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Hijo mío, si recibieres mis palabras, 

Y mis mandamientos guardares dentro de ti, 

Haciendo estar atento tu oído a la sabiduría; 

Si inclinares tu corazón a la prudencia, 

Si clamares a la inteligencia, 

Y a la prudencia dieres tu voz; 

Si como a la plata la buscares, 

Y la escudriñares como a tesoros, 

Entonces entenderás el temor de Jehová, 

Y hallarás el conocimiento de Dios. 
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Abreviaturas 
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CaCl2  Cloruro de calcio 

CBS  Cistationina Beta Sintetasa 

CO  Monóxido de carbono 

CSE  Cistationina Gama Liasa 

ERO  Especies reactivas de oxígeno 

H2S  Sulfuro de Hidrógeno 

HO-2  Hemo-Oxigenasa-2 

HS-  Ion sulfhidrato 

i.p.  Administración intraperitoneal 

KATP  Canales de K+ sensibles a ATP 

KCa2  Canales de K+ sensibles a calcio 

KCl  Cloruro de potasio 

LCRa  Líquido cefalorraquídeo artificial 

LTP  Potenciación a largo plazo (por sus siglas en inglés) 

MAPK  Proteínas cinasas activadas por mitógenos 

MgCl2  Cloruro de magnesio 

MgCl2  Cloruro de magnesio 

mM  Milimolar 



6 
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Resumen 

El bulbo olfatorio sintetiza y libera sulfuro de hidrogeno, pero se desconoce si este 

gasotransmisor modula su actividad eléctrica en condiciones normales y en 

condiciones de disminución en la concentración de oxígeno (hipoxia). Mientras que 

la hipoxia modula la función olfatoria, el sulfuro de hidrogeno regula la respuesta a 

la hipoxia en varios circuitos neuronales. Por lo tanto, en esta tesis se propuso 

evaluar el efecto de un donador de sulfuro de hidrogeno (el sulfhidrato de sodio) 

sobre la actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio de ratón tanto 

en condiciones de oxigenación normal (normoxia), como en hipoxia. Para resolver 

esta pregunta empleamos rebanadas de bulbo olfatorio de ratón de 7-10 días de 

edad y se registró su actividad poblacional con la técnica de potencial local de 

campo. La normoxia fue mantenida con carbógeno, mientras que la hipoxia se 

indujo por gaseo con nitrógeno. Se evaluó el efecto del sulfhidrato de sodio en 

ambas condiciones de oxigenación. Los registros del potencial local de campo se 

analizaron con los siguientes métodos: la transformada rápida de Fourier y el 

análisis de frecuencias fundamentales. Los resultados sugirieron que el sulfhidrato 

de sodio (0.3, 1, 3 y 10 mM): (1) aumentó, de manera transitoria y dependiente de 

la concentración, la actividad poblacional del bulbo olfatorio, y (2) produjo 

oscilaciones en diferentes bandas de frecuencia (theta, beta y gamma). Asimismo, 

se demostró que el sulfhidrato de sodio revierte la depresión de la actividad 

poblacional inducida por la hipoxia. Finalmente, se demostró que la actividad 

oscilatoria inducida por el sulfhidrato de sodio fue resistente a la hipoxia. Estos 

resultados muestran que el sulfuro de hidrogeno es un modulador del circuito del 

bulbo olfatorio, además de que su acción moduladora revierte la depresión de la 

actividad bulbar en condiciones de hipoxia. 
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Abstract 

The olfactory bulb synthesizes and releases hydrogen sulfide, but whether this 

gasotransmitter modulates its electrical activity under normal conditions and under 

conditions of decreased oxygen concentration (hypoxia) is unknown. While hypoxia 

modulates olfactory function, hydrogen sulfide regulates the response to hypoxia in 

a variety of neural circuits. Therefore, this thesis proposed to evaluate the effect of 

a hydrogen sulfide donor (sodium hydrosulfide) on the mice olfactory bulb granular 

layer population activity both under normal oxygenation conditions (normoxia) and 

in hypoxia. To solve this question we used 7-10 days old mouse olfactory bulb slices 

and recorded their population activity with the local field potential technique. 

Normoxia was maintained with carbogen, while hypoxia was induced by nitrogen. 

The effect of sodium sulfhydrate was evaluated in both oxygenation conditions. The 

local field potential recordings were analyzed with the following methods: fast Fourier 

transform and fundamental frequency analysis. The results demonstrated that 

sodium hydrosulfide (0.3, 1, 3 and 10 mM): (1) increased, temporally and in a 

concentration-dependent manner, the population activity of the olfactory bulb, and 

(2) produced oscillations in different frequency bands (theta, beta and gamma). 

Likewise, sodium hydrosulfide reverses the hypoxia-induced depression of olfactory 

bulb population activity. Finally, the oscillatory activity induced by sodium 

hydrosulfide was resistant to hypoxia. These results show that hydrogen sulfide is a 

modulator of the olfactory bulb network and that hydrogen sulfide neuromodulation 

reverses hypoxia-induced bulbar activity depression. 
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Introducción 

La hipoxia es una condición en la que la concentración de oxígeno disponible en el 

tejido es inferior al rango fisiológico (Connett et al., 1990). Existen receptores que 

detectan los niveles de O2 disponibles en plasma (Ward, 2008). Estos 

quimiorreceptores tienen una conexión con los centros superiores que regulan, 

inicialmente, el control neural de la respiración y del sistema cardiovascular 

(Prabhakar, 2000). Además, la disminución en la presión parcial de oxígeno es 

capaz de alterar la percepción olfatoria (Drobyshevsky et al., 2006; Huppertz et al., 

2018a). Por ejemplo, uno de los componentes de la enfermedad aguda de montaña, 

que es producida mayormente por la hipoxia, es una reducción en la capacidad 

olfatoria (Huppertz et al., 2018a). Drobyshevsky et al. (2006) demostró que la 

hipoxia afecta la conectividad entre el epitelio olfatorio y el bulbo olfatorio, así como 

la plasticidad de este sistema ante la estimulación olfatoria repetitiva. Lo que indica 

que existe una relación íntima  y recíproca entre la hipoxia y la función olfatoria. Por 

su parte, se ha propuesto al sulfuro de hidrogeno como un gas con la capacidad de 

disminuir o atenuar los efectos producidos por la hipoxia (Olson, 2013), por lo que 

la presencia de una enzima capaz de producir H2S, en el bulbo olfatorio (Shibuya et 

al., 2009), abre la posibilidad de que el H2S module la actividad del bulbo olfatorio y 

su respuesta a la hipoxia. 

El sulfuro de hidrógeno 

El sulfuro de hidrógeno (H2S) forma parte del grupo de gasotransmisores que 

incluyen al óxido nítrico (NO) y al monóxido de carbono (CO). Estas moléculas 

tienen las siguientes características (Untereiner et al., 2012): 

a. Son moléculas gaseosas pequeñas, permeables a la membrana celular.  

b. No requieren de un receptor para producir sus efectos intracelulares. 

c. Son producidos endógenamente, de manera enzimática y su producción es 

regulada por un estímulo fisiológico. 

d. Sus efectos biológicos pueden ser mimetizados por las mismas moléculas 

aplicadas de manera exógena. 
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e. Tienen blancos moleculares específicos. Por ejemplo, el NO y el CO tienen 

como blanco a la guanilato ciclasa (GC). 

f. Finalmente, sus efectos intracelulares podrían ser (o no ser) mediados por 

segundos mensajeros. 

Al igual que el óxido nítrico (NO) y el monóxido de carbono (CO), el H2S es un 

gasotransmisor (Abe et al., 1996; Szabó, 2007; Wang, 2012a). El H2S se produce 

en diversos tejidos a partir de los aminoácidos cisteína y homocisteína (Kimura, 

2002), por la acción de 3 enzimas: 1) la cistationina gama liasa (CSE), 2) la 

cistationina beta sintetasa (CBS) y 3) la 3-mercaptopiruvato sulfuro-transferasa 

(MST) (Shibuya et al., 2009; Stipanuk et al., 1982). 

La enzima CSE se encuentra mayormente expresada en el sistema cardiovascular, 

en el hígado y el riñón (Kimura, 2014), mientras que la enzima CBS encuentra su 

mayor expresión en el sistema nervioso central (SNC) (Kimura, 2014), el hipocampo 

y el cerebelo, donde se expresa en astrocitos y otras células gliales (Abe et al., 

1996; Enokido et al., 2005). Sin embargo, este concepto ha ido cambiando ya que 

ambas enzimas pueden expresarse tanto en el SNC como en tejidos periféricos.  

La primera función electrofisiológica reportada en las neuronas fue la facilitación de 

la inducción de la potenciación a largo plazo (LTP), al aumentar la actividad del 

receptor NMDA en el hipocampo, un modelo sináptico de formación de la memoria 

(Abe et al., 1996; O’Dell et al., 1991) . A partir de este trabajo, el sulfuro de hidrógeno 

pasó de ser una molécula tóxica a ser un regulador fisiológico, que interviene en la 

regulación de la actividad de las neuronas serotoninérgicas (Wang et al., 2015), la 

neuroprotección contra el estrés oxidativo (Kimura, 2011), la modulación de 

moléculas de señalización intracelular (Kimura, 2000; Lee et al., 2007), la 

modulación de canales iónicos (Dawe et al., 2008; Nagai et al., 2004), la liberación 

y funcionamiento de otros neuromoduladores (Han et al., 2005). Además, puede 

fungir como una molécula de señalización ante estímulos específicos como: 

convulsiones febriles (Han et al., 2005b), estímulos dolorosos (Kawabata et al., 

2007) e isquemia cerebral (Qu et al., 2006). Asimismo, el H2S participa en la 

supervivencia celular y tiene efectos protectores sobre neuronas y glía al participar 
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en la modulación de diversos canales y proteínas (Tan et al., 2010). Como ya se 

mencionó, el sistema olfatorio es influenciado por la hipoxia (Bleymehl et al., 2016) 

y, al mismo tiempo, la respuesta a la hipoxia puede involucrar al H2S (Levitt et al., 

2011), por lo que la presencia de la enzima productora de H2S abre la posibilidad 

de que el H2S module la actividad del bulbo olfatorio y su respuesta a la hipoxia. 

 

Historia del sulfuro de hidrógeno 

El H2S fue inicialmente considerado un gas tóxico (Ramazzini, 1700), para ser ahora 

conceptualizado como un gasotransmisor (Abe et al., 1996). La historia del H2S 

como un agente tóxico data de 1700 cuando Bernardo Ramazzini describió las 

alteraciones que este “gas de cloaca” causaba en los trabajadores de las 

alcantarillas de parís (Ramazzini, 1700). Bernardo Ramazzini pensó, de manera 

acertada, que cuando los trabajadores limpiaban el excremento del drenaje se 

producía un gas tóxico que causaba irritación, inflamación y dolor de ojos (Felton, 

1997). La hipótesis de Ramazzini fue más aceptada al descubrir que las monedas 

de cobre que portaban los trabajadores se tornaban negras en la superficie 

(Ramazzini, 1700). Esto le permitió sugerir que el gas causante de las alteraciones 

en los ojos era un ácido volátil capaz de ennegrecer monedas de cobre (Ramazzini, 

1700). 

El descubrimiento del H2S es atribuido al químico alemán Carl Wilhelm quien, en el 

año de 1775, produjo H2S a través de la reacción de un ácido con polisulfuros 

metálicos o calentando azufre en gas hidrógeno (Szabo, 2018). Después, el primer 

experimento in vivo realizado con H2S fue realizado en 1803 por el anatomista 

francés Francois Chaussier, quien describió los efectos letales del H2S administrado 

de manera tópica en un caballo expuesto al aire libre (Szabo, 2018). 

Por más de 150 años diversos investigadores intentaron demostrar los efectos 

tóxicos del H2S en varias especies, incluidos los seres humanos. Además, se 

crearon métodos para su detección, límites de exposición ocupacional y efectos 

genotóxicos, condenando al H2S como un agente toxico (Knight et al., 2005) 
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Asimismo, el H2S fue catalogado como un producto de desecho bacteriano (Szabo, 

2018). En 1877 Ulysse Gayon, un microbiólogo francés, reportó la existencia de 

bacterias capaces de producir H2S en huevos de gallina podridos. En los siguientes 

100 años se demostró la existencia del H2S como producto de diversas bacterias. 

Además, se identificaron los sustratos y las vías metabólicas utilizadas para la 

síntesis de H2S (Szabo, 2018), mismas que se describieron previamente. 

El H2S fue reconocido como mediador de procesos biológicos en 1930 por parte del 

bioquímico Vincent Du Vigneaud quien descubrió y nombró a la vía de la 

“transulfuración” implicada en la conversión de cistationina en cisteína y 

homocisteína, en varios tejidos de mamíferos. Du Vigneaud sintetizó L-cistationina, 

y demostró que este compuesto sostenía el crecimiento de ratas (du Vigneaud et 

al., 1934). Posteriormente, en 1967, el odontólogo Rizzo descubrió la producción de 

H2S por parte de la microbiota oral y, en los años siguientes fueron identificadas las 

bacterias productoras de H2S en la microbiota intestinal (Rizzo, 1967). 

