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Resumen: El sulfuro de hidrégeno siempre se ha considerado un gas nocivo. Sin embargo, investigaciones
recientes han desvelado sus propiedades bioquimicas beneficiosas y su papel como molécula de sefializacién
en numerosos procesos fisiolégicos y patoldgicos tanto en los animales como en las plantas. Diversos estudios
demuestran el papel protector del sulfuro de hidrégeno frente al estrés oxidativo, y tanto, en los sistemas
animales como vegetales, se ha descrito que el sulfuro de hidrégeno estd implicado en la regulacién de la
autofagia, cuyo mecanismo de acciéon subyacente es la persulfuracién de dianas especificas, con el objetivo
de promover la supervivencia del organismo.

Abstract: Hydrogen sulfide has long been classified as a harmful gas. However, recent research has
unveiled its advantageous biochemical characteristics and its role as a signaling molecule in numerous
physiological and pathological processes in both animals and plants. Various studies have showcased hydrogen
sulfide’s protective capacity against oxidative stress. Furthermore, in both animal and plant systems, hydrogen
sulfide has been identified as a key player in regulating autophagy, whose underlying mechanism involves the

persulfidation of specific targets, aiming to enhance organismal survival.
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Introducciéon

El sulfuro de hidrégeno (H2S) es un gas incoloro e
inflamable con un caracteristico olor a huevo podrido,
y naturalmente se encuentra en los gases volcdnicos,
el gas natural, en los desagiies y en algunas aguas de
pozo. En ausencia de oxigeno, los microorganismos
reductores de azufre utilizan diferentes formas de
azufre oxidado como aceptor de electrones durante
la degradaciéon de materia organica simple, lo que
produce HaS y CO2 (Offre et al., 2013). El HyS tam-
bién lo utilizan las bacterias oxidantes de azufre como
donante de electrones en la fotosintesis anoxigénica.

A altas concentraciones, es un gas toxico para la
vida, ya que la presencia de sulfuro en las mitocon-
drias provoca la inhibicién de la proteina citocromo ¢
oxidasa de la cadena respiratoria, lo que a su vez inhi-
be la respiracion mitocondrial (Nicholls et al., 1982).
De hecho, la exposicién aguda a cantidades de HsS
>500 ppm puede provocar la muerte (Reiffenstein et
al., 1992).

Sin embargo, las células son capaces de produ-
cir HoS enziméticamente de manera endogena; asi,

las enzimas responsables de la produccién de HsS
en los mamiferos son principalmente la cistationina
B-sintasa (CBS), la cistationina ~-liasa (CSE), y la
3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MST), que
tienen homologos en las especies animales; mientras
que en las células vegetales el HyS puede originarse
no solo a través de la reducciéon mediante la asimila-
cion fotosintética de sulfato en los cloroplastos, sino
también por enzimas implicadas en el metabolismo
de la cisteina, como las L- y D-cisteina desulfhidrasas
(L- y C-DES), las NifS-like, y la -cianoalanina sin-
tasa que utiliza cisteina para la desintoxicacion del
cianuro y produce HsS en las mitocondrias (Gotor et
al., 2019).

Fue en 1990 cuando Kimura y sus colaborado-
res publicaron una funciéon esencial del HaS en la
fisiologia humana (Kimura, 1990), considerado hasta
entonces una molécula toxica, lo que abrié un nuevo
campo de estudio en la biologia.

De hecho, el papel del HoS ha sido muy estudia-
do en las ultimas dos décadas y existen numerosos
articulos que demuestran su implicacién en muchos
procesos fisioldgicos y patologicos tanto en los ani-
males como en las plantas. Se ha demostrado su
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papel regulador en la proliferacién celular, apoptosis,
procesos inflamatorios, hipoxia, neuromodulacion, y
cardioproteccion, asi como su participaciéon en dife-
rentes enfermedades cardiacas, neurodegenerativas,
céncer y diabetes, entre otras (Wang, 2014, Paul et
al., 2015, Hellmich et al., 2015).

