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Resumen

El sulfuro de hidrogeno (H2S), un gas venenoso conocido por su toxicidad ha sido
recientemente reconocido como una molécula beneficiosa con efectos positivos en varios
sistemas fisiologicos, incluido el sistema nervioso central. Este estudio investigoé el papel
del H2S en la excitabilidad intrinseca de las neuronas piramidales CA1 del hipocampo,

una region mesolimbica con un papel critico en el aprendizaje y la memoria.

Para entender el rol del HzS, se realizaron registros de patch-clamp en rebanadas frescas
de hipocampo. La perfusion de acido aminooxiacético, un inhibidor no especifico de las
enzimas CBS, CSE y 3-MST que son responsables de la sintesis de H2S, provoco un
efecto estimulante en la excitabilidad neuronal. Este efecto se manifestdé como un
aumento de la frecuencia de disparo de potenciales de accidn y amplificacion de la fase
de hiperpolarizacion del potencial de accion. Estos cambios indican una mayor actividad
neuronal y sugieren que las neuronas piramidales del hipocampo sintetizan y liberan H2S
localmente. Lo cual fue comprobado a través de la técnica de Western blot.

En una serie posterior de experimentos, el efecto de dosis crecientes de H2S revel6 una
modulacién neuronal compleja por H2S exdgeno. El H,S suprimid la excitabilidad
neuronal al producir la reduccion de la frecuencia de disparo debido a una regulacion
negativa de la excitabilidad neuronal intrinseca, acompafado por un aumento en la
duracion del umbral de tiempo del potencial de accién, la disminucion de la fase de
hiperpolarizacion postpotencial de accion y la reduccion de corrientes macroscopicas

entrantes (posibles corrientes de sodio) y salientes (corrientes de potasio).

Estos hallazgos sugieren que un aumento local de H>S modifica las propiedades activas
de las neuronas piramidales de CAL. Este estudio proporciona informacion sobre el papel
del H.S en la salud neuronal, sugiriendo que podria existir un mecanismo neuroprotector
mas alla de la simple neutralizacion de especies reactivas de oxigeno, mediante la

regulacién de los canales idnicos y los potenciales de accién.




Abstract

Hydrogen sulfide (H.S), a poisonous gas known for its toxicity, has recently been
recognized as a beneficial molecule with positive effects on several physiological
systems, including the central nervous system. This study investigates the role of H»S in
the intrinsic excitability of CA1 pyramidal neurons in the hippocampus, a key region

involved in learning and memory.

To better understand this role, patch-clamp recordings were performed on hippocampal
slices. Perfusion with aminooxyacetic acid, a non-specific inhibitor of the enzymes
responsible for H>S synthesis (CBS, CSE, and 3-MST), caused a stimulating effect on
neuronal excitability. This effect was manifested as an increase in firing frequency and
amplification of the post-action potential hyperpolarization phase. These changes indicate
increased neuronal activity and suggest that hippocampal pyramidal neurons locally

synthesize and release H>S, which was confirmed through western blot analysis.

In a subsequent series of experiments, the effect of increasing doses of exogenous H>S
revealed a complex neuronal excitability by reducing firing frequency through a negative
regulation of intrinsic neuronal excitability, increasing the excitability threshold,
decreasing the post-action potential hyperpolarization phase, and reducing inward and

outward currents.

Collectively, these findings indicate that a local surge of H>S modifies the active
properties of CA1 pyramidal neurons. This study provides crucial insights into the role
of H,S in neuronal health, suggesting that there may be a neuroprotective mechanism
beyond the simple neutralization of reactive oxygen species, through the regulation of ion

channels and action potentials.




1. INTRODUCCION

1.1.Hipocampo

La formaciéon hipocampal es una regién del sistema limbico que juega un papel
fundamental en la memoria y el aprendizaje; esta formada por diversas regiones que
incluyen el giro dentado, el hipocampo propiamente dicho, subiculo, presubiculo,
parasubiculo, y corteza entorrinal.

En cuanto a su conectividad, existen subcircuitos y mecanismos de comunicacion
alternativos. Sin embargo, acotandonos al circuito trisinéptico, la principal entrada es a
través de las neuronas de la corteza entorrinal que envian sus proyecciones hacia las
células granulares del giro dentado, de ahi sus axones se proyectan hacia la region CA3,
finalmente las neuronas de CA3 envian sus axones, denominados colaterales de Schaffer,
hasta las neuronas piramidales de la region CAL. Por Gltimo, los axones de las neuronas
piramidales de CA1 constituyen la salida de informacion del hipocampo que regresa a
subiculo y corteza entorrinal.