El H2S obtuvo una nueva reputación en 1968 al ser identificado como parte de los 

procesos de protección, supervivencia y señalización en plantas. En 1977, Jack 

Corliss, un biólogo marino, describió la importancia del H2S para la vida marina en 

profundidad, e.g. los gusanos tubulares utilizan al H2S como fuente primaria de 

energía (Jannasch et al., 1981). Posteriormente en 1990 se reportó la presencia de 

H2S en el cerebro de varios mamíferos, incluidos los humanos, y fue evidente su 

producción endógena y su participación en la fisiología de los mamíferos (Goodwin 

et al., 1989). Por su parte, los investigadores japoneses Abe y Kimura (1996), 

realizaron experimentos para dilucidar la influencia del H2S en el (SNC) sistema 

nervioso central. Su investigación arrojó 3 resultados importantes: 1) la expresión 

del mRNA de la enzima CBS en la corteza, hipocampo, tallo cerebral y cerebelo; 2) 

la producción de H2S en homogenados cerebrales, un déficit en la concentración de 

H2S afecta la función neuronal y 3) el H2S facilitó inducción de la potenciación a 

largo plazo (LTP por sus siglas en inglés) en el hipocampo al aumentar la actividad 

del receptor NMDA (Abe et al., 1996). 
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En las décadas consecuentes a los 90´s, el H2S fue reconocido como un 

gasotransmisor con funciones fisiológicas en diversos órganos y tejidos. Además, 

las vías enzimáticas de síntesis del H2S y sus principales mecanismos de acción 

fueron reportados (Kimura, 2014). Así, se han publicado diversos artículos que 

demostraron los efectos biológicos en áreas como: las neurociencias (Abe et al., 

1996; Ishigami et al., 2009), el sistema cardiovascular (Hosoki et al., 1997; Zhao, 

2001) el sistema inmune e inflamación (Hu et al., 2007; Zanardo et al., 2006), la 

señalización celular (Sen et al., 2012) y el metabolismo (Hine et al., 2015). 

Propiedades químicas del H2S 

El H2S es un gas biológicamente activo con un característico olor a huevo podrido, 

que tiene un punto de ebullición de 60 °C (Ungerer et al., 2004) y posee una 

naturaleza ácida (pKa1 = 6.98) (Powell, 2018). El H2S no forma enlaces de hidrógeno 

y es lipofílico, lo que le permite pasar a través de membranas biológicas y actuar 

como una molécula de señalización paracrina (Powell et al., 2018). En solución 

acuosa, 37 ºC y pH de 7.4, aproximadamente un 20% de H2S existe en su forma no 

disociada, mientras que el resto se encuentra disociada en HS- y solo trazas de S2- 

se pueden encontrar, de acuerdo a la siguiente reacción (Kimura, 2012): 

H2S        H+   +   HS- (pK1=7.02)       H+   +   S2-  (pK2=13.9) 

Además, el H2S es detectable en plasma y en diversos tejidos a concentraciones 

aproximadas de 50 M (Furne et al., 2008). Cabe destacar que en el cerebro la 

concentración de H2S es de alrededor de 150 M (Tan et al., 2010). Es importante 

aclarar que la concentración plasmática de H2S en diversos tejidos es variable, 

dependiendo del método empleado. En la sangre se han detectado concentraciones 

nanomolares con HPLC (Levitt et al., 2011), mientras que por el método de Ag2S se 

han detectado hasta 9.2 M (Ishigami et al., 2009). 

Para el estudio de los efectos del H2S existen diferentes tipos de donadores: 

orgánicos o inorgánicos (Kimura, 2012). El sulfhidrato de sodio (NaHS) es un 

donador inorgánico que tiene la capacidad de disociarse en Na+ y HS- (Levitt et al., 

2011). En solución, el sulfhidrato puede unirse al H+ y formar H2S (Tan et al., 2010). 
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Esta reacción es inmediata y produce un pico de concentración muy rápida de H2S, 

el cual declina rápidamente debido a sus propiedades físicas ya que se escapa 

rápidamente (Szabo et al., 2017). Debido a esto, soluciones stock deben ser 

preparadas recientemente y deben usarse de manera inmediata. La vida media del 

H2S generado de las sales inorgánicas se encuentran en el rango de 5-30 min, 

dependiendo de la calidad del agua y de las condiciones experimentales, incluyendo 

el tipo de célula, el número de células, la forma del tejido, la temperatura, y otros 

factores (Szabo et al., 2017). 

 

Efectos del H2S en SNC. 

Efectos del H2S en proteínas de señalización intracelular 

En: (1) cultivos primarios de neuronas de la corteza y el cerebelo y (2) líneas 

celulares de neuronas y células gliales (Kimura, 2000). Se sugiere que el incremento 

del AMPc/PKA y la consecuente activación de PKA incrementa la conectividad 

sináptica durante LTP (Kimura, 2000). El proceso de LTP es completamente 

bloqueado en la región CA1 de hipocampo al usar inhibidores de PKA (Blitzer et al., 

1995). Por otra parte, la activación farmacológica de PKA favorece la fase tardía de 

la LTP (Roberson et al., 1996). Por lo tanto, se sugiere que el H2S puede aumentar 

la sensibilidad de los receptores de glutamato tipo NMDA de manera indirecta al 

modificar las concentraciones de AMPc e inducir una cascada de señalización que 

induce la LTP (Kimura, 2000). Por otra parte, en células de microglía la activación 

de la vía AMPc/PKA puede estimular a los receptores de rianodina que conducen a 

la liberación de (Ca2+) calcio mediada por Ca2+ y la modulación de diversos canales 

de Ca2+ (Berridge, 1998). Por lo tanto, se propone que el H2S está implicado 

indirectamente en la modulación del flujo de Ca2+ a través de la activación de la vía 

AMPc/PKA (Berridge, 1998). 

El H2S también puede modular al receptor de tirosina cinasa (RTK). En este sentido, 

este receptor se encuentra localizado en la superficie de la membrana celular y 

participa en procesos como: diferenciación, proliferación y supervivencia celular 
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(Schlessinger, 2000). El H2S puede mejorar la actividad reductora al disminuir 

especies reactivas de oxígeno (ERO) y ayudar a proteger a las neuronas del estrés 

oxidativo a través de la activación del receptor RTK (Schlessinger, 2000). 

El H2S modula la actividad de las proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK). Las MAPK son una gran familia de cinasas que se dividen en cinco grupos 

distintos: ERKs 1 y 2; c-Jun cinasas amino-terminales (JNKs 1 y 2); ERKs 3 y 4; 

ERK5 y, finalmente, las isoformas de p38 (a, b, g, d) (Roux y Blenis, 2004). Las 

MAPK se activan por fosforilación y participan en procesos como la apoptosis, la 

diferenciación, el metabolismo, la motilidad y la división celular (Roux y Blenis, 

2004). Se ha propuesto que el H2S puede inhibir la producción de óxido nítrico 

inducida por lipopolisacáridos en células de microglía al suprimir la actividad de p38-

MAPK (Hu, 2007). Estos datos sugieren que el H2S puede participar en la 

terapéutica de enfermedades que cursen con neuroinflamación o isquemia cerebral 

(Tan et al., 2010). 

Efectos del H2S en canales iónicos 

El H2S puede modular diversos canales iónicos, entre ellos, varios canales de Ca2+, 

canales de (K+) potasio y canales de (Cl-) cloro. Por ejemplo, el H2S incrementa los 

niveles de Ca2+ en neuronas, astrocitos y células gliales a través de la modulación 

de canales iónicos (Lee et al., 2006; Nagai et al., 2004). 

El H2S produce respuestas bifásicas en neuronas serotoninérgicas del rafe dorsal 

que se caracterizan por una despolarización inicial seguida de una hiperpolarización 

sostenida (Kombian et al., 1993). Este efecto despolarizante es sensible a 

bloqueadores de canales de Ca2+ como el cadmio. Sin embargo, esta 

despolarización inducida por el H2S no es sensible a bloqueadores de canales de 

Na+ como la tetrodotoxina. Es posible que la mayor parte del efecto despolarizante 

producido por el H2S esté mediado por canales de Ca2+ sensibles a voltaje, como 

es el caso, de los canales tipo-L y tipo-T (Huguenard, 1996). 

Los canales de Ca2+ tipo-L son codificados por 4 genes (Cav1.1–Cav1.4), que se 

expresan en neuronas y células endocrinas (Lipscombe et al., 2004). Estos canales 
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regulan diversas funciones como la liberación de neurohormonas, 

neurotransmisores, expresión de genes, supervivencia celular y modulan la 

actividad de otros canales iónicos como los receptores NMDA (Lipscombe et al., 

2004). El H2S actúa directamente sobre los canales de Ca2+ tipo-L de los subtipos 

Cav1.2 y Cav1.3 (Lipscombe et al., 2004). Esto promueve la liberación de 

neurotransmisores y expresión de genes. Por otra parte, los canales de Ca2+ tipo-T 

están implicados en la generación de ráfagas de disparos neuronales, en la 

generación de oscilaciones neuronales intrínsecas, en la potenciación de señales 

sinápticas y en la despolarización para alcanzar el umbral de disparo (Lipscombe et 

al., 2004). En estudios realizados con la técnica de patch clamp, el sulfhidrato de 

sodio (NaHS), un donador de H2S, promovió corrientes de Ca2+ a través de la 

activación de canales tipo-T, sugiriendo que el H2S actúa sobre este tipo de canales 

(Kawabata et al., 2007). 

El H2S también puede activar diversos canales de K+ como los canales de K+ 

dependientes de ATP (KATP) y los canales de K+ sensibles a Ca2+ (KCa2+) (Dawe et 

al., 2008). Esto se ha observado en neuronas del hipotálamo y neuronas 

serotoninérgicas del rafe dorsal. La modulación del H2S sobre los canales KATP
 

sugiere una participación del H2S en procesos de neuroprotección (Kombian et al., 

1993). Esto se demostró usando bloqueadores de canales KATP, como la 

glibenclamida, que evitan la neuroprotección inducida por H2S en cultivos celulares 

sometidos a estrés (Kimura et al., 2004). Lo que sugiere que el efecto neuroprotector 

del H2S requiere de los canales KATP  (Kimura et al., 2004). 

Además, el H2S puede activar canales de Cl-  del tipo CFTR (Kimura et al., 2006). 

Por ejemplo, el H2S activa canales CFTR en la línea celular de tipo neuronal HT22 

y protege a estas células contra la toxicidad mediada por glutamato. Esto se 

demostró al usar bloqueadores específicos de los canales CFTR que previenen la 

toxicidad inducida por glutamato (Kimura et al., 2006). 
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Regulación del H2S sobre sistemas neurotransmisores 

El ácido gamma-aminobutírico (GABA) es uno de los neurotransmisores con mayor 

presencia en el SNC. Además, el GABA es el neurotransmisor inhibidor por 

excelencia. Se estima que del 20 al 30% de todas las sinapsis que ocurren en el 

SNC utilizan GABA (Kaila, 1994). El H2S interactúa con el sistema (Han et al., 2005). 

Por ejemplo, el H2S revierte la pérdida de los receptores a GABA tipo GABABR1 y 

GABABR2 producida por las convulsiones febriles recurrentes (Han et al., 2005). El 

glutamato es un aminoácido excitador que funciona como neuromodulador en el 

cerebro de los mamíferos y que regula múltiples funciones del SNC como el 

aprendizaje, la memoria y la inducción de LTP (Hudspith, 1997), entre muchas otras 

(Kimura, 2011). Como se mencionó anteriormente, el H2S puede modular, de 

manera indirecta, a los receptores NMDA a través de la vía AMPc/PKA (Kimura, 

2000). 

Se sabe que el bulbo olfatorio expresa conexiones bidireccionales, tanto 

glutamatérgicas como GABAérgicas, entre las células mitrales/empenachadas con 

las células granulares (Shepherd, 1972), lo que le permite generar una amplia 

variedad de patrones de actividad poblacional (Rojas-Líbano et al., 2008a). Debido 

a que este circuito expresa componentes que permiten la síntesis de H2S, así como 

los blancos de modulación de este gasotransmisor, uno de los objetivos de esta 

tesis es investigar la modulación de este circuito por el H2S. Por ello, en una sección 

posterior, se describirá brevemente la anatomía y función de esta estructura.  

El H2S como sensor de oxígeno  

Los organismos vivos requieren oxígeno para sobrevivir y para funcionar de manera 

óptima (Ward, 2008). Por ello, se han desarrollado mecanismos fisiológicos muy 

precisos para detectar los niveles de este gas en el medio ambiente y el medio 

interno (Ward, 2008). Existen tejidos especializados en detectar la falta de oxígeno 

y emitir una respuesta, tales como: el cuerpo carotideo, los cuerpos neuroepiteliales 

y las células cromafines del feto (Ward, 2008).  
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Las células glómicas (también llamadas: células tipo 1), localizadas en el cuerpo 

carotideo, producen una adaptación fisiológica que aumenta la frecuencia 

respiratoria en respuesta a una disminución del oxígeno sistémico (Kim et al., 2020). 

