CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD SEDE SUR

Cinvestav DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

“Efecto del sulfuro de hidrogeno en la disfuncion
vascular inducida por el traumatismo craneoencefalico
severo en ratas”

TESIS

que presenta:

Q.F.1. Félix lvan Lopez Preza
Para obtener el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS

EN NEUROFARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA EXPERIMENTAL

Directores de la Tesis:
Dra. Luisa Lilia Rocha Arrieta
Dr. David Centurion Pacheco

Ciudad de México AGOSTO, 2022



CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia Cinvestav

El presente trabajo de investigacion se desarrollo bajo la direccion de la Dra. Luisa
Lilia Rocha Arrieta en el laboratorio 8 y del Dr. David Centurién Pacheco en el
laboratorio 6, ambos pertenecientes al Departamento de Farmacobiologia del Centro
de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, con el
apoyo otorgado por el Consejo Nacional de Ciencia 'y Tecnologia (CONACyT) a
traves de la beca de maestria No. 776264



Dedicatorias

El presente trabajo de investigacion esta dedicado a mis madres: Manuela Preza Avila
y Enriqueta Avila Melgarejo, ambas pilares de mi formacion no solo académica sino
de mi formacién como persona. Es por ustedes que soy lo que soy. Gracias por inculcar
en mi el ejemplo de esfuerzo y valentia y de no temer a las adversidades porque Dios

esta conmigo siempre.

Para mis primos Cruz Arturo y Carlos Anselmo, porque espero que todo lo estoy
logrando sea un gran ejemplo para ustedes, es normal que en alguin momento de
nuestras vidas queremos abandonar todo, pero siempre hay alguien a nuestro lado que
nos dard la motivacion suficiente para continuar. jLos quiero mucho! Estoy muy

orgulloso de ustedes.

A toda mi familia: mis tias, primos, padrinos en general, porque con sus oraciones,
consejos y palabras de aliento hicieron de mi una mejor persona y de una u otra forma

me acomparfian en todos mis suefios y metas.
A mis amigos de Tlapacoyan y de la CDMX, porque con sus animos y sus palabras de
apoyo me ayudaron a levantarme de cada caida y estuvieron ahi cuando mas lo

necesitaba.

A Diego Armando y Pedro Michelle, que me sonrien desde el cielo, lo sé...



Agradecimientos

A la Dra. Luisa Lilia Rocha Arrieta y al Dr. David Centurién Pacheco, quienes con
su direccion, conocimiento, ensefianza y colaboracion permitieron el desarrollo de este
trabajo. Les agradezco infinitamente por abrirme las puertas de sus respectivos
laboratorios y sentirme integrado a su equipo de trabajo a pesar de las circunstancias

de la pandemia.

Al Dr. Eduardo Ramirez San Juan, quien con sus puntuales comentarios hizo posible
que este proyecto se extendiera mas alla de lo que se planted al principio. Muchas
gracias por su disponibilidad para los avances. Es un gusto contar con sus consejos, sus

observaciones y su conocimiento.

A la Dra. Claudia Gonzalez Espinosa, quien siempre estuvo en la mejor disposicion
para los avances del proyecto, contribuyendo siempre con atinados comentarios y
propuestas. Muchas gracias por sus asesorias en la escritura de la tesis, sin duda

enriguecieron en gran medida a la misma.

Al personal que labora en el Bioterio del CINVESTAV-sede sur porque, a pesar de las
circunstancias de la pandemia, siguieron dando el apoyo necesario para el cuidado y

entrega de los animales a tiempo.

Al Lic. Victor Manuel Mendoza Salas, por proporcionar recursos y apoyo en la

busqueda de material bibliogréfico.

Al M. en C. Saul Huerta; quien confié en mi desde el primer dia que ingresé al
laboratorio 6, quien me orientd, me apoy06, me ensefio técnicas, me demostré que todo
se puede cumplir con dedicacion y enfoque. Me regafiaste varias veces, pero sé que me
lo merecia, y gracias a eso retomaba el camino para seguir adelante, no dejaste que me

rindiera y te agradezco de todo corazén lo que has hecho por mi, jeres increible!

Ala M. en C. Cindy Santiago; quien fue mi maestra en el modelo de TCE, quien me
ensefio todo lo necesario y me tuvo toda la paciencia del mundo. Se que a veces me

desesperaba, pero agradezco mucho que nunca me dejaras y estuvieses a mi lado en



Agradecimientos

todo momento. Una gran maestra, una gran amiga. j Te quiero mucho! Siempre contaras

conmigo para lo que necesites.

A'la M. en C. Grecia Medina, Al M. en C. Erick Josué y al M. en C. Christopher
Martinez; quienes me brindaron asesorias y me ayudaron a resolver dudas que tenia
durante la realizacion del proyecto. Muchas gracias por siempre recibirme con una
sonrisa y con la mejor actitud. Asimismao, por los buenos ratos y las platicas. Los quiero

mucho.

A la Dra. Araceli Sdnchez Lépez, quien conseguia todos los reactivos y materiales
necesarios para realizar los experimentos. Muchas gracias por brindarme su tiempo y

Sus consejos tan sabios.

A la Q.F.1. Francia Carmona, que a pesar del poco tiempo en conocernos me ayudo

a finalizar detalles del proyecto. Muchas gracias por todo.

A la M. en C. Diana Laura, al M. en C. Hernan Beltran y al Dr. Jorge Tapia,
quienes con sus conocimientos y técnicas me pudieron brindar lo necesario para
realizar los experimentos. Igualmente, muchas gracias por su amistad y por los buenos

ratos en el laboratorio.

A los integrantes del laboratorio 8: al M. en C. Daniel Fonseca, a la M. en C.
Monserrat Fuentes y al Biomédico Joaquin, quienes me brindaron su amistad. Son
grandes personas y espero seguir aprendiendo de ustedes. Les deseo lo mejor.
Asimismo, al Dr. Daniel Pérez, que, a pesar del poco tiempo en conocernos, fue pilar
en comentarios hacia el proyecto que ayudaron a fundamentarlo mejor. Muchas

gracias.

A mis compafieros de la generacion, en especial al Q.F.B. Juan Linares, al Médico
Alejandro, al Médico Arturo Serrano, ala Q.F.B. Gabrielay a la QFB. Paloma por
brindarme su amistad tanto virtual como presencialmente. Es un gusto conocer

personas como ustedes y les deseo mucho éxito en todos sus proyectos.



Abreviaturas

Akt
AMPK
atm
ATP
CAT
CE
COX
D
DNA
DCF-DA
EEM
Emax
eNOS
FAD
GTP
H»S
HEPES
ICC
im
ip
KO
LLPF
LPF
LPM
miRNA
MLCK
MLV
NADH
NADPH
NaHS
p
PBS
pCE
p-eNOS
PI3K
pKa
PLP
postTCE
ppm
PVDF
REDOX
RNA
RNAM
ROS
rpm
Ser
Sham

Proteina cinasa B

Proteina cinasa activada por monofosfato de adenina
Atmosferas

Adenosin trifosfato

Cisteina aminotransferasa

Concentracion efectiva

Ciclooxigenasa

Debye

Acido desoxirribonucleico

Diacetato de diclorofluoresceina

Error estandar de la media

Efecto maximo

Sintasa de oxido nitrico endotelial

Flavin adenin dinucle6tido

Guanosin trifosfato

Sulfuro de hidrégeno

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico
Impacto cortical controlado

Intramuscular

Intraperitoneal

Gen suprimido

Lesion lateral por percusion de fluido

Lesion por percusion de fluido

Latidos por minuto

Micro RNA

Cinasa de la cadena ligera de la miosina
Musculo liso vascular

Nicotinamida adenina dinucleotido
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
Sulfhidrato de sodio

Probabilidad

Amortiguador de fosfatos

Potencial negativo de la concentracion efectiva
Sintasa de oxido nitrico endotelial fosforilada
Fosfoinositol 3-cinasa

Logaritmo negativo de la constante de disociacion acida
Fosfolipasa

Después del TCE

Partes por millén

Difluoruro de polivinilideno
Reduccidn-oxidacion

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Especies de oxigeno reactivas

Revoluciones por minuto

Serina

Operacion simulada



Abreviaturas

SNP
TBS
TCE
TLR4
Tre
TRIS
TRPC6
\V
VEGF

Nitroprusiato de sodio

Cloruro de terc-butildimetilsililo

Traumatismo craneoencefalico

Receptor 4 tipo Toll

Treonina

Tris(hidroximetil)aminometano

Canal receptor de potencial transitorio C subtipo 6
Voltios

Factor de crecimiento endotelial vascular



Indice general

TNAICE A8 FIGUIBS ...ttt n st i
INAICE AE TADIAS...........vecveeeeeeeceeeeeee ettt i
RESUMEN ... ettt b e bt re e sbeebeaneesbeennas \Y
ADSTTACT ..t vi
I [ 11 (o L1 T ox o o SR 1
1.1. Traumatismo crane0enCefaliCo..........ccccvviiiiiirenii e 1
I N I T=1 10 o] o o TSRS 1
1.1.2.  EpPIdemiOlOgia......cceiiieiiiiieiiesiicie ettt 1
1.1.3. FiSIOPAtOIOQIA. . ..ecveeeieiiiieiieee e 2
1.1.4.  Consecuencias Sistémicas POStTCE ..........cccvvveveiiieiieie e 4

1.2, VaS0S SANQUINEOS .....ccueiuiiinieiiitenieiesie sttt sttt sb et sbe bbb s e 6
1.2.1.  Composicion de 10S vasos SANQUINEOS ..........cceevveeeerreeireeiesieesieeiesaesnea 7
1.2.2. Mecanismos para regular el tono vascular............ccccccevovrviiienenieiinnnnn 8
1.2.3.  Disfuncion vascular pPOStTCE .........cccccovieiiiiieieese e 13

1.3. Sulfuro de hidrOgeN0.........coveiiiiiiiiie e 17
1.3.1.  Propiedades fiSICOQUIMICAS.........ccovririieieiiese e 17
1.3.2.  Biosintesis y MetaboliSMO..........cccveriiiiieninreeese s 18
1.3.3.  Persulfuracion de proteinas.........ccceoererereiinesieiee s 20
1.3.4.  Efectos en el sistema cardiovasCular...........ccccoevererrieenenie e 23
1.3.5.  Alteraciones en la produccion de HzS poStTCE ........ccevvevevverieennenne 24
1.3.6. Efecto de donadores de H2S pOStTCE........c.cccoevvvievieiii e 25

N 11 1) o Uod T o PSSR 27
3. HIPOLESIS ..ottt et e re e nre e a e aeenre s 27
R © | o =1 (1 1SS USSR 27
4. 1. ODJEtIVO GENETAL ......ccuiiiiiieieee e 27
4.2. ODbjetivos eSPECITICOS. ......ciieiiiie et 27
5. MaterialeS Y MELOTOS .......cceiuiieiiiiieieese e 29

5.1. Sujetos de eXPerimentaCion.............ccoeeireieiieiee e 29



Indice general

5.2. Modelo de TCE: lesion lateral por percusion de fluidos...........c.ccoevviieinennnnn 29
5.3. Diseflo eXperimental....... ... 30
5.4, NEUrOPUNTUACION .....veeviiiiieiteecie ettt sttt ettt va e te e sre e resneesraenne s 31
5.4. Determinacion de la presion arterial y frecuencia cardiaca .............ccccvevvennene 32
5.5. Evaluacion de la funcion vascular mediante el modelo de érgano aislado...... 32
5.6. Efecto per se del H.S'y curvas de relajacion inducidas por nitroprusiato de sodio
...................................................................................................................... 34

5.7. Determinacion del estrés oxidante mediante la cuantificacion de las ROS .... 34
5.8. Expresion proteinica de las enzimas CBS, CSE, 3-MST, eNOS y p-eNOS en
aorta toracica: Western BlOt..........cocovviiiiiiieiiicc e 35

5.9. ANALISIS €StAAISICO ......veviieiiiieieeee e e 36
B.  RESUIAUDS. ... ..eiueeiiitieeie ettt 38
6.1. Severidad del TCE ..o s 38
6.2. Efecto del TCE severo sobre la frecuencia cardiaca y la presion arterial ....... 38
6.3. Efecto del NaHS sobre el peso corporal de los animales inducidos a un TCE

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

LAY <] (o IR 39

Efecto del NaHS sobre la funcion sensoriomotora de los animales inducidos a
U IO Y11= o T 40

Efecto del NaHS sobre la vasorrelajacion dependiente de carbacol y de la
vasoconstriccion dependiente de noradrenalina de los animales inducidos a un
O SR =] o F RS TS 41

Efecto per se del NaHS en la vasorrelajacion dependiente de endotelio en aortas

toracicas de animales inducidos a UN TCE SEVEIO ...cocevvveeeveeeeeeeeeeecceeeeee e 44

Efecto del nitroprusiato de sodio en la vasorrelajacion dependiente de endotelio

en aortas toracicas de animales inducidos a un TCE SEVEI0 ........vvveeeveeeennne. 46

Efecto del NaHS en los niveles de ROS en aortas toracicas de animales
INAUCIAOS @ UN TCE SBVEIO. .. .o 48



Indice general

6.9. Efecto del NaHS en la expresion de las enzimas que sintetizan H2S y de laeNOS

7.

y p-eNOS en aortas toracicas de animales sometidos a un TCE severo. ........ 49

DHSCUSTON ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeeeaens 51

7.1. Disfuncién sensoriomotora y cambio en el peso corporal inducidos por un TCE

YAV (o T 51

7.2. El TCE severo induce cambios en la frecuencia cardiaca y la presion arterial ...

7.3. El TCE severo induce cambios en los mecanismos locales de control de la

FUNCION VASCUIAL ...ttt e e et e e e e e e e e e e e eeeeeeeeaaaas 54

7.4. La expresion de las enzimas productoras de H-S en la aorta tordcica disminuye

deSPUES de UN TCE SEVEIO ....ocveiveeiecieceesie ettt ste ettt re e 57

7.5. La administracion subcrénica de NaHS no tiene efecto en la disfuncion

sensoriomotora ni en la ganancia de peso corporal.........cccccceevveviieviciieciinn, 58

7.6. La administracion subcrénica de NaHS evita los cambios en la frecuencia

cardiaca y la presion arterial ocasionados por el TCE ........ccccccevvvevviiievieennenn, 60

7.7. La administracién subcrénica de NaHS evita los cambios en los mecanismos

locales del control de la funcidn VasCUIAr ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60

7.8. Laadministracion de NaHS evita la disminucién de la expresion de las enzimas

productoras de H>S inducida por el TCE ..o 62

8. CONCIUSION ... 64
0. PEISPECTLIVAS ...coueiuiiiiei ittt bbbttt 65
10, RETEIENCIAS. ....c.eiiieiiiieieciee e bbbt 67
L1 ANBXOS ..ttt s 87
111 CONGIESOS ...ttt ettt bbb 87
L1 2 CUISOS ...ttt 88

11.3. ACHIVIAAUES ACAUEIMICAS .oevvveeeeeeeeeeeeee ettt et eeereeeeeeeeeeererereeeeeeeeereeereeeees 88



indice de figuras

indice de figuras

Figura 1. Esquema general de las lesiones secundarias postTCE..........c.coccvvvevieieennnn 4

Figura 2. Distribucion de las diferentes capas en los vasos sanguineos y sus

(o10] 0] 010 0T 01 (=P UROPR PR 8
Figura 3. Sintesis de NO y sus efectos en la célula de musculo liso vascular .............. 9
Figura 4. Fosforilacion de 1a eNOS...........c.coe oo 11
Figura 5. Mecanismos de vasoconstriccion en el musculo liso vascular ................... 13
Figura 6. Desacople de la eNOS causado por el estrés oxidante ............ccceeererienennen. 16
Figura 7. Biosintesis y metabolismo del HaS...........ccoeoiiiiiniiiniiccee, 19
Figura 8. Reacciones de persulfuracion por el HaS...........cccooooiviiiieiineneircesenns 21

Figura 9. Persulfuracion en proteinas relacionadas con el sistema cardiovascular..... 22
Figura 10. Mecanismos de vasorrelajacion por el HaS. ........cooevveiiiecc i 24
Figura 11. Disefio eXperimental. ..o 30
Figura 12. Pruebas correspondientes a la evaluacion de la funcion sensoriomotora.. 31
Figura 13. Ejemplo de un registro obtenido de un anillo de aorta (no escala)............ 33
Figura 14. Efecto de la administracion de NaHS sobre el peso corporal en animales
SOMELIAOS @ UN TCE SEVEIO.....icuviitieitieiieiiee it eiesteestee e ssee e etesseesseesseaneesreesseaneesneensens 40
Figura 15. Efecto de la administracion de NaHS sobre la disfuncion sensoriomotora en
animales Sometidos @ UN TCE SEVEIO.........cocueuiiiiiiiiiiie et 41
Figura 16. Efecto de la administracion de NaHS en las respuestas vasorrelajantes
inducidas por carbacol en aortas toracicas POStTCE.........ccccoovieieiniiieiececeeee, 42
Figura 17. Efecto de la administracion de NaHS en las respuestas contractiles inducidas
por noradrenalina en aortas toracicas POStTCE..........ccccvvveveieeve e 44
Figura 18. Efecto del TCE en las respuestas vasorrelajantes inducidas por NaHS en
ET0] £ K (0] (o[- ST PP PR 45
Figura 19. Efecto de la administracion de NaHS en las respuestas vasorrelajantes
inducidas por nitroprusiato de sodio en aortas toracicas postTCE. ..........cccccccevveueenee. 47
Figura 20. Efecto de la administracion de NaHS en los niveles de ROS en aortas

TOFACICAS POSEITCE ...ttt et e e esteenaesneenre s 48



indice de figuras

Figura 21. Expresion de las enzimas que sintetizan HzS en aortas toracicas postTCE

Figura 22. Efecto de la administracion de NaHS en la expresion de laeNOS y p-eNOS
en aortas toracicas POSITCE ........cciviiieie et 50
Figura 23. Mecanismos que conllevan a la disfuncion sensoriomotora y pérdida de peso
COPPOTrAl POSITCE. . viiiiiiieciiee ettt e e be e e sreeste e esneenre s 53
Figura 24. El efecto del H2S exdgeno en la disfuncion sensoriomotora y la pérdida de
peso corporal depende del tipo de donador y del tiempo de administracién y de
eValUACION POSETCE. .....cviiviiiece ettt et et re e ste e sneenre s 59
Figura 25. Resumen de los efectos de la administracion exdgena de H.S en las

alteraciones vasculares POSITCE. ........ccciiueiveieiiesie e e e ae e e 63



Indice de tablas

indice de tablas

Tabla 1. Vasos sanguineos: tipo, didmetro y funcion en el sistema cardiovascular de

los vertebrados y algunos iNVertebrados. .........cccocevvereieie e 7
Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del HaS ........c.cccooviviiiiccicccce e 17
Tabla 3. Pruebas estadisticas utilizadas para cada experimento. ...........cc.ceevevvevennnne 36

