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RESUMEN

RESUMEN
El sulfuro de hidrégeno (H2S) es un gasotransmisor con importantes efectos
cardiovasculares. El presente estudio fue disefiado para evaluar la capacidad
del NaHS para inhibir el tono simpatico y de incrementar la liberacion de CGRP
de los nervios sensoriales. Para tal propdsito, ratas Wistar macho fueron
anestesiadas, descerebradas y desmeduladas y canuladas. Los animales se
dividieron en 3 grupos. El primer grupo se dividio en: 1) estimulacion del tono
simpatico vasopresor (T7-To); 2) bolos i.v. de noradrenalina; y 3) bolos i.v. de
metoxamina. Posteriormente, cada subgrupo recibioé una infusién continua de:
1) vehiculo (PBS; 0.02 mi/min); 2) NaHS 310 ug/kg min; o 3) NaHS 560 pg/kg
min. El segundo grupo se dividié en 3 subgrupos: 1) estimulacion del tono
simpético cardioacelerador (C7-T1); 2) bolos i.v. de noradrenalina; y 3) bolos
i.v. de isoproterenol. Cada subgrupo recibié una infusién continua de: 1) control
de reproducibilidad (sin infusién); 2) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); 3) NaHS 310
Ma/kg min; o 4) NaHS 560 ug/kg min. El tercer grupo se dividié en respuestas
vasodepresoras inducidas por: 1) estimulaciéon no adrenérgica/no colinérgica
(To-T12); y 2) bolos i.v. de a-CGRP. A su vez, ambos grupos se subdividieron
en: 1) grupo control (sin infusién); 2) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); 3) NaHS 10
Mo/kg min; y 4) NaHS 18 pg/kg min. Las respuestas vasopresoras y
taquicardicas inducidas por estimulacion selectiva del tono simpéatico
vasopresor y cardioacelerador fueron disminuidas significativamente y de
manera dosis-dependiente por la infusién continua de NaHS. Por otra parte, el
NaHS incremento significativamente las respuestas vasodepresoras inducidas
por la estimulacion eléctrica del tono NANC. Sin embargo, el NaHS no tuvo
efecto significativo sobre: (1) las respuestas vasodepresoras inducidas por
noradrenalina 0 metoxamina; (2) las respuestas taquicardicas inducidas por
noradrenalina o isoproterenol; y (3) las respuestas vasodepresoras inducidas
por bolos i.v. de a-CGRP. Estos resultados permiten sugerir que el NaHS es
capaz de inhibir el tono simpatico vasopresor y cardioacelerador, asi como
incrementar el tono sensorial vasodepresor por un mecanismo pre-unional, sin

interactuar directamente con receptores post-unionales.
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ABSTRACT

ABSTRACT
Hydrogen sulfide (H2S) is a gasotransmitter with important cardiovascular
effects. In this respect, the present study was designed to evaluate the
capability of an H2S donor, NaHS, to inhibit the sympathetic outflow supplying
the heart and blood vessels and to increase CGRP release from NANC sensory
nerves. For that purpose, male Wistar rats were anesthetized, pithed and the
carotid and femoral veins were cannulated. Animals were initially divided into
3 main sets. The first set was subdivided into 3 groups: 1) vasopressor
sympathetic outflow stimulation (T7-Te); 2) i.v. bolus of exogenous
noradrenaline; and 3) i.v. bolus of methoxamine. Then, each subgroup
received a continuous infusion of: 1) PBS (vehicle); 2) NaHS 310 pg/kg min; or
3) NaHS 560 ug/kg min. The second set was subdivided into 4 subgroups: 1)
cardioaccelerator sympathetic outflow stimulation (C7-T1); 2) i.v. bolus of
exogenous noradrenaline; and 3) i.v. bolus of isoproterenol. Those groups
were then divided into 4 subgroups: 1) reproducibility group (without infusion);
continuous infusion of: 2) PBS (vehicle); 3) NaHS 310 ug/kg min; and 4) NaHS
560 upg/kg min, respectively. The last set was divided into vasodepresor
responses induced by: 1) sensory outflow stimulation (Te-T12) and 2) i.v. bolus
of a-CGRP which where subdivided into 4 groups: 1) control group (without
infusion); continuous infusion of: 2) PBS (vehicle); 3) NaHS 10 ug/kg min; and
4) NaHS 18 ug/kg min. The vasopressor and tachycardic responses induced
by stimulation of the vasopressor and cardiaccelerator sympathetic outflow
stimulation were significantly diminished by a continuous infusion of NaHS. On
the other hand, NaHS increased the vasodepresor responses induced by
electrical stimulation. However, NaHS did not significantly modify the
vasopressor responses induced by i.v. bolus of noradrenaline or methoxamine.
Moreover, NaHS failed to modify the tachycardic responses induced by i.v.
bolus of neither noradrenaline nor isoproterenol. Furthermore, NaHS did not
change the vasodepresor responses induced by a-CGRP. These results
suggest that NaHS is capable to prejunctionally inhibit the vasopressor and the

tachycardic outflow, as well as increased vasodepressor sensory outflow.
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1. INTRODUCCION
1.1.El sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular tiene la funcidon de transportar los nutrientes hacia
los tejidos. Se encarga de la recoleccion de los productos de desecho para su
posterior eliminacién. En organismos mas pequefios, no existe este sistema
porque pueden cubrir sus necesidades por simple difusién. Sin embargo, el
cuerpo humano es demasiado grande para que la simple difusion sea eficaz.
La evolucion del sistema cardiovascular ha proporcionado un medio de facilitar
los procesos de difusion, permitiendo el desarrollo de organismos mayores
(Evans, 2013).

Las funciones del sistema circulatorio pueden dividirse en tres areas amplias:

transporte, regulacion y proteccion (Fox, 2013):

1. Transporte. El sistema circulatorio transporta todas las sustancias
esenciales para el metabolismo celular.
1.1.Respiratorias: Los eritrocitos transportan oxigeno hacia las células.
1.2. Nutritivas: la sangre transporta los productos de la digestion hacia las
células del cuerpo.
1.3. Excretoras: los desechos metabdlicos, el agua y los iones excesivos
son transportados hacia los rifilones y excretados por la orina.
2. Regulacién. El sistema circulatorio contribuye a la regulacién tanto
hormonal como de la temperatura.
2.1.Hormonal: la sangre transporta hormonas desde su sitio de origen
hacia los tejidos blandos distantes, donde desempefian diversas
funciones reguladoras.
2.2. Temperatura: el control de la temperatura por la desviacién de la
sangre desde vasos cutdneos mas profundos hacia vasos mas

superficiales, o viceversa.
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3. Proteccion. El sistema circulatorio protege contra pérdida de sangre por
lesion y contra agentes patdgenos.
3.1.Coagulacion: el mecanismo de coagulaciéon protege contra pérdida de
sangre cuando hay dafio de los vasos.
3.2.Funcién inmunitaria: transportando células inmunitarias, antigenos y

otros mediadores.

El sistema cardiovascular tiene dos componentes principales: el corazon y los
vasos sanguineos. El sistema linfatico también forma parte del sistema
cardiovascular y aunque no transporta sangre cumple con una funcién de

transporte e intercambio muy importante (Klabunde, 2012).

1.1.1. El Corazén

El corazén puede ser descrito como una bomba que eyecta sangre tanto a la
circulacion pulmonar como a la sistémica. La circulacion pulmonar se refiere
al flujo sanguineo hacia los pulmones que esta involucrada con el intercambio
gaseoso. La circulacion sistémica comprende los vasos sanguineos dentro y

fuera de todos los 6rganos excluyendo a los pulmones (Broadley, 1996a).

De manera general, el lado derecho del corazén comprende la auricula y el
ventriculo derecho. La auricula derecha recibe la sangre venosa de la
circulacion sistémica. El ventriculo derecho bombea dicha sangre hacia la
circulacion pulmonar para que se lleve a cabo el intercambio entre didxido de
carbono y oxigeno entre la sangre y los alveolos. Por otra parte, el lado
izquierdo consta de la auricula y el ventriculo izquierdo. La sangre que sale de
los pulmones llega a la auricula izquierda a través de la vena pulmonar. La
sangre fluye hacia el ventriculo izquierdo de donde es eyectada hacia la aorta,
la cual distribuye la sangre hacia todos los 6rganos por medio de las arterias
(Fig. 1) (Evans, 2013; Klabunde, 2012).
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Arteria
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Fig. 1. Circulacién pulmonar y sistémica. En la circulacién pulmonar la auricula
derecha recibe la sangre venosa de la circulacion sistémica. El ventriculo derecho
bombea dicha hacia los pulmones. En la circulacién sistémica, la sangre proveniente
de los pulmones llega a la auricula izquierda. La sangre fluye hacia el ventriculo
izquierdo de donde es eyectada hacia la aorta distribuyéndola a todos los 6rganos.
AD, Auricula Derecha; VD, Ventriculo Derecho; Al, Auricula Izquierda; VI, Ventriculo
Izquierdo. Modificado de Klabunde, 2005

La funcion del corazén se expresa usualmente como gasto cardiaco. El gasto
cardiaco se refiere a la cantidad de sangre eyectada por cada contraccion
multiplicada por la frecuencia cardiaca. Por tanto, es la cantidad de trabajo
realizada por el corazén en respuesta a los requerimientos de oxigeno. Dos
formas de regular la cantidad de oxigeno es modulando la frecuencia cardiaca
y el volumen sistolico (King y Bhimji, 2018). Cualquier factor que altere la
frecuencia cardiaca o el volumen sistélico resultara en una modificacion del

gasto cardiaco.

La frecuencia cardiaca estd determinada por las células marcapasos. La
actividad de dichas células se puede aumentar o disminuir por influencia de
las terminaciones autonémicas o ciertas hormonas. Los potenciales de accion
generados por las células marcapasos son conducidos a través del corazén

por un sistema de fibras especializadas y desencadenan la contraccién de los
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miocitos cardiacos. Lo anterior resulta en la contraccion ventricular y en la
consecuente eyeccion de la sangre. La fuerza de contraccion, y por tanto el
volumen sistélico, estan regulados por mecanismos intrinsecos del corazon
asi como por factores hormonales y la inervacion autondmica (Klabunde,
2012).

1.1.2. Los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos son conductos distensibles, ramificados, cuyas
dimensiones son variables y comprenden arterias, venas y capilares (Fig. 2).
El sistema vascular desempefia dos funciones principales: distribucion e
intercambio (Klabunde, 2012).

Aorta

Arteria
pequena

/V

-

Arteria

grande Capilares

Arteriola Venula

Fig. 2. Tipos de vasos sanguineos encontrados en la circulacién. La aorta se va
ramificando en arterias grandes, arterias pequefias y arteriolas. Conforme van
perdiendo el musculo liso vascular se forman los capilares. Los capilares dan origen
a las vénulas, conforme aumenta el grosor se da origen a las venas y finalmente la
vena cava. Modificado de Klabunde, 2005

La aorta es el principal vaso sanguineo que distribuye la sangre desde el
corazén hacia el sistema circulatorio. La aorta se ramifica en arterias grandes
(cardtida, mesentérica y renal) para distribuir el flujo sanguineo hacia los
organos o regiones especificas del cuerpo. A pesar de que estas arterias

grandes tienen la capacidad de relajarse o contraerse, no contribuyen de

4
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manera significativa a la regulacion de la presion arterial o el flujo sanguineo
bajo condiciones fisioldgicas. Una vez que estas arterias han alcanzado el
organo al cual irrigaran de sangre, se ramifican en arterias mas pequefias que
distribuyen la sangre dentro del 6rgano. Dichas arterias pequefias se van
ramificando en vasos cada vez mas pequefios; una vez que alcanzan
diametros menores a 200 um son denominadas arteriolas. Las arterias
pequefias y las arteriolas son consideradas los principales vasos sanguineos
de resistencia, y por tanto, son los encargados de regular la presion arterial y

el flujo sanguineo dentro de los érganos (Klabunde, 2012).

A medida que las arteriolas se vuelven mas pequefias en su diametro (<10
um), pierden su capa de mausculo liso. Los vasos que estdn compuestos
Unicamente de capa endotelial son denominados capilares y son el principal
sitio de intercambio de nutrientes y desechos metabodlicos (Evans, 2013;
Klabunde, 2012).

En la Tabla 1, se resumen los tipos de vasos sanguineos, asi como sus

diametros y funciones dentro de la circulacion sistémica.

Tabla 1. Tamafio y funcién de los diferentes vasos sanguineos en la circulacion
sistémica. Modificada de Klabunde, 2005.

Tipo de vaso Diametro (mm) Funcién
Aorta 25 Amortiguacion de pulso y distribucion
Arterias o
1.0-4.0 Distribucion
grandes
Arterias o _ _
. 0.2-1.0 Distribucion y resistencia
pequefas
Arteriolas 0.01-0.02 Resistencia (regulacion de la presion y flujo)
Capilares 0.006-0.010 Intercambio
Vénulas 0.01-0.02 Intercambio, recoleccién y capacitancia
Venas 0.2-0.5 Capacitancia (almacén de sangre)
Vena cava 35 Recoleccién
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1.1.2.1. Estructura de los vasos sanguineos

De manera general, los vasos sanguineos estan compuestos por 3 capas: la
intima, la media y la adventicia. Cada una de las capas posee las siguientes

caracteristicas:

v' Capa intima
o Estad compuesta por una capa de células endoteliales que se encuentra
separada de la capa media por una lamina basal. Ademas, esta capa
se encuentra en contacto directo con la sangre (Stenmark et al., 2013).
v' Capa media
o Contiene células del musculo liso vascular que estan incrustadas en
una matriz de colageno, elastina y distintas glicoproteinas. Dichas
células se encuentran organizadas de modo que su contraccion reduce
el didmetro del vaso sanguineo. Asimismo, la cantidad de musculo liso,
colageno y elastina determina las propiedades mecénicas de cada
vaso (Stenmark et al., 2013).
v' Capa adventicia
o Se encuentra separada de la capa media por una lamina eléstica
externa. Esta capa contiene colageno, fibroblastos, adipocitos, los
vasos sanguineos de los vasos grandes (vasa vasorum), nervios
linfaticos y autondmicos; entre otros tipos celulares (Stenmark et al.,
2013).