Las células glómicas, que se consideran el principal sensor de O2, expresan a la 

enzima CSE, por lo que tienen la capacidad de producir H2S (Peng et al., 2010). 

Cuando las células glómicas detectan concentraciones bajas de oxígeno  se 

produce una señalización dependiente de Ca2+ y H2S (Peng et al., 2010). Al 

comparar la respuesta de las células glómicas ante hipoxia y el NaHS (donador de 

H2S) se demostró que ambas condiciones producían respuestas similares (Peng et 

al., 2010). Por el contrario, cuando se utilizó un medio libre de Ca2+ y las células 

glómicas fueron sometidas a hipoxia, su respuesta fue abolida (Peng et al., 2010). 

Asimismo, al utilizar un bloqueador de la CSE (enzima productora de H2S) la 

respuesta de las células glómicas ante la hipoxia disminuye (Peng et al., 2010). Se 

sabe que los canales de Ca2+ tipo L de las células glómicas son activados por el 

estado redox que produce la hipoxia y son inactivados en condiciones de normoxia 

(Summers et al., 2000). Por su parte, el H2S modifica covalentemente los residuos 

de cisteína sensibles a redox en las proteínas a través del mecanismo de 

persulfuración (o S-sulfhidracion) (Mustafa et al., 2009), lo que modifica las 

corrientes de Ca2+ (Li et al., 2010). Estos datos sugieren una participación crucial 

del H2S en la respuesta de las células glómicas ante la hipoxia. Así, el H2S liberado 

induce la activación del reflejo quimiorreceptor que causa un aumento en la 

frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria y la presión sanguínea que, en 

conjunto, ayudan a mantener la homeostasis cardiorrespiratoria (Yuan et al., 2016). 

Es probable que este papel regulador del H2S en las respuestas a la hipoxia, se 

extienda más allá de los circuitos neuronales involucrados en la regulación de las 

funciones vitales, y se exprese en otros circuitos involucrados en otras funciones 

(e.g. la percepción sensorial). De hecho, una de las especializaciones del sistema 

olfatorio es la percepción de la hipoxia (Arieli, 1990; Bleymehl et al., 2016), misma 

que regula la percepción olfatoria (Bigdaj et al., 2018; Drobyshevsky et al., 2006; 

Huppertz et al., 2018b). Además, como se verá más adelante, el sistema olfatorio 

expresa componentes que le permiten la síntesis de H2S (Shibuya et al., 2009).  
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Otro tejido clave en las respuestas a la hipoxia son las arterias pulmonares. Estas 

arterias se constriñen en respuesta a la hipoxia en un fenómeno denominado 

vasoconstricción pulmonaria hipóxica (HPV, por sus siglas en inglés) que contribuye 

a optimizar la ventilación (Prieto-Lloret et al., 2015). En las arterias pulmonares de 

todos los mamíferos se ha observado que esta respuesta adaptativa desvía el flujo 

sanguíneo pulmonar de las partes del pulmón con una ventilación inadecuada hacia 

áreas mejor ventiladas (Prieto-Lloret et al., 2015). Esta respuesta es importante para 

la relación de la perfusión sanguínea con la ventilación al mejorar la eficiencia del 

intercambio pulmonar de gases y, en consecuencia, mantener la oxigenación 

arterial. Al igual que las células glómicas, las arterias pulmonares y el resto del 

sistema cardiovascular expresa a la enzima CSE (Wang, 2012b). Se sabe que la 

aplicación de cisteína a las arterias pulmonares de la rata potencia su HPV (Prieto-

Lloret et al., 2015). Este efecto fue bloqueado al utilizar DL-Propargilglicina, un 

inhibidor de la enzima CSE, lo que sugiere, que la potenciación de la respuesta 

contráctil inducida por cisteína es debida a la producción de sulfuro de hidrógeno 

(Prieto-Lloret et al., 2015).  

Las células cromafines del feto y los neonatos liberan catecolaminas en respuesta 

a la hipoxia (Slotkin et al., 1988). Aunque los cuerpos carotídeos actúan como 

sensores principales ante la hipoxia en adultos, en neonatos son menos sensibles 

a la hipoxia (Pawar et al., 2008). Sin embargo, las células cromafines resultan 

sumamente sensibles a los cambios de la oxigenación y liberan catecolaminas en 

respuesta a la hipoxia (Souvannakitti et al., 2009), lo cual resulta crítico para 

mantener la homeostasis en neonatos bajo estrés hipóxico (Souvannakitti & 

Prabhakar, 2009). Al igual que las células glómicas, las células cromafines 

contienen a la enzima CSE y tienen la capacidad de producir H2S (Peng et al., 2010). 

Al realizar experimentos con ratones carentes (knockout) de la enzima CSE o con 

inhibidores específicos de la enzima CSE (DL-Propargilglicina) se observó que la 

liberación de catecolaminas de las células cromafines en respuesta a la hipoxia fue 

mucho menor al compararse con ratones silvestres (wild type) o en presencia del 

vehículo, respectivamente (Peng et al., 2010). Los cuerpos neuroepiteliales son 

agrupaciones celulares localizadas en el lumen del tracto ventilatorio y puntos de 
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ramificación que también son sensibles a la hipoxia (Ward, 2008). Estas células 

están inervadas por el nervio vago y liberan neuromoduladores ante el déficit de 

oxígeno (Kemp et al., 2002). Existen diversas publicaciones que señalan al H2S 

como una molécula clave en la percepción de la hipoxia (Olson, 2013; Peng et al., 

2010; Wu et al., 2015). Entre ellas, se ha observado que: 1) los tejidos con la 

capacidad de sensar oxígeno pueden producir H2S, 2) la presencia de un estado 

hipóxico aumenta la síntesis de H2S, 3) el aumento en la síntesis de H2S ante la 

hipoxia se revierte al normalizar la oxigenación (Bleymehl et al., 2016). Todo lo 

anterior parece suceder en el sistema olfatorio. 

Recientemente se ha demostrado que los ratones pueden percibir y discriminar 

ambientes con déficit de oxígeno (Bleymehl et al., 2016). De hecho, también se ha 

demostrado que existen neuronas en el epitelio olfatorio de los ratones que 

expresan a la guanilato ciclasa soluble 1b2 (GC1b2) y al canal de potencial 

transitorio tipo c2 (Trpc2, por sus siglas en ingles) y que son sensibles a la hipoxia 

a través de un mecanismo dependiente de Ca2+ (Bleymehl et al., 2016). Es probable 

que esta sensibilidad a la hipoxia en el sistema sensorial olfatorio permite que una 

baja concentración de oxígeno resulte aversiva a los animales (Bleymehl et al., 

2016), por lo que este comportamiento permitiría a un ratón evaluar entornos con 

diferentes niveles de oxígeno y permanecer en un ambiente seguro. La detección 

de niveles bajos de oxígeno por las neuronas sensoriales olfatorias puede contribuir 

a identificar y recordar ubicaciones apropiadas para la construcción de madrigueras 

y nidos (Bleymehl et al., 2016). Además de la sensibilidad del sistema olfatorio a la 

hipoxia (Arieli, 1990; Bleymehl et al., 2016), la baja en la concentración de oxígeno 

es capaz de alterar la percepción olfatoria (Drobyshevsky et al., 2006; Huppertz et 

al., 2018a). Por ejemplo, uno de los componentes de la enfermedad aguda de 

montaña, que es producida mayormente por la hipoxia, es una reducción en la 

capacidad olfatoria (Huppertz et al., 2018a). Para reproducir esta condición se ha 

sometido a sujetos a hipoxia sostenida y observado que la hipoxia reduce la 

sensibilidad olfatoria (Altundağ et al., 2014; Huppertz et al., 2018b; Kuehn et al., 

2008). Drobyshevsky et al. (2006) demostró que la hipoxia afecta la conectividad 

entre el epitelio olfatorio y el bulbo olfatorio, así como la plasticidad de este sistema 
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ante la estimulación olfatoria repetitiva. Lo que indica que existe una relación íntima  

y recíproca entre la hipoxia y la función olfatoria. 

Sistema olfatorio 

El sistema olfatorio está encargado de detectar moléculas que se constituyen en 

estímulos olfatorios provenientes del medio ambiente. Estos compuestos pueden 

ser de carácter volátil, con una masa molecular de entre 20 a 300 Da o compuestos 

solubles no volátiles (Firestein, 2001; Mori et al., 2006). Los mamíferos han 

desarrollado 2 sistemas para detectar estímulos olfatorios: 1) el sistema olfatorio 

principal, encargado de la localización de alimentos, presas/depredadores e 

identificación de territorios (Purves D., 2001; Su et al., 2009) y 2) el sistema olfatorio 

accesorio que participa en la identificación de parejas sexuales (Song et al., 2008).   

La transducción olfatoria inicia cuando los receptores olfatorios, localizados en el 

epitelio olfatorio, detectan moléculas odorantes (Firestein, 2001; Mori et al., 2006). 

Los mamíferos poseen un aproximado de 1000 receptores especializados en 

detectar estímulos olfativos. Estos receptores poseen 7 segmentos 

transmembranales acoplados a proteínas G y son denominados neuronas 

sensoriales olfatorias (NSO), (Firestein, 2001; Mori et al., 2006). Las NSO se activan 

de manera preferencial al tipo de odorante que las estimule y el número de 

receptores que se activa es proporcional a la cantidad de moléculas que las estimule 

(Kandel, 2013). 

En el epitelio olfatorio existen 3 tipos celulares: 1) las NSO, 2) las células de soporte 

y 3) las células basales. Las células basales se encargan de remplazar a las NSO 

aproximadamente cada 45 días. Estas células son remplazadas de manera 

constante para mantener una población uniforme. Por su parte, las células de 

soporte, como su nombre lo indica, se encargan de mantener la homeostasis en el 

medio. (Kandel, 2013). Las glándulas de Bowman, localizadas también en el epitelio 

olfatorio, le confieren humedad al secretar moco (Kandel, 2013). Las glándulas de 

Bowman también generan enzimas que ayudan a metabolizar agentes externos que 

se han absorbido en la mucosa (Hawkes., 2009). 
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Bulbo olfatorio 

El bulbo olfatorio es el primer centro de relevo de información olfatoria en el SNC, 

porque recibe a los nervios olfatorios provenientes de las NSO del epitelio olfatorio 

(Nagayama S, 2014). El bulbo olfatorio posee una organización laminar en la que 

se distinguen 6 capas, que se disponen radialmente (Shepherd, 1972) y se 

describen a continuación: 

 La primera capa del bulbo olfatorio está conformada por los nervios olfatorios 

(axones de las neuronas sensoriales olfatorias), además de células gliales 

(Allison, 1953).  

 La segunda capa del bulbo olfatorio (capa glomerular) se compone de los 

botones de los nervios olfatorios, de las dendritas de las células mitrales y 

las células empenachadas (tufted cells), así como de interneuronas 

periglomerulares y glía. Los axones de los receptores olfatorios y las 

dendritas de las células mitrales, así como las interneuronas locales, forman 

estructuras esféricas de aproximadamente 80-160 m de diámetro 

denominados glomérulos olfatorios (Shipley, 1996). En esta capa, los nervios 

olfatorios hacen sinapsis glutamatérgicas con las dendritas de las células 

mitrales y empenachadas, que también son glutamatérgicas (Ressler et al., 

1993). 

 La tercera capa del bulbo olfatorio (plexiforme externa), está compuesta por 

las dendritas secundarias de las células mitrales y las de las células 

granulares, que establecen sinapsis dendrodendríticas bidireccionales entre 

ellas (Scott JW, 1986). En estas sinapsis dendrodendríticas bidireccionales, 

la sinapsis desde la célula mitral hacia la célula granular esta mediada por 

glutamato y excita a la neurona granular (Shepherd, 1972). Por el contrario, 

la sinapsis que va de la célula granular hacia la célula mitral es mediada por 

GABA y, por lo tanto, inhibe a la neurona mitral (Shepherd, 1972). 

 La cuarta capa del bulbo olfatorio, denominada capa mitral, consta de los 

somas de las células mitrales, los cuales suelen ser grandes (25-35 m) 
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(Mouradian et al., 1988). Las células mitrales envían proyecciones hacia el 

bulbo olfatorio contralateral, a través del núcleo olfatorio anterior. Además, 

las células mitrales envían proyecciones al tubérculo olfatorio, así como a la 

corteza piriforme, la amígdala y la corteza entorrinal, entre otras cortezas 

(Shipley et al., 1996).  

 La quinta capa del bulbo olfatorio recibe el nombre de capa plexiforme 

interna, la cual carece de cuerpos celulares, pero abunda en neuropilos 

(Shepherd, 1972).  

 La capa más profunda del bulbo olfatorio (capa granular) contiene los somas 

de las células granulares, que tienen un diámetro de 8-10 m. En ocasiones, 

las células granulares se agrupan en agregados y forman uniones 

intercelulares de tipo gap que sirven para sincronizar su actividad (Reyher et 

al., 1991). Además, como ya se mencionó, las células granulares envían 

dendritas hacia la capa plexiforme externa, donde se ramifican de manera 

extensa e interactúan con las dendritas de las células mitrales y las 

empenachadas, a través de sinapsis dendrodendríticas (Shipley et al., 1996).   