Tabla 4. Efecto de la administracion subcrénica de NaHS en los valores de frecuencia
cardiaca y presion arterial en animales inducidos a un TCE Severo. .......c.cccccceevennnne 38
Tabla 5. Efecto maximo y potencia del carbacol y noradrenalina en aortas toracicas
provenientes de los diferentes grupos experimentales. ...........cocooevereieniieninnnnenn 44
Tabla 6. Efecto maximo y potencia del NaHS en aortas toracicas provenientes de los
diferentes grupos eXPEriMENtAIES. ..........ccveiiveieieese e 46
Tabla 7. Efecto maximo y potencia del nitroprusiato de sodio en aortas toracicas

provenientes de los diferentes grupos experimentales...........ccocvvevereneninenieeeeenn 47



Resumen

Resumen

El traumatismo craneoencefalico (TCE) es una condicion que afecta al sistema nervioso
central y conduce a deficiencias sistémicas. Particularmente en el sistema cardiovascular, la
presion sanguinea es alterada después de un TCE severo. Debido a lo anterior, la hipertensién
es una de las comorbilidades mas frecuentes en los sobrevivientes de un TCE severo. Debido
a que se sabe que la hipertension esta relacionada con el decremento en la sintesis de sulfuro
de hidrégeno (H.S), el presente estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos de la
administracion subcroénica via intraperitoneal (ip) de NaHS, un donador exdgeno de H2S, en
las alteraciones vasculares inducidas por el TCE severo. Ratas Wistar macho fueron
sometidas a un modelo de lesion lateral por percusion de fluido y las aortas toracicas fueron
obtenidas 7 dias después de la induccién del TCE severo. La funcién vascular fue evaluada
determinando la frecuencia cardiaca y la presion arterial por el método pletismogréafico y
utilizando el modelo de 6rgano aislado. Por otro lado, los niveles de ROS se determinaron
por el método de DCF-DA mientras que la expresion de las enzimas productoras de H2S y la
eNOS se determino por la técnica de Western Blot. La funcién sensoriomotora fue evaluada
usando la prueba del neuropuntaje. Después de 7 dias de la induccion del TCE severo, los
animales mostraron 1) un decremento en el peso corporal; 2) una disfuncion sensoriomotora;
3) aumento en las variables de frecuencia cardiaca y presion arterial; 4) un aumento en los
niveles de estrés oxidante, 5) una disfuncion vascular caracterizada por un decremento en la
vasorrelajacion inducida por carbacol y un aumento en la contraccion inducida por
noradrenalina; y 6) una disminucién en la expresién de las enzimas productoras de H.S y la
eNOS. De manera interesante, la administracion subcronica de NaHS (3.1 mg/kg; ip; cada
24 horas por siete dias, iniciando 24 horas después de la induccion del TCE severo) evito la
alteracion en 1) la frecuencia cardiaca y la presion arterial; 2) la expresion de las enzimas
productoras de H»S, asi como la eNOS y su fosforilacion; 3) los niveles de estrés oxidante: y
4) la funcién vascular inducida por TCE severo, restaurando la vasorrelajacion dependiente
de carbacol y la vasoconstriccion inducida por noradrenalina sin tener efecto en el peso
corporal o en las alteraciones sensoriomotoras. Estos resultados sugieren que el H.S podria
ser empleado como una estrategia terapeutica novedosa para prevenir la hipertension

postTCE severo.




Abstract

Abstract

Traumatic brain injury (TBI) is a condition that affects the central nervous system and leads
to systemic impairments. Particularly, in the cardiovascular system, the systemic blood
pressure is altered after a severe TBI. Indeed, systemic hypertension is one of the most
frequent comorbidities in TBI survivors. Moreover, hypertension is related to a decrease in
hydrogen sulfide (H2S) synthesis. Therefore, this study aimed to assess the effects of i.p.
subchronic administration with NaHS, an exogenous H.S donor, on the TBI-induced vascular
impairments. Animals underwent a lateral fluid percussion injury, and thoracic aortas were
obtained seven days after severe TBI induction. The vascular function was measured with
hemodynamic variables and heart rate and using isolated tissue bath assays, the levels of
reactive oxygen species were measured with the DCF-DA technique and the expression of
H>S enzymes and eNOS was determined by Western Blot technique. The sensorimotor
function was evaluated using the neuroscore test. After seven days of the severe TBI
induction, animals showed: 1) a decrease in body weight, 2) sensorimotor dysfunction, 3) an
increase in hemodynamic variables and heart rate, 4) an increase in oxidative stress levels,
5) a vascular dysfunction characterized by a decrease in the vasorelaxation induced by
carbachol and an increase in contraction induced by norepinephrine, and 6) a decrease in the
expression of H,S-producing enzymes and eNOS. Interestingly, NaHS subchronic
administration (3.1 mg/kg; i.p.; every 24 h for seven days, starting 24 h after severe TBI
induction) avoided alterations in: 1) hemodynamic variables and heart rate, 2) expression of
H>S-producing enzymes as well as eNOS and its phosphorylation, 3) oxidative stress levels,
4) severe TBI-induced vascular dysfunction by restoring carbachol-dependent vasorelaxation
and norepinephrine-induced vasoconstriction without any effect on the body weight or
sensorimotor impairments. Taken together, these results, suggest H.S that could be used as a

novel therapeutic strategy to prevent post-severe TBI hypertension.




Introduccion

1. Introduccion
1.1. Traumatismo craneoencefalico
1.1.1. Definicién

El traumatismo craneoencefalico, de acuerdo con el CDC (Center for Disease Control and
Prevention, USA) se define como una interrupcion en la funcién del cerebro cuyo origen
puede ser un golpe directo, una sacudida repentina o una lesion penetrante en la cabeza (CDC,
2017a). El TCE resulta en diversas alteraciones que pueden llevar a una discapacidad
temporal o permanente en la funcidn cognitiva o motora (American Association Neurological
Surgeons, 2020). En la clinica, la escala de coma de Glasgow se utiliza para clasificar al TCE

en leve (14-15 puntos), moderado (9-13 puntos) o severo (3-8 puntos) (Mena et al., 2011).

1.1.2. Epidemiologia

En los ultimos afios, el TCE se ha convertido en un problema de salud pablica a nivel global.
Se estima que cada afio entre 64 y 74 millones de personas sufren de un TCE a nivel global
(Haarbauer-Krupa et al., 2021). En el 2018 se publicé que la incidencia anual del TCE era de
939 casos por cada 100,000 habitantes. De esos casos, 740 casos correspondian a un TCE

leve y 73 casos correspondian a un TCE moderado/severo (Dewan et al., 2018).

En México, el TCE es la cuarta causa de muerte con una mortalidad de 38.8 por cada 100,000
habitantes, afectando principalmente a personas de entre 15 a 45 afios (Carrillo-Esper &
Meza-Marquez, 2015). La poblacién en riesgo de sufrir un TCE son las personas que
practican deportes de contacto como es: futbol americano, rugby, futbol soccer, boxeo, lucha
libre, baloncesto y hockey. Sin embargo, los accidentes de trafico es la causa mas comun,
con un 75% de los casos, aunado a los accidentes de motociclistas y personas que manejan
en estado de ebriedad (Carrillo-Esper & Meza-Marquez, 2015; Ortiz, 2016). Un gran
porcentaje de sobrevivientes a un TCE moderado o severo tienen secuelas incapacitantes de
por vida, las cuales afectan también a nivel economico, ya que el CDC estimo

aproximadamente un gasto de $76.5 mil millones de dolares en el 2010 (CDC, 2017b).
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1.1.3. Fisiopatologia

El TCE genera una serie de eventos que culminan con el dafio cerebral y, a largo plazo, con
complicaciones a nivel sistémico. Para abordar la fisiopatologia del TCE las lesiones se

dividen en lesiones primarias y lesiones secundarias.

1.1.3.1.  Lesiones primarias

Las lesiones primarias representan el dafio focal, presentandose inmediatamente
(aproximadamente 100 milisegundos después del impacto) como resultado del dafio
mecanico directo. Las lesiones primarias incluyen a los hematomas intracraneales, fracturas
de craneo, laceraciones, contusiones y heridas penetrantes (Sande & West, 2010; Kaur &
Sharma, 2018).

Un tipo importante de lesion primaria es la lesién axonal difusa. Este tipo de lesion excede
los limites del sitio del impacto y se expande en todo el cerebro. Se presenta cuando el origen
del TCE proviene de un movimiento de aceleracidon/desaceleracion ya que en este tipo de
movimientos se inducen tensiones dindmicas de cizallamiento, traccién y compresion que
dafian las redes axonales profundas del cerebro (Mustafa & Alshboul, 2013).
Desafortunadamente, las lesiones primarias no se pueden prevenir; sin embargo, pueden

tratarse para evitar que evolucionen a las lesiones secundarias.

1.1.3.2.  Lesiones secundarias

Las lesiones secundarias son los eventos bioquimicos, celulares y fisiolégicos que ocurren
durante la lesion primaria que pueden progresar a dafios sistémicos con una duracién de horas
a afios (Ng & Lee, 2019). Las principales lesiones secundarias en pacientes con TCE son la
isquemia, hipoxia, edema cerebral, elevacion de la presion intracraneal, acidosis, liberacion
de neurotransmisores excitadores (glutamato y aspartato) y formacion de radicales libres.

Todos los eventos secundarios culminan en (figura 1) (Ng & Lee, 2019; Faridar et al., 2011):

e Excitotoxicidad: se presenta un desbalance entre las sinapsis inhibitorias (GABA) y

un aumento en las sinapsis excitadoras (glutamato) lo que induce el aumento de la
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produccion de ATP, ademas del aumento de calcio intracelular conllevando a la

hiperexcitabilidad y muerte neuronal.

e Estrés oxidante, caracterizado por el aumento de las ROS provocado por las multiples
hemorragias, aumentando compuestos como el 4-hidroxi-2-nonenal por la
peroxidacion de lipidos que generan agregados de a-sinucleina que favorece la

formacion de ROS.

e Neuroinflamacién, mediada por un aumento en la liberacion de mediadores
inflamatorios, como son citocinas en el parénquima cerebral, por el sistema inmune
y la sobreactivacion de la microglia. Una de las proteinas involucradas es la SI00A-
9 que conduce a vias de apoptosis y la formacién de ROS. Otras proteinas
relacionadas a enfermedades neuroldgicas son segregadas como es la proteina f-

amiloidea (relacionada con Parkinson).

e Disrupcion de la barrera hematoencefalica, caracterizada por la disminucion de
proteinas relacionas con las uniones herméticas (ocludina, claudina-5) y adherentes

(Z20-1), resultando en un aumento de la permeabilidad.

Recientemente, se encontré que el TCE induce pérdida de peso acompafiada de un dafio
neuromotor, aumentando la excitabilidad hipocampal y una mayor muerte neuronal

hipocampal (Santiago-Castafieda et al., 2020; Segovia-Oropeza et al., 2020).

En conjunto, las lesiones primarias y secundarias provocan un desbalance de los mecanismos
centrales induciendo un estado de inflamacion a nivel sistémico. Dicho estado inflamatorio
contribuye a la disfuncion de 6rganos extra cerebrales, por lo que el TCE es un problema a

nivel central y a nivel periférico (Kinoshita, 2016).
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Figura 1. Esquema general de las lesiones secundarias postTCE. P2Y 1R, receptor P2Y1;
EAATS transportador de aminoécidos excitadores; A, proteina -amiloidea; ROS, Especies
de oxigeno reactivas; iINOS, éxido nitrico sintasa inducible; COX-2, cixlooxigenasa-2; CytC
citocromo C; PDC, complejo piruvato deshidrogenasa; PgP, glicoproteina P. TJ: proteinas
de las uniones estrechas; ZO-1: Zonula 1. (Ng & Lee, 2019; Faridar et al., 2011)

1.1.4. Consecuencias sistémicas postTCE

Se ha reportado que el 89% de los pacientes que padecen un TCE severo pueden presentar
una disfuncion organica significativa (Wijayatilake et al., 2015). Dichas complicaciones
pueden originarse del efecto directo del traumatismo (liberacion excesiva de catecolaminas
y neuroinflamacién) o como resultado de los efectos secundarios de la terapia (tratamiento

en terapia intensiva dirigida a problemas neurolégicos y pueden generar complicaciones no
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neuroldgicas) (Corral et al., 2012). De acuerdo con Zygun y colaboradores, los principales
sistemas que sufren una disfuncion organica postTCE son el respiratorio (81%),
cardiovascular (52%), renal (8%) y hepético (7%) pero también se ve involucrado el sistema

endocrino y el sistema inmunoldgico (Zygun et al., 2005; Sabet et al., 2021).

Las interacciones neuroldgicas-cardiacas se afectan después de un TCE. En este sentido, el
TCE ocasiona disfunciones electrofisioldgicas y miocardicas. Esto es debido al aumento de
la presion intracraneal que afecta a zonas desencadenantes como es la arteria cerebral
anterior, nucleos del tracto solitario, bulbo raquideo e hipotalamo (Sedy et al., 2015;
Wijayatilake et al., 2015). EIl estimulo en estas zonas desencadena una liberacion excesiva
de catecolaminas al torrente sanguineo, una disfuncién autondémica y una respuesta

inflamatoria sistémica (Wijayatilake et al., 2015).

1.1.4.1. Consecuencias en el sistema cardiovascular postTCE

Con respecto al sistema cardiovascular, diversos autores reportaron que después de un TCE
puede inducir isquemia subendocérdica, disfuncién endotelial e hipertension arterial
sistémica (Prathep et al., 2014; Siwicka-Gieroba et al., 2021; Gaddam et al., 2015). A nivel
clinico, en pacientes que sufrieron un TCE, se ha observado anomalias en los segmentos ST
y en la onda T. Asimismo, un aumento en la dispersion del intervalo QT (diferencia entre el
intervalo QT méaximo y minimo) en el electrocardiograma. Estos cambios observados se

relacionan con un dafio al miocardio postTCE. (Sabet et al., 2021, Fan et al., 2012).

Con relacion a los cambios en la presion arterial, se ha reportado que después de 13 horas y
hasta 24 horas postTCE, los pacientes presentan una disfuncion sistolica, la cual se acomparia
de una disminucién en la presion arterial y la frecuencia cardiaca (Krishnamoorthy et al.,
2017). Aunado a esto, se observo que después de 3 dias postTCE existe disfuncion
autondémica en los pacientes caracterizada por una pérdida del tono miogénico vascular y/o
una disminucion del tono vagal (Bishop et al., 2017). Un estudio retrospectivo a 10 afios
demostré que la hipertension es la tercera comorbilidad mas frecuente en los pacientes

sobrevivientes de un TCE (Hammond et al., 2019). Es importante sefialar que dichas
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alteraciones cardiovasculares repercuten en la recuperaciéon de los pacientes (Hilz et al.,
2017).

Por otra parte, en ensayos preclinicos con el modelo de lesion por percusién de fluidos (LPF)
se encontré un aumento de la enzima cardiaca troponina | a partir de 1 a 4 horas postTCE
(Rimaz et al., 2019) y una disminucion en la fraccion de eyecciéon y en la fraccion de
acortamiento en el corazon (Sabet et al., 2021). Se ha reportado que después de un TCE se
presentan fluctuaciones en la presién arterial durante los primeros 6 dias de evaluacién
(McMahon et al., 2011; Umemoto et al., 2019; Larson et al., 2012; Chen et al., 2019).
Asimismo, después de 7 dias y hasta 28 dias de evaluacion postTCE se encontré que los
animales presentan hipertension arterial (Huerta de la Cruz et al., 2022). En su conjunto, estos
resultados apoyan la idea de que la hipertension arterial es una de las complicaciones que se
mantienen en los sobrevivientes de un TCE severo. En la siguiente seccion se estudia a
profundidad la fisiologia de los vasos sanguineos y sus alteraciones que pueden desencadenar

la hipertension arterial.

1.2. Vasos sanguineos

El sistema cardiovascular tiene como objetivo el poder proporcionar suministro de sangre a
todo el cuerpo. Dicho sistema esta compuesto principalmente por: 1) el corazén y 2) los vasos
sanguineos. El corazon funciona como una bomba que expulsa la sangre hacia todos los
tejidos a traves de los vasos sanguineos (Klabunde, 2012; Chaudhry et al., 2021). Los vasos

sanguineos se clasifican de acuerdo con el calibre y su funcién (Tabla 1).

Actualmente, se ha reportado que los vasos sanguineos tienen otras funciones fisiologicas
aparte de ser conductos de transporte, por ejemplo, participan activamente en el desarrollo
de organos, la morfogénesis de tejidos, en el proceso de inflamacion, en la formacién de
barreras y en la cicatrizacion de heridas (Ramasamy et al., 2017). La mayoria de los vasos

sanguineos comparten la misma composicion, la cual se detallaré en la siguiente subseccion.
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Tabla 1. Vasos sanguineos: tipo, diametro y funcidn en el sistema cardiovascular de los
vertebrados y algunos invertebrados (Klabunde, 2012).