1.1.2.2. Regulacién de la presion arterial

Los vasos sanguineos se pueden contraer o dilatar para regular la presion
arterial, alterar el flujo sanguineo dentro de los 6rganos, regular la presion
sanguinea en los capilares y distribuir la sangre dentro del cuerpo. Los
cambios en el diAmetro de los vasos sanguineos se presentan por activacion
del musculo liso vascular dentro de las paredes vasculares. Dichos cambios

se dan por los nervios autonomicos; sefales bioquimicas y metabdlicas, o
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sustancias vasoactivas liberadas por el endotelio vascular (Tortora y
Derrickson, 2013).

Como ya se menciono, los vasos sanguineos de resistencia regulan la presion
arterial y se encuentran altamente inervados por el sistema nervioso autbnomo
(en especial el simpatico adrenérgico). Los vasos se contraen o dilatan en
respuesta a cambios en la actividad de las terminaciones simpaticas. Ademas,
tienen una alta expresion de receptores para hormonas circulantes
(catecolaminas y angiotensina II, entre otras). Las hormonas tienen la
capacidad de modificar el diametro de los vasos de resistencia. Los vasos
responden a distintas sustancias sintetizadas por el tejido que rodea el vaso
sanguineo (adenosina, entre otros); por el endotelio vascular (6xido nitrico,
entre otros); o canales i6nicos (Godo y Shimokawa, 2017; Klabunde, 2012;
Tykocki et al., 2017).

El control de la presién arterial es de vital importancia ya que provee la fuerza
motriz para la perfusion de los érganos. Los mecanismos neurohumorales que
regulan la funcion cardiovascular se encuentran regulados por sensores de
presion localizados en las arterias y venas (Evans, 2013; Klabunde, 2012;

Tortora y Derrickson, 2013).

Los barorreceptores, a través de sus proyecciones aferentes hacia el cerebro,
llevan la informacion sobre el estado de la presion sanguinea en el cuerpo
directamente al sistema nervioso central. Una disminucién en la presion
arterial, desencadena el reflejo barorreceptor que estimula el corazén para
incrementar el gasto cardiaco y contrae los vasos sanguineos para restaurar
la presion arterial. Dichos mecanismos ocurren mediante cambios en la
actividad nerviosa autonOmica. Particularmente, incrementando el tono

simpético y disminuyendo el parasimpatico (Taylor y Bisognano, 2010).

Adicionalmente, una disminucion en la presién arterial estimula la liberacion

de hormonas que, junto con el incremento de la actividad simpatica, ayudan a
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restaurar la presion arterial. Las hormonas acttan en el corazoén, los vasos
sanguineos o la funcién renal con la finalidad de incrementar el volumen

sanguineo (Klabunde, 2012; Tortora y Derrickson, 2013).

1.2. El sistema nervioso

El sistema nervioso se clasifica funcional y anatomicamente en sistema
nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP). EI SNC
comprende estructuras como el encéfalo (cerebro, cerebelo, bulbo raquideo)
y la médula espinal. Dichas estructuras funcionan como un centro de
integracion de la informacidén que proviene de la periferia. Por otra parte, el
SNP se clasifica en dos principales divisiones; la primera de ellas incluye la
porcion aferente, también denominada sensorial. El sistema sensorial esté
encargado de llevar la informacién de la periferia al SNC. El sistema sensorial
se clasifica en sensorial interno y sensorial externo dependiendo del origen de

los estimulos recibidos.

Asimismo, el SNP incluye una porcién eferente o motora que se subdivide en
somatica y autbnoma. El sistema nervioso somatico inerva todas aquellas
estructuras que pueden ser controladas de manera consiente como el
musculo-esquelético. El sistema nervioso autbnomo inerva estructuras sobre
los cuales no tenemos una regulacién consciente, y que son denominados
organos autonomos tales como el corazon, los vasos sanguineos, glandulas,
entre otros. A su vez, el sistema nervioso autonomo se clasifica en sistema

nervioso simpético y parasimpético (Fig.3) (Purves, 2004).
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Fig. 3. Clasificacion del sistema nervioso. El sistema nervioso se divide en central y
periférico. El sistema nervioso periférico se subdivide en aferente y eferente. El
aferente es sensorial interno o externo. El eferente se divide en somético y autbnomo
gue comprende al simpatico y parasimpatico.

1.2.1. El sistema nervioso autbnomo

El sistema nervioso autbnomo esta ampliamente distribuido en todo el cuerpo
y regula las funciones autonémicas, es decir, aquellas que ocurren sin control
consciente. En la periferia, el sistema nervioso autbnomo, consiste de nervios,
ganglios y plexos que inervan al corazon, vasos sanguineos, glandulas,
visceras y musculo liso en varios tejidos. Se clasifica en sistema nervioso

simpatico y sistema nervioso parasimpatico (Westfall y Westfall, 2011).

1.2.1.1. Sistema nervioso parasimpatico

El sistema nervioso parasimpatico tiene su origen a nivel craneo-sacral y
presenta fibras pre-ganglionares largas. Las fibras post-ganglionares son

cortas. La relacion fibra pre-ganglionar: fibra post-ganglionar es 1:1, por lo que

9
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produce respuestas localizadas. Ademas, tanto las neuronas pre-ganglionares
como post-ganglionares liberan acetilcolina (ACh) como neurotransmisor. La
ACh liberada se une a receptores nicotinicos a nivel pre-ganglionar y a
receptores muscarinicos a nivel post-ganglionar. Los receptores muscarinicos
pueden ser tipo M1, M3y Ms, los cuales estan acoplados a proteinas Gg; 0 bien,
M2y Ma que se encuentran acoplados a proteinas Gio (Fig. 4) (Katzung, 2013).

Los vasos sanguineos de resistencia carecen de inervacion parasimpatica. Por
otra parte, el corazén Unicamente recibe inervacion parasimpatica en los
nodos sinoauricular (SA) y auriculoventricular (AV). Dicha inervacion tiene
efectos inotropicos y cronotrépicos negativos que se generan al estimular los
receptores muscarinicos Mz, que son los mayormente expresados en el
corazon. La unién de la ACh a los receptores M2 induce la activacion de
proteinas Gin. Dicha unién inhibe la enzima adenilato ciclasa (AC)
ocasionando una disminucion en las concentraciones intracelulares de AMPc
y activacion directa de los canales de K* por las subunidades B y y. Lo anterior
produce una hiperpolarizacién, asi como el cierre de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje, y en consecuencia, reduce la excitabilidad
membranal (van Koppen y Kaiser, 2003).

SN parasimpatico

Receptores Célula
nicotinicos efectora
' ACh Receptores
WAL i muscarinicos
~ "_gu G K s o o vl o il o o M .
al T\/f_
J \ e r’
Neurona ke Neurona
anglio

preganglionar postganglionar

Fig. 4. Caracteristicas del sistema nervioso parasimpatico. La neurona preganglionar
libera ACh que se une a receptores nicotinicos en la neurona postganglionar. La
neurona postganglionar libera ACh que se une a receptores muscarinicos en la célula
efectora. SN, Sistema Nervioso; ACh, acetilcolina.

10
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1.2.1.2. Sistema nervioso simpatico

El sistema nervioso simpatico se origina a nivel toraco-lumbar. Presenta fibras
pre-ganglionares cortas. Las fibras post-ganglionares son largas. La relacion
fibra pre-ganglionar: fibra post-ganglionar es 1:20 o més, por lo que produce
respuestas generalizadas. Al igual que el sistema nervioso parasimpatico, el
sistema nervioso simpatico libera ACh a nivel pre-ganglionar que se une a
receptores nicotinicos. A nivel post-ganglionar tiene la capacidad de liberar
noradrenalina (NA), ACh o dopamina (DA) en los vasos sanguineos de
resistencia, en los vasos sanguineos que irrigan el masculo liso y en la arteria

renal, respectivamente (Fig. 5) (Westfall y Westfall, 2011).

SN simpatico Célula

Receptores efectora

7 ACh nicotinicos Receptores

Neurona

: Neurona
preganglionar  Ganglio

postganglionar

Fig. 5. Caracteristicas del sistema nervioso simpatico. La neurona preganglionar
libera ACh que se une a receptores nicotinicos en la neurona postganglionar. La
neurona postganglionar libera ACh que se une a receptores adrenérgicos en la célula
efectora. SN, Sistema Nervioso; ACh, acetilcolina; NA, noradrenalina.

La NA liberada de las neuronas simpaticas actia sobre los receptores a-
adrenérgicos de los vasos sanguineos. Dependiendo si se trata de o1 0 o2
puede activar distintas vias de sefalizacion que tienen como efecto final la
contraccion del musculo liso vascular (Fig. 6) (Aburto et al., 1993; Cotecchia,
2010).
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Los receptores ou estan acoplados a proteinas Ggq. Al unirse el ligando se
promueve la activacion de la fosfolipasa C (PLC). Lo anterior induce un
aumento de las concentraciones de diacil-glicerol (DAG) y 1,4,5-trifosfato de
inositol (IPs) por hidrolisis del 4,5-bifosfato de fosfatidil-inositol (PIP2). El 1P3
activa a receptores ubicados en el reticulo sarcoplasmico (RS). Dichos
receptores son canales de Ca?* dependientes de ligando por lo que inducen la
salida de Ca?* del RS. Por tanto, se incrementan los niveles intracelulares de
dicho ion y favorece el proceso de contraccion del MLV (Cotecchia, 2010).

Por otra parte, los receptores o2 estan acoplados a proteinas Gio. Al ser
activados inhiben la enzima adenilato ciclasa (AC). La AC es una enzima que
cataliza la conversién de AMP a AMPc. Por lo tanto, al inhibir dicha enzima se
disminuye la concentracion intracelular de AMPc promoviendo la contraccion

de los vasos sanguineos (Aburto et al., 1993).

Asimismo, la NA puede interactuar con los receptores 3 que pueden ser tipo
B1, B2 0 Ps3. Los 3 subtipos de receptores B-adrenérgicos estan acoplados a
proteinas Gs. La union del ligando induce la activacion de la AC aumentando
los niveles intracelulares de AMPc. En el corazén, lo anterior se traduce en un
efecto de cronotropismo e inotropismo positivo. Por tanto, se produce un
aumento de la fuerza y velocidad de contraccion, especificamente a través de
la activacion de receptores Pi. Los receptores 1 son los que tienen mayor
expresion en dicho tejido. Por otra parte, en los vasos sanguineos, la
activacion de los receptores B2 se traduce en vasorrelajacion (Fig. 6)
(Madamanchi, 2007).
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Terminal nerviosa

simpatica

Corazén Vasos sanguineos

N

(

Inotropismo Vasocontraccion

NA =

@ W— @

Cronotropismo

Dromotropismo } Vasodilatacion

o /v =7

ACh

Terminal nerviosa
parasimpatica

Fig. 6. Receptores adrenérgicos y muscarinicos y sus efectos en el corazon y los
vasos sanguineos. La noradrenalina (NA) liberada de las terminales simpaticas se
unen a los receptores adrenérgicos en el corazén para producir inotropismo,
cronotropismo y dromotropismo positivos. En los vasos sanguineos, la NA se une a
los receptores a-adrenérgicos e induce vasocontraccion, mientras que la union a
receptores P.-adrenérgicos causa vasodilatacion. Tanto en tejido cardiaco como
vascular los receptores az-adrenérgicos pre-unionales inhiben la libracion de
noradrenalinay los receptores B.-adrenérgicos pre-unionales promueven la liberacion
de noradrenalina. Los nervios parasimpaticos en el corazén liberan acetilcolina que
se une a receptores muscarinicos pre-unionales (M.) para inhibir la liberacién de
noradrenalina. La acetilcolina se une a receptores M, post-unionales para disminuir
el inotropismo, cronotropismo y dromotropismo. En érganos especificos (por ejemplo,
los genitales) la acetilcolina liberada por las terminales parasimpaticas se une a los
receptores M, vasculares e induce vasodilatacién dependiente del endotelio.
Modificado de Klabunde, 2005.

1.3Transmisién no adrenérgica/no colinérgica

Como se describid previamente, el sistema nervioso autbnomo ejerce control
sobre los vasos sanguineos a través de la liberacién de noradrenalina (sistema
nervioso simpatico) o acetilcolina (sistema nervioso parasimpatico). Sin
embargo, se ha demostrado que existen otros transmisores que se liberan de

las terminales nerviosas autonémicas. Dicha transmision es denominada no
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adrenérgica/no colinérgica. Los principales transmisores no adrenérgicos/no

colinérgicos son péptidos, purinas y 6xido nitrico (Broadley, 1996b).

Las terminaciones nerviosas sensoriales de las neuronas aferentes primarias,
ademas de transmitir los impulsos de estimulos nociceptivos hacia el sistema
nervioso central, también tienen la capacidad de liberar sustancias bioactivas.
La estimulacion de la aferente primaria induce un reflejo axonal que conlleva
a la liberacibn de dichos neuropéptidos. Los neuropéptidos inducen

vasodilatacion e incrementos en la permeabilidad vascular (Broadley, 1996b).