En cuanto a las aferencias que recibe el bulbo olfatorio, además de las que 

provienen del epitelio olfatorio, existen vías centrífugas que envían proyecciones al 

bulbo olfatorio desde otros circuitos del sistema nervioso (Schoenfeld et al., 1984). 

La principal vía centrífuga la constituyen axones de retroalimentación provenientes 

de la corteza (principalmente la corteza olfatoria) (Clark, 1957). Además, existe una 

vía noradrenérgica procedente del locus coeruleus (McLean et al., 1987), una vía 

serotoninérgica proveniente del rafe dorsal (McLean et al., 1989) y, por último, una 

vía colinérgica que desciende del prosencéfalo (Carson K.A, 1984). La acción de 

estas vías neuromoduladoras está ligada a la plasticidad sináptica, así como a la 

memoria y al aprendizaje olfatorio (Shepherd, 1972). 
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Oscilaciones neuronales y actividad poblacional del bulbo olfatorio 

El cerebro es una red neuronal compleja e interconectada que presenta actividad 

eléctrica sincronizada (Bressler et al., 2001). La comunicación y sincronización 

neuronal depende de 2 factores principales: 1) la estructura formada por los 

componentes anatómicos que conectan a cada una de las neuronas entre ellas y  

2) la transmisión de la información de una neurona a otras (Schnitzler et al., 2005). 

Estos dos factores determinan el rendimiento de toda red neuronal (Schnitzler et al., 

2005). Las oscilaciones neuronales poblacionales son una característica de la 

mayoría de las redes neuronales que se basan en la actividad neuronal y en la 

sincronización de la misma (Schnitzler et al., 2005). Además, la coherencia en las 

oscilaciones refleja la precisión que tienen estas interacciones temporales en la 

actividad neuronal (Schnitzler et al., 2005). 

Las oscilaciones son la base del poder de cómputo que poseen los sistemas 

neuronales para procesar la información que es transmitida mediante potenciales 

de acción y potenciada por patrones de disparo neuronales; a su vez, los patrones 

de disparo cambian en relación de la fase del ritmo subyacente (Llinás, 2002). Lo 

que sugiere la existencia de frecuencias fundamentales que promueven o inhiben 

la transmisión de una señal (Skaggs et al., 1996). Las oscilaciones neuronales son 

variaciones rítmicas, sincronizadas y periódicas en el registro de la actividad 

neuronal de campo (Schnitzler et al., 2005). Esta actividad se relaciona con cambios 

en el potencial de membrana unicelular, con el disparo organizado de potenciales 

de acción y con actividad sináptica coherente (Schnitzler et al., 2005). La actividad 

local de campo (LFP, por sus siglas en inglés) representa a las fluctuaciones de 

voltaje extracelular producto de los procesos mencionados (Whittington et al., 2000). 

Por ello, cuando las poblaciones neuronales se activan al unísono, ya sea por su 

conexión recíproca o por una entrada coherente, se produce actividad oscilatoria 

que facilita la sincronización (Bressler et al., 2001). 

Los LFP son originados por la coincidencia espacio-temporal de los potenciales 

post-sinápticos excitadores (por sus siglas en inglés, EPSP) o por los potenciales 

post-sinápticos inhibidores (por sus siglas en inglés, IPSP), así como por los 
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potenciales de acción (Bressler et al., 2001). Además, las oscilaciones en los LFP 

representan regularidades en la entrada a las neuronas locales (Bressler et al., 

2001). Las oscilaciones pueden modificar el comportamiento del disparo neuronal y 

pueden ser originadas por varias poblaciones neuronales, cada una, disparando de 

manera organizada en los ciclos que comprenden una oscilación (Schnitzler & 

Gross, 2005, Malik & Ferguson, 2016). La actividad sincrónica de las redes 

neuronales corticales puede ser detectada y cuantificada a través de estudios como 

la magnetoencefalografía (MEG) y la electroencefalografía (EEG). Estos análisis de 

conectividad permiten estudiar los vínculos interestructurales que hacen posible el 

funcionamiento del cerebro (Sakkalis, 2011). Algunas de estas conexiones suceden 

de manera lineal y en ocasiones pueden surgir de manera simultánea (Bowyer, 

2016). 

La generación y la frecuencia de las oscilaciones dependen de mecanismos de 

marcapasos celular y de las propiedades de la red neuronal (Malik et al., 2016). En 

general, las oscilaciones de mayor frecuencia se originan en poblaciones 

neuronales pequeñas, mientras que las oscilaciones de baja frecuencia abarcan 

poblaciones más grandes (Whittington et al., 2000; Kay, 2009).  

Cuando la actividad poblacional de campo es medida en el sistema olfatorio, se 

pueden distinguir componentes oscilatorios en distintas bandas de frecuencia. En 

mamíferos, se distinguen las siguientes oscilaciones: theta (1–12 Hz), beta (15–30 

Hz) y gamma (40–100 Hz) (Kay et al., 2009). Los patrones oscilatorios del bulbo 

olfatorio son considerados la base operacional que le permite la representación y el 

procesamiento de la información olfatoria (Kay et al., 2010). El bulbo olfatorio 

establece comunicación con otras áreas del encéfalo involucradas en 

procesamientos ulteriores de la información olfatoria (Kay et al., 2010). Esta 

interacción se logra, en gran medida, a través de la coordinación de las oscilaciones 

generadas coherentemente entre estos circuitos (Rojas-Líbano et al., 2012).  

En el bulbo olfatorio la oscilación theta (1-12 Hz) se genera, en gran medida, por la 

entrada de información rítmica, acoplada al ritmo respiratorio, que es producida por 

la mecanotransducción, producida por las neuronas sensoriales olfatorias, durante 
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los ciclos de inhalación/exhalación (Kay et al., 2010). Estas oscilaciones también 

pueden ser generadas durante tareas de memoria y discriminación olfativa, a través 

de una interacción entre el bulbo olfatorio y el hipocampo (Kay et al., 2010). 

También, se ha observado que la respiración de ratas y ratones cambia de 

frecuencia dependiendo el estado conductual. Por ejemplo, durante la anestesia el 

ritmo respiratorio es de 0.5-1.5 Hz, en reposo es de 2-4 Hz, en tareas exploratorias 

es de 5-6 Hz y durante inhalación activa (sniffing) la frecuencia es de 7-12 Hz 

(Mainland et al., 2006; Rojas-Líbano et al., 2012). 

Las oscilaciones de tipo beta del bulbo olfatorio se relacionan a tareas de 

aprendizaje y asociación de olores. Estas tareas correlacionan con la actividad de 

la corteza piriforme y la corteza entorrinal (Fontanini et al., 2006), que imponen el 

ritmo beta al bulbo olfatorio a través de las fibras centrífugas (Fontanini et al., 2006). 

Por su parte, las oscilaciones gamma dependen de los circuitos locales y aumentan 

en amplitud si el bulbo olfatorio está aislado de la entrada centrífuga (Gray et al., 

1988). Como ya se mencionó, las oscilaciones beta (15-30 Hz) dependen de la 

entrada centrífuga y desaparecen cuando esta entrada se abate temporal o 

permanentemente (Martin et al., 2006). Además, las oscilaciones beta son 

altamente coherentes con la actividad simultánea registrada en diversas áreas del 

sistema olfativo, mientras que las oscilaciones gamma no son muy coherentes en 

todas las áreas (Kay, 2014). El poder de la oscilación beta aumenta con olores 

volátiles y al existir aprendizaje de discriminación de olores. Además, estas 

oscilaciones pueden coordinar los disparos de las células mitrales (MC) que reclutan 

neuronas en la corteza piriforme (PC), que pueden coordinarse en ensambles 

neuronales para facilitar la comunicación entre regiones (de Almeida et al., 2013; 

Mori et al., 2013). 

En el bulbo olfatorio, la oscilación gamma es evocada por la presentación del olor y 

surge en la transición de la inhalación a la exhalación (Kay et al., 2010). Esta 

oscilación es generada por la sinapsis recíproca dendrodendrítica entre las células 

mitrales/empenachadas con las células granulares (Rojas-Líbano et al., 2008b). De 

hecho, existen 2 tipos de oscilaciones gamma registradas en bulbo olfatorio y la 



30 
 

corteza piriforme (Rojas-Líbano et al., 2008b). La primera banda de frecuencia en 

gamma (60-100 Hz) se denomina “gamma 1” o “gamma rápido” y es evocada por el 

olor que se transmite en la transición de la inhalación a la exhalación (Rojas-Líbano 

et al., 2008b). La segunda banda de frecuencia en gamma (40-60 Hz) se denomina 

“gamma 2” o “gamma lento” son oscilaciones de baja frecuencia descritas en ratas 

y ratones (Rojas-Líbano et al., 2008b). Estas oscilaciones ocurren en periodos de 

baja frecuencia respiratoria y muestran una alta coherencia con oscilaciones en la 

corteza piriforme (Rojas-Líbano et al., 2008b). Además, se sabe que estas 

oscilaciones estan influenciadas por la excitabilidad de las células granulares (Kay, 

2014). 

Las sinapsis dendrodendríticas mantienen una comunicación bidireccional entre las 

células granulares con las células mitrales/empenachadas (Rojas-Líbano et al., 

2008a). Como ya se mencionó, algunos autores sugieren que esta sinapsis participa 

en la generación y sincronización de los patrones oscilatorios del bulbo olfatorio 

(Arevian et al., 2008; Friedman et al., 2000). Por lo tanto, se ha descrito que la 

alteración de los mecanismos sinápticos dendrodendríticos ocasiona alteraciones 

en la generación de las oscilaciones y, por ende, en la representación, 

procesamiento y evocación de la información olfativa (Friedman et al., 2000). Por 

esto, se considera que las oscilaciones poblacionales son fundamentales para el 

correcto funcionamiento del bulbo olfatorio (Martin et al., 2012) y su modulación se 

relaciona con cambios en el procesamiento olfatorio (Martin et al., 2012). Con base 

en todo lo anterior, es de relevancia determinar si el H2S modula la actividad del 

bulbo olfatorio y su respuesta a la hipoxia. Esta propuesta es altamente factible 

debido a que ya existe evidencia de que el H2S modula la actividad poblacional en 

otro circuito neuronal. En concreto, se ha demostrado que la exposición a H2S 

aumenta la actividad theta tanto en CA1 como en el giro dentado (Skrajny et al., 

1996), lo que pudiera también ocurrir en el bulbo olfatorio.   
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Justificación 

Se sabe que el bulbo olfatorio produce H2S, pero se desconoce si este 

gasotransmisor modula la actividad poblacional de esta estructura. Además, hay 

evidencia de que el bulbo olfatorio es sensible a la hipoxia, mientras que el H2S es 

un elemento clave en las respuestas a la hipoxia. Por lo tanto, esta tesis también 

estudió si el H2S regula la actividad del bulbo olfatorio en diferentes condiciones de 

oxigenación. 

Hipótesis 

La administración de un donador de H2S (NaHS) en rebanadas del bulbo olfatorio 

de ratón aumentará su actividad poblacional. Además, la administración de NaHS 

atenuará la depresión de la actividad poblacional del bulbo olfatorio en condiciones 

de hipoxia. 

Objetivos 

General 

Revelar los efectos del H2S sobre la actividad poblacional del bulo olfatorio de ratón 

en condiciones de normoxia y de hipoxia. 

Específicos 

1. Determinar si la administración de NaHS en rebanadas de bulbo olfatorio 

modula la actividad de campo en condiciones de normoxia. 

2. Determinar si la administración de NaHS en rebanadas de bulbo olfatorio 

modula la actividad de campo en condiciones de hipoxia. 
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Protocolo experimental 

    

 

 

 

 

Figura 1. Protocolo experimental que muestra a manera de esquema los grupos experimentales que 

fueron utilizados. 

Métodos 

Los procedimientos realizados en los animales y protocolos de la presente 

investigación fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de 

Neurobiología, Universidad Autónoma de México y están basados en la Norma 

Oficial Mexicana para el Uso y el Bienestar de Animales de Laboratorio (NOM-062-

ZOO-1999). 

Animales 

Se utilizaron 42 ratones macho de la cepa C57BL/6 de 7 a 14 días de edad. Todos 

los sujetos se mantuvieron con libre acceso a agua y alimento, en una habitación 

donde la temperatura se mantuvo constante (22 ± 1°C) y hubo un ciclo circadiano 

controlado de 12h luz / 12h oscuridad. 

Los animales se dividieron en 4 grupos. El primer grupo fue control no tratado (n=6). 