También se ha demostrado la implicaciéon del HoS
en procesos fisiolégicos de las plantas tan importantes
como la germinacién de semillas (Zhang et al., 2008),
en el desarrollo radicular (Zhang et al., 2009), en la re-
gulacién de genes implicados en la fotosintesis (Chen
et al., 2011), en la autofagia (Laureano-Marin et al.,
2016, Gotor et al., 2013) o en la apertura estomética
(Garcia-Mata et al., 2010), y que regula procesos de
respuesta a distintos estreses abiéticos como sequia,
calor, estrés osmotico, salinidad, y metales pesados
(Aroca et al., 2021b, Aroca et al., 2018). Por lo tan-
to, queda demostrado que el HyS tiene una funcién
gasotransmisora (molécula de senalizacién gaseosa)
tan importante como otras moléculas senalizadoras
ya consolidadas, como el éxido nitrico (NO), el mo-
noxido de carbono (CO) y el peréxido de hidrégeno
(H202), y en muchos casos con funciones analogas en
los sistemas vegetales y animales.

Mecanismo de accion del HsS

En una solucién acuosa, el HaS esta en equilibrio
con sus formas aniénicas HT y HS . La forma anié-
nica HS  es incapaz de atravesar las membranas de
los organulos. Sin embargo, debido a la solubilidad
lipidica de la molécula de HyS y su capacidad para
atravesar las membranas, se facilitaria la distribucién
de especies de sulfuro dentro de las células. De esta
forma, si se considera el pH fisiolégico, aproximada-
mente dos tercios estd presente en forma HS™ y el
resto como HyS (Cuevasanta et al., 2012).

El mecanismo de accién del sulfuro depende de
este comportamiento acido-base y de su gran reac-
tividad. Se ha descrito que las metaloproteinas son
dianas del HsS, ya que se une covalentemente a los
grupos metélicos como las porfirinas de tipo hemo.
De esta forma se explica por qué el HsS actta co-
mo un potente inhibidor de la citocromo c¢ oxidasa
mitocondrial. E1 HoS también puede reaccionar con
moléculas oxidantes presentes en la célula, como NO,
H50O5, S-nitrosotioles, y peroxinitrito, entre otros,
modificindolos o reduciendo la concentracién de es-
tos oxidantes, y por lo tanto puede actuar como un
antioxidante. Sin embargo, el principal mecanismo de
accion del HaS que esta bien comprobado en mamife-
ros y plantas es la persulfuracién (conocida también
como S-sulfhidratacién). En este proceso, el grupo
tiol de la cisteina (-SH) presente en las proteinas

sufre una modificacién que lo convierte en un grupo
persulfuro (-SSH) (Mustafa et al., 2009). Sin embar-
go, el mecanismo preciso que conduce a la formacién
de persulfuros esta atn en debate, ya que el HsS, o
su forma i6nica, HS , no pueden reaccionar directa-
mente con los tioles de las proteinas y requiere la
presencia de un oxidante. Por tanto, el HoS puede
reaccionar con los residuos de cisteina oxidados co-
mo acido sulfénico (R-SOH) (Filipovic et al., 2012).
Este efecto se ha demostrado en diferentes tipos de
células de mamifero y en las plantas (Arabidopsis),
donde aumenta la persulfuracién de las proteinas
con cierto desfase tras la sulfenilacién de las mismas
debido a un estrés oxidativo (Zivanovic et al., 2019,
Garcia-Calderén et al., 2023).

En Arabidopsis thaliana se han identificado mé&s
de 5000 dianas de persulfuracién, lo cual comprende
casi el 13% de su proteoma anotado (Aroca et al.,
2017, Jurado-Flores et al., 2021). Y se sabe que esta
modificacién puede inducir cambios funcionales en las
actividades, estructuras y ubicaciones subcelulares
de las proteinas especificas afectadas (Filipovic et al.,
2018, Aroca et al., 2015).