Kawasaki et al. (1988) demostraron, en arterias mesentéricas, que se podian
inducir respuestas vasodilatadoras mediadas por nervios no adrenérgicos/no
colinérgicos. Ademas, dicha vasorrelajacion se abolia cuando se depletaba el
CGRP de neuronas sensoriales perivasculares. A partir de ese momento, los
autores propusieron al CGRP como un nuevo neurotransmisor vasodilatador.
El CGRP desempefia un papel importante en el control del tono vascular a

través de un mecanismo local (Kawasaki et al., 1988).

Posteriormente, en estudios in vivo, se observé que la estimulacion de la
médula espinal resultaba en respuestas depresoras neurogénicas mediada
por nervios no adrenérgicos/no colinérgicos. Dichas respuestas se veian
disminuidas en presencia de un antagonista del receptor a CGRP. Por lo
anterior, se sugirié que la transmisién no adrenérgica/no colinérgica estaba
mediada principalmente por la liberaciéon de CGRP de neuronas sensoriales
perivasculares (Taguchi et al., 1992).

1.3.1. Péptido relacionado al gen de la calcitonina

El péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP), es un péptido de 37
aminoacidos que se localiza principalmente en las fibras sensoriales C y AJ.
Las fibras sensoriales estan distribuidas en el organismo. Se encuentran en el

tejido perivascular llevando a cabo funciones tanto sensoriales como efectoras
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(Russell et al., 2014). Existen dos isoformas de CGRP, a-CGRP y B-CGRP,
que tienen estructuras y actividad biologica similares pero originadas por
genes diferentes. El a-CGRP es la isoforma mayormente expresada tanto a

nivel de sistema nervioso central como periférico (Amara et al., 1985).

El CGRP es un potente vasodilatador y sus efectos del CGRP han sido
ampliamente demostrados en distintos vasos sanguineos. Ademas, su accion
vasodilatadora es inhibida al administrar antagonistas selectivos para el
receptor a CGRP. Asimismo, se han observado respuestas cronotrépicas e
inotropicas positivas en el corazén en suma a los efectos vasodilatadores
inducidos por administraciéon intravenosa de CGRP (Ando et al., 1990; Brain y
Grant, 2004).

El CGRP puede actuar por diferentes vias de sefializacion que involucran tanto
vasorrelajacion dependiente e independiente de endotelio. La via
independiente de endotelio la que se observa con mayor frecuencia (Fig. 7)
(Russell et al., 2014).

La administracion de CGRP induce aumento de las concentraciones
intracelulares de AMPc incluso en ausencia de endotelio. Lo anterior sugiere
gue el CGRP estimula directamente la AC en células del masculo liso vascular
(CMLV). Asimismo, el CGRP estimula un receptor endotelial que activa la via
del 6xido nitrico (NO). EI NO puede difundir hacia las células del musculo liso
vascular para mediar la vasorrelajacion inducida por la activacion de la

guanilato ciclasa (GC) (Russell et al., 2014)
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Fig. 7 Vias de sefializacion del CGRP. EI CGRP induce vasodilatacion por dos
mecanismos: 1) activando directamente su receptor en el musculo liso vascular y
mediando la relajacion por la proteina Gs; y 2) activando receptores en las células
endoteliales para promover la produccién de NO, el cual puede difundir al musculo
liso vascular para mediar la relajaciéon via activacién de la sGC. CMLV, célula del
musculo liso vascular; AC, adenilato ciclasa; PKA, cinasa dependiente de AMP; sGC,
guanilato ciclasa soluble; PKG, cinasa dependiente de GMP; NO, éxido nitrico; eNOS,
o6xido nitrico sintasa endotelial. Modificado de Russell, 2014.

1.4 Neurotransmision en la unién neuroefectora

La transmision en la unién neuroefectora, asi como en la sinapsis, esta basada
en una secuencia de eventos que inician con un potencial de accion en la
terminal pre-unional. El cambio en el potencial de membrana generado por el
potencial de accién produce la apertura de los canales de Ca?* dependientes
de voltaje. El influjo rapido de Ca?* permite que las vesiculas se fusionen con
la membrana plasmatica de la neurona pre-unional induciendo la liberacion de
los neurotransmisores a la union neuroefectora. Los transmisores se unen a
receptores especificos en el 6rgano efector produciendo un efecto que

depende del tipo de transmisor (Purves, 2004; Westfall y Westfall, 2011).

Existen diferencias en el almacenamiento y sintesis de los neurotransmisores

dependiendo de si se trata de moléculas pequefas (transmisores clasicos,
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como ACh y NA) o moléculas grandes (neuropéptidos como CGRP y sustancia
P (SP) (Fig. 8) (Katzung, 2013; Purves, 2004; Westfall y Westfall, 2011).

La sintesis de transmisores clasicos ocurre localmente dentro de las
terminales pre-unionales. Las enzimas necesarias para la sintesis de estos
transmisores son producidas en el soma de la neurona y son transportadas a
la terminal nerviosa por un mecanismo denominado transporte axonal lento.
Las moléculas precursoras que se requieren son usualmente introducidas a
las terminales nerviosas por transportadores que se encuentran en la
membrana plasmatica de la terminal. Las enzimas sintetizan los transmisores
en el citoplasma de la terminal pre-unional a partir de los precursores y son
almacenados en vesiculas a través de transportadores vesiculares. Hay
moléculas cuyo ultimo paso de la sintesis se lleva a cabo una vez dentro de la
vesicula, como es el caso de la noradrenalina. En general, las vesiculas de los
transmisores pequefios miden de 40 a 60 nm de diametro y son denominadas

vesiculas pequefias de nucleo claro (Purves, 2004).

Los neuropéptidos son sintetizados en el soma de las neuronas, lo que
significa que se encuentran lejos de su sitio de secrecidén. Las vesiculas
conteniendo neuropéptidos son transportadas a lo largo del axén hacia la
terminal nerviosa, por un mecanismo denominado transporte axonal rapido.
Ademas, los neuropéptidos son almacenados en vesiculas de 90 a 250 nm de
diametro que son denominadas vesiculas grandes de nucleo denso (Purves,
2004).

Una vez que el neurotransmisor ha sido secretado y ha realizado su funcion,
tiene que ser removido de la union neuroefectora. Los mecanismos de
remociébn de los neurotransmisores son la difusién, la recaptura, la
degradacion o una combinacién de dichos mecanismos. Los neuropéptidos
Gnicamente pueden ser eliminados por degradacion mediante enzimas
proteoliticas (Katzung, 2013; Purves, 2004; Westfall y Westfall, 2011).
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Fig. 8. Sintesis y degradacion de: A) neurotransmisores clasicos, (1) Las enzimas
necesarias para la sintesis del neurotransmisor son sintetizadas en el soma de la
neurona presinaptica; (2) son transportadas hacia el axon por transporte axonal lento.
(3) Los precursores se recapturas dentro de las terminales por transportadores
especificos, y la sintesis de neurotransmisores y la vesiculacion se llevan a cabo
dentro de la terminal nerviosa. (4) Se fusiona la vesicula y se libera el transmisor; (5)
después de ser liberado el neurotransmisor puede ser degradado enzimaticamente y
el neurotransmisor 0 sus metabolitos son recapturados para empezar de nuevo el
ciclo; y B) neuropéptidos, (1) tanto las enzimas como los neuropéptidos son
sintetizados en el soma de la neurona presinaptica. (2) Las enzimas y los propéptidos
son vesiculados en el aparato de Golgi y viajan a la terminal por transporte axonal
rapido. (3) Las enzimas modifican los propéptidos para producir uno o mas
neuropéptidos. (4) Después de la fusion de la vesicula y la exocitosis, los
neuropéptidos difunden del espacio sinaptico y son degradados por enzimas
proteoliticas. Modificado de Purves, 2004.
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1.5 Neurotransmision mediada por gases
1.5.1 Oxido nitrico

En el sistema nervioso central los gasotransmisores participan en un gran
namero de procesos de sefalizacion durante la sinapsis. En ese sentido, se
sabe que el NO sintetizado por la enzima éxido nitrico sintasa neural (nNOS),
esta implicado en la modulacién de procesos fisiologicos. EI NO regula
procesos tales como el aprendizaje, la memoria, la neurogénesis y la presion
sanguinea (Zhou y Zhu, 2009). La inhibicion de la nNOS deteriora los procesos
de aprendizaje y memoria en modelos animales (Béhme et al., 1993; Holscher
y Rose, 1992).

El NO sintetizado por la nNOS regula la neurogénesis (Li Zhou y Zhu, 2009).
En la zona subventricular y el bulbo olfatorio de ratas adultas, se ha
demostrado que el NO es un inhibidor fisiologico de la neurogénesis
(Matarredona et al., 2004). En el hipocampo, el papel del NO sobre la
proliferacion celular sigue siendo controversial (Packer et al., 2003; Zhang et
al., 2001; Zhou et al., 2007). Ademas, el bloqueo de la actividad de la nNOS,
en el hipotdlamo y en la médula rostral ventromedial causa hipertension
sistémica (Toda et al., 2009). Lo anterior sugiere un papel del NO en la
regulacion de la presion sanguinea en el SNC (el Karib et al., 1993; Sakuma
et al., 1992; Togashi et al., 1992).

En el sistema nervioso periférico, el NO derivado de la nNOS media
mecanismos importantes en la transduccién de sefales. Diversos tejidos
periféricos, en especial musculo liso, reciben inervacion que expresa la nNOS
y, por tanto, generan y libera NO (nervios nitrérgicos). Por tanto, el NO se libera
como un transmisor atipico que estimula la guanilato ciclasa (GC) en la célula

efectora induciendo relajacion del musculo liso (Férstemann, 2000).
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1.5.2 Sulfuro de hidrégeno

A pesar de que el H2S por si mismo no tiene ningun efecto sobre la actividad
sinptica, puede potenciar la actividad de sinapsis activas e induce la LTP
hipocampal (Abe y Kimura, 1996). El NO y el CO son conocidos por ser
neurotransmisores retrogrados que no requieren de la activacion de los
receptores NMDA para inducir la LTP (O’Dell et al., 1991; Zhuo et al., 1993).
Tanto el NO como el CO activan la GC para producir GMPc (Abe y Kimura,
1996; Garthwaite et al., 1988; Verma et al., 1993). Por su parte, el H2S es
capaz de potenciar la actividad de los receptores NMDA que han sido

previamente activados por el neurotransmisor glutamato (Abe y Kimura, 1996).

Tanto el H2S como la excitacién neuronal inducen influjo de Ca?* en astrocitos,
dicha respuesta se propaga a los astrocitos circundantes como ondas de Ca?*
(Nagai et al., 2004). El influjo de Ca?* inducido por H2S se suprime con la
aplicacion de inhibidores de los receptores de potencial transitorio (TRP), tales
como La3®*, Gd®** y rojo de rutenio. Los astrocitos activados por excitacion
neuronal liberan moléculas de sefializacion como glutamato, ATP, TNF-a, D-
serina y posiblemente H2S (Bezzi et al., 2001; Fellin et al., 2004; Ishigami et
al., 2009; O. Pascual et al., 2005).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Sulfuro de Hidrégeno

El sulfuro de hidrogeno (H2S) es el mas simple de los tioles encontrados en las
células. Desde el primer reporte de su potencial funcién fisiolégica (Abe y
Kimura, 1996) se han incrementado las investigaciones acerca de la
sefalizacion del mismo. El H2S se unié al 6xido nitrico (NO) y al monoxido de
carbono (CO) como el tercer miembro de los gasotransmisores (Mustafa et al.,
2009; Wang, 2002, 2003).

La identidad del H2S como el tercer gasotransmisor se valida contra seis

criterios de los gasotransmisores (Wang, 2002, 2014):

v" El H2S es una molécula gaseosa pequefia, una vez producida dentro de
las eucariotas es parcialmente disuelto en medio biolégico en su forma
libre o parcialmente disociado.

v El H2S permea libremente a través de las membranas plasmatica

v El H2S es generado enddgenamente en las células de los mamiferos,
tanto bajo condiciones fisiologicas como en condiciones
patofisiologicas.

v' El H2S posee funciones especificas bien definidas y concentraciones
fisiologicas relevantes. Los efectos del H2S sobre el sistema
cardiovascular, nervioso, respiratorio y gastrointestinal, han sido
extensa y concretamente documentados. La concentracion fisiolégica
del Hz2S y sus funciones son relevantes ya que modificaciones de los
niveles endégenos de H2S han sido claramente correlacionados con
cambios funcionales en diferentes sistemas.

v La aplicacion de donadores de H2S, sin importar si son de liberacién
rapida o lenta, presenta efectos similares a los del H2S enddgeno en

diferentes sistemas biologicos.
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v El H2S esta involucrado en la transduccion de sefiales y tiene objetivos
celulares y moleculares especificos. Induce cambios covalentes en
diversas proteinas; regula la actividad y los niveles de segundos

mensajeros como el GMPc, AMPc y el calcio intracelular.

La importancia fisiologica y biomédica del sulfuro de hidrogeno ha sido
ampliamente reconocida en el sistema cardiovascular, asi como en el resto del
cuerpo humano. Actualmente se han reportado numerosas funciones
fisiologicas reguladas total o parcialmente por el H2S. Dentro de dichas
funciones destacan la vasodilatacion (Mustafa et al., 2011); neurotransmision
(Abe y Kimura, 1996), angiogénesis (Papapetropoulos et al., 2009);
inflamacion (Whiteman y Winyard, 2011), entre otras (Wang, 2012).

Las concentraciones fisiologicas de H2S pueden variar de acuerdo al método
gue se utilice para cuantificarlas. En un método en donde los homogenados
fueron mezclados, se midio el H2S por cromatografia de gases y se reportaron
niveles de 14 nM en el cerebro y 17 nM en el rifién (Furne et al., 2008). En otro
método, en el cual el H2S es atrapado como Agz2S sobre la superficie de
particulas de plata, se encontraron concentraciones menores a 9.2 uM en

homogenados de cerebro (Ishigami et al., 2009).