Al segundo grupo de 6 animales, considerado experimental-sulfuro/normoxia, se le 

administró H2S a varias concentraciones (0.3, 1, 3 y 10 mM; n=6). Al tercer grupo 

se le aplicó hipoxia (n=6) y el cuarto grupo, considerado experimental-

sulfuro/hipoxia, fue sometido a hipoxia con la administración de H2S (n=6)        

(Figura 1). 
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Obtención de las rebanadas de bulbo olfatorio 

Para la obtención de las rebanadas de bulbo olfatorio, se anestesió al ratón con 

pentobarbital sódico (70 mg/kg i.p). Posteriormente, se revisaron los reflejos del 

ratón (palpebral y presión a la cola) para comprobar el plano de anestesia. Una vez 

que el animal estuvo profundamente anestesiado, se procedió a realizar una 

perfusión intracardiaca con solución protectora (en mM: 238 sacarosa, 30  glucosa, 

25 NaHCO3, 3 KCl y 2.5 MgCl2), burbujeada con carbógeno (95%O2 - 5%CO2), con 

la finalidad de preservar el tejido encefálico (Peña et al., 2010).  

A continuación, el encéfalo del ratón fue colocado en una caja petri con líquido 

cefalorraquídeo artificial (LCRa; en mM: 119 NaCl, 30 glucosa, 25 NaHCO3, 3 KCl, 

1 MgCl2 y 1.5 CaCl2.) burbujeado con carbógeno. Después, el encéfalo fue 

seccionado con un corte sagital entre ambos hemisferios y un segundo corte 

coronal, por detrás del lóbulo frontal, para separar los bulbos olfatorios del resto del 

encéfalo. Ulteriormente, los bulbos olfatorios fueron colocados sobre un bloque de 

agar al 4%. 

Utilizando un vibratomo, se cortaron rebanadas de 400 μm en dirección caudo-

rostral. Posteriormente, se dejó reposar a las rebanadas en cámaras de 

recuperación con  LCRa, con burbujeo constante de carbógeno, a temperatura 

ambiente durante al menos 1 hora. 

Registros electrofisiológicos 

Actividad espontánea poblacional  

Un electrodo de borosilicato con una resistencia de 0.5 – 1 MΩ fue llenado de LCRa 

y se colocó sobre la capa granular del bulbo olfatorio para registrar, durante 30 

minutos, la actividad poblacional espontánea.  

Posteriormente, se añadió el H2S (0.3, 1, 3 y 10 mM) al baño de registro y se registró 

durante 30 min. Por último, se añadió lidocaína y se registró por 10 minutos para 

comprobar la viabilidad de la rebanada (Peña et al., 2010). 
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Para determinar los efectos del H2S en las condiciónes de hipoxia y normoxia se 

utilizaron rebanadas independientes. Después del registro basal, el tejido fue 

sometido a condiciones de hipoxia, que se indujo por un gaseo con nitrógeno 

(95%N2 - 5%CO2), durante 15 minutos. Después del periodo de hipoxia, se 

reestablecieron las condiciones de re-oxigenación por gaseo con carbógeno. En un 

grupo independiente de rebanadas, se añadió H2S (3 mM) antes y durante la 

hipoxia. Al término del experimento se colocó lidocaína (1 mM) para comprobar la 

viabilidad de la rebanada (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Esquema representativo de los grupos experimentales utilizados para el registro de la 

actividad de campo. Se muestran los distintos grupos de experimentación en las dos condiciones de 

oxigenación.  
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Análisis  

Estadística 

Los registros obtenidos de las rebanadas fueron analizados con el programa 

Clampfit (Molecular Devices, versión 9.2). Se obtuvieron espectros de potencia de 

ventanas de 10 s utilizando la transformada de Fourier (Peña et al., 2005). Se 

graficaron los espectros de potencia de 1 a 120 Hz (ventanas de 10 s). Para  la 

comparación estadística entre las diferentes condiciones se analizó la sumatoria de 

las potencias de las frecuencias de 1 – 120 Hz de cada registro (Potencia integrada). 

Después, se utilizaron los programas Sigma Plot y Prisma para elaborar gráficas y 

pruebas estadísticas. Se utilizó la prueba estadística de Kruskal-Wallis, seguida de 

la comparación múltiple de Student-Newman-Keuls, para analizar las posibles 

diferencias entre los grupos control, normoxia + H2S. Además, mediante la misma 

prueba, se analizaron el grupo de hipoxia, hipoxia en presencia de H2S. Por último, 

se analizaron las diferencias entre el grupo control y el grupo de vehículo mediante 

la prueba de U de Mann-Whitney. 

Frecuencias fundamentales 

Las técnicas estándar utilizadas para identificar frecuencias fundamentales implican 

el uso de una transformada rápida de Fourier (por sus siglas en inglés, FFT) a la 

serie temporal y luego se examina el espectro de potencia o el espectrograma. Sin 

embargo, el espectro de potencia supone que los datos son invariables en el tiempo, 

una suposición que no es válida para los datos neuronales. Por otra parte, el 

espectrograma no asume invariabilidad ya que mide la potencia en cada frecuencia 

en función del tiempo, pero examinar un espectrograma para una sesión de datos 

larga resulta difícil porque cada ventana de tiempo contribuye con una columna al 

espectrograma. Además, como los datos neuronales tienen una baja relación señal-

ruido, identificar las frecuencias fundamentales dentro de cada ventana de tiempo 

puede ser difícil (Masimore et al., 2004). Debido a esta problemática Masimore et. 

al, (2004) propone la correlación de los valores de potencia de cada frecuencia a 

través de las muestras de tiempo dentro del espectrograma, es decir, esta técnica 
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combina dos métodos de análisis las transformadas de Fourier y las matrices de 

correlación (Masimore et al., 2004). Para ello, las fluctuaciones del voltaje 

dependientes del tiempo V(t) se dividen en ventanas de tiempo individuales, 

continuas, contiguas y no superpuestas. La extensión de la ventana de tiempo se 

determina con la frecuencia más baja en la transformada de Fourier de V(t), 

mientras que la tasa de adquisición de datos limita a la frecuencia superior. El voltaje 

se somete a una transformada rápida de Fourier y luego se multiplica por su 

complejo conjugado para obtener la densidad espectral en función de la frecuencia. 

Despues, se cuantifica el coeficiente de correlación convencional (ρij), donde los 

índices i y j denotan diferentes frecuencias dentro de la misma serie de tiempo. La 

correlación entre el espectro de potencia S (f) se expresa como: f i para una 

frecuencia y  f j para la otra frecuencia: 

 

 

 

Donde en la ventana de  tiempo k, Sk(f i) es la densidad espectral de la frecuencia   

f i, [S(f i ]) representa el promedio de la densidad espectral de la frecuencia f i en 

todas las ventanas de tiempo, σi simboliza la desviación estándar de la densidad 

espectral a la frecuencia f i. Debido a que la densidad espectral en cualquier 

frecuencia siempre estará perfectamente correlacionada consigo misma, ρii 

siempre será la unidad. Por lo tanto,  un coeficiente de correlación con un valor de 

cero se mostrara en blanco, mientras que una alta correlación se mostrara en un 

color oscuro. En las gráficas, la diagonal representa ρii  y, por lo tanto, tiene un 

valor de 1, ya que, ρij = ρji. Consecuentemente, las frecuencias fundamentales 

generadas biológicamente aparecen como áreas de alta correlación y reflejan 

cuadrados simétricos cerca de la diagonal. Las regiones oscuras fuera del eje 

indican interacciones entre osciladores. El ruido no biológico aparece como líneas 

agudas que no correlaciona en estas gráficas. Por lo tanto, se emplea el coeficiente 
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de correlación para analizar los datos de LFP de un solo electrodo que toma 

mediciones de un solo sitio, de esta manera, este análisis implica la auto-coherencia 

de la señal de LFP. 

 

Resultados 

El registro de campo de rebanadas de bulbo olfatorio de ratón muestra una actividad 

poblacional de bajo voltaje, arrítmica y con una mezcla aleatoria de diferentes 

componentes de frecuencia (Figura 3-A,D). Lo anterior, se puede observar en un 

espectro de potencia o en un espectrograma que, para la actividad de la capa 

granular del bulbo olfatorio de ratón, no muestra una frecuencia fundamental o 

dominante en promedio o durante el registro, respectivamente (Figura 3-B,C). De la 

misma manera, el análisis de frecuencias fundamentales no muestra correlación 

alguna entre las frecuencias que componen la señal poblacional de la capa granular 

del bulbo olfatorio de ratón (Figura 3-D). La aplicación de lidocaína al final del 

registro muestra que la actividad poblacional registrada en la capa granular del 

bulbo olfatorio de ratón es de origen neuronal.  

 

 

 

 

Tabla 1. Potencia de la actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio y 
su sensibilidad a la lidocaína. Se muestra la potencia de la actividad poblacional 
de la capa granular del bulbo olfatorio en la banda ancha (1–120 Hz) y en las 
diferentes bandas de frecuencia (theta: 1-12Hz, beta: 12-30 Hz, gamma lento: 
30-60Hz y gamma rápido: 60-120 Hz). Antes (Control) y después de la 
aplicación de lidocaína (1 mM). Los resultados en negritas son aquellos que 
muestran una diferencia significativa con respecto a su control (P<0.05, prueba 
Wilcoxon; n=6). 

 

 

 

 

  
Potencia 
total (µV2) 

Theta    
(µV2) 

Beta     
(µV2) 

Gamma 
lento    
(µV2) 

Gamma 
Rápido 

(µV2) 

Control  4.614±1.747 1.640±1.014 0.594±0.059 0.751±0.563 1.709±0.973 

Lidocaína 1.658±0.850 1.091±0.883 0.164±0.049 0.173±0.129 0.246±0.078 
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Figura 3. Actividad poblacional de la 

capa granular del bulbo olfatorio de ratón.  

A. Se muestra el trazo comprimido de la 

actividad poblacional del bulbo olfatorio 

(trazo superior) durante 80 minutos y su 

depresión en respuesta a la aplicación de 

lidocaína (flecha roja). Se muestran 

también dos trazos expandidos de 

segmentos (identificados en el vértice de 

las líneas) en condiciones control y en 

presencia de lidocaína (trazos inferiores). 

B. Se muestra el espectro de densidad de 

potencia (PSD, por sus siglas en inglés) 

de la actividad control. C. Espectrograma 

de 6 minutos de la actividad control de la 

capa granular del bulbo olfatorio. D. 

Matriz de correlación de las frecuencias 

de la actividad control del bulbo olfatorio. 

Tiempo (seg) 
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Para evaluar si las rebanadas de bulbo olfatorio presentan actividad espontánea 

poblacional estable por periodos prolongados de tiempo, se realizó un registro 

control (en ausencia de cualquier manipulación) por el total de minutos que duran 

los experimentos farmacológicos (140 min; n=10) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Curso temporal de la actividad espontánea poblacional de rebanadas del bulbo 

olfatorio. Se grafica la potencia de la actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio en 

la banda ancha (1–120 Hz) evaluada cada 10 minutos (n=6). Se observa que la actividad poblacional 

de la capa granular se mantiene estable durante 140 minutos. 

Bajo nuestras condiciones experimentales, la actividad del bulbo olfatorio se 

mantiene estable y no decae durante 2 horas. De hecho, en condiciones basales, al 

principio del experimento, la potencia de la actividad espontánea del bulbo olfatorio 

fue de 3.859±0.627 V2 (n=6) y después de 120 minutos la actividad permaneció 

estable y sin cambio significativo (4.185±1.320 V2; n=6; p>0.05 vs basal; U de 

Mann-Whitney) (Tabla 1). Esto nos permitió continuar con las siguientes fases del 

protocolo experimental dado que los posibles cambios a observar por los 

tratamientos farmacológicos podrán ser adjudicados a los mismos y no a un cambio 

en la actividad del bulbo olfatorio por el tiempo de registro. Además, a manera de 

control, siempre se evaluó el origen neuronal de la actividad registrada al evaluar el 

efecto de la lidocaína (bloqueador de canales de Na+; Peña, 2010). Para estos 

experimentos control, la aplicación de lidocaína redujo la actividad espontánea del 

bulbo olfatorio de 4.614±1.747V2 (n=6) en condiciones basales a 1.658±0.850V2 

(p<0.05 lidocaína vs basal; U de Mann-Whitney) (Figura 5). 
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Figura 5. Actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio ante la lidocaína. Se 

grafica la potencia de la actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio en la banda 

ancha (1–120 Hz) después de un periodo de estabilización y después de la aplicación de lidocaína 

1 mM (n=6). Note que la actividad poblacional de las rebanadas de bulbo olfatorio es reducida 

significativamente por la aplicación de lidocaína, lo que permite concluir que esta actividad es de 

origen neuronal. * denota una diferencia significativa entre las condiciones experimentales señalada 

con la línea (p < 0.05; U de Mann-Whitney; n=6).  

 

Debido a que el H2S es un gasotransmisor, resulta complicado administrarlo en la 

forma de gas. Sin embargo, existen donadores de H2S, como el sulfhidrato de sodio 

(NaHS), que permiten la administración de H2S en preparaciones in vitro (Levitt, 

2011). Por ello, para evaluar la modulación de la actividad del bulbo olfatorio por el 

H2S, el NaHS se administró a diferentes concentraciones (0.3, 1, 3 y 10 mM). Estas 

concentraciones están basadas en un antecedente directo (Malik et al., 2015).  