El hipocampo se localiza en el 16bulo temporal medial de los mamiferos, su forma es
semejante a la letra “C”y protruye hacia el cuerno inferior del ventriculo lateral. Se divide
en regiones: CA3, CA2y CAlYy se encuentra laminado en 5 a 6 capas ordenadas también
Ilamados strata.

En el area CALl la principal capa celular es la de células piramidales como la que se
representa en la figura 1. Esta capa es conocida como stratum pyramidale (figura 1 SP).
Justo debajo de esta capa encontramos el stratum oriens (figura 1 SO), que contiene las
dendritas basales de las células piramidales y también alberga varias clases de
interneuronas de disparo rapido. Estas interneuronas cumplen funciones importantes en
la regulacion de la excitabilidad neuronal y la plasticidad sinéptica. El stratum radiatum
(figura 1 SR) se encuentra por encima de la capa de células piramidales y es donde se
localiza una conexidn sinaptica relevante, la que se realiza desde los axones de las células
de CA3 con las células de CAL, conocida como las colaterales de Schaffer (figura 1 sc).
Esta conexion desempefia un papel esencial en la integracion de la informacion y la
formacion de memoria y el aprendizaje de larga duracion (Green, 1964). Finalmente, la
capa mas superficial de la region CA1 es el stratum lacunosum-moleculare (figura 1 SL-

M), una region donde hacen sinapsis las fibras que provienen de la corteza entorrinal, a




través de la via temporo-armonica, una region del cerebro involucrada en la percepcion
espacial y la navegacion. Ademas, neuronas de otras areas cerebrales como el ndcleo
reuniens del talamo también envian sus proyecciones sinapticas a esta capa superficial.
En conjunto, estas conexiones proporcionan una importante entrada de informacion
somatosensorial, que participa de manera fundamental en los procesos de formacion y

consolidacién de la memoria (Amaral y Witter, 1989).

Figura 1. Circuito hipocampal y neuronas piramidales de CAL.

Esquema de una rebanada transversal de hipocampo que muestra los principales
componentes del circuito hipocampal. DG (giro dentado), mf (fibras musgosas), CA3,
CAZ2, sc (colaterales de Schaffer), CAly pp (via perforante).

También se muestra de forma aumentada una neurona piramidal de CA1 reconstruida
donde se permite observar a los distintos estratos de CAI.

SO, estrato oriens; SP, estrato piramidal; SR, estrato radiatum; SL-M, estrato lacunosum
moleculare.

Esquema extraido de Stanford.edu.; reconstruccidn de neurona extraida de Griego, 2022.

1.2.Neuronas piramidales de CAl

Las células piramidales se caracterizan por su forma triangular con un soma grande. Su
organizacion dendritica es notablemente homogénea, a diferencia de las células
piramidales del area CA3, que exhiben mayor heterogeneidad. A pesar de la
homogeneidad de CAL, las células no son idénticas funcionalmente, ya que reciben

entradas sinapticas disimiles desde la corteza entorrinal y diferentes ubicaciones a lo largo
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del eje transversal de CA1L; esto implica que hay diferentes circuitos y conexiones
sinapticas en diferentes regiones de CA1, lo que puede tener consecuencias significativas
para la funcion y la plasticidad sinaptica de esta region.

El axon de las neuronas piramidales de CAL, es una sola fibra que emana del soma y
proyecta a lo largo del estratum oriens y el alveus. Este se arboriza y forma colaterales
que contactan dentro y fuera del hipocampo, siendo el blanco mas relevante el subiculo.
(Amaral y Witter, 1989).

El a&rea CA1 desempefia una funcion crucial al convertir la informacion de la memoria a
corto plazo en memoria a largo plazo, promoviendo asi el proceso de aprendizaje.
Ademas, desempefia un papel fundamental en la memoria contextual y espacial,
permitiendo recordar detalles de experiencias pasadas y mantener la orientacién en el
espacio. Sin embargo, debido a su alta susceptibilidad a hipoxia y anoxia, el a&rea CAl es
particularmente vulnerable a dafios celulares.

Ademas, la vulnerabilidad intrinseca de estas células ha conducido a investigaciones
intensivas en el ambito de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer, la demencia senil y la enfermedad de Huntington, pues se busca comprender

los posibles mecanismos de neuroproteccion y posibles tratamientos.

La excitabilidad intrinseca de las neuronas piramidales de la region CA1 esta formada
por una gran variedad de conductancias ionicas sensibles a voltaje y/o calcio. Las células
piramidales tienen una gran variedad de canales ionicos. Por ejemplo, los canales de
potasio que se activan a potenciales supraumbral dependientes de calcio (BK, SK, entre
otras), las cuales contribuyen a la hiperpolarizacion postpotencial (Gu et al., 2007); o
corrientes que se activan a potenciales subumbral (1A e ID), estas ultimas modulan la
frecuencia de disparo (Storm, 1990; Johnston et al., 2000; Griego et al., 2022).