] Diametro ]
Tipo de vaso sanguineo Funcién
(mm)
Aorta (arteria de gran - Amortiguadora del pulso y
calibre) distribucion
Arterias de mediano calibre 1.0-10.0 Distribucion
Arterias de pequefio calibre 0.2-1.0 Distribucion y resistencia
_ Resistencia (presion / regulacion del
Arteriolas 0.01-0.20 _
flujo)
Capilares 0.006-0.010 Intercambio*
] Intercambio*, coleccion* y
Vénulas 0.01-0.20 o
capacitancia
Venas 0.2-10.0 Capacitancia (volumen sanguineo)
Vena Cava 35 Coleccion*

*: 02, CO2, H20, electrolitos, proteinas, sustratos y subproductos metabodlicos, hormonas

circulantes

1.2.1. Composicion de los vasos sanguineos

La mayoria de los vasos sanguineos estan compuestos por 3 capas (excepto los capilares y
las pequefias vénulas postcapilares) (Figura 2): 1) la capa mas externa es la tlnica adventicia,
cuyos componentes son fibroblastos y miofibroblastos ademas de residir las terminaciones
nerviosas del sistema nervioso simpatico, 2) la tinica media, la cual estd compuesta por
células de musculo liso vascular (MLV) y 3) la tunica intima, la capa més interna, la cual
esta en contacto con los componentes sanguineos y que la conforman las células endoteliales
(Klabunde, 2012). El endotelio vascular es una monocapa de células endoteliales con un
espesor de 80 nm. Estas células tienen una orientacién a lo largo de la pared sanguinea con
el proposito de minimizar el esfuerzo cortante que la sangre ejerce (Kriiger-Genge et al.,
2019).
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Figura 2. Distribucion de las diferentes capas en los vasos sanguineos y sus
componentes. Los vasos sanguineos estan recubiertos en su parte mas externa por una capa
de tejido adiposo perivascular, en este tejido se encuentran células del sistema inmunoldgico
como son los macrdfagos. Posteriormente se encuentra la tunica externa o adventicia donde
se tiene miofibroblastos, fibroblastos y terminaciones nerviosas especificamente del sistema
nervioso simpatico que inerva a la tunica media que la compone celulas del MLV y por
Gltimo en la parte méas externa la tanica intima. Entre la tGnica intima y la tanica media se
encuentra una ldmina elastica al igual que entre la tunica media y la tlnica adventicia.
(Klabunde, 2012).

1.2.2. Mecanismos para regular el tono vascular
1.2.2.1. Vasorrelajacion dependiente de endotelio

El endotelio vascular es un Organo activo paracrino, endocrino y autocrino que es
indispensable para la regulacion del tono vascular y de mantener la homeostasis vascular
(Hadi et al., 2005). El endotelio vascular modula respuestas inflamatorias, coagulacion,
angiogenesis y diametro vascular (Kriiger-Genge et al., 2019). Existen dos vias involucradas
con la vasorrelajacion dependiente de endotelio: la via del 6xido nitrico (NO) y la

hiperpolarizacion dependiente de endotelio.
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El NO, descrito por Furchgott como el factor relajante derivado del endotelio (Furchgott &
Vanhoutte, 1989), es una molécula pequefia considerada como el primer gasotransmisor
identificado. El término “gasotransmisor” se introdujo en 2002 para describir a moléculas
que comparten las siguientes caracteristicas comunes: 1) ser una molécula gaseosa pequefia,
2) tener la capacidad de atravesar la membranas celulares libremente, 3) se producen de
forma enddgena por diferentes vias enzimaticas, 4) el uso de donadores exdgenos puede
mimetizar los efectos de la molécula enddgena, 5) poseen funciones especificas en
concentraciones fisioldgicas relevantes y 6) participan en vias de transduccion de sefiales y
tienen blancos especificos (Wang, 2003). La enzima que sintetiza el NO es la 6xido nitrico
sintasa (NOS), la cual tiene 3 isoformas dependiendo de donde se sintetiza: nNOS (neuronal-
sistema nervioso central), eNOS (endotelio vascular) e iNOS (inducible en células del
sistema inmune) (Chachlaki & Prevot, 2019). En el endotelio vascular, el NO se produce a
través de la oxidacion, mediada por la eNOS, del aminoacido L-arginina dando como

producto al NO y la L-citrulina (Figura 3).

Agonista:
Acetilcolina
Bradicinina

BH,, FAD, O;, NADPH,
FMN

L-arginina

Célula endotelial

L-citrulina

NO

GTP
Guanilato

>ciclasa soluble
C;.\QPKG «—GMPc

Fosfodiesterasa-5
\ =)
GMP

Célula de musculo TRPC6
liso vascular

Vasoconstriccion

Figura 3. Sintesis de NO y sus efectos en la célula de musculo liso vascular. Gq: proteina
G subunidad g, IPs: inositol-1,4,5-trisfosfato, CaM: calmodulina, BH4: tetrahidrobiopterina,
FAD: flavin adenin dinucle6tido, NADPH: nicotinamida-adenina dinucle6tido fosfato, GTP:
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trifosfato de guanosina, GMP: monofosfato de guanosina (Modificado de Llorens et al.,
2002).

Para sintetizar NO, la eNOS requiere oxigeno molecular y un conjunto de cofactores como
es el NADPH, FAD, flavina mononucleétido (FMN), tetrahidrobiopterina (BHa) asi como el
complejo calcio-calmodulina (Ca?*/CaM). Este complejo se origina con la entrada de calcio
a las células endoteliales por sustancias quimicas como la acetilcolina y la bradicinina, que
fungen como agonistas de receptores acoplados, principalmente, a proteinas Gq (Villalba et
al., 2017).

Una vez generado, el NO, al ser un gas, difunde a las células del MLV, donde activa a la
enzima guanilato ciclasa soluble (GCS), que convierte al GTP a GMP ciclico (GMPc). A su
vez, el GMPc activa a la PKG (proteina cinasa G) que tiene como funcion principal promover
la vasorrelajacion a través de la fosforilacion de varias proteinas en el musculo liso y evitar
el aumento de calcio al citosol del MLV (Villalba et al., 2017). Finalmente, existen moléculas
en el citosol del MLV que hidrolizan al GMPc a GTP, llamadas fosfodiesterasas (PDE), estas
enzimas tienen como funcion la modulacion de la duracion e intensidad de la respuesta
intracelular del GMPc. Existen 11 familias de las enzimas PDE, la familia PDE-5 es la
predominante en el MLV (Chachlaki & Prevot, 2019). Se han reportado diferentes
mecanismos por los cuales se aumenta la actividad de la eNOS siendo la fosforilacion de la

eNOS el mecanismo por excelencia para aumentar dicha actividad (Fleming, 2009).

La eNOS puede ser fosforilada en diferentes residuos: serina, treonina o tirosina (Kolluru et

al., 2010). La fosforilacion en los residuos Ser', Ser® y Ser't’” resultan en la activacion de

116 497

la eNOS. Mientras que, la fosforilacion en los residuos Ser~° y Tre*’ reduce la funcion de
la eNOS (Kolluru et al., 2010). Ejemplo de moléculas que inducen la fosforilacion de eNOS
es el VEGF (figura 4) la cual, al activar a su receptor, conlleva a la activacion de Akt
dependiente de PI3-cinasa (PI3K), lo que da como resultado la fosforilacion de la eNOS en
el residuo Sert’’

liberacion de NO (Chen et al., 2006; Oubaha & Gratton, 2009)

, conduciendo a una mayor actividad de la eNOS y por lo tanto una mayor
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Figura 4. Fosforilacion de la eNOS. Una de las moléculas capaces de inducir la
fosforilacion de la eNOS es la molécula de VEGF, la cual se une a su receptor VEGFR-2
induciendo su dimerizacion y su autofosforilacion. La fosforilacion en el residuo Tir®®?,
induce la activacion de la proteina TSAd (Proteina adaptadora especifica de células T) y
puede activar directamente a la PI3K o por medio de la proteina Src (proto-oncogeén tirosina-
proteina cinasa) activando la Akt provocando la fosforilacion del residuo Serll177 y asi
aumentar la actividad de la eNOS; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular;
VEGFR2: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2; PIP,: fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato; PIPs: fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato; Akt: proteina cinasa B; eNOS: sintasa
del oxido nitrico endotelial (Mattapally & Banerjee, 2011)

Cuando hay una disminucion en la fosforilacion de la eNOS se presentan diversas
complicaciones como es la disfuncion endotelial, que conduce a hipertension, dislipidemia y
otras enfermedades. Por lo que el inducir la fosforilacion de la eNOS, principalmente en el
residuo de Ser'!””, funciona como un enfoque para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares en modelos de diabetes, obesidad, hipertensién y sindrome metabdlico
(Kolluru et al., 2010).
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Existe otro mecanismo de vasorrelajacion que se lleva a cabo directamente en el masculo
liso vascular mediante la activacion de receptores 2-adrenérgicos (figura 5), los cuales estan
acoplados a la via Gs siendo la adrenalina el agonista principal de estos receptores. La
vasorrelajacion se da por la inhibicion de la MLCK a causa del aumento del AMP ciclico
(AMPc) (Klabunde, 2012).

1.2.2.2.  Vasoconstriccion en el musculo liso vascular

La vasoconstriccion del vaso sanguineo se lleva a cabo principalmente por activacion del
receptor a-adrenérgico en el musculo liso vascular (figura 5) (Brozovich et al., 2016). En el
musculo liso vascular se expresan receptores a1 y op-adrenérgicos, los cuales pueden
activarse por la noradrenalina liberada de las terminaciones nerviosas simpaticas. El receptor
az-adrenérgico estd acoplado a una via de sefializacion Gq, lo que induce un aumento de la
concentracion de calcio citosolico y activa a la cinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK), la cual fosforila a la cadena ligera de la miosina en presencia de ATP. Dichas
cadenas son subunidades reguladoras para la formacion de puentes cruzados entre las cabezas
de miosina y los filamentos de actina lo que concluye en la vasoconstriccion (Klabunde,
2012). De manera paralela, la activacion de la via Gq activa la via de la proteina RhoA, la
cual permite la inhibicion de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP), esta
enzima evita la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina y por tanto la vasoconstriccion
(Chen et al., 2022).

Por otro lado, la noradrenalina puede unirse también a los receptores az-adrenérgicos, el cual
esta acoplado la via Gi, esta via tiene como resultado la inhibicion de la formacion de AMPc,
esta molécula inhibe a la MLCK, por lo que la disminucién del AMPc favorece la

vasoconstriccion (Klabunde, 2012).

En el MLV también se expresan canales de calcio cuya activacion induce la entrada del ion
al citosol, como son los canales TRPC6 (Smith et al., 2020). Diversos estudios han reportado
que después de un TCE severo puede presentarse un desbalance entre los factores

vasorrelajantes y contractiles que conllevan a una disfuncion vascular.
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Figura 5. Mecanismos de vasoconstriccion en el musculo liso vascular. La
vasoconstriccion del musculo liso vascular estd mediada por diferentes vias de sefializacion
regulada por el aumento de calcio en el citosol de la célula por la activacion de receptores a-
adrenérgicos. A: adrenalina, Na: Noradrenalina, PLCP: fosfolipasa C beta, TRPC6: Canal de
cation, potencial de receptor transitorio subfamilia 6, IP3: fosfatidil inositol trifosfato, CaM:
complejo calcio-calmodulina, MLCK: cinasa de la cadena ligera de la miosina, MLCP:
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina, RhoA: proteina transformadora, ROCK: proteina
cinasa asociada a Rho, AC: adenilato ciclasa (Brozovich et al., 2016)

1.2.3. Disfuncidn vascular postTCE

La disfuncion vascular esta caracterizada por una reduccion de la biodisponibilidad de
agentes vasodilatadores, particularmente del NO, y/o un incremento en los factores
contractiles (Van Sloten, 2019). Como resultado, se presentan estados proinflamatorios,
proliferativos y procoagulantes que favorecen todas las etapas de la aterogénesis y el aumento

de la presion arterial sistémica (Hadi et al., 2005).
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A la fecha, existen evidencias de que los cambios en la presion arterial inducidos por un TCE
severo pueden estar mediados por hiperactividad simpatica (Huerta de la Cruz et al., 2022)
asi como alteraciones en el tono vascular (Chen et al., 2019, Villalba et al., 2017). En este
sentido, se reportd que a partir de las 24 h postTCE (leve o moderado) existe una disminucién
de las respuestas vasorrelajantes dependientes de NO y un aumento de las respuestas
contractiles inducidas por noradrenalina en vasos sanguineos (aorta, mesentérica), lo que
sugiere que el TCE es capaz de inducir disfuncion vascular en vasos sanguineos sistémicos
(Chenetal., 2019, Villalba et al., 2017).

Evidencias experimentales indican que dicha disfuncién vascular postTCE puede esta
mediada por: (1) una alteracion de la sintesis de NO en las células endoteliales a causa del
aumento del estrés oxidante (Villalba et al., 2017); (2) la activacion del canal receptor de
potencial transitorio C subtipo 6 en el muasculo liso vascular (TRPC6, Figura 5) (Chen et al.,
2019); y (3) una sobreactivacion de receptores a-adrenérgicos por hiperactividad simpatica
(Huerta de la Cruz et al., 2022).

1.2.3.1.  Estrés oxidante

Las lesiones secundarias derivadas del TCE tienen como consecuencia el aumento del estrés
oxidante. Dicho aumento estd caracterizado por la formacion de radicales libres. Los
radicales libres son &tomos o grupos de atomos con un numero no pareado de electrones que
pueden ser formados cuando el oxigeno interactda con ciertas moléculas. Una vez formados,
los radicales libres son muy reactivos y pueden iniciar una reaccion en cadena (Cornelius et
al., 2013). Entre estos radicales libres se encuentran las ROS, las cuales se describen como
un tipo de molécula inestable que contiene oxigeno y que reaccionan facilmente con otras
moléculas en una célula cuya acumulacion puede dafiar al DNA, RNA y proteinas, y puede

causar la muerte celular (Ray et al,, 2012).

Después de un TCE ocurre la generacion severa de ROS en el parénquima cerebral
(Kuriakose et al., 2019), entre los que destacan los aniones superdxido (Oze-), peroxido de
hidrogeno (H20) y radicales hidroxilo (*OH). El endotelio vascular, que regula el paso de

macromoléculas y células circulantes de la sangre a los tejidos, es objetivo del estrés oxidante
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y desempefian un papel fundamental en la fisiopatologia de varias enfermedades y trastornos

vasculares entre ellos la disfuncion endotelial (Cornelius et al., 2013; Hadi et al, 2005).

En modelos animales, usando el modelo de impacto cortical controlado (ICC) se encontraron
niveles altos de peroxido de hidrdgeno y radicales libres (Lutton et al., 2019). En el caso de
la vasculatura sistémica, los niveles del potencial REDOX (indicador de estrés oxidante) se
encuentran elevados después del TCE a causa de la formacién del radical superoxido. Estos
hallazgos tienen como punto final el desacople de la eNOS (Villalba, 2017) (figura 6).

1.2.3.2. Desacoplamiento de la eNOS

El desacoplamiento de la eNOS (figura 6) esta descrito como un mecanismo que conduce a
la disfuncion endotelial por la produccién de radicales libres por parte de la eNOS en lugar
del NO (Yang-Ming et al., 2009). Este fendbmeno esta dado principalmente por la oxidacion
de la tetrahidrobiopterina (BH4), la cual al oxidarse induce la formacién de dihidrobiopterina
(BH>), favoreciendo el aumento del estrés oxidante (Yokoyama & Hirata, 2007; Santhanam
etal., 2015).

Por otro lado, en un trastorno hipertensivo en mujeres con preeclampsia, el estrés oxidante
que se presenta provoca el aumento de la actividad de la arginasa provocando que esta enzima
utilice a la L-arginina en vez de la eNOS disminuyendo la produccion de NO y también
aumentando la produccién del radical superoxido y por ende el estrés oxidante
(Sankaralingam et al., 2010).

Por ello es relevante usar moléculas que puedan disminuir el estado de estrés oxidante y
evitar el desacoplamiento de la eNOS, entre estas moléculas se encuentra el sulfuro de

hidrégeno.
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Figura 6. Desacople de la eNOS causado por el estrés oxidante. En condiciones
fisioldgicas, el BH4 es cofactor de la eNOS para la produccion de L-citrulinay NO. Ademas,
la actividad de la arginasa se mantiene junto con la liberacion de ornitina. En condiciones de
estrés oxidante, moléculas como el peroxinitrito oxidan al BH4 pasando a BH: la cual
sustituye al cofactor BH4 en la eNOS provocando una disminucion de la produccion de NO
y aumenta la formacion de O™ que, junto al NO forma peroxinitrito, aumentando el estado
de estrés oxidante. Asimismo, aumenta la actividad de la arginasa, aumentando la formacion

de ornitina aumentando la rigidez vascular (Villalba et al., 2017)
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1.3. Sulfuro de hidrégeno

Afios atras, el H2S se conocia por ser un gas toxico capaz de inhibir a la enzima citocromo ¢
oxidasa (Nicholls, 1975) y ser utilizado como un arma quimica en la Primera Guerra Mundial
(Kumar et al., 2018). Una exposicion a 300-500 ppm de H.S conduce a un edema pulmonar
y una exposicion mayor a 500 ppm conduce rapidamente a una pérdida del conocimiento,
interrupcion en la respiracion y, por ende, la muerte (Filipovic et al., 2018). Sin embargo, en
1996 se reporto que el H2S puede ser sintetizado endogenamente y, ademas, cumple con un
papel como neuromodulador (Abe & Kimura, 1996). Por lo que su estudio ha tomado gran

relevancia en los Gltimos afios.

1.3.1. Propiedades fisicoquimicas

El H>S es un gas incoloro e inflamable con un caracteristico olor a huevo podrido. En la
siguiente tabla se resume las propiedades fisicoquimicas (tabla 2) (Wen et al., 2018; National

Center for Biotechnology Information, 2022):

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del H2S

Propiedades Caracteristicas

En agua: 1g en 242 mL (20°C; solucidn saturada)

Solventes lipofilicos: glicerol, gasolina, queroseno,

Solubilidad
sulfuro de carbono
Solventes polares: metanol, acetona.
Acidez Acido débil
pKa 6.76 (37°C)
Momento dipolar 0.97D
Densidad 1.36 kg/m?®
o 18.5% H,S
Disociacion pH= 7.4 a 37°C
81.5% HS
Permeabilidad Atraviesa facilmente células de todo tipo
Hidrolisis H;S & H*+ HS & 2 H" + S*

Dosis letal >500ppm en humanos
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Dadas las caracteristicas fisicoquimicas del H2S, se le considera como el 3* gasotransmisor,
junto al NO y el CO (monoxido de carbono) (Vandiver & Snyder, 2012). Las concentraciones
de H.S circulante en el plasma sanguineo humano es de 10-100pM mientras que en tejidos
como el cerebro se incrementa entre 50-160 pM. La mayor parte de la produccion de H2S se
da en los tejidos vasculares. Un estudio en rata revelé que en la aorta toracica se encuentra
mas cantidad de H2S que en la vena porta (Wen et al., 2018; Zhao et al, 2001). EI 81.5% del
H2S se encuentra como grupo HS". Este grupo puede formar enlaces covalentes, reaccion

conocida como persulfuracion (Filipovic et al., 2017).