Persulfuracion y ERO

El grupo tiol de las cisteinas es sensible a la oxida-
cién por especies reactivas de oxigeno (ERO) como el
H504, producido durante una situacién de estrés. La
oxidacién de los residuos de cisteina es un proceso re-
versible que puede afectar la funcién de las proteinas
oxidadas. De esta forma, cuando hay ERO, ciertas
proteinas pueden ser modificadas por sulfenilacion
(R-SOH), lo cual puede afectar a la funcién de dichas
proteinas y alterar las vias de sefializacién celular.
Sin embargo, en condiciones de estrés persistente o
en presencia de concentraciones elevadas de ERO,
puede ocurrir una sobreoxidacién de proteinas con la
formacién de motivos de dcido sulfinico (R-SO2H) o
acido sulfénico (R-SO3H) en los residuos de cisteina.
A diferencia de la oxidacién de las cisteinas hasta
R-OH y R-SO5H que pueden ser reversibles, la so-
breoxidacién hasta R-SO3zH es irreversible y puede
alterar permanentemente la estructura y funciéon de
las proteinas afectadas (figura 1). En este sentido, la
persulfuracién podria estar protegiendo las proteinas
frente a la sobreoxidacién, ya que el Hs reacciona con
los residuos de tipo sulfenilo para formar persulfuros.
De esta forma, cuando un estrés induce un estado
de oxidacién persistente, las proteinas persulfuradas
pueden reaccionar con las ERO para formar acidos
pertiosulfénicos (-SSOH) y, en caso de que el estrés
sea continuado y muy oxidante, el acido pertiosul-
fénico se puede oxidar a pertiosulfinico (-SSO2H) y
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acido pertiosulfénico (-SSO3H) (Filipovic et al., 2018,
Aroca et al., 2018). Estos residuos de pertiol oxidados
pueden reducirse nuevamente a tiol por la acciéon del
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glutation y de los sistemas de tiorredoxinas, volvien-
do a recuperar la estructura y funcionalidad de las
proteinas afectadas (Zivanovic et al., 2019).

S-O.H —->"S-03H

Figura 1. Representacién esquemadtica de las interacciones entre las diferentes especies reactivas de oxigeno (ERO o ROS), de

nitrégeno (ERN o RNS) y de azufre (ERS o RSS) en la célula y las modificaciones postraduccionales del grupo tiol de una

cisteina proteica.

Se ha comprobado que la regulaciéon redox es muy
importante para diversos procesos de sefializacion que
controlan las respuestas a distintos tipos de estrés
ambiental, ya sea de origen biético o abibtico, asi
como en los procesos relacionados con el desarrollo
celular, la autofagia y la apoptosis. No obstante, en
estos mismos procesos también se ha comprobado la
implicacién del sulfuro, y cada vez hay mas resulta-
dos que sugieren que la regulacién esta conectada
con la sulfenilacién y la persulfuracién para modular
las vias de senalizacién que se activan en respuesta a
un estrés.

Persulfuraciéon y autofagia

La regulaciéon redox de proteinas tiene efectos
importantes en la sefializacion de diversos procesos
biolégicos en los organismos vivos, incluida la au-
tofagia. La autofagia es un proceso conservado en
los eucariotas, muy regulado y muy complejo, que
implica la degradacién y reciclaje de componentes
celulares. Se ha observado que el sulfuro de hidrégeno
influye en varios aspectos de este proceso tanto en
células animales como vegetales (Aroca et al., 2022b).

En los sistemas animales, se ha demostrado la

relacion entre el sulfuro y la autofagia en diversas
enfermedades, aunque no hay un consenso sobre la
funcién del HaS en el sentido de que acttie como
activador o represor de la autofagia, ya que varia
segun el proceso patolégico. En algunas ocasiones,
el sulfuro actia regulando las rutas proautofigicas
en las que interviene la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K), la quinasa hepéatica B1 (LKB1), o la protei-
na quinasa activada por monofosfato de adenosina
(AMPK), activandolas y, por lo tanto, activa la au-
tofagia. En otras ocasiones, tiene la funcién opuesta,
activando rutas anti-autofagicas como las reguladas
por el factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2), el re-
ceptor clase A (SR-A) o la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K), y, por lo tanto, bloquea la autofagia (Wu
et al., 2018) (figura 2). Esto puede explicarse ya
que, dependiendo de la enfermedad en cuestion, la
inhibicién excesiva de la autofagia también puede
ser perjudicial para la salud celular. Sin embargo,
en todos los casos descritos, la funcién principal del
HsS al regular la autofagia es preservar la integridad
celular con el fin de proteger a las células (Wu et al.,
2018).

En las plantas, el papel del HaS en la regulacién
de la autofagia se ha estudiado en condiciones de
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estrés, y se ha demostrado que cuando la autofagia se
induce por limitaciéon nutricional, ya sea por falta de
carbono inducida por la oscuridad o por la privacién
de nitrégeno, el HaS regula negativamente este pro-

ceso y, ademads, mejora los rasgos fenotipicos tipicos
inducidos por el estrés (Laureano-Marin et al., 2016,
Alvarez et al., 2012) (figura 2).