Los resultados muestran que la aplicación de NaHS aumentó de manera transitoria, 

y dependiente de la concentración, la actividad poblacional del bulbo olfatorio e 

induce oscilaciones (Figuras 6 y 7). Además, la amplitud y la duración de este 

incremento son mayores cuando se aplican concentraciones crecientes del NaHS 

(Figuras 6 y 7). En todos los casos, después del incremento en la amplitud de la 

actividad poblacional producido por el NaHS, la actividad regresó a niveles similares 

a la actividad basal (Figura 6-A).    
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El análisis espectral muestra que el aumento del poder de la actividad poblacional 

de la capa granular del bulbo olfatorio producido por el  NaHS ocurrió en las 

frecuencias de 1 a 20 Hz (Figura 6-B). Por último, el análisis de frecuencias 

fundamentales muestra que en presencia de NaHS existió alta correlación temporal 

en las bandas de frecuencia theta, beta y gamma (Figura 6-D). 

 

 

 
Banda ancha 

(µV2) 
Theta 
(µV2) 

Beta 
(µV2) 

Gamma lento 
(µV2) 

Gamma 
rápido 
(µV2) 

Basal 1.792±0.406 1.153±0.348 0.474±0.040 0.056±0.006 0.135±0.060 

NaHS      

0.3 mM 88.523±69.662*** 82.203±69.890*** 5.962±2.618*** 0.680±0.330*** 0.556±0.413* 

1 mM 208.979±122.114*** 204.629±121.340*** 4.699±1.816*** 0.458±0.188*** 0.459±0.209* 

3 mM 475.297±151.099*** 468.720±149.911*** 8.900±3.450*** 0.358±0.178*** 0.471±0.192* 

10 mM 586.212±58.051*** 560.386±57.515*** 10.239±2.908*** 0.383±0.108*** 0.646±0.217* 

Lidocaína 1.430±0.158 0.898±0.121 0.315±0.035* 0.096±0.005 0.054±0.002 

 
Tabla 2. Cambios en la potencia de la actividad poblacional de la capa granular del 
bulbo olfatorio ocasionado por el NaHS a dosis crecientes. Se muestran las 
potencias para la banda ancha (1–120 Hz) y las bandas de frecuencia theta: 1-
12Hz, beta: 12-30 Hz, gamma lento: 30-60Hz y gamma rápido: 60-120 Hz, en 
condiciones control y en presencia de NaHS en concentraciones crecientes. Los 
resultados en negritas indican diferencia significativa con respecto al control 

(***=P<0.001, prueba Kruskal-Wallis, post hoc comparación múltiple de 

Student-Newman-Keuls n=6) 
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Figura 6. El NaHS aumentó la actividad 

espontánea de la capa granular del bulbo 

olfatorio. A. Se muestra el trazo 

representativo comprimido de la actividad 

poblacional del bulbo olfatorio (trazo 

superior) durante 350 minutos, en 

condiciones basales y durante la aplicación 

de concentraciones crecientes de NaHS 

(0.3, 1, 3 y 10 mM). En el panel inferior se 

muestra el trazo expandido (identificado en 

el vértice de las líneas) donde se pueden 

apreciar las oscilaciones evocadas por el 

NaHS (3 mM). B. Espectro de potencia 

correspondiente a la actividad en presencia 

de NaHS (3 mM). C. Espectrograma de la 

actividad de la capa granular del bulbo 

olfatorio en presencia de NaHs (3 mM, que 

inicia su aplicación en la flecha roja). D. 

Matriz de correlación de las frecuencias de 

la actividad del bulbo olfatorio en presencia 

de NaHs (3 mM). 

 

NaHS 



43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.7. Cuantificación del efecto de la administración del NaHS sobre la potencia de la 

actividad de campo de la capa granular del bulbo olfatorio de ratón. Se cuantificó la potencia 

absoluta de la actividad del bulbo en la banda ancha (1–120 Hz) en relación a la concentración de 

NaHS. Se observó un incremento dependiente de la concentración. Para fines de comparación se 

muestran la potencia de la actividad basal (previa a la aplicación del fármaco) y la potencia de la 

actividad tras la aplicación de lidocaína 1 mM. 

La cuantificación de la potencia de la actividad del bulbo olfatorio muestra que con 

respecto a la actividad basal (1.792±0.406V2), la aplicación de NaHS a 

concentraciones distintas (0.3, 1, 3 y 10 mM) incrementó la potencia de la actividad 

del bulbo olfatorio a 88.523±69.662 V2, 208.979±122.114 V2, 475.297±151.099 

V2 y 586.212±58.051 V2, respectivamente (Figura 7; Tabla 2). Con respecto a la 

actividad basal, las concentraciones 1, 3 y 10 mM aumentaron la actividad de 

manera significativa (p<0.05; Kruskal-Wallis). Sin embargo, al comparar las 

respuestas de las diferentes dosis no se encontró alguna diferencia 

estadísticamente significativa entre las concentraciones de 1, 3 y 10 mM (p>0.05; 

Kruskal-Wallis). Por ello, se decidió usar la concentración de 3 mM, como una 

concentración intermedia, para los experimentos correspondientes a la aplicación 

de hipoxia. 
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Con la finalidad de evaluar el efecto del NaHS sobre la respuesta del bulbo olfatorio 

a la hipoxia/reoxigenación, primero se procedió a caracterizar la respuesta a la 

hipoxia/reoxigenación en rebanadas control (en ausencia de fármaco; Figura 8). En 

estos experimentos, la hipoxia redujo la amplitud de la actividad poblacional del 

bulbo olfatorio de 7.247±1.391V2 en condiciones basales a 3.253±1.370V2 

después de 4 minutos de iniciadas las condiciones de hipoxia (Tabla 3; Figura 9). 

Una vez aplicada la reoxigenación, la actividad poblacional del bulbo olfatorio 

aumentó inicialmente a niveles incluso superiores a los observados en condiciones 

basales (Figuras 8-A y 9), para después disminuir paulatinamente hasta 

estabilizarse en niveles similares a los observados en condiciones basales. La 

potencia de la actividad poblacional del bulbo olfatorio minutos después de iniciadas 

las condiciones de reoxigenación fue de 23.495±7.699V2 (Tabla 3; Figura 9). Por 

último, como ya se ha mostrado en otros experimentos, la aplicación de lidocaína 

redujo la amplitud de la actividad poblacional del bulbo olfatorio a 2.728±1.430V2 

(Tabla 3; Figura 9). El análisis de las frecuencias fundamentales muestra una 

correlación en la banda de frecuencia gamma durante el periodo de reoxigenación 

(Figura 8D).  
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Figura 8. Respuesta de la actividad de campo de la capa granular del bulbo olfatorio del ratón a la 

hipoxia/reoxigenación. A. Trazo comprimido de la actividad poblacional del bulbo olfatorio (trazo 

superior) antes y durante la aplicación de  15 minutos de hipoxia, seguidos de 60 minutos de 

reoxigenación. En la parte inferior se muestran 2 trazos expandidos 1) del segmento correspondiente a 

la condición de hipoxia (izquierda) y 2) el trazo expandido correspondiente a la fase inicial de la re-

oxigenación (derecha). B.  Se muestran los espectros de potencia correspondientes a los periodos de 

hipoxia (derecha) y al periodo de reoxigenación (izquierda). C. Espectrogramas de la actividad de la capa 

granular del bulbo olfatorio durante la hipoxia (derecha, indicado por la flecha roja) y durante la 

reoxigenación (izquierda). D. Matrices de correlación de las frecuencias de la actividad del bulbo olfatorio 

durante la hipoxia (derecha) y durante la reoxigenación (izquierda). 
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Tabla 3. Cambios en la potencia de la actividad poblacional de la capa granular del 
bulbo olfatorio ocasionado por la hipoxia-reoxigenación. Se muestran las potencias 
para la banda ancha (1–120 Hz) y las bandas de frecuencia theta: 1-12Hz, beta: 
12-30 Hz, gamma lento: 30-60Hz y gamma rápido: 60-120 Hz, en condiciones 
control y en los periodos de hipoxia / reoxigenación (ReOx).  Los resultados en 
negritas indican diferencia significativa con respecto al control (P<0.01, prueba 
Kruskal-Wallis, post hoc comparación múltiple de Student-Newman-Keuls; n=6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Cuantificación de la respuesta de la actividad de campo de la capa granular del bulbo 

olfatorio de ratón a la hipoxia/reoxigenación. Se cuantifica la potencia de la actividad del bulbo 

en la banda ancha (1–120 Hz) tanto en condiciones basales (normoxia), como en las condiciones de 

hipoxia y de re-oxigenación en rebanadas control (sin ningún tratamiento farmacológico).                 

**/*** denota una diferencia estadísticamente significativa entre las barras unidas por las líneas 

horizontales (Test: Kruskal-Wallis; Post hoc: Student-Newman-Keuls; P<0.050; n=6).  

 

 

  Banda ancha 
(µV2) 

Theta 
(µV2) 

Beta 
(µV2) 

Gamma lento 
(µV2) 

Gamma 
rápido 
(µV2) 

Basal 7.247±1.391 4.983±1.369 1.810±0.295 0.227±0.041 0.559±0.254 
Hipoxia 3.253±1.370** 2.579±1.265 0.430±0.100 0.65±0.016*** 0.260±0.108 
ReOx 23.495±7.699** 16.215±6.116** 6.582±3.310*** 0.725±0.333*** 0.725±0.323 

Lidocaína 2.728±1.430** 2.261±1.326 0.313±0.118*** 0.046±0.013*** 0.197±0.094 
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Una vez caracterizada la respuesta del bulbo olfatorio a la hipoxia y la 

reoxigenación, procedimos a evaluar los efectos del NaHS durante las condiciones 

de hipoxia. Para determinar si existen diferencias debidas a la temporalidad de la 

aplicación de ambas manipulaciones, se procedió a evaluarlas en dos condiciones: 

en el protocolo 1 la aplicación de hipoxia se aplicó hasta alcanzar su efecto estable 

(por 6 minutos) y, en presencia de hipoxia, se añadió el NaHS (Figura 11). En el 

protocolo 2 la hipoxia y el NaHS se aplicaron de manera simultánea (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Curso temporal de la respuesta del bulbo olfatorio de ratón a la hipoxia. La potencia 

de la actividad de la capa granular del bulbo olfatorio durante el periodo hipoxia; fue cuantificada 

cada 2 minutos. Se observa que el efecto depresor producido por la hipoxia sobre la potencia de la 

actividad poblacional del bulbo olfatorio fue rápido y alcanzó un punto estable entre 4-6 minutos 

(n=8). 

Con la finalidad de evaluar el efecto del NaHS en condiciones de hipoxia en el 

protocolo 1, fue necesario caracterizar la temporalidad del efecto de la hipoxia sobre 

la actividad poblacional del bulbo olfatorio en las rebanadas control (en ausencia de 

fármaco; Figura 10). En estos experimentos se observó que el tiempo que tarda la 

hipoxia en producir una inhibición estable de la potencia de la actividad del bulbo 

olfatorio fue de aproximadamente 4 minutos, cuando se observó una depresión que 

permanece estable por el resto del reto hipóxico (14 minutos; Figura 10). En estas 

rebanadas, la potencia de la actividad espontánea de bulbo olfatorio previa al inicio 
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de la hipoxia fue de 7.183±1.181V2. Esta potencia se reduce a 2.339±0.395V2 a 

los 4 minutos de la hipoxia y se mantiene reducida en 2.342±0.211V2 hasta el final 

del periodo de hipoxia (14 minutos). Por lo anterior, se estableció el periodo del 

minuto 4 al minuto 6 de la hipoxia, como el periodo estable, para la administración 

del NaHS.  

En los experimentos para evaluar el efecto del NaHS en condiciones de hipoxia en 

el protocolo 1, se observó que la hipoxia redujo la actividad del bulbo olfatorio de 

8.404±1.489V2 en condiciones de normoxia a 3.398±1.417V2 en 4-6 min de 

hipoxia (Tabla 4). En presencia de la respuesta estable a la hipoxia, la aplicación de 

NaHS incrementó la actividad del bulbo olfatorio a 12344.901±5031.109 V2, lo que 

es mayor al incremento inducido por la misma concentración de NaHS en la 

normoxia (Tabla 2). Además, la aplicación de la reoxigenación, que coincidió con la 

desaparición del efecto del NaHS, redujo la actividad del bulbo olfatorio a 

5110.160±1675.681V2, cuando se midió 9 minutos después del inicio de la 

reoxigenación (Tabla 4). Por último, como ya se ha mostrado en otros experimentos, 

la aplicación de lidocaína reduce la amplitud de la actividad poblacional del bulbo 

olfatorio a 5.299±2.883V2 (Tabla 4). En estos experimentos, durante el periodo 

estable del efecto de la hipoxia, el NaHS indujo un aumento en la amplitud de la 

actividad del bulbo olfatorio principalmente en las frecuencias de 1-20 Hz (Figura 

12-B,C). En estas condiciones se puede observar la existencia de correlación en las 

bandas de frecuencia de theta, beta y gamma (Figura 12-D). 
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Tabla 4. Actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio en presencia de 
NaHS durante la fase estable de la hipoxia y la reoxigenación (Protocolo 1). Se 
muestran la potencia en la banda ancha (1–120 Hz) y en las bandas de frecuencia theta: 1-
12Hz, beta: 12-30 Hz, gamma lento: 30-60 Hz y gamma rápido: 60-120 Hz en condiciones 
control (sin ninguna intervención), en la condición de hipoxia, en presencia de NaHS (3 mM) 
y en la condición de reoxigenación (ReOX) en las rebanadas de bulbo olfatorio de ratón. 
Los resultados en negritas indican diferencia significativa con respecto al control 
(**=P<0.01, prueba Kruskal-Wallis, post hoc comparación múltiple de Student Newman 
Keuls; n=4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio en presencia de NaHS 

durante la fase estable de la hipoxia y la reoxigenación (Protocolo 1). Se cuantifica la potencia 

de la actividad del bulbo en la banda ancha (1–120 Hz) en condiciones de normoxia (Basal), en el 

periodo estable de la hipoxia (a los 4 minutos), así como durante la aplicación de NaHS 3 mM, 

reoxigenación y lidocaína 1 mM.  Se denota que existe diferencia significativa al comparar las 

respuestas de: Hipoxia Vs NaHS Vs ReOx Vs NaHS (P<0.01; Test: Kruskal-Wallis con post hoc de 

Student-Newman-Keuls; n= 4).  