En cuanto a las concentraciones sanguineas de H2S, cuando se cuantifica por
el método de monobromobimano, el cual se une selectivamente a los grupos
tioles permitiendo la cuantificacion de H2S, se reportan concentraciones en el
rango 0.4 a 0.9 uM (Kimura, 2012b; Wintner et al., 2010). Por otra parte,
cuando el H2S se mide por cromatografia de gases las concentraciones

sanguineas se reportan aproximadamente en 8 nM (Levitt et al., 2011).

Para el estudio de la funcion del H2S en multiples sistemas se han empleado
varias herramientas farmacoldgicas incluyendo el NaHS o el Na2S como
donadores inorganicos de H2S (Papapetropoulos et al., 2015). Sin embargo,

hay que considerar que cuando estas sales son disueltas en agua, el Hz2S se
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disocia en HS" + H*. Asi, en solucién acuosa, cerca del 20% de H2S se
encuentra en forma de gas mientras que el resto se encuentra disociado (Li y
Lancaster, 2013).

Ademas, existen donadores organicos de origen natural que incluyen
dialiltrisulfuros (DATS) y dialildisulfuros (DADS) (Benavides et al., 2007) y de
origen sintético como el GYY413 (Li et al., 2008).

2.1.1 Historia del sulfuro de hidrégeno

La historia del H2S comienza en 1700 con las observaciones de médico italiano
Bernardino Ramazzini, mismo que ahora es considerado como el padre
fundador de la medicina ocupacional (Felton, 1997). Bernardino Ramazzini
describié la inflamacion e irritacion, de los ojos, inducidas por el “gas de las
alcantarillas” en trabajadores del alcantarillado. A pesar de no conocer la
naturaleza quimica del “gas de las alcantarillas”, se creia que dicha sustancia
era responsable del mal olor del excremento y que podia dafiar los pulmones
(Szabo, 2017).

En 1770, los parisinos experimentaron muchos accidentes debido al gas que
se emanaba del sistema de alcantarillado de la ciudad. Se describieron dos
tipos de envenenamiento por “gas de las alcantarillas™ 1) irritacion e
inflamacion de los ojos; y 2) asfixia. El H2S fue asociado con dichos reportes y
surgié el concepto de “intoxicacién por H2S” (Szabo, 2017). En 1775, el H2S
fue sintetizado como una sustancia quimicamente pura, a partir de sulfuro
ferroso (pirita) con acido mineral (Nicholls y Kim, 1981) pero fue hasta 1806
cuando se confirm@ la presencia de H2S en las alcantarillas de Paris
(Dupuyturen, 1806).

Los primeros experimentos en animales fueron realizados en caballos (1803)
y demostraron los efectos letales del H2S cuando era absorbido a traves de la
piel mientras los animales respiraban aire fresco (Szabo, 2017). Estudios
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subsecuentes en los que se inyectaron soluciones saturadas de H2S
reportaron efectos respiratorios, convulsiones, asfixia e incluso la muerte con
dosis altas (Szabo, 2017). La administracion intravenosa de H2S inducia un
cambio en la coloracion de la sangre que mas tarde fue atribuido a la reaccién
con la hemoglobina y la subsecuente produccion de sulfohemoglobina
(Mitchell y Davenport, 1924). Dentro de los siguientes 150 afios, se realizaron
multiples investigaciones sobre los efectos toxicoldgicos del H2S en varias
especies incluyendo humanos (Beauchamp et al., 1984; Chou et al., 2016;
Mitchell y Davenport, 1924; Szabo, 2017).

Actualmente, se acepta que los efectos toxicoldgicos del H2S son producidos
a través de la inhibicién de la cadena respiratoria por inhibicién del complejo
IV mitocondrial (citocromo C oxidasa) (Ammann, 1986; Krahl et al., 1941). Sin
embargo, los mecanismos de accion del H2S para producir sus efectos
toxicolégicos son complejos. Es posible que el H2S interactue con diversas
proteinas tanto intracelulares como extracelulares a través de reacciones de
sulfhidracion (Paul y Snyder, 2015b).

En 1934, Du Vigneaud descubrié la via de la transulfuracion, una ruta
metabdlica que involucra la interconversion entre cisteina y homocisteina a
través de la cistationina (Du Vigneaud et al., 1934). Posteriormente, se midid
la produccion de cisteina a partir de homocisteina en homogenados de higado
para demostrar la produccion de HzS (Binkley y Du Vigneaud, 1942).

En 1989 fue encontrado H2S en tejido cerebral (Goodwin et al., 1989;
Warenycia et al., 1989), lo cual sugirio que el H2S producido endégenamente
podria tener algun papel fisiolégico. Mas tarde se demostré que la cistationin-
B-sintetasa (CBS) se encontraba altamente expresada en el cerebro (Abe y
Kimura, 1996). También se demostro que el H2S actia como neuromodulador
aumentando la potenciacion a largo plazo mediada por los receptores NMDA
(Abe y Kimura, 1996).

24



SECCION Il | ANTECEDENTES

Posteriormente, se descubrid una segunda enzima capaz de producir Hz2S
(cistationin-y-liasa; CSE) que se expresaba ampliamente en el higado, rifion,
aorta e ileum de cobayo (Finkelstein, 1990; Ishii et al., 2004). Por tanto, se
especulo el posible efecto relajante del H2S sobre el musculo liso (Hosoki et
al., 1997). Lo anterior abri6 paso a que diferentes investigadores establecieran
el efecto relajante de dicho gas sobre el musculo liso vascular (Dombkowski et
al., 2004; Zhao et al., 2001a). Ademas, a partir de homogenados de cerebro
provenientes de ratones knock out para la CBS, se descubrié que existian
otras enzimas involucradas en la biosintesis del H2S. Dichas enzimas fueron
identificadas como 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa y cistationinamino
transferasa (3-MST y CAT) (Cooper, 1983; Shibuya et al., 2009; Taniguchi y
Kimura, 1974; Ubuka et al., 1978).

2.1.2 Biosintesis del sulfuro de hidrégeno

El H2S puede ser producido fisiologicamente en el cuerpo por al menos tres
enzimas: cistationin-y-liasa (CSE); cistationin-B-sintasa (CBS) y 3-
mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MST). CBS y CSE son dependientes del
fosfato de piridoxal y utilizan L-cisteina como sustrato. 3-MST no es
dependiente del fosfato de piridoxal y utiliza 3-mercaptopiruvato como sustrato
(Shibuya et al., 2009; Yu et al., 2014).

En los ultimos afios, se ha centrado la atencion en la bioquimica y biologia
molecular de las enzimas que sintetizan H2S. Se conoce sobre mecanismos
de biosintesis del H2S. Se conoce la especificidad con los sustratos, los
cofactores requeridos, asi como la distribucion de cada una de las enzimas.
Actualmente, se sigue buscando evidencia concreta acerca de los cambios en

la expresion o la actividad de las enzimas en estados patologicos.
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Fig. 9. Biosintesis de sulfuro de hidrégeno. El sustrato para la produccién de H,S es
la L-cisteina. El H>S producido por la CBS esta asociado con la condensacion de
homocisteina con L-cisteina para producir cistationina y H.S. La CSE cataliza el paso
de L-cisteina a piruvato, amonio y tiocisteina. La tiocisteina se degrada a cisteina y
H.S. La CAT estimula la liberacién de 3-mercaptopiruvato y L-glutamato catalizando
la reaccién de L-cisteina y a-cetoglutarato. La 3-MST cataliza la reaccion de 3-
mercaptopiruvato a &cido sulfuroso, piruvato y tiosulfato. Con la ayuda del glutatién
reducido, el tiosulfato es reducido a H.S y disulfuro de glutation. CSE, Cistationin-f3-
liasa; CBS, Cistationin-y-sintasa; CAT, Cistationin-amino transferasa; 3-MST, 3-
mercaptopiruvato-sulfur-transferasa. Modificado de Yu, 2014.
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2.1.3 Sulfhidracién de proteinas

Una de las formas de sefializacion del H2S es la modificacion de los residuos
de cisteina en diversas proteinas. Dicho proceso ha sido denominado
sulfhidracién o persulfidracién (Mustafa et al., 2009) y tiene un principio similar
a la nitrosilacion de proteinas. El H2S no puede modificar directamente los
residuos de cisteina que se encuentren reducidos, por lo que primero tiene que
llevarse a cabo una reaccion de oxidacion antes de la modificacion del residuo
(Paul y Snyder, 2015a).

Se ha reportado que el H2S puede generar persulfuros cuando reacciona con
grupos tioles oxidados o disulfuros. La sulfhidracion de proteinas puede ocurrir
de distintas maneras. La primera de ellas es a través del ataque nucleofilico
del sulfuro sobre un residuo de cisteina oxidado tal como los acidos sulfénicos
de cisteina (Cys-SOH) o los disulfuros de cisteina (-S-S-). La segunda es una
reaccion entre una especie de sulfuro oxidada, como los polisulfuros, y el
grupo tiol de la cisteina. Por ultimo, a través de la reaccion de disulfuro de
hidrégeno (H2S2) con el grupo tiol de la cisteina (Fig. 10) (Paul y Snyder,
2015a, 2015b).

S-SH > SSH + SH
§-5H +H,0
Mokculas pequedas

sulluros ce proteinas
O: Ty e O . — SSH +HS

Fig. 10. Mecanismos de sulfhidracion de proteinas. La sulfhidracién puede ocurrir
por la reaccion en el sulfuro con residuos de cisteina oxidada (Rx 1 y Rx 2). También
puede ocurrir cuando un persulfuro existente reacciona con un tiol-cisteina (Rx 3).
La reaccidon de H,S, con tiolatos de cisteina también pueden llevar a sulfhidracion
(Rx 4). Modificado de Paul y Snyder, 2015.
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2.1.4 Metabolismo del sulfuro de hidrégeno

Para mantener un balance fisiol6gico apropiado, el H2S puede ser eliminado a
través de 3 rutas (Fig. 11). Primero, la oxidacion mitocondrial puede convertir
el H2S en tiosulfato, para una posterior conversion a sulfito y finalmente en
sulfato. El sulfato es el principal producto final del metabolismo del sulfuro de
hidrogeno (Kimura, 2012a). La oxidacion de cisteina puede incrementar los
niveles de sulfato en orina. Las concentraciones de tiosulfato urinario pudieran
actuar como un marcador especifico de la sintesis de H2S en el organismo (Yu
et al., 2014). La segunda via metabdlica es la metilacion a dimetilsulfuro en el
citosol por medio de la enzima tiol-S-metiltransferasa. La Ultima via descrita es
la unién del H2S a la hemoglobina llevando a la formacion de sulfohemoglobina
(Kimura, 2013).

Sulfohemoglobina
\ Dimetilsulfuro

Hemoglobina

\ TSM
H,S

v
Tiosulfato

\

y
Sulfito

A4

' Sulfato

Fig. 11. Metabolismo del sulfuro de hidrégeno. El H2S es oxidado a tiosulfato, seguido de
la produccién de sulfito. El sulfito se convierte a sulfato. La tiol-s-metiltransferasa cataliza
la conversion de H2S a dimetilsulfuro. Ademas, el H2S reacciona con la hemoglobina para
formar sulfhemoglobina. TSM, tiol-S-metiltransferasa. Modificado de Yu, 2014
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2.1.5 Sulfuro de hidrégeno en el sistema cardiovascular

El H2S media respuestas complejas en el sistema cardiovascular tales como
cardioproteccién y vasculoprotecciéon (Wang, 2012). En vasos sanguineos
aislados, este gasotransmisor produce relajacion mediada principalmente por
activacion de los canales Katp (Tang et al., 2005). En ratas bajo anestesia el
NaHS, un donador de H2S, induce hipotension (Ali et al., 2006). Sin embargo,
los mecanismos que subyacen a dicha hipotension son complejos y pudieran

involucrar distintas vias de sefializacion.

Se hareportado que las respuestas hipotensoras inducidas por NaHS, en ratas
anestesiadas, no estan inducidas por la liberacién de NO, canales de K*,
canales de K* de gran conductancia (BKca), GMPc, metabolitos del &acido
araquidoénico o de la epoxigenasa p450. Asimismo, dichas respuestas tampoco
estdn mediadas por los sistemas adrenérgico o colinérgico, ya que la
administracion de atropina, fentolamina o hexametonio no modifican las

respuestas hipotensoras (Yoo et al., 2015).

Asimismo, a concentraciones fisiolégicas, el H2S induce relajacion de la aorta
de rata, asi como una reduccioén transitoria de la presion sanguinea. Se ha
sugerido que dichos efectos del H2S son mediados por una directa
estimulacion de los canales Katp con la subsecuente hiperpolarizacion de las
CML’s (Siebert et al., 2008; Sun et al., 2011). La inhibicion de la produccién de
H2S con propargilglicina (PPG) reduce las corrientes de Katp (Fitzgerald et al.,
2014).

Por otra parte, hay evidencia que demuestra que el H2S produce inhibicion de
la funcion cardiaca (Geng et al., 2004). En corazon de rata aislado, el NaHS
induce respuestas cronotrdpicas e inotropicas negativas (Geng et al., 2004;
Porokhya et al., 2012). En corazones aislados perfundidos con la técnica de
Langendorff, el NaHS produjo: (1) disminucién del (+)-LV dp/dimax a 106-10°

mol/L, lo que sugiere una respuesta inotrépica negativa (Geng et al., 2004); (2)
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lusitropismo negativo (Mazza et al., 2013); (3) cronotropismo negativo a
concentraciones de NaHS de 10-3 mol/L (Geng et al., 2004).