1.3.2. Biosintesis y metabolismo

La sintesis de H.S puede darse por 2 vias: la via enzimatica y la via no enzimética (Figura
7). En la via enzimatica se encuentra la participacion de la cistationina-pB-sintasa (CBS),
cistationina-y-liasa (CSE) y la 3-mercaptopiruvato sulfurotransferasa (3-MST) (Zaorska et
al., 2020). La CBS y la CSE son enzimas dependientes de PLP que estan localizadas en el
citosol y comprenden la ruta de transulfuracion, mientras que la 3-MST, la cual es

independiente de PLP, se encuentra en la mitocondria (Cao et al. 2018).

La enzima CBS se expresa predominantemente en el cerebro y en el rifion, y su regulacion
depende de varios cofactores y activadores, por ejemplo, la unién alostérica de S-
adenosilmetionina (SAM) protege a la CBS de la protedlisis e in vitro se ha comprobado que
aumenta la actividad de la enzima. Otra forma de regular su actividad es mediante las
modificaciones postraduccionales como es la sumoilacion por parte de la proteina
modificadora similar a la ubiquitina-1 (SUMO-1) (Renga, 2011; Hung & Moore, 2015).

La distribucion de la CSE es mayor a la enzima CBS, ubicandose mayormente en el intestino
delgado, estomago, vena porta, aorta toracica, pancreas, Utero, etc. Se ha reportado que la
CSE es la principal enzima de HS en el higado. La modulacién de su actividad es por el
complejo calcio-calmodulina. Sin embargo, esto ain no esta entendido completamente, ya
que algunos estudios revelan que este complejo no afecta la produccion de HzS por parte de

la CS; sin embargo, también se ha reportado que sufre de mecanismos de sumoilacion (Hung
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& Moore, 2015; Renga et al., 2009). Por ultimo, la 3-MST se ha estudiado en el epitelio
tubular proximal del rifidén, hepatocitos, células cardiacas y neurogliales. Su actividad esta
regulada por calcio y puede inhibirse por aspartato (inhibidor de la CAT). Por otro lado, el
estado REDOX influye en su regulacion dada la cantidad de cisteinas que contiene en su sitio
catalitico (al menos 3) (Hung & Moore, 2015).

Via enzimatica

Serina + homocisteina )
Metabolismo

0| €BS

Hz

Cistationina

toalutarat Polisulfuros
a-cetoglutarato

NH. «| CSE

CBS L CSE

SQR/ETHE1
H;S  +———— Lcisteina — S04%

sustitucion-B Reaccién de ruptura a,8
Reaccion de ruptura ay
a—cetoglutarato Reaccion de ruptura y CBS Barrido
) CAT CSE Metahemoglobina

Glutamato 3-MST Glutation oxidado

A, —b
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RSH)
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Tiosulfato )
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Figura 7. Biosintesis y metabolismo del H2S. En la caja naranja se engloba los 3
mecanismos enzimaticos por los cuales se forma el H»S. En la caja morada se muestra la via
no enzimatica por la cual se libera el gas. En la caja amarilla se muestran las diferentes rutas
por las cuales se metaboliza el H,S. SOD: superéxido dismutasa, CAT: cisteina
aminotransferasa, SQR: sulfuro quinona oxidorreductasa, ETHEL: persulfuro dioxigenasa,
CDO: cisteina dioxigenasa, GSH: glutation, RSH: grupos tioles, RSSR: compuestos
disulfuro (modificado de Lv et al., 2020).

La produccion no enzimatica de HS se lleva a cabo a través de una reduccion quimica del
azufre de sulfanos (los cuales son atomos de azufre que se encuentran unidos covalentemente

y que, debido a su inestabilidad liberan azufre libre) que requiere de los coactivadores NADH
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y NADPH (Cao et al., 2019; Wood, 1987). Por lo que a partir de persulfuros, tiosulfatos y
polisulfuros se puede obtener H,S y otros metabolitos (Cao et al., 2019). Uno de los factores
que promueven la produccion de H»S por la via no enzimética es la hiperglucemia (Wang,
2002). Otra fuente de H>S es a partir de la microbiota. Algunas bacterias de la microbiota
pueden tomar polisulfuros organicos provenientes de la dieta (ajo, cebolla, etc.) para liberar
H>S. Esta via proporciona una fuente de energia para algunas células epiteliales y de la lamina
propia (Wallace et al., 2017).

El H.S se metaboliza por 3 vias principales: 1) por oxidacién mitocondrial pasando a
tiosulfato y posteriormente a sulfito y sulfato; siendo éste el principal producto final de
metabolismo del H2S; 2) por metilacion a dimetilsulfuro, en el citosol, por medio de laenzima
tiol-S-metiltransferasa; y 3) por unién a la hemoglobina llevando a la formacion de
sulfohemoglobina o0 metahemoglobina (Yu et al., 2014).

1.3.3. Persulfuracion de proteinas

El H.S es una molécula que puede reaccionar con residuos de cisteina de algunas proteinas;
modificacion postraduccional que se le conoce como “persulfuracion” (Paul & Snyder,
2015). De acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas, el H2S en condiciones fisioldgicas
(pH=7.4) se encuentra disociado en 3 entidades diferentes: H2S (75%), HS (20%) y S? (~5%)
(dado su pKa de 6.77), permitiendo que se lleve a cabo las reacciones de persulfuracion. Para

que esto ocurra, los residuos de cisteina deben poseer un pKa bajo.

Estrictamente, el H2S no puede actuar directamente con los grupos tioles (-SH) sino en grupos
oxidados como son: &cidos sulfonicos (-SOH), cisteinas nitrosadas en S (-SNO) o proteinas
con disulfuros de cisteina (-S-S-) (Mustafa et al., 2009). Igualmente, los productos de la
reaccion de persulfuracion pueden reaccionar directamente con los grupos tioles mediante

una reaccion de desplazamiento (figura 8) (Zhang, 2017; Meng et al., 2017).

El resultado de la persulfuracion es la formacion de grupos hidropersulfuros (-SSH). Estos
grupos difieren de los grupos tioles al tener una capacidad nucledfila méas fuerte lo que

conlleva a una mayor reactividad quimica. Al contar con un pKa bajo, permite que los grupos
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-SHH se conviertan en donantes de hidrogeno mas activos que los -SH. Asimismo, los
radicales provenientes de los grupos -SHH (el grupo pertiilo RSSe) tienen mayor estabilidad

siendo un importante factor antioxidante (Zhang et al., 2017).

Reaccion
con grupos SH + —— Noocurre
tioles reaccion
Reaccion
con &cidos SOH + —_— SSH + HAH
sulfénicos
SNO + ([ H,S | — SSH + [EIN[s)
Reaccion
con grupos
S-nitrosado
SNO + — s+ (0D
Reaccion
con S SSH
disulfuros |+ HS | —— SH
de cisteina

SH + SSH —» SSH + H
Reaccion

entre
H 4 — OSSH .

persulfuros

Figura 8. Reacciones de persulfuracion por el HzS. Los grupos con acidos sulfénicos, con
grupos S-nitrosado y con disulfuros de cisteina pueden reaccionar con el H>S de manera
directa. Notese que el H2S no puede reaccionar con los grupos tioles per se, pero si los grupos
que han sido hidropersulfurados puedes interaccionar directamente con grupos tioles. HNO:
nitroxilo; HSNO: &cido tionitroso. RSSH: hidropersulfuros. RSH: tioles. (Zhang et al., 2017).

Diferentes publicaciones indican que las reacciones de persulfuracion son las responsables

de los efectos bioldgicos por parte del H2S y sus donadores. En el sistema cardiovascular, se
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encuentran diferentes enzimas, receptores, factores de transcripcion y canales idnicos que
son susceptibles a la persulfuracion (figura 9). Con relacion a los canales, particularmente el
canal de potasio dependiente de ATP (Katp), sufre una reaccion de persulfuracion en la
subunidad Kir6.1. El efecto final es la hiperpolarizacion y vasorrelajacién de los vasos

sanguineos (Mustafa et al., 2011).
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Figura 9. Persulfuracién en proteinas relacionadas con el sistema cardiovascular. El
H.S produce efectos en el sistema cardiovascular mediante la reaccion de persulfuracion de
proteinas y genes, tanto en el citosol como en ndcleo. PLN: fosfolambano; PTP1B: proteina
tirosina fosfatasa 1B; ATP5A1: Subunidad o de la ATP sintasa; IRF-1: factor regulador de
interferon-1; Keapl: Proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch; MEKZ1: cinasa 1 regulada por
sefial extracelular activada por mitdgeno; NF-«xB: factor nuclear «B; Nrf2: factor 2
relacionado con el factor nuclear eritroide 2; SP-1: proteina especifica-1; TRPV4: Potencial
de receptor transitorio del canal cationico subfamilia V miembro 4. VEGFR-2: receptor del
factor de crecimiento endotelial vascular tipo 2. KLF5: factor 5 Kruppel-like (Meng et al.,

2017).
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1.3.4. Efectos en el sistema cardiovascular

Las concentraciones de H>S en el sistema cardiovascular son relevantes debido a que las
variaciones en las concentraciones se han correlacionado con diversas enfermedades, como
la insuficiencia cardiaca, la isquemia miocérdica y la ateroesclerosis (Pan et al., 2017). Uno
de los primeros reportes de los efectos de H.S fue en el sistema cardiovascular. Al respecto
el H.S produce relajacion en el MLV (Hosoki & Kimura, 1997). Dicho efecto involucra la
apertura de los canales de Katp (Zhao et al., 2001). Asimismo, en el corazon, el H>S produce

un efecto inotrépico y cronotrépico negativo (Geng et al., 2004).

A pesar de que se ha reportado que las 3 enzimas sintetizadoras de H>S se encuentran en el
sistema cardiovascular, la CSE es la enzima mas implicada en la homeostasis del sistema
cardiovascular junto a la 3-MST, la cual es la encargada de la produccion de H»S en el
endotelio vascular (Pan et al., 2017). Se ha reportado que el HaS tiene un papel importante
en la relajacion dependiente de endotelio. En ratones KO para la enzima CSE se encontr6
que en esos animales carecian de la relajacion dependiente del endotelio inducida por un
agonista colinérgico, como es la metacolina, en las arterias mesentéricas (Wen et al., 2018).
Aunado a lo anterior, la misma delecidon de la enzima CSE en aortas 1) disminuye los niveles
de H2S en el suero, 2) disminuye la relajacion dependiente de metacolina y 3) aumenta la
contraccion en respuesta a noradrenalina (Yang et al., 2008). Dichos hallazgos dan cuenta de
la importancia del H2S en la funcién vascular. Los mecanismos por los cuales el H2S tiene
efectos en la funcidn vascular aun no estan descritos por completo, sin embargo, se plantean
algunos mecanismos, principalmente por la persulfuracion de canales ionicos en el endotelio
yenel MLV (Lv et al., 2020) (Figura 10).

El H.S tiene una accion cardioprotectora, la cual se descubrio al disminuir la produccion de
H>S enddgeno y encontrar un aumento en el tamafio del infarto de miocardio inducido por el
ligamento de la arteria coronaria descendente anterior izquierda (Zhu et al., 2007). Por otro
lado, en la clinica, se encontraron bajos los niveles plasmaticos de H.S en pacientes con

enfermedad coronaria e insuficiencia cardiaca (Nagpure & Bian, 2016; Shen et al., 2015).
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Figura 10. Mecanismos de vasorrelajacion por el H2S. Mediante las reacciones de
persulfuracion a diferentes residuos de los canales que se muestran en la imagen, el H.S
induce vasorrelajacion (Lv et al., 2020).

Actualmente, han surgido diversos estudios en donde el H>S participa como modulador de
los procesos inflamatorios e inmunitarios durante diferentes enfermedades cardiovasculares,
cumpliendo como regulador en: 1) la activacion y proliferacion de células T, 2) la apoptosis
de las células polimorfonucleares, 3) la adhesion y la infiltracion de leucocitos y 4) la

liberacion de citocinas inflamatorias (Pan et al., 2017).

1.3.5. Alteraciones en la produccion de H,S postTCE

Después de un TCE, las enzimas productoras de H>S disminuyen su expresion en estructuras
del sistema nervioso central que regulan la presion arterial postTCE. Por ejemplo, en el

hipotalamo, las tres enzimas productoras de H»S disminuyen su expresion. En el tallo cerebral
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disminuyen dos de las tres enzimas productoras de H>S: la CBS y la CSE. Dicha disminucion
en ambas estructuras se mantiene hasta 28 dias postTCE (Huerta de la Cruz et al., 2022b).
La disminucién de la enzima CBS también ha sido reportada en otras estructuras cerebrales
como la corteza cerebral y el hipocampo. Mientas que, en la sangre los niveles de H.S se
encuentran disminuidos a partir de 6 horas postTCE y se mantienen disminuidos hasta 7 dias
de evaluacion, lo que surgiere que la disminucion de las enzimas en dichas estructuras esta
involucrada en la hipertension arterial postTCE (Zhang et al., 2013). Sin embargo, aun falta
detallar la conexién entre un posible cambio de expresién de las enzimas productoras de H2S

en los vasos sanguineos y su relacién con la disfuncion endotelial postTCE.

1.3.6. Efecto de donadores de H2S postTCE

Los donadores de H»S pueden dividirse en donadores de liberacion rapida o de liberacion
lenta. Entre los donadores de liberacion rapida estan las sales de sulfuro; las cuales son el
sulfhidrato de sodio (NaHS) y el sulfuro de sodio (NazS). Por otra parte, los donadores de
liberacién lenta son moléculas sintéticas como es el GYY 4137, polisulfuros, reactivo de
Lawesson, entre otros (Powell et al., 2018). Otra forma de clasificar a los donadores de HzS
€s por sus caracteristicas quimicas. En este sentido, existen donadores de H»S: 1) inorganicos,
2) organicos y 3) naturales (Szabo & Papapetropoulos, 2017). Diversos donadores han sido
utilizados en distintos modelos de lesidn cerebral, por ejemplo: el GY'Y 4137 se reportd que
incrementa las vias de BDNF-TrkB (funciones neuroprotectoras) y NGF-TrkA (esenciales
para el crecimiento de neuronas simpaticas y sensoriales), y disminuyendo la via de proNGF-
p75NRT-sortilina (apoptosis) en modelos de lesion cerebral isquémica (Chen et al., 2008;
Gao et al., 2018).

Diversos estudios han reportado que el tratamiento farmacol6gico con NaHS tiene diferentes
efectos sobre el dafio inducido por el TCE: (1) disminucion del volumen de lesién en la
corteza ipsilateral (Zhang et al., 2014); (2) aumento del nivel de H>S del tejido cerebral y de
las actividades antioxidantes enddgenas (Jiang et al., 2013); (3) disminucion de ROS en el
tejido cerebral (Jiang et al., 2013); (4) un efecto neuroprotector sobre el deterioro de la
memoria inducida por el TCE (Karimi et al., 2017); y (5) restauracion de la funcién

mitocondrial e inhibicion de la autofagia por la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTOR (Xu
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et al.,, 2017). Aunado a esto, se reportdé que el NaHS es capaz de revertir la disfuncion
endotelial inducida por un modelo de resistencia a la insulina (Silva-Velasco, 2019). Estos
hallazgos se relacionan con lo encontrado en un modelo de ratones diabéticos (Ng et al.,
2017) y en un modelo de ratones hipertensos inducida por angiotensina Il (Al-Magableh et
al., 2015). De acuerdo con lo anterior es factible pensar que el tratamiento con NaHS podria

tener efecto en los diferentes eventos desencadenados postTCE.



Justificacion, hipdtesis y objetivos

2. Justificacion

La disfuncién vascular desempefia un papel importante en la alteracion vascular sistémica
que resultan del TCE y se asocia a una alteracion de las enzimas productoras de H»S. Se sabe
que la administracion de un donador exdgeno de H2S previene la hipertensién inducida por
TCE y revierte la disfuncion endotelial en algunos modelos de enfermedades metabdlicas.
Tomando en cuenta que después de un TCE se presenta una disfuncion endotelial similar a
la detectada en enfermedades metabolicas, es factible pensar que la administracion de un
donador de H,S prevendra las alteraciones vasculares inducidas por un TCE, evitando,

principalmente, el aumento en el estrés oxidante y los cambios enzimaticos.

3. Hipbtesis

En ratas sometidas a un TCE severo, el tratamiento subcrénico con NaHS (donador de H2S),
evitara: 1) el incremento en la presion arterial y frecuencia cardiaca, la disfuncion vascular
periférica y el incremento en las ROS; 2) los cambios en la expresion proteinica de las

enzimas productoras de H>S y la sintasa de dxido nitrico endotelial.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Evaluar en ratas sometidas a un TCE severo, el tratamiento subcronico con NaHS (donador
de HS) en la presion arterial y frecuencia cardiaca, la funcion vascular periférica y el nivel
de ROS, asi como la expresion de las enzimas productoras de H2S y la sintasa de 0xido nitrico

endotelial.

4.2. Objetivos especificos

En animales sometidos a un TCE severo, evaluar el efecto de la administracion subcronica
del donador NaHS en:
1. Las variables de frecuencia cardiaca, presion arterial sistolica, diastélica y media, in
vivo.
2. La funcion vascular en aortas toracicas, in vitro.

3. El nivel de ROS en aortas toracicas.



Justificacion, hipdtesis y objetivos

4. La expresion de las enzimas productoras de H»S: CSE, CBS, 3-MST, asi como la

eNOS y p-eNOS en aortas toracicas.
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5. Materiales y métodos
5.1. Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar cuyo peso varié entre 250 a 315 g. Los animales
se mantuvieron en cajas de acrilico transparente bajo condiciones ambientales controladas,
esto es, ciclos de luz/oscuridad de 12 h, con una temperatura de 22 a 25°C, con acceso a
alimento y agua ad libitum. El protocolo se realizé bajo la Norma Mexicana NOM-062-ZOO0-
1999y el Comité para el cuidado y uso de animales de laboratorio del Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav-IPN) con nimero 0326-
22.

5.2. Modelo de TCE: lesion lateral por percusién de fluidos

Previamente a la induccion del TCE, se llevd a cabo la craneotomia correspondiente. Para
ello, los animales se anestesiaron con ketamina (80 mg/kg; ip) /xilacina (17 mg/kg; im).
Cuando los animales perdieron el reflejo flexor de las patas traseras (anestesia profunda) se
montaron sobre el marco estereotaxico y se realizd una incisién de tipo sagital de
aproximadamente 1.5 cm siguiendo la linea media entre las orejas hacia la nariz y se removio
el periostio que cubre al craneo utilizando un hisopo de algodon estéril. Se coloc6 un tornillo
de acero inoxidable en la parte lateral anterior a bregma que funcionaba como sostén

temporal al casco de acrilico.