% Plantas

Autofagia inducida por:

3

Limitacion
p— nutricional (C y N)

Estrés osmético

Supervivencia del
organismo

Figura 2. Representacién esquemética del papel del sulfuro regulando la autofagia en animales y plantas.

También se ha demostrado que el HyS suprime
la autofagia inducida por el tratamiento con acido
abscisico (ABA) (Laureano-Marin et al., 2020). El
ABA, es una hormona vegetal que aumenta su con-
centraciéon en respuesta a las condiciones de estrés
abidtico, lo desencadena una serie de respuestas que
incluyen la induccién de la autofagia (Liu et al., 2012).
En este caso, se ha demostrado que la presencia de
HsS en las situaciones de estrés evita la induccion
de la autofagia en respuesta al ABA y, por lo tanto,
desempefia un papel fundamental en la mejora del
rendimiento de la planta (figura 2).

En ambos sistemas, animal y vegetal, se ha de-
mostrado que el mecanismo por el cual el sulfuro
regula la autofagia es mediante la persulfuracién de
ciertas dianas (Gotor et al., 2022). Por ejemplo, en
los animales, la persulfuracién de la GAPDH impide
que la CCAR2 inhiba la desacetilasa SIRT1, es decir,
impide la interaccién entre ellas, con lo que no se
induce la autofagia (Igbal et al., 2021). En el caso
de plantas, el hecho de que la persulfuracion fuera
el mecanismo por el que el HaS regula la autofagia
se describi6 incluso antes que en los animales. Se
ha demostrado que varias proteinas implicadas en
la progresion del autofagosoma, vesiculas de doble
membrana que capturan material citoplasmaéatico y
lo transportan hasta la vacuola para su degradacion,
son dianas de persulfuraciéon (Aroca et al., 2017), y

se ha estudiado en detalle el mecanismo por el que
la persulfuracién de algunas de estas dianas regula
la autofagia. De esta forma, se ha descrito que la
persulfuracion reversible de la proteina ATG4a en el
residuo especifico Cys170 inhibe su actividad proteoli-
tica, lo que impide la formacion de los autofagosomas
e inhibe la induccién de la autofagia (Laureano-Marin
et al., 2020) (figura 3).
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Figura 3. Representacién esquemaética de la regulacién de las

proteinas ATG4 y ATG18a por persulfuracién en plantas.

También, se ha demostrado que la persulfuraciéon
reversible de otra proteina autofagica, la ATG18a,
en el residuo especifico Cys103 cuando hay estrés
del reticulo endopldsmico (RE), modula su unién a
fosfolipidos especificos, lo que afecta a su unién a
las membranas, lo cual retrasa su liberacién del au-
tofagosoma, inhibe la progresién y maduracién del
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autofagosoma y, por tanto, inhibe la autofagia se-
lectiva del RE (Aroca et al., 2021a). De esta forma,
en las plantas estd mas claro que la funcién de la
persulfuracién de dianas especificas de autofagia es
regular este proceso negativamente, y probablemente
permita a la planta una correcta respuesta fisioldgica
ante el estrés (figura 3).

Conclusion y perspectiva futura

En los ultimos afios se han identificado numerosas
proteinas que son dianas de la persulfuracion, y se
ha demostrado que esta modificacién desempena una
funcién crucial en la regulacién de procesos biolégicos
fundamentales, tales como la autofagia, el metabo-
lismo del carbono, las respuestas de las plantas al
estrés abiodtico, el crecimiento y el desarrollo de las
plantas, asi como la traduccién del ARN (Aroca et
al., 2022a, Aroca et al., 2020, Aroca et al., 2021c).
Mas recientemente se ha descrito también su impor-
tancia como protector frente a la respuesta al estrés
oxidativo que implican las condiciones no fotorrespi-
ratorias en Arabidopsis (Garcia-Calderén et al., 2023,
Aroca et al., 2023). Aunque se estd avanzando mucho
en el conocimiento del mecanismo molecular del HoS
en diversos procesos biolégicos y en el nimero de
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