  
Banda ancha 

(µV2) 
Theta 
(µV2) 

Beta  
(µV2) 

Gamma 
lento 
(µV2) 

Gamma 
rápido 
(µV2) 

Basal 8.404±1.489 7.03±2.31 3.726±1.776 1.106±0.425 2.276±0.729 
Hipoxia  3.398±1.417* 1.858±0.637** 0.925±0.283 0.348±0.128 0.980±0.411 

      

H2S 
12344.901 

±5031.109 ** 
12211.031 

±4968.840 ** 
165.891 

±81.090** 
2.959±1.097 1.487±0.490 

      

ReOx 
5110.160 

±1675.681** 
4089.735 

±1668.571 ** 
44.390±19.391** 0.724±0.190 0.644±0.092* 

      
Lidocaína 5.299±2.883 8.529±2.845 0.408±0.023 0.190±0.020 0.466±0.048* 
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Figura 12. Actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio en presencia de NaHS 

durante la fase estable de la hipoxia y la reoxigenación (Protocolo 1). A. Se muestra el trazo 

comprimido de la actividad poblacional del bulbo olfatorio (trazo superior) durante 150 minutos, durante 

los cuales se aplicaron 6 minutos de hipoxia, seguidos de la administración de NaHS (3 mM) por 6 minutos 

y después 60 minutos de reoxigenación. En la parte inferior se muestran 2 trazos expandidos 1) del 

segmento correspondiente a la administración de NaHS (izquierda) y 2) el trazo expandido 

correspondiente a la fase de la re-oxigenación (derecha). B.  Se muestran los espectros de potencia 

correspondientes a la administración de NaHS (derecha) y al periodo de reoxigenación (izquierda) con 

una ventana temporal de 6 minutos. C. Espectrogramas de la actividad de la capa granular del bulbo 

olfatorio en presencia de NaHS y en condición de reoxigenación (izquierda) con una ventana temporal de 

6 minutos. D. Matrices de correlación de las frecuencias de la actividad del bulbo olfatorio en presencia 

de NaHS (derecha) y en condición de reoxigenación (izquierda). 
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En la evaluación de los efectos del NaHS durante la hipoxia en el protocolo 2, se 

observó que la aplicación simultánea de hipoxia y NaHS aumentó la potencia de la 

actividad del bulbo olfatorio de 8.888±5.689 V2 en condiciones de normoxia a 

3562.897±1190.478V2 (Tabla 5; Figura 13). Este incremento en la potencia de la 

actividad del bulbo olfatorio producido por la aplicación simultánea de hipoxia y 

NaHS fue mayor al incremento inducido por la misma concentración de NaHS en 

condiciones de normoxia (Tabla 2). La aplicación de la reoxigenación de manera 

simultánea a la disminución del efecto del NaHS redujo la actividad del bulbo 

olfatorio a 627.366±343.512 V2 (Tabla 5). Por último, como ya se ha mostrado en 

otros experimentos, la aplicación de lidocaína redujo la potencia de la actividad 

poblacional del bulbo olfatorio a 3.444±1.439 V2 (Tabla 5; Figura 13). 

El análisis espectral del efecto de la aplicación simultánea del NaHS y la hipoxia 

muestra que esta manipulación produce un aumento en la potencia en las 

frecuencias de 1-20 Hz que se mantuvo hasta el periodo de reoxigenación (Figura 

14-B). En estas condiciones se puede observar la existencia de correlación en las 

bandas de frecuencia de theta, beta y gamma (Figura 14-D) en los periodos de 

administración de NaHS e hipoxia. Sin embargo, la correlación disminuyó durante 

la reoxigenación. 
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Tabla 5. Actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio antes y durante 
la aplicación simultánea de NaHS e hipoxia, así como la reoxigenación (Protocolo 2). 
Se muestran la potencia en la banda ancha (1–120 Hz) y en las bandas de 
frecuencia theta: 1-12Hz, beta: 12-30 Hz, gamma lento: 30-60 Hz y gamma 
rápido: 60-120 Hz en condiciones control (sin ninguna intervención),  en la 
condición de hipoxia y NaHS aplicados simultáneamente y en la condición de 
reoxigenación (ReOx) en las rebanadas de bulbo olfatorio de ratón. Los 
resultados denotan que no existe diferencia significativa con respecto al control 
(**=P<0.01, prueba Kruskal-Wallis, post hoc comparación múltiple de Student-
Newman-Keuls; n=3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio antes y durante la 

aplicación simultánea de NaHS e hipoxia, así como la reoxigenación (Protocolo 2). Se 

cuantifica la potencia de la actividad del bulbo en la banda ancha (1–120 Hz) antes y durante la 

aplicación simultánea de NaHS e hipoxia, así como la reoxigenación. Se denota que no existen 

diferencias significativas entre las condiciones (Test: Kruskal-Wallis con post hoc de Student-

Newman-Keuls; n= 3).  

  Banda 
ancha 
(µV2) 

Theta 
(µV2) 

Beta 
(µV2) 

Gamma 
Lento 
(µV2) 

Gamma 
Rápido 
(µV2) 

Basal 8.888±5.689 5.29±3.374 3.287±2.129 0.503±0.323 0.252±0.154 

      

Hipoxia + NaHS 3562.897 
±1190.478 

3551.493 
±1192.774 

12.522 
±2.079** 

0.456 
±0.115 

1.028 
±0.361 

      

ReOx 627.366± 
343.512 

625.511± 
343.278 

1.969± 0.402 0.190± 
0.041 

0.083± 
0.010 

Lidocaína 3.444±1.439 3.057±1.305 0.342±0.135 0.054±0.019 0.037±0.008 
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Figura 14 Actividad poblacional de la capa granular del bulbo olfatorio antes y durante la 

aplicación simultánea de NaHS e hipoxia, así como la reoxigenación (Protocolo 2).  A. Se muestra 

el trazo comprimido de la actividad poblacional del bulbo olfatorio (trazo superior) hipoxia 

simultáneamente a NaHS (3 mM), seguido de 60 minutos de reoxigenación. En la parte inferior se 

muestran 2 trazos expandidos 1) del segmento correspondiente a la administración de NaHS e hipoxia 

(izquierda) y 2) el trazo expandido correspondiente a la fase temprana de la re-oxigenación (derecha). B.  

Espectros de potencia correspondientes a la administración de NaHS simultáneamente a la hipoxia 

(derecha) y al periodo de reoxigenación (izquierda). C. Espectrogramas de la actividad de la capa 

granular del bulbo olfatorio en presencia de NaHS simultáneamente a la hipoxia (izquierda)  y en 

condición de reoxigenación (derecha). D. Matrices de correlación de las frecuencias de la actividad del 

bulbo olfatorio correspondientes a la administración de NaHS simultáneamente a la hipoxia (derecha) y 

al periodo de reoxigenación (izquierda). 
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Discusión 

En el presente estudio, realizado mediante la técnica de registro de campo 

(Alvarado-Martínez et al., 2013; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Peña et al., 

2010), se demostró que el H2S aumenta la actividad poblacional del bulbo olfatorio 

y produce oscilaciones en diferentes bandas de frecuencia (theta, beta y gamma). 

También, se demostró que el H2S revierte la depresión de la actividad poblacional 

inducida por la hipoxia y que la actividad oscilatoria inducida por el H2S es resistente 

a la hipoxia. A continuación, se discutirán los procesos celulares modulados por el 

H2S y que podrían explicar el aumento en la potencia y la producción de oscilaciones 

en el bulbo olfatorio. Además, se discutirá la modulación del bulbo olfatorio por el 

H2S en la condición de hipoxia 

La literatura estima que los niveles endógenos de H2S en el cerebro podrían ser de 

10nM a 160nM (Furne et al., 2008; Ishigami et al., 2009). Debido a la alta volatilidad 

del H2S (Levitt et al., 2011; Deleon et al., 2012), en este estudio se decidió 

administrar el H2S mediante el uso de NaHS, un donador rápido de H2S (Levitt et 

al., 2011). La administración de NaHS resulta en la formación de HS- y H2S (Levitt 

et al., 2011). Cuando se utiliza un sistema cerrado, sólo entre un 6-33% del NaHS 

administrado en solución se convierte en H2S (Levitt et al., 2011). Por lo tanto, la 

concentración de H2S en el sistema es solo una fracción de la administración total 

del NaHS. Otro aspecto importante a considerar, para tener una aproximación de la 

cantidad de H2S alcanzada en los experimentos de esta tesis, es la volatilidad que 

presenta el gas H2S en solución, especialmente en sistemas abiertos con 

oxigenación por burbujeo, como el que se usó en nuestros experimentos. Este 

aspecto fue demostrado por el grupo de investigación encabezado por DeLeon, al 

medir la vida media del H2S y establecer un aproximado de 5 minutos (Deleon et 

al., 2012). Con esta información, en nuestros experimentos se decidió iniciar con 

una concentración de 1mM de NaHS que resultaría en 60-330M al ser colocado 

en el sistema de perfusión por gravedad. Posteriormente, esta cantidad de NaHS 

se reduciría al 50% (30-165M) al pasar a la cámara de registro y ser 

constantemente burbujeada por carbógeno. De esta manera, consideramos que las 
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concentraciones utilizadas en esta tesis caen en rangos fisiológicos del H2S (Furne 

et al., 2008; Ishigami et al., 2009). Los espectrogramas correspondientes a la 

aplicación del NaHS mostraron que sus efectos tienen una latencia entre 

18.540±0.244 y 28.700±1.800 segundos lo que es consistente con los experimentos 

realizados por DeLeon y colaboradores, quienes mostraron que el NaHS se disocia 

casi instantáneamente en solución para formar H2S. Esta reacción se completa en 

un 80% en los primeros 10 segundos y a los 20 segundos la concentración del H2S 

alcanza un máximo, para luego decaer exponencialmente (Deleon et al., 2012). 

Como se mencionó anteriormente, la actividad espontánea del bulbo olfatorio está 

determinada por las propiedades intrínsecas de sus elementos neuronales, así 

como por las interacciones sinápticas que establecen entre ellos (Brea et al., 2009; 

Corner, 2008). Por lo tanto, la combinación de las propiedades intrínsecas con las 

interacciones sinápticas las neuronas que componen un circuito le brindan la 

capacidad de generar patrones oscilatorios que se verán reflejados en el potencial 

local de campo (Yamamoto et al., 2012). En el bulbo olfatorio las sinapsis 

dendrodendríticas formada por las células granulares y las células mitrales / 

empenachadas resulta fundamental para el funcionamiento del bulbo olfatorio 

(Lagier et al., 2004). Como se mencionó anteriormente, el bulbo olfatorio tiene la 

capacidad de generar H2S de manera endógena, por la presencia de la enzima 3-

MST en las capas mitral, glomerular y plexiforme externa (Shibuya et al., 2009). Se 

sabe que la enzima 3-MST se localiza en la mitocondria y en las sinapsis (Shibuya 

et al., 2009), por lo tanto, se sugiere que esta enzima y su producto, el H2S, regulan 

la actividad recíproca entre las neuronas mitrales/empenachadas y las neuronas 

granulares (Nagai et al., 2004). 

La capacidad del H2S para modular la actividad poblacional en el bulbo olfatorio y 

otros circuitos neuronales, puede deberse a su acción sobre canales de Ca2+ y 

diversos otros canales iónicos que resultan determinantes para la excitabilidad 

neuronal (Kuksis et al., 2015; Nagai et al., 2004). La función fisiológica mejor 

establecida de los canales de Ca2+ es la regulación de la transmisión sináptica 

dependiente de Ca2+ (Catterall, 2011). Además, las corrientes de Ca2+ tipo N regulan 
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la activación tónica neuronal (Wong et al., 2013). Por lo tanto, el H2S podría 

aumentar la excitabilidad de las neuronas y aumentar la probabilidad de activación 

tónica (Kuksis et al., 2015). La relevancia de los canales de Ca2+ tipo N en la 

transducción olfatoria se ha determinado al bloquearlos y observar que esta 

manipulación deriva en un estado de anosmia (Weiss et al., 2014).  