Se realizé un craneotomia de 5 mm de diametro con ayuda de un trépano en las siguientes
coordenadas: -5.00 mm de bregma, -4.00 mm de la sutura sagital. Se fijo el “sello Luer” en
la circunferencia de la craneotomia. Se colocd acrilico dental en forma de casco para fijar
todos los componentes y después de 90 minutos de la anestesia profunda se llevo a cabo la
induccion del TCE.

El equipo con el que se indujo el traumatismo consiste en un depdsito cilindrico de plexiglas
Ileno de solucion salina isotonica. En el momento de la lesion, el tubo se conect6 al sello
Luer colocado previamente en el craneo del animal y un péndulo de metal golpea al piston
desde un determinado angulo provocando un pulso de presion que impacta la duramadre. La
intensidad del impacto se registré en atmosferas con la ayuda de un transductor. Un TCE
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leve se obtuvo con un rango de presion de 1.8 a 2.39 atm, un TCE moderado de 2.4 a 2.8 atm
y un TCE severo con un golpe mayor a 2.8 atm (Mclntosh, 1989). Para el presente estudio
se ajusto el equipo para obtener un rango de presion mayor o igual a 2.8.

Después de la induccion del TCE, se retird el casco de acrilico y se suturd la piel. Los
animales se colocaron en jaulas acrilicas individuales y se aplico tramadol (20 mg/kg; sc.) 15

minutos después de la induccién del TCE para evitar el dolor inducido por la cirugia.

5.3. Disefio experimental

Se utilizaron 30 animales, los cuales siguieron el siguiente protocolo experimental (Figura

11). Se contaron con 3 grupos experimentales con una n de 10 animales cada uno:

Grupos:
Sham + PBS n=10
TCE + PBS n=10
TCE + NaHS n=10

Método Variables
pletismografico hemodinamicas

NaHS 3.1 mg/kg, i.p
PBS 1 ml/kg i.p.
Neurascare
pias (1) @ @ H®G @ )

TCE 6] Sham [Nsumscare Sacrifico y
obtencién

de la aorta
tordcica

Funcién vascular
(carbacol y
noradrenalina)

Efecto per sedel
NaHs *

Sefializacion del

Modelo de
argano aislado

Evaluacion del peso
corporal

NO
(nitroprusiato de
sodio)

—[ Mem%ﬁADCFH' H Estrés oxidante ]

Enzimas
productoras de
H.S (CBS, CSE,
3-MST)

Expresién
Western Blot H T T

eNOS y p-eNOS

Figura 11. Disefio experimental (ver texto para detalles).

TCE+NaHS. Se sometieron a una craneotomia y a la induccién de un TCE severo (dia 0). A
las 24 horas postTCE se inici6 el tratamiento con NaHS a la dosis de 3.1 mg/kg via ip. El
tratamiento se repitio cada 24 horas durante 7 dias consecutivos. A dichos animales se les
evalud su actividad sensoriomotora 24 horas antes del traumatismo, al dia 2 postTCE y al dia
7 postTCE; La evaluacién del peso se realiz6 diariamente. En el dia 7 postTCE se midieron
las variables de frecuencia cardiaca y presion arterial de los animales y 24 horas después de

la Ultima administracién se sacrificaron por decapitacion y se obtuvieron las aortas toracicas
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para evaluar la funcion vascular y la estimacién de ROS (n=6) y la expresion de proteinas
por Western Blot (n=4).

TCE+PBS. Se manipul6 igual que el grupo anterior excepto que no recibieron el NaHS, sino
PBS a un volumen de 1 mL/kg por via ip. cada 24 horas por 7 dias.

Sham + PBS. Se manipul6 igual que el grupo TCE + PBS excepto que no se sometieron al

trauma.

5.4. Neuropuntuacion

La neuropuntuacion (Neuroscore, en inglés) es una escala de evaluacion de la funcion
sensoriomotora (Figura 12). Se evalud cada una de las siguientes pruebas: (1) contraflexion
anterior [izquierda (I) y derecha (D)] mediante la suspension por la cola: (2) pulsion lateral
(1-D) mediante su nivel de resistencia; (3) extension de extremidades posteriores (1-D); y (4)
la capacidad para mantenerse sobre un plano inclinado a diferentes angulos (35°- 75°), de
tres formas: vertical y lateral (I-D). La puntuacién otorgada en cada prueba fue desde 4 puntos

para una funcion normal a 0 puntos si el animal perdié completamente la funcion (Pierce et

al., 1998; Mclintosch, 1989).
\
\ 6 b« )

'z (
untos 1 punto 2 punto 3 puntos 4 puntos

Prueba de contraflexion anterior Pulsion lateral
Ly 62.53

é 65
0 0 puntos 1 punto 2 puntos 3 puntos 4 puntos
Prueba de extension posterior Plano inclinado

Figura 12. Pruebas correspondientes a la evaluacion de la funcion sensoriomotora.
Iméagenes cortesia de Marysol Segovia.

Dia 2 posterior
al TCE
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La neuropuntuacion dio la informacion del dafio sensoriomotor inducido por el TCE. Un
puntaje de 28 a 26 puntos se considerd una actividad sensoriomotora normal, 25 a 20 se
considerd un dafio leve, 16 a 19 se consider6 un dafio moderado, y un puntaje < 15 se

consider6 un dafio severo (Pierce et al., 1998; Mclntosch, 1989).

5.4. Determinacion de la presion arterial y frecuencia cardiaca

Se determinaron las siguientes variables: frecuencia cardiaca (FC), presion arterial sistdlica
(PAS), presion arterial diastélica (PAD) y presion arterial media (PAM). Las variables fueron
medidas por el método pletismografico usando un medidor de presion arterial automatico LE
5001 (Letical, PanLab, Barcelona, Espafia). Para tal fin, los animales fueron inmovilizados
en restrictores de movimiento de acrilico, y la cola de los animales fue expuesta a una lAmpara
de calor durante 15 minutos. Después de ese periodo, se coloco un brazalete en la cola de los
animales, mismo que posteriormente fue insuflado para detener el flujo sanguineo;
posteriormente, la tensién liberada permitié la medicion las variables a través de un sensor.
Los animales fueron habituados a los restrictores de movimiento dos dias consecutivos antes

del dia de la evaluacioén.

5.5. Evaluacion de la funcion vascular mediante el modelo de érgano aislado

El modelo de 6rgano aislado se utiliz6 para determinar las respuestas funcionales de la aorta
torécica. Para llevar a cabo este modelo, los animales se sacrificaron por decapitacion, y se
extrajeron las arterias toracicas. Se procedié a la remocion del tejido adiposo perivascular en
solucidn de Krebs-Ringer con la siguiente composicion (mM): NaCl (119.5), dextrosa (12),
NaHCO3 (24.9), KCI (4.74), MgSO4 7H20 (1.18), KH2PO4 (1.18), CaCl 2H20 (2.5), and
EDTA (0.026). Posteriormente los vasos sanguineos se cortaron en anillos de una longitud
de aproximadamente 3 mm. Los anillos se montaron en ganchos de nicrom para fijarlos en
las camaras de 6rgano aislado que contenian solucidn fisioldgica de Krebs-Ringer a 37°C
con una aeracion de carbdgeno (95% O2; 5% CO>). Los ganchos de nicrom se conectaron a

un transductor Grass FT03 para el registro de las respuestas vasculares.
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El protocolo se llevo acabo de la siguiente manera (Figura 13). Los anillos iniciaron con una
tension de 2.5 gramos junto a un periodo de estabilizacion de 30 minutos. Posteriormente,
se llevo a cabo la evaluacién de la capacidad de contraccion con noradrenalina a una
concentracion de 1x10° M. Se realizd un lavado y se expusieron nuevamente con
noradrenalina a la misma concentracién para observar la reproducibilidad de la respuesta.
Para observar la viabilidad del endotelio vascular se afiadid acetilcolina a una concentracion
de 1x10° M. En los anillos que presentaron una respuesta vasorrelajante mayor o igual al
80%, se considerd que el endotelio se encontraba intacto, y se continué con el protocolo.
Posteriormente, los anillos se expusieron a cloruro de potasio (KCI) 80 mM para alcanzar la
despolarizacion maxima del musculo liso vascular y al alcanzar la meseta se llevo a cabo un
lavado. A continuacion, se realizd la evaluacion de las respuestas vasorrelajantes inducidas
por carbacol. Para ello se expusieron nuevamente los anillos con noradrenalina 1x10°M y se
inicio la evaluacion del efecto concentracion-respuesta mediante la exposicion de
concentraciones crecientes acumulativas de carbacol desde 1x10° M a 1x10°M. Al concluir
la exposicion a carbacol, se realizo un lavado y se procedio a evaluar el efecto concentracion-
respuesta mediante la exposicion de concentraciones crecientes acumulativas de
noradrenalina desde 1x10°M a 1x10° M. Para evaluar el efecto concentracion-respuesta de
la exposicion a carbacol y noradrenalina, se obtuvieron dos pardmetros: la potencia, que es
la concentracion del farmaco requerida para producir un efecto, en este caso el 50% del efecto
méaximo y el efecto maximo, que es la maxima respuesta que se puede esperar del farmaco.

Curva de carbacol
1x10°M a 1x10°M

ACh Lavad
50 Lavado 1x10°M Gvaad l
f Lavado

T

3.0 — \ A
2.5 — ;I_J
20 — I t t I
] NA NA Lavado KCI 80 mM NA o N~
1x10€M 1x10°M 1x10°M urva de
1x10°M a 1x10° M

] I | | | I I | I [ | I I
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390

Tiempo (min)

Tensién (g)

Figura 13. Ejemplo de un registro obtenido de un anillo de aorta (no escala). Se
comienza con una tension de 2.5 g durante 30 min para afiadir la NA (noradrenalina) hasta
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alcanzar la meseta, posteriormente se lava la cAmara para regresar a la tension inicial y
después de 30 min se afiade nuevamente NA hasta la meseta y se afiade ACh (acetilcolina),
se vuelve a lavar la camara y se afiade una solucion de KCI (cloruro de potasio) 80 mM hasta
alcanzar la meseta, posteriormente se lava la camara y se afilade NA hasta alcanzar la meseta
y se afiaden concentraciones crecientes de carbacol. Al terminar se lava la cdmara y
finalmente, se afiaden concentraciones crecientes de NA.

5.6. Efecto per se del H2S y curvas de relajacion inducidas por nitroprusiato de sodio

El protocolo para evaluar el efecto per se del HaS se llevé a cabo de manera similar a las
curvas de carbacol y noradrenalina hasta la estimulacion con KCI 80mM, posterior al lavado,
se llevo a cabo la evaluacion de las respuestas vasorrelajantes inducidas por NaHS. Para ello
se expusieron nuevamente los anillos a noradrenalina 1x10°M vy se inici6 la evaluacion del
efecto concentracion-respuesta mediante la adicion de concentraciones crecientes
acumulativas de NaHS desde 1x10® M a 1x102M. Al concluir la exposicion a NaHS se

prosiguié a dar un altimo lavado.

Para realizar las curvas de relajacion inducidas por nitroprusiato se procedié de manera
similar a las curvas de NaHS. Después de estimular a las aortas con KCI 80mM vy su
respectivo lavado, se llevo a cabo la evaluacion de las respuestas vasorrelajantes inducidas
por nitroprusiato de sodio. Para ello se expusieron nuevamente el anillo con noradrenalina
1x10%M y se inici6 la evaluacion del efecto concentracion-respuesta mediante la adicion de
concentraciones crecientes acumulativas de nitroprusiato de sodio desde 1x10° M a 1x10°
M. Al concluir la curva se prosigui6 a dar un altimo lavado. Para ambas experiencias fue

obtenido la potencia y el efecto maximo.

5.7. Determinacion del estrés oxidante mediante la cuantificaciéon de las ROS

Las ROS se cuantificaron empleando el método del diacetato de 2’,7’-diclorofluorescina
(DCFH-DA), el cual es desesterificado por la presencia de peréxido de hidrogeno
produciendo una molécula mas oxidada (2°,7’-diclorofluoresceina o DCF), la cual es capaz
de fluorescer (Aranda et al., 2013). La DCF tiene una longitud de excitacion a 488 nm y una
longitud de emision de fluorescencia maxima a los 525 nm. Para ello, se tom6 1 uL del

homogeneizado y se colocé en 195 L de regulador TRIS: HEPES (18:1). La fraccion diluida
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se incubd con 25 pL de DCFH-DA por 1 h a 37 °C en agitacion constante. La reaccion se
detuvo colocando las muestras en hielo, inmediatamente se tomé la lectura de la
fluorescencia en un espectrofotometro, a longitudes de onda de 488 nm de excitacion y 525
nm de emisién. Los resultados se expresaron como unidades relativas de fluorescencia
(URF)/ug de tejido.

5.8. Expresion proteinica de las enzimas CBS, CSE, 3-MST, eNOS y p-eNOS en aorta
toracica: Western Blot
La técnica de Western Blot fue empleada para la determinacion de la expresiéon de las
proteinas de interés. Las muestras de las aortas toracicas fueron colocadas en tubos
Eppendorf para su almacenamiento a -70°C hasta su andlisis. Las muestras se
homogeneizaron en 200 pL de amortiguador cOmplete (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Triton
100-x 1%, deoxicolato de sodio 5% y SDS 0.1%) que contiene en su composicion inhibidores
de proteasas (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich;
Cat. No. 4693159001) y fosfatasas (PhosSTOP, EASY pack, phosphatase inhibitor cocktail:
Sigma-Aldrich; Cat. No. 4906845001). Posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm durante
10 minutos en una centrifuga refrigerada a 4°C y el sobrenadante fue recolectado y

almacenado a -70°C hasta la cuantificacion de proteinas.

La cuantificacion se realizé mediante el método de Bradford (Quick Start™ Bradford Protein
Assay Kit 1; Bio-Rad; Cat. No 5000201) y se tomaron 50 pg de proteina total.
Posteriormente, se llevd a cabo la electroforesis para la separacion de las proteinas en un gel
SDS-PAGE al 10% durante 90 min a 120 V y posteriormente, la transferencia a una
membrana de PVDF a 70 V y con una duracion dependiente de las enzimas (para las enzimas
de H.S fue por 90 minutos y para la eNOS y p-eNOS 120 minutos). Las membranas se
bloguearon con leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 al 0.1% por 80 minutos.
Subsecuente al bloqueo, se llevé a cabo la incubacion con los anticuerpos primarios contra
las enzimas CBS (dilucion 1:500; Santa Cruz Biotechnology; Cat. No. SC-133154), CSE
(dilucion 1:1000; Santa Cruz Biotechnology; Cat. No. SC-365381), 3-MST (dilucion 1:1000;
Sigma-Aldrich; Cat. No. HPA001240) y contra la enzima eNOS (dilucion 1:800; Santa Cruz
Biotechnology; Cat. No. SC-376751) y p-eNOS Ser!”® (dilucion 1:1000; Life technologies;
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Cat. No. 36-9100) durante toda la noche. La proteina que se utiliz6 como control de carga
para normalizar los niveles de expresion de proteinas fue la B-actina (anti-p actina dilucion
1:10000; GeneTex; Cat. No. GTX5512). Posteriormente, se llevo a cabo la incubacién con
el anticuerpo secundario correspondiente: anti-mouse (dilucién 1:7000; GeneTex; Cat. No.
GTX21311-01) para la B-actina, las enzimas CBS y CSE y eNOS; y anti-rabbit para la enzima
3-MST y p-eNOS (dilucion 1:5000; GeneTex; Cat. No. GTX213110-01). La lectura de los
blots se realiz6 mediante la técnica de quimioluminiscencia (ChemiDocTM XRS+
ImagingSystem, Bio-Rad, CA). El andlisis de las bandas se realizd por densitometria
(ImageLabTM, Bio-Rad, CA, EUA).

5.9. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico utilizado en el presente proyecto se encuentra resumido en la siguiente
tabla (tabla 3):
Tabla 3. Pruebas estadisticas utilizadas para cada experimento.

Estadistico
Sham+PBS vs TCE+PBS vs TCE + NaHS
Frecuencia cardiaca y

. . ANOVA 1 via post hoc Tukey p<0.05
presion arterial

Evaluacion del peso ANOVA 2 vias post hoc Tukey p<0.05
ANOVA 2 vias /ANOVA 1 via de medidas
repetidas post hoc Tukey p<0.05
Estrés oxidante Kruskal-Wallis post hoc Tukey p<0.05
Funcién vascular y
curvas de NaHS y
SNP

Western Blot ANOVA 1 via post hoc Tukey p<0.05

Prueba

Neuropuntuacion

Regresion no lineal de una curva logistica de 4
pardmetros

Para evidenciar si hay cambios estadisticamente significativos en la evaluacion del
porcentaje del cambio de peso de los animales y la neuropuntuacion se utilizo la prueba de
ANOVA de 2 vias (factores: tiempo-tratamiento) de medidas repetidas (ya que se evalta los
mismos animales por un curso temporal especifico para cada prueba) con una prueba post

hoc de Tukey con una p<0.05.



Materiales y métodos

Para evidenciar si hay cambios estadisticamente significativos en los resultados obtenidos
mediante el modelo de érgano aislado se utilizo una regresion no lineal de una curva logistica
de 4 parametros (Cima, fondo, coeficiente de Hill y CEso) utilizando la siguiente ecuacion
(Motulsky & Christopoulos, 2004):

Cima — fondo

10LogCEso Coeficiente de Hill
1+ (—mx )

y = fondo +

Donde:
Fondo, que es el nivel de respuesta, si lo hay, en ausencia de farmaco.
Cima (Emax), que es el nivel de respuesta maximo producido por una concentracion
alta de farmaco.
LogCEso, medida de potencia de un farmaco, el logaritmo de la concentracion del
farmaco que produce el 50% de la respuesta maxima.
Coeficiente de Hill: denota la pendiente de la curva dosis-respuesta (sensibilidad del

sistema a los incrementos en las concentraciones del farmaco).

Finalmente, para evidenciar si hay cambios estadisticamente significativos en la
determinacion de la frecuencia cardiaca, presion arterial y la expresion enzimatica, se utiliza
una prueba de ANOVA de 1 via (factor: tratamiento) y para el estado de estrés oxidante, se
utiliza una prueba de Kruskal-Wallis, ambas pruebas con una prueba post hoc de Tukey con

una p<0.05.
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6. Resultados

6.1. Severidad del TCE

Los resultados de la determinacion de presion del golpe para el grupo TCE + PBS fue de 2.96
atm * 0.047 atm, mientras que el grupo de TCE + NaHS fue de 3.02 atm + 0.063 atm. Estos

resultados coinciden con un impacto que induce un TCE de intensidad “severa”.