A pesar de las evidencias anteriores, los mecanismos involucrados en los
efectos cardiovasculares anteriormente descritos siguen sin  ser
completamente elucidados. Se ha demostrado que, la glibenclamida bloquea
parcialmente las respuestas inotrépicas negativas inducidas por NaHS, lo que
sugiere la participacion de los Katp en dicha respuesta. Por otra parte, 10° M
de NaHS aumenta la fosforilacién de Akt (Ser“%3) y la eNOS (Ser'’) en el
corazon de ratas. La activacion de dicha via pudiera estar mediando los
efectos inotropicos negativos del NaHS (Mazza et al., 2013). Asimismo, el
NaHS inhibe los canales de Ca?* tipo L, inhibiendo los transitorios de Ca?*
inducidos por isoproterenol (Sun et al., 2008; Zhang et al., 2012). Ademas,
disminuye la actividad de SERCA2 asociado con fosfolamban (Chen et al.,
2012).

Por otra parte, en ratas anestesiadas, la administracion intravenosa de NaHS
produce bradicardia dependiente de la dosis. Se ha demostrado que, dicha
respuesta no esta mediada por la liberacién de NO, canales de K*, canales
BKca, GMPc, liberacion de metabolitos de acido araquidonico o por los

sistemas adrenérgico o colinérgico (Yoo et al., 2015).

Diversos estudios han demostrado que el H2S puede facilitar o inhibir la
neurotransmision periférica. En ese sentido, se observé que el GYY4137
promueve la liberacién de neuropéptidos como el CGRP en el cuello de la
vejiga del cerdo (Fernandes et al., 2013) y de CGRP y PACAP en el uréter
intravesical del cerdo (Fernandes et al., 2014). Ademas, la administracion de
distintos donadores de HzS, incluyendo el NaHS, GYY4137 y L-cisteina, inhibe
la liberacion de [*H]noradrenalina inducida por estimulacion eléctrica en
cuerpos ciliares de iris de porcino (Kulkarni et al., 2009) y de uvea anterior de
bovino (Salvi et al., 2016).
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Asimismo, se demostrdé que el H2S aumenta la liberaciéon [*H]noradrenalina
inducida por estimulacion eléctrica en terminales nerviosas simpaticas post-
ganglionares. En neuronas ganglionares el H2S induce hiperpolarizacion
inhibiendo la liberacion de neurotransmisores (Dominguez-Rodriguez et al.,
2017). Por dultimo, la administracion de NaHS atenta de manera dosis
dependiente la actividad de los nervios simpaticos renales en ratas

anestesiadas (Guo et al., 2016).

Recientemente, se ha reportado que el H2S al reaccionar con NO lleva a la
produccion de HNO. EI HNO es capaz de activar receptores TRPAL
induciendo la liberacibn de CGRP de las aferentes primarias (Teicher et al.,
2017). Asimismo, se ha demostrado que el H2S junto con el NO regulan el tono
vascular. Lo anterior se ha atribuido a la activacion de la via de sefalizacion
HNO-TRPA1-CGRP que puede inducir una vasodilatacion local y sistémica
(Eberhardt et al., 2014).

2.2 Modelo de larata descerebrada y desmedulada

El modelo de rata descerebrada y desmedulada fue originalmente descrito en
1947 (Shipley y Tilden, 1947). Con el paso del tiempo han ido surgiendo
diversas modificaciones para ampliar el alcance de dicho modelo (Gillespie et
al., 1970; Gillespie y Muir, 1967). El objetivo del modelo sigue siendo investigar
y estudiar los efectos cardiovasculares de diferentes farmacos y sus
mecanismos de accién, en condiciones in vivo, sin la influencia del SNC. La
destruccion del SNC permite excluir los mecanismos regulados por dicho
sistema. Dichos mecanismos pueden modificar considerablemente los efectos
de los farmacos sobre la resistencia vascular periférica y la frecuencia

cardiaca.

Una de las limitaciones de este modelo experimental es la ausencia de la
influencia del SNC en las respuestas cardiovascular de los farmacos. Por

tanto, los resultados obtenidos, sobre nuevos farmacos o compuestos, en el
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modelo experimental de la rata descerebrada y desmedulada deben ser
interpretados con prudencia y ser confirmados con algun otro modelo como el
de la rata anestesiada o rata consciente. A pesar de dicha limitacion, este
modelo experimental permite la investigacion de compuestos que actian sobre

el sistema cardiovascular (Centurion et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

La administracion con distintos donadores de H2S puede ser util en el
tratamiento de la hipertension y otras patologias relacionadas con el sistema
cardiovascular. Por lo anterior, es importante el entendimiento de los
mecanismos por los cuales el H2S produce sus efectos cardiovasculares.
Algunos estudios in vitro han demostrado que distintos donadores de H2S,
tales como el NaHS, GYY4137 o L-Cys modulan la neurotransmision en
neuronas simpaticas. A pesar de las evidencias anteriormente descritas, los
efectos del H2S sobre la modulacion del tono simpatico y sensorial en el
sistema cardiovascular no han sido estudiados. Al respecto, es posible que el
H2S regule la liberacion de neurotransmisores del sistema nervioso simpatico

y el sistema nervioso sensorial perivascular (Fig. 12).
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Fig. 12 Posible interaccién del H,S con el sistema nervioso simpatico y el sistema
sensorial no adrenérgico no colinérgico. Se desconoce si el H.S interacciona a nivel
pre-unional (sobre las neuronas simpaticas o sensoriales) o post-unional (con los
receptores en el érgano efector).
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4. HIPOTESIS

La infusion continua de NaHS, un donador de H2S, disminuira las respuestas
vasopresoras Yy taquicardicas por inhibicién del tono simpatico vasopresor y
cardioacelerador sin interactuar con los receptores a o B adrenérgicos.
Ademas, la infusion continua de NaHS incrementara la liberacién de CGRP

por estimulacion del tono no adrenérgico/no colinérgico (NANC).
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5. OBJETIVOS
5.10bjetivo general

Evaluar los efectos del NaHS, un donador de H2S, sobre la modulacién de las
respuestas vasopresoras y taquicardicas inducidas por estimulacion selectiva
del tono simpatico vasopresor y cardioacelerador; asi como sobre el tono no
adrenérgico/no colinérgico (NANC) en el modelo de rata descerebrada y

desmedulada.

5.20bjetivos particulares

5.2.1. Determinar en el modelo de rata descerebrada y desmedulada el
efecto del NaHS sobre:

5.2.1.1. Las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion
selectiva del tono simpatico vasopresor o por administracion
exogena de noradrenalina y metoxamina.

5.2.1.2. Las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion
selectiva del tono simpatico cardioacelerador o por
administracion exégena de noradrenalina e isoproterenol.

5.2.1.3. Las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién
selectiva del tono NANC o por administracién exégena de o-
CGRP.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar con un rango de peso inicial de
300 a 350 g. Los animales fueron alojados en jaulas de plastico en un cuarto
con temperatura y humedad controlada (22 = 1 °C, 50% HR) con periodos de
luz-oscuridad 12/12 h con alimento y agua ad libitum, ubicado en el bioterio del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV Unidad
Coapa). Los procedimientos y el presente proyecto de investigacion, asi como
la manipulacion de los animales de experimentacion, fueron realizados bajo
los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-
1999 sobre especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio, y de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio en EUA (Guide for Care and Use of Laboratory
Animals, 2017) (No. Protocolo CICUAL 0102-14).

6.2Rata descerebrada y desmedulada
Los animales fueron anestesiados con isoflurano (3%). La trAquea fue
canulada y posteriormente las ratas fueron descerebradas y desmeduladas
mediante la insercidon de un estilete de acero inoxidable a través de la oOrbita
ocular y el foramen magnum hasta el canal vertebral (Gillespie y Muir, 1967).
Los animales fueron ventilados artificialmente con aire ambiental utilizando
una bomba de presion positiva (7025 rodent ventilator, Ugo Basile, Comerio,
VA, Italia) a 56 respiraciones por minuto con un volumen de 20 ml/kg (Kleinman
y Radford, 1964). Después de realizar una vago-simpatectomia bilateral fueran
canuladas: 1) las venas femorales izquierda y derecha, asi como las venas
yugulares izquierda y derecha para la administracion de farmacos; y2) la
arteria caroétida para el registro de la presion arterial y la frecuencia cardiaca
por medio de un transductor de sefal (P23 XL, Grass Technologies, Warwick,
RI, USA). La presion sanguinea y frecuencia cardiaca fueron registradas
simultdneamente utilizando una unidad de adquisicion de datos (MP150A-CE,
Biopac Systems Inc., Goleta, CA) y el software Acknowledge v4.0.1 (Biopac

Systems Inc., Goleta, CA).
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6.3Estimulacién selectiva del tono simpéatico vasopresor y
cardioacelerador

El estilete de acero inoxidable fue reemplazado por un electrodo bipolar
esmaltado excepto por 1 cm localizado a 9 cm de la punta, y fue colocado a la
altura de las vértebras toracicas T7-Tg para estimular selectivamente los
nervios simpaticos que inervan a los vasos sanguineos; y a nivel de las
vértebras C7-T1 para la estimulacion del tono simpatico cardioacelerador
(Gillespie et al., 1970). Antes de la estimulacién, los animales recibieron
galamina (25 mg/kg) para evitar los espasmos inducidos eléctricamente. La
estimulacién del tono simpético vasopresor y cardioacelerador fue inducido
con un estimulador de pulsos cuadrados S88X (Grass Technologies, Warwick,
RI, U.S.A)) aplicando trenes monofasicos de 10s que consisten en pulsos
cuadrados (2ms, 60V), a las siguientes frecuencias de estimulacién: 1) 0.03,
0.1, 0.3, 1, 3y 10 Hz, para el tono simpético vasopresor; y 2) 0.1, 0.2, 0.4, 0.8,

1.6 y 3.2 Hz, para el tono simpético cardioacelerador.

6.4Estimulacion del tono vasodepresor NANC
El estilete fue reemplazado por un electrodo esmaltado excepto 1.5 cm
localizado a 9 cm de la punta, y fue colocado a la altura de las vértebras
tordcicas To-Ti2. Posteriormente, se administré una infusion continua de
hexametonio a la dosis de 2 mg/kg min para bloquear los receptores
nicotinicos ganglionares y evitar la estimulacion del tono simpéatico. Diez
minutos después, se administré una infusion continua de metoxamina a la
dosis de 15 ug/kg min para incrementar la presion arterial diastolica alrededor
de 100 mm Hg. Bajo estas condiciones, se aplicaron trenes monofasicos de
10s que consisten en pulsos cuadrados (2 m s, 60V) a las frecuencias de 0.56,
1, 1.8, 3.1 y 5.6 Hz para inducir respuestas vasodepresoras de manera

dependiente de la frecuencia de estimulacién.

6.5 Protocolo experimental
Se emplearan 174 ratas que fueron divididas en 3 grupos (Ver Fig. 2).
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Fig. 13 Protocolo experimental general
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6.5.1 Determinacion del efecto del NaHS sobre el tono simpéatico
vasopresor
Se utilizaron 54 animales, a los cuales se les realiz6 el procedimiento de
descerebracion y desmedulacién anteriormente descrito. Después, los
animales fueron divididos en dos grupos para genera respuestas vasopresoras
inducidas por: 1) estimulacion selectiva del tono simpatico vasopresor (0.03,
0.1, 0.3, 1, 3y 10 Hz) (n=18); 0 2) bolos i.v. de noradrenalina exdégena (0.003,
0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3y 10 nug/kg) y metoxamina (1, 3, 10, 30 y 100 ug/kg)
(n=36). Dichas respuestas fueron investigadas bajo diferentes condiciones

experimentales.

El primer grupo de ratas (n=18) fue dividido en 3 subgrupos (=6 cada uno)
que recibieron infusién i.v. continda de: 1) PBS (Vehiculo; 0.02 mi/min); 2)
NaHS (310 pg/kg min); y 3) NaHS (560 pg/kg min), por medio de una bomba
WPI modelo sp100i (World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, U.S.A.),
durante 20 min. Posteriormente se realiz6 una nueva curva estimulo-respuesta
bajo las infusiones anteriormente descritas. La infusion fue detenida una vez

que se complet6 la segunda curva.

El segundo grupo de ratas (n=36) fue dividido en 2 subgrupos (n= 18 cada
uno). Las respuestas vasopresoras fueron inducidas por bolos i.v. de: (1)
noradrenalina exogena (0.03, 0.1, 0.3, 1, y 3 pg/kg); y (2) metoxamina (1, 3,
10, 30y 100 pg/kg). Posteriormente cada subgrupo fue dividido en 3 (n=6 cada
uno); los cuales recibieron una infusion i.v. continta de: (1) PBS (vehiculo; 0.02
ml/min); (2) NaHS (310 pg/kg min); y (3) NaHS (560 ug/kg min) durante 20
minutos. Inmediatamente después se realizO una segunda curva dosis-
respuesta bajo las infusiones antes mencionadas. La infusion fue detenida una

vez que se complet6 la segunda curva.
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6.5.2 Determinacion del efecto del NaHS sobre el tono simpéatico
cardioacelerador

Se utilizaron 72 animales, a los cuales se les realiz6 el protocolo de
descerebracion y desmedulacion anteriormente descrito. Después de dicho
procedimiento, los animales fueron divididos en dos grupos para respuestas
taquicardicas inducidas por: (1) estimulacién selectiva del tono simpatico
cardioacelerador (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 y 3.2 Hz) (n=24); y (2) bolos i.v. de
noradrenalina exogena (0.03, 0.1, 0.3, 1 y 3 pg/kg) o isoproterenol (0.0003,
0.001, 0.003, 0.01, 0.03 y 0.1 ug/kg) (n=48). Dichas respuestas fueron

investigadas bajo diferentes condiciones experimentales.