Los circuitos en el cerebro poseen una capacidad notable para organizar actividades 

en diferentes escalas de tiempo. El bulbo olfatorio es un ejemplo clásico donde 

coexisten ritmos lentos (theta) y rápidos (gamma) (Fukunaga et al., 2014). Como ya 

se mencionó, el ritmo gamma se origina por la sinapsis bidireccional  

dendrodendrítica formada entre las células mitrales / empenachadas con las células 

granulares (Brea et al., 2009; Freeman, 1972; Kay et al., 2009; Lagier et al., 2004; 

Nusser et al., 2001; Fukunaga et al., 2014). Lo anterior, ha sido demostrado 

mediante modelos computacionales (Brea et al., 2009; Freeman, 1972), análisis de 

la densidad de corriente (Kay et al., 2009), farmacología (Lagier et al., 2004), 

modificaciones genéticas (Nusser et al., 2001) y optogenética (Fukunaga et al., 

2014).  

Cuando la excitabilidad de las células granulares es baja, la liberación de su 

neurotransmisor inhibidor, mediada por canales NMDA y canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje (por sus siglas en inglés, VDCC), también es baja, lo que 

permite que las células mitrales disparen en el rango de frecuencia gamma (Osinski 

et al., 2016). Cuando aumenta la excitabilidad de las células granulares también se 

incrementa la activación de los receptores NMDA y de los VDCC, lo cual inhibe el 

disparo de las células mitrales, por la liberación de GABA desde las neuronas 

granulares (Osinski et al., 2016). Por lo tanto, el flujo de Ca2+ a través de los VDCC 

per se podría sostener oscilaciones poblacionales en el bulbo olfatorio (Osinski et 

al., 2016). El cambio entre las oscilaciones gamma y beta puede ser provocado por 

un aumento en el estado de excitabilidad de una subpoblación de células granulares 

(Osinski et al., 2016). Además, se sabe que la inhibición de los circuitos 

glomerulares locales originan a los ritmos lentos y, por otro lado, en la capa granular, 

los circuitos inhibitorios globales crean la coherencia temporal en el rango gamma 
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sugiriendo una disociación entre la inhibición "lenta" y "rápida" en el bulbo olfatorio 

(Fukunaga et al., 2014). Debido a que el H2S se genera de manera endógena en el 

bulbo olfatorio, a que este gas modula a los VDCC y a que, a su vez, estos canales 

están implicados en la generación de oscilaciones en las bandas de frecuencia 

theta, beta y gamma, podemos sugerir que el H2S tiene la capacidad de generar y 

orquestar las oscilaciones del bulbo olfatorio. Sin embargo, esto solo es una 

suposición ya que no realizamos experimentos con bloqueadores de canales. 

Además, podemos agregar que el aumento en la actividad poblacional que ocasiona 

el H2S podría deberse también a la modulación de canales de Na+ (Kuksis et al., 

2015) o a la potenciación en los receptores NMDA (Kimura, 2000).  

En diferentes tipos celulares y circuitos neuronales el H2S modula a los receptores 

NMDA (Kimura, 2000) y a canales de Na+ y Ca2+ (Lipscombe et al., 2004; Kuksis et 

al., 2015), lo que podría ser la base de la modulación que este gasotransmisor 

ejerce sobre el bulbo olfatorio, debido a que estos canales iónicos interactúan de 

manera sinérgica en las neuronas del bulbo olfatorio (Bywalez et al., 2015; Egger, 

2008; Fekete et al., 2014; Hall et al., 2002; Ona-Jodar et al., 2017; Zylbertal et al., 

2015). En las dendritas de muchas neuronas olfatorias bulbares la generación de 

potenciales de acción dependientes de canales de Na+ recluta canales de Ca2+ que 

generan mesetas despolarizantes que modula la entrada sináptica local y modulan 

la liberación de neurotransmisores, también localmente (Egger, 2008). Estas 

sinergias promueven la actividad recurrente entre los elementos del circuito bulbar 

(Bywalez et al., 2015; Egger, 2008; Fekete et al., 2014; Hall et al., 2002; Kelsch et 

al., 2012; Ona-Jodar et al., 2017; Zylbertal et al., 2015) y son fundamentales para la 

actividad de este circuito neuronal (Bywalez et al., 2015; Egger, 2005; Jerome et al., 

2012; Marin et al., 2019; Ona-Jodar et al., 2017; Tank et al., 1994). De hecho, la 

interacción de los receptores NMDA con canales de  es determinante de procesos 

de aprendizaje olfatorio (Jerome et al., 2012). 

Una buena cantidad de neuronas olfatorias bulbares exhiben actividad rítmica 

sostenida por la interacción dinámica de una amplia variedad de canales iónicos 

incluidos canales de Na+ y Ca2+ (Gorin et al., 2016; Vargas-Barroso et al., 2015; 
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Zhou et al., 2006) y se propone que estas neuronas son fundamentales para inducir 

y mantener la actividad oscilatoria poblacional del bulbo olfatorio (Gorin et al., 2016; 

Vargas-Barroso et al., 2015). Muchas neuronas olfatorias exhiben transitorios de 

Ca2+ rítmicos y sincronizados (Yuan et al., 2006)(Maslyukov et al., 2018), que 

pueden ser inhibidor por el bloqueo de canales de Na+ (Maslyukov et al., 2018). 

El receptor NMDA es fundamental para el establecimiento, plasticidad y 

perseverancia dinámica de las conexiones entre las neuronas olfatorias bulbares 

(Breton-Provencher et al., 2014; Oswald et al., 2015). De hecho, una de las 

interacciones más fundamentales de la fisiología bulbar, la sinapsis 

dendrodendrítica, tanto en su aspecto excitatorio, como inhibitorio, es 

completamente dependiente del receptor NMDA (Chen et al., 2000; Christie et al., 

2001; Isaacson, 1999; Mori et al., 1978; Schoppa et al., 2001).  El receptor NMDA 

participa y se modifica en respuesta a la potenciación de la transmisión sináptica 

producida por la entrada olfatoria repetitiva y el aprendizaje olfatorio (Lethbridge et 

al., 2012). Sin embargo, es importante considerar que la potenciación de la actividad 

del receptor NMDA puede derivar en hiperexcitabilidad y daño neuronal (Igelström 

et al., 2011; Marin et al., 2019). Por ejemplo, un exceso de transmisión 

glutamatérgica a través del receptor NMDA puede afectar la función del bulbo 

olfatorio y la percepción de aromas (Marin et al., 2019). Además, el aumento de la 

actividad del receptor NMDA por la reducción en el contenido extracelular de 

magnesio induce actividad epileptiforme en rebanadas de bulbo olfatorio (Igelström 

et al., 2011; Puopolo et al., 2001), o de otros circuitos neuronales (Aram et al., 1988; 

Dreier et al., 1991; Tancredi et al., 1990), lo que en algunos aspectos, simula a la 

actividad inducida por el H2S en nuestros experimentos (Igelström et al., 2011; 

Puopolo et al., 2001). El aumento de la actividad del receptor NMDA por la reducción 

en el contenido extracelular de magnesio induce actividad oscilatoria similar a la 

descrita en esta tesis (Igelström et al., 2011). De hecho, las oscilaciones de 

frecuencia baja, como las descritas en este estudio, pueden ser inducidas por la 

estimulación eléctrica de la entrada olfatoria o por la aplicación directa de NMDA 

(Schoppa et al., 2001; Sugai et al., 2005a, 2005b; Yuan et al., 2006). Sin embargo, 

la actividad oscilatoria inducida por la estimulación eléctrica de la entrada olfatoria, 



59 
 

en animales neonatos, puede también generarse en presencia de antagonistas de 

los receptores NMDA (que incluso la potencia) o no ser sensible al aumento de la 

actividad del receptor NMDA por la reducción en el contenido extracelular de 

magnesio (Schoppa et al., 2001; Sugai et al., 2005a, 2005b), siendo los receptores 

metabotrópicos de glutamato y los transitorios de Ca2+ dendríticos rítmicos, pero no 

los canales de Na+, candidatos probables para la inducción y mantenimiento de este 

tipo de oscilaciones independientes de los receptores NMDA (Yuan et al., 2006). Lo 

anterior, es importante para interpretar los resultados de esta tesis, pues fueron 

obtenidos en rebanadas provenientes de animales neonatos. 

De acuerdo con nuestra hipótesis, en esta tesis encontramos que el H2S tiene la 

capacidad de revertir la depresión de la actividad de campo del bulbo olfatorio 

producida por hipoxia. La hipoxia reduce la actividad poblacional del bulbo olfatorio 

debido a la disminución en la transmisión sináptica que produce tanto in vivo 

(Gervitz et al., 2003) como en modelos in vitro (Lipton et al., 1979) en diversas áreas 

del sistema nervioso central, como el hipocampo (Fowler et al., 2003), la corteza 

(Hentschel et al., 2003), el núcleo estriado (Centonze, 2001), y la medula espinal 

(Park et al., 2003). Esta inhibición de la neurotransmisión producida por la hipoxia 

afecta a los sistemas glutamatérgico (Pearson et al., 2004), GABAérgico (Centonze, 

2001) y el colinérgico (Kása et al., 1997; Peña et al., 2005), los cuales son muy 

relevantes para el funcionamiento adecuado del bulbo olfatorio y para la generación 

de su actividad oscilatoria (Kay et al., 2009). Además, observamos que la 

administración de NaHS durante la hipoxia aumentó la actividad poblacional del 

bulbo olfatorio, incluso con una amplitud superior a la actividad registrada en 

condiciones de normoxia. Por lo que el NaHS no solo revierte la depresión de la 

actividad del bulbo olfatorio producida por la hipoxia, sino es capaz de aumentar la 

actividad poblacional más allá de la magnitud que tenía en condiciones pre-

hipóxicas. El mecanismo por el cual la respuesta del NaHS fue mayor en 

condiciones de hipoxia, en comparación con su respuesta en condiciones de 

normoxia, escapa de los experimentos realizados en esta tesis. Sin embargo, es 

relevante mencionar que la hipoxia, per se, provoca la liberación de H2S (Olson, 

2013), por lo que podría haber una sinergia entre el H2S liberado endógenamente 
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con aquel aplicado exógenamente que podría originar un aumento mayor en la 

amplitud de la actividad poblacional del bulbo olfatorio. Estos resultados coinciden 

con la prevención de los efectos de la hipoxia sobre otros circuitos neuronales (Li et 

al., 2016). Por ejemplo, el H2S evita la depresión respiratoria inducida por la hipoxia 

en animales anestesiados (Li et al., 2016) e in vitro (Nie et al., 2013; Pan et al., 2010, 

2011), lo cual indica que el H2S evita la depresión, inducida por la hipoxia, de la 

actividad de los circuitos neuronales encargados de la generación y el control de la 

respiración en el tallo cerebral (Li et al., 2016; Nie et al., 2013; Pan et al., 2010, 

2011). También, nuestros resultados coinciden con la prevención de los efectos 

neuroprotectores que el H2S genera en modelos de isquemia in vitro (Murakami et 

al., 2017) e in vivo (Murakami et al., 2017). Por ejemplo, el H2S protege a células de 

neuroblastoma (SH-SY5Y) y a neuronas corticales primarias contra la privación de 

glucosa y oxígeno in vitro (Murakami et al., 2017; Tay et al., 2010) o a neuronas in 

vivo sometidas a isquemia–reperfusión cerebral (Murakami et al., 2017). Lo que 

dependió de la formación de tiosulfato y de la inhibición de la caspasa-3 (Murakami 

et al., 2017) o de la activación de la vía canales de K+ dependientes de ATP / PKC 

/ ERK1/2 / Hsp90 (Tay et al., 2010). El H2S protege a células de origen neural PC12 

contra la hipoxia a través de la vía p38MAPK-iNOS o de la inhibición de la 

producción de especies reactivas de oxígeno y de la activación de ERK1/2 (Lan et 

al., 2013, 2011). El H2S protege a las neuronas del hipocampo en cultivo contra la 

hipoxia-reoxigenación a través de la activación de una vía de señalización de 

supervivencia celular mediada por cAMP / PI3K / Akt / p70S6K (Shao et al., 2011). 

El H2S protege a la neurogénesis hipocampal contra su reducción inducida por la 

hipoxia (Liu et al., 2014), lo que se ve reflejado en una mejora en la cognición (Liu 

et al., 2014). El H2S protege a las neuronas del hipocampo contra la apoptosis 

inducida por hipoxia a través de la reducción de especies reactivas de oxígeno y del 

incremento del Ca2+ intracelular (Luo et al., 2012). 
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Conclusiones 

 El H2S aumenta la actividad poblacional del bulbo olfatorio y produce 

oscilaciones en las bandas de frecuencia theta, beta y gamma.  

 El H2S revierte la depresión de la actividad poblacional inducida por la hipoxia 

y la actividad oscilatoria inducida por el H2S es resistente a la hipoxia. 

Perspectivas 

 Comprobar la participación de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. 

 Comprobar la participación de los receptores NMDA. 

 Realizar un estudio con una matriz de multielectrodos (MEAS). 
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