6.2. Efecto del TCE severo sobre la frecuencia cardiaca y la presion arterial

La evaluacion del efecto que produce la induccién de un TCE severo se llevo a cabo en las
siguientes variables después de 7 dias: frecuencia cardiaca (FC), presion arterial sistdlica
(PAYS), presion arterial diastdlica (PAD) y la presién arterial media (PAM). Como se puede
observar en la tabla 4, los animales pertenecientes al grupo Sham tuvieron valores dentro de
un rango fisiologico (valores fisiologicos en ratas macho Wistar) (FC:<450, PAS: <145,
PAD: <100 y PAM: <110). Por otro lado, los animales del grupo TCE + PBS presentaron un
aumento significativo en todas las variables evaluadas al ser comparado con el grupo Sham
(FC: 422.3 £ 6.8 Ipm, 28%, p=0.0008; PAS: 146.8 £ 6.7 mm Hg, 26%, p=0.0018; PAD:
120.0 £ 7.1 mm Hg, 36%, p=0.0051; PAM: 129.2 + 6.6 mm Hg, 31%, p=0.0023) De manera
interesante, el grupo TCE + NaHS 3.1 mg/kg previno significativamente el aumento en todas

las variables inducido por el TCE.

Tabla 4. Efecto de la administracion subcrénica de NaHS en los valores de frecuencia
cardiaca y presion arterial en animales inducidos a un TCE severo.

Grupos FC (Ipm) PAS (mmHQ) PAD (mmHg) PAM (mmHQ)
Sham 329+8.3 1158+ 2.4 87.7+19 98.6+1.7
TCE+PBS  4223+6.8*** 146.8 £ 6.7 ** 120.0 £ 7.1** 129.2 + 6.6**
TCE+NaHS 362.2+21.7% 120.8 + 5.3% 96.5 + 7.6" 104.7 + 6.6%

Valores de las variables del tratamiento con NaHS (3.1 mg/kg) a animales que sufrieron un
TCE, asi como la administracion de vehiculo (PBS 1 mL/kg). Cada valor representa la media
+ EEM de 6 animales. ANOVA de 1 via post hoc Tukey * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs
Sham, # p<0.05, ## p<0.01 vs TCE+PBS.
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6.3. Efecto del NaHS sobre el peso corporal de los animales inducidos a un TCE severo

El efecto de los diversos tratamientos sobre el peso corporal de los animales se presenta en
la figura 14. Los valores de peso total de cada grupo se presentan en la figuralda y el
porcentaje de cambio del peso con respecto al valor basal se presentan en la figura 14b.

El grupo Sham tuvo un valor de peso basal de 315.2 + 10.6 g. Un dia después de la
craneotomia, los animales bajaron de peso a 300.6 + 11.2 g, es decir, una reduccion 4.7% +
0.8%. Esta reduccion fue recuperada entre el dia 2 y el dia 7 después de la cirugia, alcanzando
un peso de 331.4 + 9.6 g, es decir, un incremento en el porcentaje de cambio de 5.4% + 1.6%
con respecto al valor basal. Un experimento preliminar utilizando un grupo naive (animales
sin craneotomia ni induccién de TCE) demostré que la pérdida de peso al dia 1 postcirugia
del grupo Sham no fue estadisticamente significativa. Por lo que el grupo Sham se utilizo
como control para comparar el cambio de peso corporal con los animales de los demas grupos

experimentales.

El grupo TCE + PBS tuvo un valor de peso basal de 289 + 8.8 g. Un dia después del TCE, el
peso corporal se redujo a 257.8 + 9.3 g, es decir, tuvo una reduccion de 11.1 + 1.3%. Al dia
2 postTCE, el peso corporal de los animales fue de 248.7 £12 g, es decir, tuvo una reduccion
de 144 £ 2.0% la cual fue estadisticamente significativa con respecto al grupo Sham
(p=0.003). Posteriormente los animales comenzaron a ganar peso a partir del dia 3 hasta el
dia 7 postTCE. Sin embargo, los animales no lograron recuperar el peso con el que iniciaron
el protocolo (277 + 14.2g) finalizando con un porcentaje de cambio de -4.6 + 3.5% siendo

estadisticamente significativo con respecto al grupo Sham (p=0.006).

Finalmente, los animales pertenecientes al grupo TCE + NaHS tuvieron un peso basal de
291.9 + 4.3 g. Alosdias 1y 2 postTCE, el peso de los animales disminuy6 a 259.1 + 6.6 ¢
alcanzado una reduccién de 9.63 + 1.11% y 247.9 g+ 8.3 g, alcanzando una reduccion de
12.9 + 1.7%, respectivamente. Esta reduccion no fue estadisticamente significativa con
respecto a la reduccion de peso observada en el grupo TCE+PBS. Entre los dias 3y 7
postTCE, el peso de los animales incrementd gradualmente, aunque no alcanzoé el peso

inicial, llegando al peso de 279.5 + 14.5 g, con un porcentaje de cambio de -3.8% + 3.6%.
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Dicho cambio no fue estadisticamente significativo con el grupo TCE + PBS. Estos
resultados sugieren que el tratamiento con NaHS en animales que fueron sometidos a un TCE

no tuvo efecto en la pérdida de peso de los animales ocasionada por la induccién de un TCE
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Figura 14. Efecto de la administracion de NaHS sobre el peso corporal en animales
sometidos a un TCE severo. A) Peso total de los animales y B) Porcentaje de cambio de
peso con respecto al basal de cada grupo. En ambos casos se presentan animales del grupo
Sham, del grupo Naive, del grupo TCE + PBS y del grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg).
ANOVA 2 vias post hoc Tukey **p<0.05, ** p<0.01 vs Sham. Cada simbolo representa la
media + EEM de 10 animales.

6.4. Efecto del NaHS sobre la funcion sensoriomotora de los animales inducidos a un
TCE severo
En la Fig. 15 se presentan los neuropuntajes obtenidos antes del TCE (basal), 2 y 7 dias
después del TCE. El grupo Sham obtuvo un puntaje basal de 27.2 + 0.22, el cual se mantuvo
en el dia 2 postTCE con un puntaje de 26.43 £ 0.5, y en dia 7 postTCE, con un puntaje de
26.9 £ 0.1. Enel caso del grupo TCE+ PBS los animales obtuvieron un puntaje basal de 27.1
+ 0.2; al dia 2 postTCE el puntaje disminuy0 hasta 16.46 + 1.4, presentando una diferencia
significativa con el grupo Sham (p<0.001). Ese puntaje se mantuvo hasta el dia 7 postTCE
donde los animales obtuvieron un puntaje de 17.25 = 0.8, estos valores fueron
estadisticamente significativos con respecto a los del grupo Sham (p<0.001). Con respecto al
grupo TCE + NaHS, el puntaje basal fue de 26.9 + 0.19; posteriormente, al dia 2 postTCE,

dicho puntaje disminuy6 a 14.61 + 1.25 sin presentar diferencia significativa con el grupo
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TCE+PBS. De manera sorprendente, al dia 7 postTCE, el grupo TCE+NaHS aumento su
puntaje a 20.16 + 1.48. Dicho incremento fue estadisticamente significativo con respecto al
dia 2 del mismo grupo TCE+NaHS (p=0.014). Por lo anterior se concluye que el tratamiento

con NaHS provoco un discreto aumento en el neuropuntaje al dia 7 postTCE.
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Figura 15. Efecto de la administracion de NaHS sobre la disfuncién sensoriomotora en
animales sometidos a un TCE severo. Se evalué el neuropuntaje de los animales
pertenecientes al grupo Sham, del grupo TCE + PBS y del grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg).
ANOVA de 2 vias post hoc Tukey ***p<0.001 vs Sham. ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas *p<0.05 vs TCE + NaHS al dia 2 post-TCE. Cada simbolo representa la media +
EEM de 10 animales.

6.5. Efecto del NaHS sobre la vasorrelajacién dependiente de carbacol y de la
vasoconstriccion dependiente de noradrenalina de los animales inducidos a un TCE
Severo.

En la Fig. 16 se presentan los resultados obtenidos de las curvas de relajacion de carbacol en
aortas toracicas de los grupos experimentales. Todas las aortas fueron contraidas previamente
con noradrenalina y, a partir de su contraccion maxima, se calculd la relajacién provocada
por el carbacol. Las aortas toracicas del grupo Sham presentaron un efecto de vasorrelajacion
dependiente de la concentracién de carbacol con un efecto maximo de 97.8% + 6.6%. El
grupo TCE+PBS también presentd un efecto de vasorrelajacion dependiente de la

concentracion de carbacol. Sin embargo, el efecto maximo que present6 dicho grupo fue de
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59.5% = 3.4% siendo estadisticamente diferente con respecto al grupo Sham (p=0.039). El
grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg) presento un efecto de vasorrelajacion dependiente de la
concentracion de carbacol similar al grupo Sham y presentd un efecto méaximo de 81.3% +
6.0%, valor que fue estadisticamente significativo con respecto al grupo TCE+PBS
(p=0.036).

Por otra parte, la potencia (pCEso) del carbacol fue determinado para cada grupo
experimental (Tabla 5). La pCEsg para el grupo Sham fue de 6.40 £ 0.11, lo que significa que
se necesitd una concentracion de 3.93X107 M de carbacol para conseguir el 50% del efecto
méaximo. La pCEsp para el grupo TCE+PBS fue de 5.91 + 0.07, lo que significa que se
necesitd una concentracion de 1.20x10° M de carbacol para producir el 50% del Emax. Esta
concentracion fue significativamente mayor que la CEso del grupo Sham (p=0.003).
Finalmente, la pCEso para el grupo TCE+NaHS fue similar al grupo Sham, siendo de 6.53 +
0.13, lo que equivale a una concentracion de 2.91x10" M de carbacol. Dicho valor fue
significativamente menor que la concentracion necesaria para el grupo TCE+PBS (p=0.006).
Este dato indica que el tratamiento con NaHS evita las alteraciones provocadas por la
induccion del TCE en las respuestas vasorrelajantes al carbacol.
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Figura 16. Efecto de la administracion de NaHS en las respuestas vasorrelajantes
inducidas por carbacol en aortas toracicas postTCE. Las aortas toracicas fueron obtenidas
de animales pertenecientes al grupo Sham, al grupo TCE + PBS y al grupo TCE + NaHS (3.1
mg/kg). Cada simbolo representa la media = EEM de 6 animales.
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En la Fig. 17 se presentan los resultados obtenidos de las curvas de contraccion de
noradrenalina en aortas tordcicas de los grupos experimentales. En el grupo Sham, la
noradrenalina produjo un efecto de vasoconstriccion dependiente de la concentracion,
alcanzando un efecto maximo de 1.46 + 0.06 g. Ademas, en el grupo TCE + PBS, la
noradrenalina produjo un efecto de vasoconstriccion dependiente de la concentracion,
alcanzando un efecto maximo de 2.16 = 0.09 g. Dicho efecto maximo fue significativamente
mayor que el observado en el grupo Sham (p=0.001). En el grupo de TCE +NaHS, al igual
que los otros dos grupos experimentales, la noradrenalina produjo una vasoconstriccion
dependiente de la concentracion. De manera interesante, dicho efecto fue similar a la del
grupo Sham, alcanzando un efecto maximo de 1.64 + 0.06 g. Este valor fue
significativamente menor que el grupo TCE+PBS (p=0.009), sugiriendo que el tratamiento
con NaHS revirtié el aumento del efecto contractil de la noradrenalina posterior a la

induccién de un TCE.

Por otra parte, también se obtuvieron los valores de pCEso de cada grupo experimental (tabla
5). En el caso del grupo Sham, la pCEsp fue de 6.94 + 0.09, lo que significa que se necesito
una concentracion de 1.12x107" M de noradrenalina para alcanzar el 50% del efecto maximo.
Ademas, en el grupo de TCE + PBS se obtuvo una pCEso de 7.31 + 0.09, lo que represento
una concentracion de 4.84x108M para lograr dicho efecto. Este dato sugiri6 una menor
concentracion necesaria para alcanzar el 50% del efecto méaximo. Este valor fue
significativamente diferente al obtenido en el grupo Sham (p=0.012). De manera
sorprendente, en el grupo TCE+ NaHS, la pCEso fue de 6.70 = 0.06, lo que significo una
concentracion de 1.97x107'M de noradrenalina, es decir, una concentracion mayor de
noradrenalina para inducir el 50% del efecto maximo. Este valor fue estadisticamente
significativo al obtenido en el grupo TCE+PBS (p<0.001) y al valor obtenido en el grupo
Sham (p=0.044). Estos resultados indica que el tratamiento con NaHS revierte los cambios

contractiles inducidos por la noradrenalina en los animales que fueron sometidos a un TCE.
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Figura 17. Efecto de laadministracion de NaHS en las respuestas contractiles inducidas
por noradrenalina en aortas toracicas postTCE. Las aortas toracicas fueron obtenidas de
animales pertenecientes al grupo Sham, al grupo TCE + PBS y al grupo TCE + NaHS (3.1
mg/kg). Cada simbolo representa la media + EEM de 6 animales

Tabla 5. Efecto maximo y potencia del carbacol y noradrenalina en aortas toracicas
provenientes de los diferentes grupos experimentales.

Carbacol Noradrenalina
Grupos pCEso Emax (%) pCEso Emax (9)
Sham + PBS 6.4+0.1 97.8+6.6 6.9 +0.09 1.5+0.06
TCE + PBS 5.9+0.07" 59.5+3.3" 7.3+0.09 2.2+0.09
TCE + NaHS 6.5+0.1% 81.3 +6.0% 6.7 +0.06™% 1.6 + 0.06%

Logaritmo negativo de la concentracion efectiva 50 (pCEso) y el efecto maximo (Emax) del
carbacol y noradrenalina en aortas toracicas de animales pertenecientes al grupo Sham, al
grupo TCE + PBS y al grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg). Cada valor representa la media
EEM de 6 animales. * p<0.05 vs Sham, & p<0.05 vs TCE+PBS.

6.6. Efecto per se del NaHS en la vasorrelajacion dependiente de endotelio en aortas
toracicas de animales inducidos a un TCE severo
En la Fig. 18 se presentan los resultados obtenidos de las curvas de relajacion inducida por
el NaHS, donador de H>S en aortas toracicas de los grupos experimentales. Cabe mencionar
que, los animales Sham y los animales que fueron sometidos a un protocolo de TCE severo

solo fueron manipulados, es decir, no se administro el vehiculo ni el NaHS. Esto con el
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propdsito de observar el efecto per se del NaHS. En el grupo Sham, el NaHS produjo un
efecto de vasorrelajacion dependiente de la concentracion, alcanzando un efecto maximo de
60.5 + 12.8 %. Ademas, en el grupo TCE, el NaHS produjo un efecto de vasorrelajacion
dependiente de la concentracién, alcanzando un efecto maximo de 34.7 + 3.5 %. Dicho efecto

méaximo fue significativamente menor que el observado en el grupo Sham (p=0.037).

Por otra parte, también se obtuvieron los valores de pCEsg de cada grupo experimental (Tabla
6). En el caso del grupo Sham, la pCEso fue de 2.6 + 0.2, lo que significa que se necesitd una
concentracion de 2.34x10° M de NaHS para alcanzar el 50% del efecto méaximo. Ademas,
en el grupo de TCE se obtuvo una pCEsp de 2.9 + 0.1, lo que representd una concentracion
de 1.31x10*M para lograr dicho efecto. Estos datos no fueron diferentes significativamente
(p=0.10) por lo que la concentracion para ejercer el 50% del efecto en ambos grupos es igual.
Estos resultados sugirieron que el TCE modificd los blancos del H.S provocando que el
NaHS induzca un menor efecto maximo en la vasorrelajacion en estos animales, pero con

una potencia similar en comparacion al grupo Sham.
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Figura 18. Efecto del TCE en las respuestas vasorrelajantes inducidas por NaHS en
aortas toracicas. Las aortas toracicas fueron obtenidas de animales pertenecientes al grupo
Sham y al grupo TCE. Cada simbolo representa la media = EEM de 6 animales.
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Tabla 6. Efecto maximo y potencia del NaHS en aortas toracicas provenientes de los
diferentes grupos experimentales.

NaHS
Grupos pCEso Emax (%)
Sham 2.63+0.24 60.51 £ 12.79
TCE 2.88+0.13 34.72 £ 3.46*

Logaritmo negativo de la concentracion efectiva 50 (pCEso) y el efecto maximo (Emax) del
NaHS en aortas torécicas de animales pertenecientes al grupo Sham, al grupo TCE + PBS y
al grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg). . Cada valor representa la media + EEM de 6 animales.
* p<0.05 vs Sham.

6.7. Efecto del nitroprusiato de sodio en la vasorrelajacion dependiente de endotelio en
aortas toracicas de animales inducidos a un TCE severo

En la Fig. 19 se presentan los resultados obtenidos de las curvas de contraccion de
nitroprusiato de sodio en aortas toracicas de los grupos experimentales. En el grupo Sham, el
nitroprusiato de sodio produjo un efecto de vasorrelajacion dependiente de la concentracion,
alcanzando un efecto maximo de 108.7 + 2.4%. Ademas, en el grupo TCE + PBS, el
nitroprusiato de sodio produjo un efecto de vasorrelajacion dependiente de la concentracion,
alcanzando un efecto maximo de 106.2 + 3.2%. Dicho efecto méximo no fue estadisticamente
diferente al observado en el grupo Sham. En el grupo de TCE + NaHS, al igual que los otros
dos grupos experimentales, el nitroprusiato de sodio produjo una vasorrelajacion dependiente
de la concentracion. De manera interesante, dicho efecto fue similar a los dos grupos
experimentales anteriores, alcanzando un efecto maximo de 107.7 + 3.6%. Este valor fue

estadisticamente igual al de los otros grupos experimentales.