El primer grupo de ratas (n=24) fue dividido en 4 subgrupos (n=6 cada uno)
que recibieron infusion i.v. continta de: (1) nada (control) (2) PBS (vehiculo;
0.02 ml/min); (3) NaHS (310 ug/kg min); y (4) NaHS (560 ug/kg min), por medio
de una bomba WPI modelo sp100i, durante 20 minutos. Posteriormente se
realiz6 una nueva curva estimulo-respuesta bajo las infusiones anteriormente

descritas. La infusién fue detenida una vez que se completo la segunda curva.

El segundo grupo de ratas (n=48) fue dividido en 2 subgrupos (n= 24 cada
uno). Las respuestas vasopresoras fueron inducidas por bolos i.v. de: (1)
noradrenalina exdgena (0.03, 0.1, 0.3, 1 y3 pug/kg); e (2) isoproterenol (0.0003,
0.001, 0.003, 0.01, 0.03 y 0.1 ug/kg). Posteriormente cada subgrupo se dividid
en 4 (n=6 cada uno); de los cuales el grupo control no recibio infusion (1); y el
resto recibi6é una infusién i.v. continta de: (2) PBS (Vehiculo; 0.02 ml/min); (3)
NaHS (310 ug/kg min); y (4) NaHS (560 pg/kg min) durante 20 min.
Inmediatamente después se realiz6 una segunda curva dosis-respuesta bajo
las infusiones antes mencionadas. La infusion fue detenida una vez que se

completo la segunda curva.
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6.5.3 Determinacion del efecto del NaHS sobre el tono no
adrenérgico/no colinérgico
Se emplearon 48 animales que fueron descerebrados y desmedulados de
acuerdo a la metodologia anteriormente descrita. Después de dicho
procedimiento, los animales fueron divididos en dos grupos para determinar
las respuestas vasodepresoras inducidas por: (1) estimulacién selectiva del
tono sensorial NANC como se describié previamente (n=24); y (2) bolos i.v. de
o-CGRP exodgeno (n=24). Dichas respuestas fueron investigadas bajo

diferentes condiciones experimentales.

El primer grupo se dividié en 4 subgrupos. El subgrupo (1) no recibié infusion;
los demas subgrupos recibieron infusion i.v. continta de: (2) vehiculo (PBS
0.02 ml/min); (3) NaHS (10 ug/kg min) y (4) NaHS (18 ug/kg min). Diez min
después del tratamiento anterior, se realizd una curva estimulo respuesta a las
frecuencias de 0.56, 1, 1.8, 3.1y 5.6 Hz.

Asimismo, el segundo grupo se dividié en 4 subgrupos. El primer subgrupo no
recibio infusion (1); y los subgrupos restantes recibieron infusién i.v. continda
de: (2) vehiculo (0.02 ml/min); (3) NaHS (10 pg/kg min) y (4) NaHS (18 ng/kg
min). 10 min después del tratamiento, los animales recibieron bolos i.v. de
CGRP alas dosis de 0.31, 0.56, 1.0, 1.8 y 3.1 ug/kg.

6.6 Andlisis estadistico

6.6.1 Efecto sobre el tono simpatico vasopresor y
cardioacelerador
Todos los datos se presentan como la media + e.e.m. Los cambios maximos
en la presion sanguinea en respuesta a la estimulacion eléctrica, noradrenalina
0 metoxamina; asi como los cambios maximos en la frecuencia cardiaca en
respuesta a estimulacion eléctrica, noradrenalina o isoproterenol fueron
determinados: (1) antes de la infusion de vehiculo o NaHS; y (2) durante la

infusién de vehiculo o NaHS. Las diferencias entre dichos cambios dentro de
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cada subgrupo de animales fueron evaluadas por una prueba post-hoc de
Tukey, una vez que el andlisis de varianza de dos vias de medidas repetidas
(Two-Way RM ANOVA) revel6 diferencias entre las poblaciones. La
significancia estadistica se acepté cuando P<0.05.

6.6.2 Efecto sobre el tono sensorial no adrenérgico/no
colinérgico
Todos los datos se presentan como la media £+ e.e.m. Los cambios en la
presidn sanguinea fueron determinados en respuesta a la estimulaciéon
eléctrica 0 a o-CGRP exdgeno. Las diferencias de los cambios fueron
comparadas en grupos independientes, teniendo como control el grupo que se
estimul6 sin infusion de vehiculo o NaHS. Las diferencias entre los grupos se
evaluaron por una prueba post-hoc de Tukey, una vez que el analisis de
varianza de dos vias (Two-Way ANOVA) revel6 diferencias entre las

poblaciones. La significancia estadistica se acepté cuando P<0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Efecto del NaHS sobre el tono vasopresor

7.1.1 Efecto del NaHS sobre las respuestas vasopresoras
inducidas por estimulacion selectiva del tono simpético

vasopresor

En la Fig. 14 se ilustran registros originales que muestran el efecto de la
estimulacién eléctrica del tono simpatico vasopresor en ausencia (Fig. 14A) o
presencia de NaHS (Fig. 14B y 14C). Notese que la administraciéon de NaHS
inhibid los incrementos de presién arterial inducidos por la estimulacion del
tono simpatico vasopresor.

Frecuencia (Hz)

lr! OI 1_1 il. 1l. lio

1%
10 T
|
50+

B. NaHS 310 mg/kg min
1%

100 +

Presién Arterial (mmHg)

C. NaH$ 6560 mg/kg min

100 +
» + “
0~ —_

20 min
Fig. 14 Registros originales que muestran el efecto del (A) vehiculo (PBS; 0.02
ml/min); y la disminucion de las respuestas presoras inducidas por estimulacién
eléctrica del tono simpatico vasopresor en presencia de una infusion continua de: (B)
310 pg/kg min NaHS; y (C) 560 pg/kg min NaHS.
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Como se muestra en la Fig. 15, la estimulacion eléctrica indujo respuestas
vasopresoras dependientes de la frecuencia de estimulacién. Dichas
respuestas no cambiaron significativamente en presencia del vehiculo del
NaHS (Fig. 15A). Por lo contrario, la infusion continua de NaHS, a una dosis
de 310 pg/kg min, produjo inhibicibn de las respuestas vasopresoras,
particularmente a las frecuencias de 3y 10 Hz (Fig. 15B). Ademas, el NaHS a
560 ug/kg min inhibié significativamente las respuestas vasopresoras a las

frecuencias de estimulacién de 1, 3y 10 Hz (Fig. 15C).

A B C

D Control D Control D Control
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0030103 1 3 10 30 0030103 1 3 10 30 0030103 1 3 10 30
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Fig. 15 Efecto de (A) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); (B) NaHS 310 pg/kg min; o (C)
NaHS 560 pg/kg min sobre las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion
eléctrica del tono simpético vasopresor (0.03, 0.1, 0.3, 1, 3y 10 Hz). Se observa una
disminucion de las respuestas en los paneles (B) y (C) a las frecuencias de 3y 10 Hz
y 1, 3 y 10 Hz, respectivamente. Cada punto representa la media + e.e.m. de 6
animales. *, P < 0.05 vs control.

Por tanto, es posible que el H2S se encuentre inhibiendo el tono simpatico
vasopresor o interactuando con receptores a-adrenérgicos a nivel post-
unional. Para descartar la segunda opcion, se realizaron curvas dosis

respuesta con agonistas a-adrenérgicos (noradrenalina y metoxamina).
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7.1.2 Efecto del NaHS sobre las respuestas vasopresoras
inducidas por noradrenalina y metoxamina.

Las Figs. 16 y 18 muestran que la administracién i.v. de noradrenalina y
metoxamina, respectivamente, produjeron respuestas vasopresoras que no
fueron inhibidas por la infusion del vehiculo. Las respuestas vasopresoras a
noradrenalina fueron aumentadas significativamente a las dosis de 0.03, 0.3y
1 ug/kg en la gréafica de vehiculo (Fig. 16A); sin embargo, cuando se determiné
el &rea bajo la curva no se observo el mencionado efecto (Fig. 17). Ademas,
la infusién continua de NaHS, a las dosis de 310 y 560 ug/kg min, no disminuy6
las respuestas vasopresoras inducidas por la administracién de noradrenalina
exégena (Fig. 16B y 16C). De hecho, dichas respuestas fueron
significativamente aumentadas por 310 ug/kg min de NaHS a las dosis de
0.03-1 ug/kg de noradrenalina (Fig. 16B), lo cual no se observé cuando se
determind el area bajo la curva (Fig. 17). Por otra parte, las respuestas
vasopresoras inducidas por metoxamina permanecieron sin cambios
significativos en presencia de vehiculo o de la infusion de NaHS a 310 y 560

ug/kg min (Fig. 18A, 18B y 18C; respectivamente).

Con lo anterior, se descarta una interaccién del H2S con los receptores a-
adrenérgicos localizados en los vasos sanguineos, ya que las respuestas
inducidas por los agonistas a-adrenérgicos permanecieron sin cambios
significativos. Por tanto, se puede concluir que el sulfuro de hidrégeno es

capaz de inhibir el tono simpatico vasopresor
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Fig. 16 Efecto de (A) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); (B) NaHS 310 pg/kg min; o (C)
NaHS 560 pg/kg min sobre las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion
eléctrica del tono simpético vasopresor (0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pg/kg).
Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 animales. *, P < 0.05 vs control.
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Fig. 17 Area bajo la curva del efecto de NaHS, o su vehiculo, sobre las respuestas
vasopresoras inducidas por noradrenalina. Cada barra representa la media = e.e.m.
de 6 animales. Ninguno de los valores obtenidos fue diferente a su respectivo control.
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Fig. 18 Efecto de (A) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); (B) NaHS 310 pg/kg min; o (C)
NaHS 560 pg/kg min sobre las respuestas vasopresoras inducidas por administraciéon
de metoxamina (0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1 y 3 ug/kg). Cada punto representa la
media = e.e.m. de 6 animales.

7.2 Efecto del NaHS sobre el tono simpético cardioacelerador

7.2.1 Efecto del NaHS sobre las respuestas taquicardicas
inducidas por estimulacion selectiva del tono simpético
vasopresor

La Fig. 19 muestra los registros originales del efecto de la estimulacién
eléctrica del tono simpatico cardioacelerador en ausencia (Fig. 19A) o
presencia de NaHS (Fig. 19B y 19C). Se puede observar que la administracion
de NaHS inhibié las respuestas taquicardicas inducidos por la estimulacién del

tono simpético cardioacelerador.

En la Fig. 20 se observa que la estimulacion eléctrica indujo respuestas
taquicardicas dependientes de la frecuencia de estimulacion. Dichas
respuestas fueron altamente reproducibles ya que no se observan cambios
significativos cuando se repite una segunda curva (Fig. 20A). Ademas, el
vehiculo no modifico significativamente las respuestas taquicardicas inducidas
por estimulacion eléctrica (Fig. 20B). De manera interesante, la infusion
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continua de 310 ug/kg min de NaHS indujo una disminucion estadisticamente
significativa a la frecuencia de 3.2 Hz (Fig. 20C); mientras que a la dosis de
560 pg/kg min de NaHS disminuyo significativamente las respuestas

taquicardicas inducidas por las frecuencias de 1.6 y 3.2 Hz (Fig. 20D).

Con base en estos resultados, es posible concluir que el H2S tiene la
capacidad de inhibir el tono simpético cardioacelerador. Hasta este punto no
es posible descartar una interaccion con los receptores 3-adrenérgicos por lo
que se evalud el efecto sobre las respuestas taquicardicas inducidas por

noradrenalina e isoproterenol (agonistas B-adrenérgicos).

7.2.2 Efecto del NaHS sobre las respuestas vasopresoras
inducidas por noradrenalina e isoproterenol
La Fig. 21 muestra que la administracion i.v. de noradrenalina indujo
respuestas taquicardicas dependientes de la dosis, las cuales fueron
reproducibles en una segunda curva (Fig. 21A). Asimismo, la administracion
i.v. de isoproterenol produjo respuestas taquicardicas dependientes de la dosis
(Fig. 22); sin embargo, al realizar una segunda curva se observo taquifilaxis
(Fig. 22A). Por tal motivo, las respuestas a isoproterenol fueron determinadas
en grupos independientes pretratados con PBS o NaHS. Bajo esas
condiciones, las respuestas taquicardicas inducidas por noradrenalina (Fig.
21B) o isoproterenol (Fig. 22B) no fueron inhibidas significativamente por la
infusion del vehiculo. Ademas, la infusion continua de NaHS a las dosis de 310
y 560 pg/kg min no produjo cambios significativos en las respuestas
taquicéardicas inducidas por noradrenalina (Figs. 21C y 21D, respectivamente)

o isoproterenol (Figs. 22C y 22D, respectivamente).

Con tales resultados, es posible concluir que el H2S no interactia con
receptores [-adrenérgicos y es capaz de inhibir el tono simpatico
cardioacelerador.
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Fig. 19 Registros originales que muestran: (1) el efecto de (A) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min) sobre las respuestas taquicardicas inducidas
por estimulacion eléctrica del tono simpatico cardioacelerador a las frecuencias de 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 y 3.2 Hz antes (primera curva
estimulo-respuesta) y durante (segunda curva estimulo-respuesta); y (2) la disminucién inducida por la infusion continua de: (A)
vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); (B) 310 pg/kg min de NaHS; y (C) 560 pg/kg min de NaHS.
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Fig. 20 Curva de reproducibilidad (A) y efecto de: (B) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min);
(C) NaHS 310 pg/kg min; o (D) NaHS 560 pg/kg min sobre las respuestas
taquicardicas inducidas por estimulacibn eléctrica del tono simpético
cardioacelerador (0.03, 0.1, 0.3, 1, 3 y 10 Hz). Nétese la disminucién de las
respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion eléctrica en los paneles (C) y
(D). Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 animales. *, P < 0.05 vs control.
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Fig. 21 Curva de reproducibilidad (A) y efecto de: (B) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min);
(C) NaHS 310 pg/kg min; o (D) NaHS 560 pg/kg min sobre las respuestas

taquicardicas inducidas por la administracion de noradrenalina (0.03, 0.1, 0.3, 1y 3
po/kg). Cada punto representa la media £ e.e.m. de 6 animales.
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Fig. 22 Curva de reproducibilidad (A) y efecto de: (B) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min);
(C) NaHS 310 pg/kg min; o (D) NaHS 560 pg/kg min sobre las respuestas
taquicardicas inducidas por la administracion de isoproterenol (0.0003, 0.001, 0.003,
0.01, 0.03 y 0.1 ug/kg). Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 animales. *,
P < 0.05 vs control.