1.3.Excitabilidad intrinseca

La excitabilidad intrinseca es la predisposicion o serie de caracteristicas influyentes de
una neurona para responder a estimulos eléctricos o quimicos con la generacion de
potenciales de accion (PA), como consecuencia de la actividad dinamica de los canales
i6nicos que se encuentran en la membrana celular, junto con las propiedades cinéticas y
bioquimicas vinculadas a esos canales (Llinas, 2014; Schulz, 2006).

El PA describe la sucesion de variaciones en el voltaje en la membrana celular y son
considerados eventos de caracter "todo o nada"; una vez que se alcanza el umbral de
disparo, procede una modificacion rapida y completa en el potencial de membrana de la
célula. Por consiguiente, el PA constituye un medio esencial para la transmision de

informacidn entre neuronas (Kulbacka et al., 2017).

La excitabilidad intrinseca se divide en propiedades pasivas y activas. Las propiedades
pasivas estan relacionadas con las caracteristicas eléctricas en reposo de la membrana
celular, mientras que las propiedades activas estan asociadas con los eventos que ocurren
cuando la neurona se activa en respuesta a un estimulo para generar un PA (Kulbacka et
al., 2017).

La relacion entre las entradas y las salidas de un circuito neuronal, como el que constituye
el hipocampo, depende tanto de la conectividad sinaptica del circuito, como de la
excitabilidad intrinseca de cada una de las neuronas que lo componen (Daoudal &
Debanne, 2003). Esta relacion estd determinada por un conjunto de propiedades
intrinsecas, que incluyen el potencial de reposo, la resistencia y la capacitancia de la
membrana, asi como las propiedades y distribucion de los canales ionicos expresados en

la membrana plasmaética (Mozzachiodi & Byrne, 2010).

1.4.Sulfuro de hidrdégeno

El sulfuro de hidrdgeno (H2S) es un gas que se conoce desde el siglo XVI1, principalmente
por sus propiedades toxicas. Efectivamente, este gas, a concentraciones de 500 a 1000
ppm, puede conducir a la muerte (Reiffenstein et al., 1992). A pesar de ello, a través de

estudios toxicologicos, el H2S se encontro en el cerebro de seres humanos o animales que




no habian sufrido intoxicacion por H2S (Goodwin et al., 1989; Warenycia et al., 1989.)

Es decir, el H2S se sintetiza enddgena y enzimaticamente en el cerebro a concentraciones

micromolares de 40 a 200 uM vy se encuentra de forma natural en las células.

El trabajo seminal de Abe y Kimura demostro que el H.S es producido endégenamente y

es capaz de modular la neurotransmision en el hipocampo. (Abe et al., 1996). Asi en 2002,

se propuso que el HoS formara parte de la familia de los gasotransmisores, donde ya se

incluian el 6xido nitrico (NO) y el monoxido de carbono (CO) (Mustafa et al., 2009;

Wang, 2002, 2003). La inclusion del H2S en esta familia se baso en su capacidad para

cumplir con las caracteristicas distintivas de los gasotransmisores que se enlistan a
continuacion: (Wang, 2002, 2014)

Es una molécula gaseosa pequefia que una vez producida es parcialmente disuelto

en su forma libre o parcialmente disociado.
Permea libremente a través de las membranas plasmaticas.

Se produce en las células de los mamiferos mediante procesos enzimaticos, tanto

en condiciones fisiolgicas como patoldgicas.

Desemperia funciones especificas y bien definidas a concentraciones fisiologicas

relevantes.

Sus efectos se han estudiado de manera extensa y concreta en el sistema
cardiovascular, el sistema nervioso, el sistema respiratorio, el sistema

gastrointestinal, entre otros.

Las modificaciones de sus niveles enddgenos se correlacionan con cambios

funcionales en diferentes sistemas.

e La administracion de donadores exdgenos, para investigar su funcion, provoca

efectos similares a los del H=S producidos de manera endogena.