Por otra parte, también se obtuvieron los valores de pCEso de cada grupo experimental (tabla
7). En el caso del grupo Sham, la pCEsp fue de 7.7 £ 0.07, lo que significa que se necesito
una concentracion de 2.18x10® M de nitroprusiato de sodio para alcanzar el 50% del efecto
méaximo. Ademas, en el grupo de TCE + PBS se obtuvo una pCEsp de 7.6 = 0.09, lo que
representd una concentracion de 2.39x108 M para lograr dicho efecto. Este dato sugiri6 que
para ambos grupos se necesita una concentracion similar para alcanzar el 50% del efecto

méaximo. Por otro lado, el grupo TCE+ NaHS, la pCEsxo fue de 7.6 £ 0.1, lo que significd una
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concentracion de 2.69x10® M de nitroprusiato de sodio, es decir, una concentracion similar
de nitroprusiato de sodio al de los otros grupos experimentales para inducir el 50% del efecto
maximo. Estos resultados indica que el TCE no modifica la via de sefalizacién del NO, ya
que el nitroprusiato de sodio es un donador de NO lo que nos permite observar cambios en
la via de sefializacion del MLV.
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Figura 19. Efecto de la administracion de NaHS en las respuestas vasorrelajantes
inducidas por nitroprusiato de sodio en aortas toracicas postTCE. Las aortas toracicas
fueron obtenidas de animales pertenecientes al grupo Sham, al grupo TCE + PBS y al grupo
TCE + NaHS (3.1 mg/kg). Cada simbolo representa la media + EEM de 6 animales.

Tabla 7. Efecto maximo y potencia del nitroprusiato de sodio en aortas toracicas
provenientes de los diferentes grupos experimentales

Nitroprusiato de sodio
Grupos PCEso Emax (%)
Sham + PBS 7.66 £ 0.07 108.7 + 2.44
TCE + PBS 7.62 £0.09 106.2 + 3.21
TCE + NaHS 7.57+0.10 107.7 £ 3.55

Logaritmo negativo de la concentracion efectiva 50 (pCEsp) y su efecto maximo (Emax) del
nitroprusiato de sodio en aortas toracicas de animales pertenecientes al grupo Sham, al grupo
TCE + PBS y al grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg). Cada valor representa la media + EEM de
6 animales.
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6.8. Efecto del NaHS en los niveles de ROS en aortas toracicas de animales inducidos a
un TCE severo.

En la figura 20 se muestra los resultados de la determinacion de estrés oxidante mediante el
método de DCFH-DA. Asi, aortas toréacicas provenientes de animales sometidos a un TCE
severo presentaron un mayor nimero de unidades relativas de fluorescencia (URF)
estadisticamente significativo en comparacion al grupo Sham (p=0.03). De manera
interesante, en el grupo TCE + NaHS se redujo el nimero de unidades relativas de
fluorescencia (URF) siendo significativamente menor en comparacién al grupo que fue
sometido a un TCE severo (p=0.03) sin ser diferente al grupo Sham (p=0.99). Estos
resultados indicaron que después de un TCE existe un aumento de ROS conllevando a un
aumento del estrés oxidante mientras que el tratamiento con NaHS (3.1 mg/kg) previno dicho

aumento manteniéndolo en condiciones parecidas al grupo Sham.
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Figura 20. Efecto de la administracion de NaHS en los niveles de ROS en aortas
torécicas postTCE. Las aortas tordcicas fueron obtenidas de animales pertenecientes al
grupo Sham, al grupo TCE + PBS y al grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg). Cada barra representa
la media £ EEM de 6 animales. Prueba de Kruskal-Wallis post hoc Tukey *p<0.05
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6.9. Efecto del NaHS en la expresion de las enzimas que sintetizan H.S 'y de la eNOS y
p-eNOS en aortas toracicas de animales sometidos a un TCE severo.
En la figura 21 se muestra la expresion relativa (al dia 7 postTCE) de las enzimas productoras
de H,S: 3-MST (Fig. 11A), CSE (Fig. 11B) y CBS (Fig. 11C) en las aortas toracicas del
grupo Sham, grupo TCE + PBS y TCE + NaHS. Se observa que en el grupo de TCE + PBS,
las enzimas productoras de H»S se encuentran disminuidas al dia 7 postTCE, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa la expresion de la enzima 3-MST (p=0.014) y la
CSE (p=0.002). Con respecto a la CBS, a pesar de no ser estadisticamente diferente, se
observa una clara disminucion de su expresion (p=0.15). Por otra parte, en los animales del
grupo TCE + NaHS, la administracion del farmaco restauro los niveles de expresion de las 3
enzimas productoras de H»S siendo estadisticamente significativos en comparacion al grupo
TCE + PBS (CBS [p=0.002], CSE [p=0.0008] y 3-MST [p=0.0004]). En el caso particular
de la CBS, el NaHS provocd un aumento de su expresion siendo también estadisticamente

significativo con respecto al grupo Sham (p=0.045).
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Figura 21. Expresion de las enzimas que sintetizan H2S en aortas toracicas postTCE. Se
muestra la imagen representativa de la expresion de las enzimas 3-MST (a), CSE (b) y CBS
(c) en aortas torécicas de animales pertenecientes al grupo Sham, al grupo TCE + PBS y al
grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg). Cada barra representa la media + EEM de 4 animales.
ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001

En la figura 22 se muestra la imagen representativa (22a) expresion relativa (al dia 7
postTCE) de la enzima eNOS (22b), su forma fosforilada (p-eNOS) (22c) y la relacion entre
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ambas (p-eNOS/eNOS) (22d) en las aortas toracicas del grupo Sham, del grupo TCE + PBS
y del grupo TCE + NaHS. En el grupo TCE + PBS, la expresion de las enzima eNOS, p-
eNOS y la relacion p-eNOS/eNOS se encuentran disminuidas al dia 7 postTCE, mostrando
una diferencia estadisticamente significativa en la expresion de la p-eNOS (p=0.005) y la
relacion de p-eNOS/eNOS (p=0.002). Con respecto a la eNOS total, a pesar de no ser
estadisticamente diferente, se observa una clara disminucion de su expresion (p=0.053). Por
otra parte, los animales del grupo TCE + NaHS restauro la expresion de la eNOS, y aumento
los niveles de p-eNOS y de la relacion p-eNOS/eNOS siendo estadisticamente significativos
en comparacion al grupo sometido a un TCE severo (eNOS total [p=0.041], p-eNOS
[p=0.0012] y p-eNOS/eNOS [p=0.054]).
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Figura 22. Efecto de la administracion de NaHS en la expresion de la eNOS y p-eNOS
en aortas toracicas postTCE. Imagen representativa (a) de la expresion de las enzimas
eNOS (b) y p-eNOS (c) y la relacion de eNOS y p-eNOS (d) en aortas toracicas de animales
pertenecientes al grupo Sham, al grupo TCE + PBS y al grupo TCE + NaHS (3.1 mg/kg).
Cada barra representa la media + EEM de 4 animales. ANOVA de una via con prueba post
hoc de Tukey. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001
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7. Discusion

Al dia 7 después de la induccion de un TCE severo se observé: 1) un aumento en las
frecuencia cardiaca y la presion arterial; 2) una disminucidn en la potencia y efecto maximo
de las respuestas relajantes inducida por carbacol; 3) un incremento en la potencia y efecto
méaximo de la vasoconstriccion inducida por noradrenalina; 4) una disminucion en la
expresion y fosforilacion (Ser''’”) de la eNOS en la aorta toréacica; 5) un aumento de la
produccion de ROS ; y 6) una disminucidn de las respuestas vasculares inducidas por NaHS.
Por otro lado, la induccion de un TCE severo no modificé las respuestas vasorrelajantes de
un donador exdgeno de NO. De forma similar, se observd un déficit en la funcion
sensoriomotora y en la ganancia de peso corporal postTCE, tal como se report6 previamente
(Santiago-Castarieda et al., 2020; Segovia-Oropeza et al., 2020).

La administracion subcronica de NaHS evitd: 1) las alteraciones en la frecuencia cardiaca y
la presion arterial; 2) la disminucion en la potencia y efecto maximo de las respuestas
relajantes inducidas por carbacol; 3) el incremento en la potencia y efecto maximo de las
respuestas contractiles inducidas por noradrenalina: 4) la disminucion en la expresion de las
enzimas productoras de HS, asimismo de la expresion y fosforilacion de la eNOS; y 5) el
aumento de las ROS. No obstante, la administracion subcrénica de NaHS no previno la
disfuncion sensoriomotora o la alteracion en la ganancia de peso corporal de los animales.
Finalmente, nuestros resultados demuestran que la expresion de las enzimas productoras de

H>S disminuye en la aorta después de la induccion de un TCE severo.

7.1. Disfuncion sensoriomotora y cambio en el peso corporal inducidos por un TCE
severo
El modelo de LLPF es un modelo preclinico de TCE que puede reproducir algunos aspectos
observados en humanos como son el edema, la alteracién de la barrera hematoenceféalica y
las hemorragias de tipo subdural e intraventricular (Frey et al., 2008). Estas condiciones
pueden desencadenar alteraciones en las respuestas biomecanicas, fisioldgicas, neuroldgicas
y morfopatoldgicas (Mclintosh et al., 1989; Frey et al., 2008). De hecho, se ha reportado que
el TCE induce alteraciones en la funcién sensoriomotora de los animales a corto (Sackheim
etal., 2017; Bhowmich et al., 2018) y largo plazo (Pierce et al., 1998; Bhowmich et al., 2018;



Discusién

Sell et al., 2017). En este sentido, nuestros resultados muestran que después de la induccion
de un TCE severo se presenta una disfuncion sensoriomotora que coincide con lo
previamente reportado por nuestro grupo de investigacion (figura 15) (Santiago-Castafieda
et al., 2020; Segovia-Oropeza et al., 2020; Huerta de la Cruz et al., 2022). Ademas, se ha
reportado una recuperacion parcial de la funcion sensoriomotora después de cuatro semanas
postTCE (Mclntosh et al., 1987, 1989). Sin embargo, dado que el tiempo de evaluacion mas
largo empleado en el presente trabajo fueron 7 dias postTCE, no fue posible observar dicha

recuperacion en nuestras condiciones experimentales.

El control de la funcion sensoriomotora se lleva a cabo mediante una red compleja de
interacciones entre diferentes areas cerebrales, médula espinal y los nervios periféricos. Las
areas cerebrales implicadas en el control de la funcion sensoriomotora (figura 23) son la
corteza somatosensorial, la corteza motora, los ganglios basales, el tdlamo, el tallo cerebral
y el cerebelo (Mosconi et al., 2017; Bostan & Strick, 2018). Se ha reportado que después de
un TCE se presenta una atrofia cerebral progresiva que dafia la integracion de la informacion
que fluye en las vias somatosensoriales ascendentes y las vias motoras descendientes, lo que
desencadena una disfuncion cognitiva, emocional y sensoriomotora (Bhrowmich et al., 2018;
Johnstone et al., 2015; Yang et al., 2017).

Por otra parte, el hipotalamo es una estructura compleja encargada del control del hambre a
través del ndcleo paraventricular del hipotalamo (PVN), mismo que permite dirigir el
comportamiento de alimentacion de acuerdo con sefiales fisioldgicas, cognitivas y
ambientales (Ferguson et al., 2008). Nuestros resultados muestran que, después de la
induccion de un TCE severo, los animales presentan una pérdida de peso que no se evita aln
con el consumo de alimento (figura 14). Acorde con lo anterior, se ha reportado que el
aumento en la ingesta de alimento no implica una ganancia mayor de peso corporal (Roe &
Rotchwell, 1997). Por lo que, ademas de encontrarse un dafio en el hipotalamo, podrian estar
involucrados otros componentes que afectan la homeostasis energética como el
hipermetabolismo (Foley et al., 2008) o la disfuncion en el sistema nervioso entérico (figura
23) (Hanscom et al., 2021).



Discusién

El hipermetabolismo se caracteriza por un aumento en la tasa metabolica basal del cuerpo
asociado a un catabolismo proteico elevado que puede contribuir a la pérdida de peso (Dev
et al., 2015). Existen reportes en la clinica que indican que después de un TCE severo se
presentan tormentas simpaticas paroxisticas (Heffernan et al., 2010; Tang et al., 2017; Sakai
et al., 2022). Estas tormentas simpaticas aumentan el catabolismo, lo que se traduce en un
estado hipermetabdlico. Este estado provoca una resistencia al soporte nutricional y como
consecuencia la pérdida de peso (Heffernan et al., 2010). Asimismo, después de un TCE, el
sistema nervioso entérico se modifica a diferentes niveles siendo la disfuncion autonémica
el principal factor que modifica la liberacion de enzimas digestivas, la restriccion de la

contractilidad y la inflamacién intestinales (Kharrazian, 2015; Hanscom et al., 2021).
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Figura 23. Mecanismos que conllevan a la disfuncién sensoriomotora y pérdida de peso

corporal postTCE. Cuando ocurre un TCE existe una atrofia cerebral progresiva que dafa
estructuras cerebrales relacionadas con la funcion sensoriomotora y la ingesta de alimento.

7.2. EI TCE severo induce cambios en la frecuencia cardiaca y la presion arterial

En ensayos clinicos y preclinicos, se ha reportado que, existe un incremento de la presion
arterial y la frecuencia cardiaca después de un TCE (Krishnamoorthy et al., 2017; Bharath et
al., 2020; Rzheutskaya, 2012; Hilz et al., 2017; Larson et al., 2012; Sillesen et al., 2014).
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Nuestros resultados mostraron un aumento significativo en las variables determinadas como

son la frecuencia cardiaca, presion arterial sistolica, diastélica y media (tabla 3).

A nivel preclinico, los cambios en la frecuencia cardiaca y presién arterial postTCE son
dindmicos. Es decir, en las primeras 4 horas postTCE existe una marcada hipotensiéon y una
disminucion de la frecuencia cardiaca (Gabrielian et al., 2011; Lee et al., 2020); esta
hipotension evoluciona a una hipertension sostenida y un aumento de la frecuencia cardiaca
en los animales después de 24 horas (Najafipour et al., 2014) y que se mantiene hasta el dia
28 postTCE (Huerta de la Cruz et al., 2022). Sin embargo, no existen reportes a nivel

preclinico que evallen dichas variables diariamente después de la induccion del TCE.

Se ha sugerido que el incremento en las frecuencia cardiaca y la presion arterial después del
TCE puede explicarse por la aparicién de disfuncion autonémica. La disfuncion autonémica
se caracteriza por un desbalance entre el sistema simpatico y el sistema parasimpatico del
sistema nervioso auténomo (Baguley et al., 2008). Lo anterior se presenta como una
hiperactividad simpética y la disminucién de la actividad parasimpatica (Khalid et al., 2019).
La disfuncion autondmica tiene distintos mecanismos, incluido el dafio a estructuras
cerebrales como el hipotalamo (Ferguson et al, 2008) y el tallo cerebral (Chen et al., 2019b).
En este sentido, el eje hipotadlamo-hipofisis-adrenal puede sobre-activarse después del TCE
causando una elevacion de los niveles plasmaticos de diferentes hormonas como la
corticosterona (Rowe et al., 2016) y la sobre-liberacion de catecolaminas (Jenkins et al.,
2016). Aunado a lo anterior, después del TCE existe una liberacion excesiva de mediadores
inflamatorios hacia la periferia que contribuye tanto a la disfunciéon autonémica como a la
disfuncion vascular (Schwulst et al., 2013; Bao et al., 2021). A pesar de que la disfuncion
vascular puede desencadenar un aumento de la presion arterial sistémica, existen pocos

estudios que evaltan los cambios en la reactividad vascular después de un TCE.

7.3. EI TCE severo induce cambios en los mecanismos locales de control de la funcion
vascular

El 6xido nitrico es el factor relajante derivado del endotelio por excelencia (Bolotina et al.,

1994). Su efecto vasorrelajante depende de dos componentes: 1) la sintesis de la molécula,
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la cual se lleva a cabo en el endotelio vascular y 2) la via de sefializacién del NO en la célula
del musculo liso vascular. Nuestros resultados demuestran que existe una disminucién de las
respuestas vasorrelajantes derivadas del endotelio en las aortas obtenidas de animales
sometidos a un TCE severo (figura 16). Dado que dicha disminucién pudiera estar mediada
por fallas en la sintesis de NO o en la sefializacion del NO en el MLV, decidimos evaluar las
respuestas de relajacion inducidas por un donador exdgeno de NO, el nitroprusiato de sodio.
Este compuesto es una sal soluble en agua que reacciona con los grupos tioles de los
eritrocitos y de algunas proteinas como la albumina para generar 6xido nitrico (Hottinger et
al., 2014) Una vez generado, el NO activa a la guanilato ciclasa en el musculo liso para
producir un incremento de cGMP. Nuestros datos muestran que la vasorrelajacion inducida
por el nitroprusiato de sodio en el grupo TCE no fue significativamente diferente al grupo
Sham (figura 19). Lo anterior permite sugerir que la diminucion en las respuestas
vasorelajantes derivadas del endotelio en arterias aortas esta mediada por una alteracion en
la sintesis del NO en el endotelio vascular y no en la via de sefializacion del 6xido nitrico en

el MLV, tal y como se ha reportado previamente (Villalba et al., 2017).

Se ha sugerido que la disfuncion endotelial postTCE est4d mediada por un aumento en las
ROS vy el estrés oxidante (Villalba et al., 2017). Por lo tanto, fue de nuestro interés medir
esos parametros. En este sentido, el grupo que fue sometido a un TCE severo presento un
aumento de las ROS en las aortas en comparacion con el grupo Sham (figura 20). Dicho
aumento del estrés oxidante puede generar el desacople de la eNOS a través de la oxidacién
de la BHs a BH2 que promueve la formacion del radical superdxido (O2¢) y contribuye a la
disfuncion endotelial (Villalba et al., 2017) (Karbach et al., 2014).

En conjunto, la evidencia anteriormente descrita sugiere que la produccién de NO esta
disminuida después del TCE. Por lo tanto, decidimos evaluar la expresion proteinica de la
enzima sintasa de Oxido nitrico endotelial, asi como su nivel de fosforilacion. Nuestros
resultados demuestran que existe una disminucion de la expresion de la eNOS en el tejido
adrtico de animales sometidos a un TCE severo (figura 22). Hasta donde sabemos, esta es la
primera evidencia que reporta la expresion de la enzima eNOS en un vaso sanguineo

sistémico después de un TCE severo. Sin embargo, nuestros resultados no coinciden con lo
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observado en arterias cerebrales, en donde no se observa un cambio en la expresion del
RNAmM de la eNOS (Villalba et al., 2014). Esto podria deberse al tiempo de evaluacion (24
hrs vs 7 dias postTCE) donde los cambios observados pueden ser dependientes del tiempo
postTCE. Asimismo, en nuestro estudio se evalué Gnicamente la expresion enzimatica, por
lo que seria interesante evaluar la expresion del RNAm en nuestro modelo, ya que existen

diversos cambios transcripcionales afectando la expresion proteinica (Perl et al., 2017).