7.3 Efecto del NaHS sobre el tono sensorial vasodepresor No
adrenérgico/no colinérgico

7.3.1 Efecto del NaHS sobre las respuestas vasodepresoras
inducidas por estimulacion selectiva del tono sensorial
no adrenérgico/no colinérgico

La Fig. 23 muestra registros originales de las respuestas vasodepresoras
inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial no adrenérgico/no
colinérgico en ausencia (Fig. 23A) o presencia de NaHS (Fig. 23B y 23C). Se
puede observar que la administracion de NaHS induce un incremento de las

respuestas vasodepresoras.
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Fig. 23 Registros originales que muestran las respuestas vasodepresoras inducidas
por estimulacion eléctrica del tono sensorial no adrenérgico no colinérgico a las
frecuencias de 0.56, 1.0, 1.8, 3.1y 5.6 Hz durante la infusién continua de: (A) vehiculo
(PBS; 0.02 ml/min); (B) 10 pg/kg min de NaHS; y (C) 18 ug/kg min de NaHS. Se nota
un incremento en las respuestas vasodepresoras en los paneles (B) y (C).

Como se observa en la Fig. 24, la estimulacion eléctrica del tono sensorial
vasodepresor no adrenérgico/no  colinérgico  indujo  respuestas
vasodepresoras estimulo-dependientes. Dichas respuestas vasodepresoras
no se modificaron significativamente en presencia del vehiculo (Fig. 24A). Por
otra parte, la infusién continua de NaHS, a una dosis de 10 pg/kg min, produjo
un incremento de la respuesta vasodepresora inducida por 5.6 Hz
estadisticamente significativo (Fig. 24B). De manera interesante, el NaHS a 18
ug/kg min aumento6 significativamente las respuestas vasodepresoras a las

frecuencias de estimulacion de 1.8, 3.1y 5.6 Hz (Fig. 24C).
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Fig. 24 Efecto de (A) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); (B) NaHS 10 pg/kg min; o (C) NaHS
18 ug/kg min sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion
selectiva del tono sensorial vasodepresor no adrenérgico/no colinérgico (0.56, 1.0,
1.8, 3.1 y 5.6 Hz). Se aprecia que en los paneles (B) y (C) hay un incremento de la
respuesta vasodepresora inducida por estimulacién eléctrica.Cada punto representa
la media + e.e.m. de 6 animales. *, P < 0.05 vs vehiculo.

Por lo que, es posible que el H2S incremente la liberacion de CGRP vy, por
tanto, induzca un incremento de las respuestas vasodepresoras inducidas por

estimulacién del tono sensorial vasodepresor no adrenérgico/no colinérgico.

7.3.2 Efecto del NaHS sobre las respuestas vasodepresoras
inducidas por a-CGRP

Las Fig. 25 muestra que la administracion i.v. de a-CGRP indujo respuestas
vasodepresoras dependientes de la dosis (Fig. 25A). Las respuestas
vasodepresoras inducidas por o-CGRP no fueron modificadas
significativamente por la infusion del vehiculo (Fig. 25A). Ademas, la infusion
continua de NaHS a las dosis de 10 pg/kg min (Fig. 25B) y 18 (Fig. 25C) ng/kg
min no produjo cambios significativos en las respuestas vasodepresoras

comparadas con el vehiculo.
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Fig. 25 Efecto de (A) vehiculo (PBS; 0.02 ml/min); (B) NaHS 10 ug/kg min; o (C) NaHS
18 pg/kg min sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por administracion
exégena de a-CGRP (0.31, 0.56. 1.0, 1.8 y 3.1 ug/kg). Cada punto representa la
media £ e.e.m. de 6 animales.

Con los resultados anterior, se puede descartar que el H2S tenga una
interaccion directa con los receptores a CGRP. Sugiriendo que el aumento de
las respuestas vasodepresoras se debe a un incremento en la liberacion de
CGRP.
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8. DISCUSION

Existen diversos estudios que han demostrado que el H2S produce efectos de
vasorrelajacion dosis-dependiente en arterias aisladas incluyendo aorta de
ratén (Al-Magableh y Hart, 2011); aorta de rata (Ali et al., 2006; Matrtelli et al.,
2013; Zhao et al., 2001b); arterias mesentéricas de rata (’Emmanuele di Villa
Bianca et al., 2011; Jackson-Weaver et al., 2013); y arterias cerebrales de rata
(Han et al., 2013; Streeter et al., 2012; Tian et al., 2012). Ademas en la rata
anestesiada, el H2S es capaz de inducir hipotension y bradicardia (Li et al.,
2008; Swan et al., 2017; Yoo et al., 2015; Zhao et al., 2001b). Muchos han sido
los mecanismos propuestos para explicar tal fendmeno tales como: (1) la
activacion de canales de potasio dependientes de ATP (Katp) (Zhao et al.,
2001b); (2) la inhibicion de la fosfodiesterasa 5 (PDES) (Bucci et al., 2010); (3)
la via de la ciclooxigenasa y derivados del acido araquidonico (d’Emmanuele
di Villa Bianca et al., 2011; Fernandes et al., 2013); la liberacién de CGRP
(Eberhardt et al., 2014; Hajna et al., 2016; White et al., 2013); entre otros. Sin

embargo, la posible inhibicion del tono simpético no habia sido estudiada.

8.1 Efecto del NaHS sobre el tono simpético vasopresor

En el presente trabajo de investigacion se demostro que el sulfhidrato de sodio
(NaHS) es capaz de inhibir el tono simpético vasopresor, ya que el NaHS: (1)
inhibe de manera dosis dependiente las respuestas vasopresoras inducidas
por estimulacion eléctrica (Fig. 15); y (2) no inhibe las respuestas vasopresoras

inducidas por noradrenalina (Fig. 16) o metoxamina (Fig. 17).

De lo anterior, es posible que la infusién i.v. de NaHS pudiera estar bloqueando
los receptores adrenérgicos a1 y az en el sistema cardiovascular. Sin embargo,
se ha demostrado que la fentolamina, un antagonista no selectivo de los
receptores a-adrenérgicos, no tiene un efecto significativo sobre la hipotension
inducida por la administracién i.v. de NaHS en el modelo de rata anestesiada

(Yoo etal., 2015). Ademas, en el presente trabajo la infusion continua de NaHS
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no bloqued las respuestas vasopresoras inducidas por noradrenalina (Fig. 16)
o metoxamina (Fig. 17). Por lo anterior, se puede inferir que el NaHS no tiene

efecto sobre los receptores adrenérgicos o.

Adicionalmente, no se puede excluir que el NaHS se encuentre interactuando
con los receptores B-adrenérgicos, como se ha demostrado previamente en
miocitos ventriculares aislado (Yong et al., 2008). Dicho bloqueo puede inducir
una disminucion del gasto cardiaco induciendo un decremento en la presion
arterial. Sin embargo, se ha demostrado que la hipotension y bradicardia
inducida por H2S son fendbmenos que se presentan de forma independiente
(Swan et al.,, 2017). A pesar de lo anterior, es importante destacar que la
modulacién del tono vascular estd determinada predominantemente por
receptores adrenérgicos o1 que inducen incrementos de la presion arterial
(Docherty, 2011). En menor medida por receptores B-adrenérgicos que, por su
mecanismo transduccional, inducen respuestas de relajacion (Tarizzo y
Dahlof, 1989). Ademas, como se detalla mas adelante, nuestros datos

sugieren que el NaHS no tiene efectos sobre los receptores -adrenérgicos.

Por otra parte, es posible argumentar que la inhibicion de las respuestas
vasopresoras inducida por NaHS se deba a procesos de desensibilizacién o
taquifilaxis. Sin embargo, esta posibilidad se puede descartar porque las
respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion eléctrica preganglionar

del tono simpatico no se modificaron en presencia de vehiculo (Fig. 15).

Diversos estudios han demostrado que el NaHS tiene la capacidad de inhibir
el tono simpético en los cuerpos ciliares del iris de bovino (Kulkarni et al., 2009)
asi como en la uvea anterior de bovino (Salvi et al., 2016). Se ha reportado
que el H2S induce un incremento en la liberacién de neurotransmisores en la
unién neuromuscular en ranas (Gerasimova et al., 2015). Ademas, el H2S
potencia la transmisién colinérgica excitatoria provenientes de los nervios

esplacnicos en ganglios mesentéricos superiores de raton inhibiendo la
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motilidad colonica (Sha et al., 2013). Asimismo, el H2S inhibe la endocitosis de
vesiculas sinapticas en las terminaciones nerviosas motoras del diafragma
(Mitrukhina et al., 2013). Recientemente, se reportd que el NaHS es capaz de
inhibir las corrientes de Ca?* en células cromafines adrenales de bovino.
Facilita la secrecion de catecolaminas de dichas células por modificaciones en

el manejo de Ca?* intracelular (Ricardo de Pascual et al., 2018).

Con base en las evidencias anteriormente descritas y los resultados obtenidos
en el presente trabajo se puede sugerir que el H2S es capaz de modular la
liberacion de neurotransmisores de las terminales simpaticas, como lo hace
en las neuronas de hipocampo donde se demostro por primera vez (Abe and
Kimura, 1996).

Con respecto al efecto del NaHS sobre las respuestas vasopresoras inducidas
por noradrenalina, se observo que dichas respuestas fueron significativamente
mayores bajo la infusién de vehiculo y de la dosis de 310 ug/kg min (Fig. 16).
Sin embargo, al calcular el area bajo la curva de dichas respuestas, el aumento
de las respuestas vasopresoras inducidas por noradrenalina no fue
significativo (Fig. 17). Aunque no se tiene una explicacion clara de este hecho,
se sugiere que puede deberse a una hipersensibilizacién transitoria a la

noradrenalina.

A pesar de que en el presente proyecto de investigacion no se estudiaron los
mecanismos que subyacen a la inhibicién del tono simpatico, se puede sugerir
qgue estos mecanismos pudieran involucrar: 1) la sulfhidracién de proteinas
(Paul y Snyder, 2015a); y 2) la sulfatacion de los complejos mitocondriales o
la generacion de polisulfuros, como previamente se ha propuesto (Meng et al.,
2018).
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8.2 Efecto del NaHS sobre el tono simpatico cardioacelerador

Las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion selectiva del tono
simpatico cardioacelerador estuvieron acompafiadas de incrementos no
significativos de la presion sanguinea. Por otra parte, la administracion i.v. de
noradrenalina indujo respuestas taquicardicas acompafiadas de respuestas
vasopresoras debidas a la activacion de los receptores o1 y a2 adrenérgicos

localizados en la vasculatura sistémica.

Se ha observado la expresion de receptores a-adrenérgicos en el corazon.
Dichos receptores pueden ser activados por noradrenalina (Woodcock, 2007).
Por tanto, se decidio utilizar el isoproterenol, un agonista B-selectivo, en el
presente trabajo de investigacion. Los bolos i.v. de isoproterenol, aparte de las
respuestas taquicardicas, indujeron respuestas vasodepresoras. Ambas
respuestas son mediadas por activacion de receptores B-adrenérgicos en el

corazon y los vasos sanguineos, respectivamente (Guimaraes y Moura, 2001).

Es importante resaltar que las respuestas taquicardicas inducidas por
isoproterenol no fueron reproducibles al realizar una segunda curva dosis-
respuesta en un mismo animal (Fig. 22). Lo anterior puede deberse a procesos
de desensibilizacion o taquifilaxis. Dicho fendmeno ha sido previamente
descrito en corazén aislado de rata y se ha sugerido que puede deberse a
mecanismo dependiente de adenilato ciclasa (McMartin y Summers, 1999).
Dentro de tales mecanismos se encuentra el desacople del receptor y la
proteina G inducido por el incremento en los niveles de AMPc y la subsecuente
activacion de la cinasa A de proteinas (PKA) (Hausdorff et al., 1990). Por esta
razon, el efecto del vehiculo o NaHS sobre las respuestas taquicardicas

inducidas por isoproterenol fueron determinadas en grupos independientes.

Se ha observado que, en neuronas del sistema nervioso simpatico, los

donadores de H:S tal como el NaHS ejercen efectos duales sobre la liberacion
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de noradrenalina. En neuronas aisladas, el H2S facilita la liberacion de
neurotransmisores a nivel de la union neuroefectora. Mientras que, a nivel de
neuronas ganglionares este gasotransmisor induce hiperpolarizacion
(Dominguez-Rodriguez et al., 2017). Asimismo, el NaHS es capaz de atenuar,
de manera dosis dependiente, la actividad de los nervios simpaticos renales
(Guo et al., 2016).

En su conjunto, nuestros resultados demuestran que el H2S es capaz de inhibir
el tono simpatico cardioacelerador, asi como al vasopresor, ya que la
administracion de NaHS inhibe de manera dosis-dependiente las respuestas
taquicardicas inducidas por estimulacion eléctrica (Fig. 20). Ademas, la
infusion de las diferentes dosis de NaHS no modific6 de manera significativa
la taquicardia inducida por bolos i.v. de noradrenalina (Fig. 21) o isoproterenol
(Fig. 22).

