas (b)-(d) es
aproximadamente 30 minutos.

14. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra se selecciona del grupo que consiste en plasma, sangre,
tejido, liquido cefalorraquideo, orina, otros fluidos corporales, células y agua medioambiental.

15. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra es plasma.
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Cambio porcentual en la estabilidad del SDB
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