Se ha descrito que la fosforilacion en el residuo de Ser!'’” puede aumentar la actividad de la
eNOS vy, por tanto, la produccién de NO y la vasorrelajacion dependiente de endotelio.
Nuestros resultados muestran una disminucion en la fosforilacion de la enzima eNOS en el
residuo Ser''’’. Es importante tener en cuenta que la fosforilacion de la eNOS en el residuo
de Ser'”” esta regulada por la proteina Akt que, a su vez, esta regulada por la PI3K
(Dimmeler et al.,1999). La enzima PI3K convierte el PIP2 a PIP3 (Toker & Dibble, 2018).
La acumulacion de PIP3 recluta diversas proteinas efectoras, incluida la Akt para ser activada
(Hemmings & Restuccia, 2012). La inflamacion inducida por el TCE aumenta la actividad
de la PLA2 y disminuye los niveles de PIP2, lo que trae como consecuencia la inhibicion de
la via de sefializacion de Akt (Sackheim et al., 2021).

Por otra parte, se han reportado cambios en la funcionalidad de los receptores adrenérgicos
en animales sometidos a un TCE severo (Huerta de la Cruz, et al. 2022a), por lo que se
evaluaron las respuestas contractiles inducidas por noradrenalina en anillos adrticos
postTCE. De acuerdo con los resultados, se observo un aumento de las respuestas contractiles
inducidas por noradrenalina (figura 17). En congruencia con lo anterior, se ha reportado que
las aortas de ratones sometidos a un TCE inducido por impacto cortical controlado presentan
una respuesta contractil incrementada a la noradrenalina (Chen et al., 2019). Ademas, existen
reportes que sugieren un aumento de la expresion del RNAm del receptor aia-adrenérgico en
la corteza prefrontal (Kobori et al., 2011). Sin embargo, es importante mencionar que existen
estudios que sugieren una disminucion de la funcion de los receptores o adrenérgicos en la
vasculatura completa (Huerta de la Cruz et al 2022a) al dia 28 postTCE que podria estar

mediada por la desensibilizacion de los receptores adrenérgicos (Broadley, 1996).
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Aunado a los mecanismos adrenérgicos, la activacion del canal TRPC6 permite la entrada de
calcio al citosol del MLV vy, por tanto, su contraccion. La activacion del TRPC6 depende de
la activacion del TLR4, por lo que el aumento de las moléculas proinflamatorias en la aorta
después de un TCE podria contribuir al incremento de las respuestas contractiles (Chen et
al., 2019). Se debe de admitir que existe evidencia limitada sobre el mecanismo que subyace
al aumento de las respuestas contractiles. Sin embargo, nuestros resultados, en conjunto con
los reportes previos, demuestran que existe una disfuncion vascular después de un TCE

SEevero.

7.4. La expresion de las enzimas productoras de HS en la aorta toracica disminuye
después de un TCE severo
Como se menciono anteriormente, el H>S es una molécula que tiene diversos efectos en el
sistema cardiovascular (Cirino et al. 2022) y sus alteraciones enddgenas podrian estar
implicadas en los efectos postTCE (Che et al., 2018). Por lo que decidimos estudiar la
expresion de las enzimas productoras de HaS en la aorta. Los resultados indican que existe
una disminucion en la expresion de las tres enzimas productoras de H.S en la aorta de
animales sometidos a un TCE severo (figura 21). En soporte a nuestros datos, se ha descrito
que el TCE induce una disminucion en la expresion de las enzimas: (1) CBS en el hipotalamo,
el tallo cerebral (Huerta de la Cruz, 2022b), el hipocampo y la corteza (Zhang et al., 2013,
2017); (2) CSE en el hipotalamo y el tallo cerebral (Huerta de la Cruz, 2022b); y (3) la 3-
MST en la corteza ipsilateral al dafio (Zhang et al., 2013; 2017). Hasta nuestro conocimiento,
este trabajo es el primero en evaluar la expresion de las enzimas productoras de H2S en aortas

de ratas después de la induccion de un TCE severo.

Los procesos que regulan la expresion de las enzimas pueden ocurrir en suceder a cuatro
niveles e incluyen cambios epigenéticos, transcripcionales, postranscripcionales o
postraduccionales. A nivel epigenético, el DNA que codifica para dos de las tres enzimas
productoras de H»S (CBS y CSE), puede ser metilado, lo que ocasiona su disminucion en su
expresion. Se sabe que después de un TCE severo existe una mayor cantidad de
metiltransferasas como la DNMT-1/3A/3B lo que podria aumentar la probabilidad de
metilacion del DNA que codifica para la CBS y la CSE (Cirino et al., 2022; Mateen et al.,
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2017). Sin embargo, esto no se ha demostrado experimentalmente y deberéa ser analizado en

nuestro sistema.

A nivel postranscripcional, la expresion de las enzimas productoras de HzS puede modularse
por microRNAs (miRNA). Los miRNAs son RNAs reguladores cortos que pueden actuar
como represores de la expresion de diferentes proteinas (Dexheimery & Cochella, 2020). Se
ha reportado que los miRNA que regulan la expresién de la CBS (miRNA27b vy el
miRNA216a) y CSE (miRNA27b y el miRNA216a) (Cirino et al., 2022) se elevan en plasma
después de un TCE, lo que podria inducir una disminucion de su expresion (Yang et al., 2016;
Atif & Hicks, 2019). Por otra parte, nuestros datos demuestran que la 3-MST disminuye en
la aorta toracica. A pesar de que no existen reportes que sugieran un posible mecanismo
implicado en la disminucién de la 3-MST, se sabe que la actividad de esta enzima depende
del balance REDOX (Cirino et al., 2022). Por lo tanto, es posible que el estrés oxidante
modifique la expresion de la 3-MST ya que contiene interruptores moleculares de deteccion
REDOX en su estructura (Nasi et al., 2020). Ademas, existen mecanismos
postranscripcionales que pueden regular la expresion de las enzimas, tales como la

fosforilacion y la sumoilacion (Renga et al., 2015; Agrawal & Banerjee, 2008).

En su conjunto, nuestros resultados demuestran que el TCE induce una disminucién de la
expresion de las enzimas que sintetizan H,S. Por lo que se procedio con la administracion de
un donador exdgeno de H>S de manera subcronica para evitar las alteraciones sistémicas
postTCE.

7.5. La administracion subcronica de NaHS no tiene efecto en la disfuncion
sensoriomotora ni en la ganancia de peso corporal
Acorde con nuestros resultados, el NaHS no indujo cambios significativos en la disfuncion
sensoriomotora postTCE. Contrario a nuestros datos, se ha reportado previamente que la
administracion de NaHS (3.1 mg/kg) cinco minutos después de la induccion del TCE
previene el desarrollo de las alteraciones neuroldgicas (Jiang et al., 2013). Ademas, la
administracion de ATB-346, un donador organico de H.S durante 14 dias es capaz de

restablecer la funciébn motora. La discrepancia de nuestros datos con lo previamente
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reportado puede deberse a (1) el tiempo de inicio del tratamiento (5 min versus 24 h
postTCE); y (2) el donador utilizado. En este sentido, el ATB-346 es un donador de H,S
derivado del naproxeno, por lo tanto, actua tanto incrementando los niveles plasmaticos de
H>S como inhibiendo a la COX (Campolo et al., 2012).

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que el NaHS no tuvo un efecto significativo
en los cambios en el peso corporal inducidos por el TCE. Contrario a nuestros datos, se ha
observado que la administracién de NaHS (5.6 mg/kg) promueve la recuperacion del peso
corporal a largo plazo (14 dias) (Huerta de la Cruz, 2022c). Asimismo, la administracién de
donadores de liberacion lenta, como el GYY 4137, promueve la ingesta a través de la
liberacion del neuropeptido Y por fosforilacion de la proteina AMPK en el nlcleo arcuato
(figura 24) (Zhou et al., 2018). A nivel periférico, el H2S induce adipogénesis e hipertrofia
de los adipocitos que conlleva a un incremento del peso corporal (Cai et al., 2018). Sin
embargo, aunque el H>S promueva la ingesta de alimento después de un TCE, existe una
disfuncion en la absorcion de nutrientes causada por la disautonomia y un estado
hipermetabodlico que contribuye a la diminucion de peso (Hanscom et al., 2021; Roe &
Rotchwell, 1997; Yanagawa et al., 2002).

Recuperacion de
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Figura 24. El efecto del H2S exdgeno en la disfuncion sensoriomotora y la pérdida de
peso corporal depende del tipo de donador y del tiempo de administracion y de
evaluacién postTCE.
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7.6. La administracion subcréonica de NaHS evita los cambios en la frecuencia

cardiacay la presion arterial ocasionados por el TCE
De acuerdo con nuestros resultados, la administracion de NaHS impidid las alteraciones en
la frecuencia cardiaca y la presion arterial. En este sentido, nuestro grupo de investigacion
ha reportado previamente que la administracion de NaHS por 28 dias revirtio las alteraciones
en la frecuencia cardiaca en un modelo de obesidad inducido por una dieta rica en grasas
(Gomez et al., 2019). Dicho efecto posiblemente este mediado por las acciones del H.S en el
nodulo sinusal del corazén (Yoo et al., 2015) o la inhibicion del tono simpatico
cardioacelerador (Centurién, et al. 2018). Ademas, la administracion de NaHS a las dosis de
3.1y 5.6 mg/kg previnieron el incremento en la presion arterial postT CE (Huerta de la Cruz
et al., 2022). Dicho efecto pudiera estar mediado por mecanismos a nivel central o a nivel
periférico a través de la modulacion de la transmision simpatica (Centurién et al., 2016;
Huerta de la Cruz et al., 2022a).

7.7. La administracion subcronica de NaHS evita los cambios en los mecanismos
locales del control de la funcion vascular
Estudios previos han demostrado que el HzS puede regular el tono vascular produciendo
vasoconstriccion o vasorrelajacion (Dongo et al., 2017) El efecto vasorrelajante del H2S
involucra principalmente la activacion de canales de potasio (Zhao et al., 2001). En este
sentido, al observar una disminucion en la expresién de las enzimas productoras de H.S, fue
de nuestro interés estudiar si la relajacion inducida por NaHS se alteraba después de un TCE.
De acuerdo con nuestros resultados, en las aortas provenientes de animales sometidos a un
TCE severo, se presenta una disminucion en la respuestas vasorrelajantes inducidas por el
H>S. Este cambio pudiera estar mediado por una alteracién de los blancos del H2S enel MLV,
tales como el Katp y el Kir 2.1. En este sentido, el H.S puede persulfurar los residuos de
cisteina oxidados de los canales Katp y del Kir2.1, lo que induce su apertura y, por lo tanto,
la vasorrelajacion (Tang et al., 2005). Se ha reportado previamente que la funcion de los
canales Katp se ve modificada en arterias cerebrales de cerdos sometidos a un TCE
(Armstead, 1997), y que la funcion del canal Kir 2.1 disminuye en arterias mesentéricas de

ratas después de un TCE por un aumento del estrés oxidante (Sackheim et al., 2021).
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De acuerdo con nuestros resultados, la administracion de NaHS indujo una reduccion en el
estrés oxidante en las aortas de animales sometidos a un TCE severo. Este efecto se da por
represion de radicales libres como el peroxinitrito (ONOO-) y el peréxido de hidrégeno
(H202), y la regulacién a la alza de otras moléculas antioxidantes como es el glutation. En la
aorta, esta reduccion del estrés oxidante evita el desacople de la eNOS, lo que se traduciria
en la recuperacion de la vasorrelajacion dependiente de endotelio. Acorde con lo anterior,
nuestros resultados indican que el tratamiento subcronico con NaHS impide las alteraciones
vasculares, ya que restablece la vasorrelajacion dependiente de endotelio y las respuestas
contractiles (figura 16 y 17). La recuperacion de la vasorrelajacion dependiente de endotelio
inducida por la administracion del NaHS puede deberse a: 1) la disminucién del estrés

oxidante; y 2) aumento de la expresion y fosforilacion de la eNOS.

De acuerdo con nuestros resultados, la administracién de NaHS indujo un incremento en la
expresion de laeNOS en la aorta de animales sometidos a un TCE severo. Este mismo efecto
se ha reportado en diversos modelos como en la placa aterosclerotica (Li et al., 2017), en
modelos de envejecimiento con D-galactosa (Wu et al., 2017) y en modelos murinos de
formacién de trombos utilizando vénulas de la oreja de ratones (Szabo, 2017). Este aumento
en la expresion podria estar dado por el aumento en el miRNA-455-3p (Li et al., 2017). Por
otra parte, el H2S induce la persulfuracion de la via de Akt, lo que induce la fosforilacion en

el residuo de Ser*!”’(Predmore et al., 2011).

De acuerdo con nuestros resultados, el tratamiento con NaHS restablecid las respuestas
contractiles inducidas por noradrenalina. En este sentido, se ha reportado que la
administracion de NaHS a la dosis de 5.6 mg/kg produce una disminucion de las respuestas
contractiles inducidas por noradrenalina en un modelo de obesidad inducida por una dieta
rica en grasa (Gomez et al., 2019). Ademas, estudios in situ han demostrado que la
administracion de NaHS (3.1 y 5.6 mg/kg) en animales sometidos a TCE genera una
disminucion de las respuestas vasopresoras inducidas por noradrenalina (Huerta de la Cruz,
et al 2022a).



Discusién

7.8. La administracion de NaHS evita la disminucion de la expresion de las enzimas
productoras de H.S inducida por el TCE

De acuerdo con nuestros resultados, la administracion de NaHS evit6 la disminucion de la
expresion de las enzimas productoras de H.S e incluso, en el caso de la CBS, indujo un
incremento por arriba del grupo Sham (figura 21). Hasta nuestro conocimiento, este es el
primer trabajo que relaciona el efecto del NaHS con los cambios de la expresion de las
enzimas productoras de H2S en vasos sanguineos postTCE, especificamente en la aorta. Este
incremento puede explicarse por dos mecanismos que involucran factores de transcripcion:
1) la via de la molécula Sp1l (proteina especifica 1), en la cual la Spl persulfurada se une a
las regiones promotoras para la transcripcion de genes de respuesta; y 2) la via del Nrf2
(factor nuclear eritroide 2), en la que la persulfuracion de la proteina Keapl(proteina 1
asociada a ECH tipo Kelch) en el residuo de Cis® produce la disociacion del Nrf2 y promueve
su translocacion al nucleo (Corsello et al., 2018). Conforme a nuestros resultados, se ha
reportado que, en animales que fueron sometidos a un TCE severo, la administracion
subcrénica de NaHS a 3.1 mg/kg indujo un aumento en la expresion de las enzimas
productoras de HzS en el hipotalamo y tallo cerebral (Huerta de la Cruz, 2022b). Ademas, en
otros modelos, como el de envejecimiento acelerado, se ha demostrado que el tratamiento
con donadores de H>S aumentan la expresion de las enzimas en la aorta y en el corazon (Wu
etal., 2017).

En su conjunto, nuestros resultados sugieren que la administracion de NaHS previene la
disfuncion vascular postTCE a través de: 1) la reduccién en la formacion de ROS; y 2) la
expresion y fosforilacion de la eNOS, y todos estos efectos pueden ser por el aumento de la

expresion de las enzimas productoras de H.S (figura 25).
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Figura 25. Resumen de los efectos de la administracion exdgena de H:S en las alteraciones vasculares postTCE. La administracion
de NaHS evitd el aumento de la presion arterial y el ritmo cardiaco. Asimismo, evito el decremento de las enzimas productoras de H.S,
evito el aumento de la formacion de ROS, aument6 la expresion de la enzima eNOS posiblemente por aumentar al miRNA-455-3p y
evitd la disminucion de la fosforilacion de la eNOS. Lo que conlleva a la restauracion de la funcion vascular, disminuyendo la
vasoconstriccion y aumentando la vasorrelajacion. Las lineas continuas son mecanismos demostrados en este trabajo mientras que, las
lineas punteadas son mecanismos que se sugieren del H2S.
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8. Conclusién

El HaS evita el desarrollo de la hipertension arterial postTCE al restaurar la funcién
vascular, disminuyendo el estrés oxidante y restaurando la expresion proteinica de las
enzimas productoras de H.S, asi como la activacion de la eNOS. Sin embargo, no tiene
efectos en las alteraciones sensoriomotoras ni en la ganancia de peso ocasionada por el
TCE.
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9. Perspectivas

El presente estudio es el primero en evaluar el efecto de la administracion subcrénica de
NaHS en los vasos sanguineos después de la induccion de un TCE severo. Dicho lo anterior,
es importante continuar con la investigacion del efecto del NaHS en otras areas del sistema.

Por ello, a continuacion, se enuncian algunas perspectivas derivadas de este proyecto.

e Evaluar, a largo plazo, el efecto de la administracion subcronica de NaHS en un

modelo de TCE severo.

e Evaluar la participacion del sistema nervioso parasimpatico en las consecuencias
cardiovasculares postTCE, asi como los efectos de la administracion de NaHS en

dicho sistema.

e Se ha reportado que la sobreactivacion de los receptores B-adrenérgicos después de
un TCE por liberacion excesiva de catecolaminas son capaces de inducir un aumento
de ROS en el miocardio. Dado que la molécula de HzS es un importante antioxidante,
seria importante evaluar el efecto de la administracion subcronica de NaHS en los

niveles de ROS en el corazdn después de la induccion de un TCE.

e Nuestros resultados nos indican que, después de un TCE severo, existe un aumento
de las respuestas contractiles mediadas por receptores a-adrenérgicos, por lo que seria
importante evaluar los mecanismos transduccionales por los cuales el TCE induce un
aumento a corto plazo de las respuestas contractiles, al igual que el efecto que tiene
la administracién de NaHS sobre dichos mecanismos para reducir las respuestas

contractiles.

e Determinar si el efecto que tiene la administracion de NaHS cambia de acuerdo con
la severidad del TCE.



Perspectivas

Se ha reportado que, en arterias cerebrales, se modifican los canales de potasio en el
musculo liso vascular, sobre todo los Kate y los Kir 2.1. Sin embargo, no se ha
evaluado la actividad de estos canales en vasos sanguineos sistéemicos después de un
TCE, por lo que es importante evaluar las modificaciones que suceden en los canales

postTCE, al igual que los efectos de la administracion de NaHS sobre estos canales.

Evaluar la combinacion de farmacos que tienen efectos neuroldgicos postTCE como
es el propilparabeno (preclinica) o glibenclamida (clinica) en conjunto con la
administracion de NaHS para las consecuencias tanto centrales como periféricas
postTCE.
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