Por otro lado, estudios previos han demostrado que el H2S inhibe la
contractilidad inducida con isoproterenol en miocitos cardiacos (Yong et al.,
2008). Sin embargo, el propranolol no fue capaz de bloguear la bradicardia
inducida por NaHS en el modelo de rata anestesiada (Yoo et al., 2015).
Ademas, como se menciond previamente, las respuestas taquicardicas
inducidas por noradrenalina o isoproterenol no se modificaron en presencia de
NaHS. Lo anterior sugiere que, bajo nuestras condiciones experimentales, el

NaHS no bloqued a los receptores B-adrenérgicos que median la taquicardia.

En cuanto a los posibles mecanismos involucrados en la simpato-inhibicién
inducida por el H2S, adicional a los anteriormente descritos, se ha propuesto
la activacion de canales de potasio dependientes de ATP (Katp) localizados en

las neuronas simpaticas (Dominguez-Rodriguez et al., 2017; Salvi et al., 2016).
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8.3 Efecto del NaHS sobre el tono sensorial vasodepresor no
adrenérgico/no colinérgico

La estimulacion selectiva del tono sensorial vasodepresor no adrenérgico/no
colinérgico, asi como la administracion de bolos i.v. de a-CGRP, inducen
respuestas vasodepresoras de manera dependientes de la frecuencia
(Taguchi et al., 1992) y de manera dependiente de la dosis (Avilés-Rosas et
al., 2017), respectivamente. Dichas respuestas no fueron acompafados por
cambios significativos sobre la frecuencia cardiaca, como se ha observado
previamente (Avilés-Rosas et al., 2017).

Las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién eléctrica no se
modificaron significativamente en presencia de una infusion continua de
vehiculo. Por otra parte, la infusién de 10 y 18 ug/kg min de NaHS incremento
de manera significativa dichas respuestas vasodepresoras a las frecuencias
de 5.6 Hz y 1.8, 3.1 y 5.6 Hz, respectivamente. Dichos resultados, sugieren
que el H2S es capaz de incrementar la transmision no adrenérgica/no

colinérgica.

Acorde con nuestros resultados, se ha demostrado que la aplicacion de NazS
y NaHS en anillos de arterias mesentéricas induce vasorrelajacion que se
bloguea con la administracion de CGRPs-37, un fragmento de CGRP no activo
que es antagonista del receptor a CGRP. Ademas, el efecto relajante se
elimina también con la deplecion de CGRP inducida por el tratamiento de
capsaicina (Eberhardt et al., 2014; White et al., 2013).

De la misma manera, el NaHS induce un aumento del flujo sanguineo cutaneo
en la oreja de conejo que es inhibido por el pre-tratamiento con: 1) BIBN4096
(antagonista del receptor a CGRP); 2) resiniferatoxina (un agonista de los
TRPA1); y 3) glibenclamida (un bloqueador de los canales Katp) (Hajna et al.,
2016). En animales knock out (KO) para a-CGRP, NK1y TRPAL no se observo

dicho aumento del flujo sanguineo (Hajna et al., 2016).
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Ademas, la estimulacion eléctrica y la aplicacion de GYY4137, un donador
organico lento de HzS, induce relajacion en el musculo del cuello de la vejiga
(Fernandes et al., 2013) y el uréter intravesical (Fernandes et al., 2014) de
cerdo. Lo anterior, en presencia de guanetidina, un antagonista de los
receptores a-adrenérgicos, y de atropina, un bloqueador de los receptores
muscarinicos. Por otra parte, la aplicacion de DL-propargilglicina, un inhibidor
de la CSE, inhibe la relajacion inducida por la estimulacion eléctrica
(Fernandes et al., 2014).

Si bien es cierto que en el presente trabajo no se evaluaron aquellos
mecanismos que involucran al NO, se ha propuesto una interaccion entre
ambos gasotransmisores. En ese sentido, se ha propuesto que el H2S y el NO
reaccionan entre si para formar un intermediario denominado nitroxilo (HNO)
(Eberhardt et al., 2014; Teicher et al., 2017), el cual incrementa los niveles
plasmaticos de CGRP (Eberhardt et al., 2014; Paolocci et al., 2003). Ademas,
en ratones KO para la enzima CSE hay un incremento de la biodisponibilidad
de NO y una disminucion del HNO, que se restaura con la aplicacion de NaHS.
Por lo que se sugiere que el H2S es capaz de regular los niveles enddgenos
de NO (Szijarté et al., 2018).

Se ha demostrado ampliamente que la relajacién inducida por donadores de
H2S es inhibida con: 1) la aplicacién de capsazepina antagonistas del canal
TRPV1; 2) PACAPs3s antagonista del receptor a PACAP; 3) CGRPs-37
antagonista del receptor a CGRP; y 4) HC030031, antagonista del canal
TRPAL. Dicha relajacion no se modifica significativamente en presencia de L-
NAME, un inhibidor de la eNOS (Fernandes et al., 2013, 2014; White et al.,
2013). Sin embargo, en anillos mesentéricos de rata, la relajacion inducida por
NazS se bloquea con L-NMMA, un inhibidor de la eNOS (Eberhardt et al., 2014)
y permanece sin cambios con la administracion de capsazepina (White et al.,
2013). En razon de lo expuesto, el L-NAME no tiene efecto sobre las

respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion selectiva del tono
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sensorial vasodepresor no adrenérgico/no colinérgico o administracion i.v. de
a-CGRP (Yamawaki et al., 2017).

Los mecanismos que subyacen al aumento de la liberacion de CGRP no
fueron estudiados en el presente trabajo. Sin embargo, con base en las
evidencias anteriormente descritas, se puede especular que el H2S es capaz
de activar de manera independiente, o en conjunto con el NO, al canal TRPA1
ya que es una proteina rica en cisteinas (Eberhardt et al., 2014). La activacion
de dicho canal esta determinada por los residuos Cis®%, Cis®4! y Cis®®® del N-
terminal, los cuales son susceptibles a reacciones de sulfhidracién (Paul y
Snyder, 2015a). Asi mismo, la administraciéon de NaHS y el NazS promueve el
aumento de calcio intracelular en cultivos de neuronas del ganglio trigeminal,
mismo que se inhibe en aquellas que no expresan el canal TRPAL (Hajna et
al., 2016).

Adicionalmente, en los trabajos anteriormente descritos se han propuesto
otros mecanismos como: 1) los canales Katp, ya que la aplicacién de
glibenclamida bloquea la relajacion inducida por H2S sobre el musculo del
cuello de la vejiga (Fernandes et al., 2013); y 2) aumento del flujo sanguineo
cutdneo (Hajna et al., 2016). La glibenclamida no es capaz de bloquear la
vasodilatacién inducida por NaHS en arterias mesentéricas de rata (White et
al., 2013). La via de la ciclooxigenasa-1 pudiera estar involucrada ya que la
inhibicion de dicha via disminuye la relajacion inducida por GYY4137
(Fernandes et al.,, 2013). Es importante mencionar que las respuestas
vasodepresoras pueden estar mediadas tanto por CGRP como por Sustancia
P (Hajna et al., 2016).

Nuestros resultados sugieren que el H2S es capaz de promover la liberacion
de CGRP cuando se estimula selectivamente el tono sensorial vasodepresor

no adrenérgico/no colinérgico, pero no cuando se administran bolos i.v. de a-
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CGRP, lo cual indicaria un efecto a nivel de la neurona sensorial y no sobre

los receptores a CGRP localizados en los vasos sanguineos.

Es importante destacar que las dosis empleadas en la evaluacion del efecto
sobre el tono simpatico son mayores que las utilizadas para el tono sensorial
vasodepresor. En estudios previos realizados en el laboratorio se observo que
dosis menores a 310 ug/kg min no tenian un efecto significativo sobre las
respuestas vasopresoras o taquicérdicas inducidas por estimulacion eléctrica.
Ademas, para evaluar las respuestas vasodepresoras es necesario utilizar
herramientas farmacoldgicas que nos ayuden a incrementar la presion
sanguinea, tal como la metoxamina. Como ya se mencion6 anteriormente, el
H2S es capaz de inducir respuestas vasorelajantes por si mismo. Al administrar
dosis mayores a 18 ug/kg min se observo una disminucién continua en la
presidbn sanguinea. Dicha disminucibn enmascaraba las respuestas
vasodepresoras inducidas por estimulacién selectiva del tono sensorial

vasodepresor o la administracién i.v. de a-CGRP.

8.4 Relacién del HzS con la hipertension

La hipertension es una condicion médica cronica en la que la presion
sanguinea se encuentra elevada por arriba de 140/90 mm Hg
(sistolica/diastolica). La hipertension es el resultado de interacciones
complejas de factores vasoactivos con varios tipos de células en las paredes

de los vasos sanguineos.

Se ha demostrado que distintos donadores de H2S tienen la capacidad de
inducir respuestas bradicéardicas e hipotensoras (Li et al., 2008; Swan et al.,
2017; Yoo et al., 2015). Ademas, en ratones KO para la cistationin-y-liasa, se
ha observado una marcada hipertension y una disminucién en las respuestas
relajantes dependientes de endotelio. Lo anterior sugiere un papel fisioldgico
importante del sulfuro de hidrogeno en la regulacion del tono vascular y la

presion arterial.
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Asimismo, en un modelo de hipertension inducido por administracion de L-
NAME y en ratas SHR, la administracion tanto de NaHS como de GYY4137
inducen una disminucion en la presion arterial, sugiriendo un potencial efecto

terapéutico del H2S sobre la hipertension (Li et al., 2008).

Recientemente, en nuestro equipo de trabajo, encontramos que la
administracion de 5.6 mg/kg NaHS revierte las alteraciones cardiovasculares
inducidas por una dieta rica en grasas; teniendo que, se produce una
disminucién en el tono simpatico vasopresor (Gomez, 2018). Ademas, se ha
observado que en animales con resistencia a la insulina, inducida por fructosa,
existe una disminucion de las respuestas vasodepresoras inducidas por
estimulacion eléctrica del tono sensorial perivascular no adrenérgico/no

colinérgico (Takatori et al., 2006).

Se ha sugerido que el control autonémico del sistema cardiovascular esta
alterado durante la hipertension, llevando a un incremento en la actividad del
tono simpatico y una disminucién del tono parasimpatico en vasos sanguineos
y corazén (Grassi y Ram, 2016). Por lo tanto, hay un incremento en la
liberacién de noradrenalina y de las respuestas taquicardicas y vasopresoras.
Ademas, la disfuncién autondmica depende de una gran variedad de
mecanismos Yy participa en el desarrollo y la progresién de la hipertension
(DiBona, 2013; Grassi et al., 2015; Guyenet, 2006).

En nuestros resultados observamos que la infusion de H2S induce un
incremento en las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion sin
modificar aquellas inducidas por a-CGRP. Ademas, se observo una inhibicion
de tono simpatico cardioacelerador y vasopresor. Por tanto, se puede sugerir

gue el H2S tiene un efecto sobre la regulacion del tono vascular.

Hasta la fecha existen distintas patologias en las que se ha evaluado el
potencial efecto terapéutico de diversos donadores de H2S. En ese sentido,

existen estudios clinicos que han reportado efectos sobre distintas patologias:
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(1) el SG-1002 (un donador de H2S) sobre la insuficiencia cardiaca (Polhemus
et al., 2015); (2) el Zofenopril (un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina y donador de H2S) sobre la hipertensién (Napoli et al., 2004); y
(3) ATB-346 (un donador de H2S derivado de naproxeno) sobre los efectos

adversos inducidos por el naproxeno (Wallace et al., 2018).

Por lo anterior, es posible utilizar donadores de Hz2S para el tratamiento de
patologias del sistema cardiovascular, tal como la hipertensiéon observada
durante la obesidad u otras alteraciones metabdlicas. El presente proyecto
provee evidencia que contribuye al entendimiento del efecto antihipertensivo
del H2S.
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9. CONCLUSIONES

9.1El NaHS inhibe el tono simpatico vasopresor en la rata descerebrada y
desmedulada a través de un mecanismo pre-unional ya que las
respuestas a noradrenalina o metoxamina no fueron modificadas por el
NaHS.

9.2 El NaHS inhibe el tono simpatico cardioacelerador a través de un
mecanismo pre-unional ya que las respuestas taquicardicas a
noradrenalina o isoproterenol no fueron inhibidas por el NaHS.

9.3 El NaHS incrementa la actividad del tono sensorial vasodepresor no

adrenérgico/no colinérgico sin interactuar con los receptores a CGRP.
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Fig. 26 Interaccion del H,S con el sistema nervioso simpético y no adrenérgico no
colinérgico. El H2S inhibe el tono simpético cardioacelerador y vasopresor. Ademas,
estimula la liberacion de CGRP de la neurona sensorial perivascular.
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10.PERSPECTIVAS

10.1 Determinar si el efecto de inhibicion del tono simpético ocurre a nivel
de la neurona pre o post-ganglionar.

10.2 Evaluar la participacion de canales i6nicos como posibles
mecanismos que subyacen a la inhibicion del tono simpatico,
dentro de los que se encuentran el canal Katp, Ky, canales de Ca?*
o Na*; asi como las proteinas de adhesion de las vesiculas y la
membrana.

10.3 Cuantificar las concentraciones plasmaticas de noradrenalina en
presencia y ausencia del donador de H2S.

10.4 Utilizar herramientas farmacolégicas que permitan determinar que
las respuestas hipotensoras inducidas por el NaHS estan
mediadas por el tono sensorial no adrenérgica/no colinérgica.

10.5 Evaluar la participacion de los canales TRPAL1 y TRPV1 en el
incremento de las respuestas vasodepresoras inducidas por

estimulacién sensorial perivascular.
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