1.4.1. Sintesis endogena del H2S

El sulfuro de hidrégeno (H.S) no puede almacenarse en vesiculas por su naturaleza
gaseosa. Por lo tanto, es producido localmente y también se libera de reservas enddgenas;
es sintetizado a partir del aminoécido L-Cisteina por medio de tres vias enzimaticas, como
lo representa la figura 2, donde participan las enzimas: (1) cistationina-f-sintasa (figura
2 CBYS), (2) cistationina-y-liasa (figura 2 CSE) y (3) 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa
(figura 2 3-MST) en conjunto con la cistationina-aminotransferasa (figura 2 CAT) (Wang
2012). La cantidad especifica de H2S producida puede variar dependiendo del tejido y la
especie en cuestion (Abe et al., 1996).

i PSP —{P5P -
Cisteina (CSE y (CBS )
\ / >
+  <4— Tiocisteina 47——~ L-cisteina > +
L,“‘,:\“f' . I (n@wﬁ
Piruvato Homocisteina + Serina =

+

NH3 ( .CAT>' / .{-m-‘-,ghr.iararrr,\ I
/_ 1
{5

L-glutamato | | 3-Mercaptopiruvato

Figura 2. Via de sintesis del H2S. El sulfuro de hidrogeno (H2S) se produce a partir del
sustrato L-cisteina. La enzima Cistationina-p-sintasa (CBS) se asocia con la formacion
de cistationina y la produccion de H.S mediante la condensacion de homocisteina con L-
cisteina. Por otro lado, la enzima Cistationina-y-liasa (CSE) cataliza la transformacion de
L-cisteina en piruvato, amonio y tiocisteina; esta ultima se descompone en cisteina y H»S.
Ademas, la enzima Cisteina-aminotransferasa (CAT) desencadena la liberacion de 3-

mercaptopiruvato y L-glutamato al catalizar la reaccion entre L-cisteina y a-




cetoglutarato. La enzima 3-mercaptopiruvato-sulfurtransferasa (3-MST) cataliza la
reaccion de 3-mercaptopiruvato, que produce &cido sulfuroso, piruvato y tiosulfato. El
tiosulfato es reducido a H2S y glutation disulfuro con ayuda del glutation reducido.

CSE, Cistationina-p-sintasa; CBS, Cistationina-y-liasa; CAT, Cisteina-aminotransferasa;

3-MST, 3- mercaptopiruvato-sulfur-transferasa. Figura creada con Biorender.com

Ademas, los niveles de H.S en la sangre también depende de bacterias especificas en el
intestino que son capaces de producirlo. Estas bacterias, conocidas como bacterias
sulfato-reductoras, generan H.S al metabolizar la glucosa, polisulfuros y aminoacidos que
contienen azufre (Searcy, 1998). Asi mismo, los eritrocitos también pueden producir H.S
al convertir el azufre elemental en HS” mediante un proceso de reduccion no enzimatica.
Estos mecanismos adicionales de produccién contribuyen a mantener los niveles
adecuados de H>S en el organismo y desempefian un papel importante en diversas
funciones biologicas.

La cistationina-p-sintetasa (CBS) es una enzima presente en el citosol que utiliza
piridoxal-5-fosfato como cofactor y cataliza la condensacion entre la L-Cisteina y la
homocisteina produciendo cistationina y H.S. (Chen et al., 2004). La CBS se expresa en
diversos tejidos como el higado, el rifion, el pancreas, el ileon y el cerebro (Kimura,
2018), especialmente en astrocitos (Enokido et al., 2005; Ichinohe et al., 2005) y
microglia. (Hu et al., 2007)

La cistationina-y-liasa (CSE) es otra enzima citosolica que también requiere piridoxal-5-
fosfato como cofactor. CSE convierte la L-Cisteina en piruvato, tiocisteina y amonio,
liberando H>S en el proceso (Chiku et al., 2009). Se encuentra en varios 6rganos, Como
el higado, el rifidn, la aorta, el ileon, la vena porta, el corazén y en menor medida en el
tejido cerebral. (Fu et al., 2012; Kimura, 2014, Paul et al., 2014).

La tercera via enzimatica involucra tanto a la enzima 3-mercaptopiruvato
sulfurtransferasa (3-MST) como a la enzima cisteina-aminotransferasa (CAT). La 3-MST
se localiza tanto en el citosol como en la mitocondria, y no requiere piridoxal-5-fosfato
como cofactor. En esta via, la enzima CAT convierte L-Cisteina en 3-mercaptopiruvato
y a-cetoglutarato, y luego, la 3-MST permite la conversion de 3-mercaptopiruvato a
piruvato y H>S (Shibuya et al., 2009). La enzima 3-MST se expresa principalmente en el

endotelio vascular y en el cerebro, especificamente en las neuronas. (Figura 2).
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1.4.2. Persulfuracion de proteinas

Una vez sintetizado, el H.S regula diversas vias de sefializacion intracelular, asi como la
actividad de diferentes canales idnicos y diversas enzimas mediante un mecanismo de
persulfuracién de proteinas (Paul & Snyder, 2015). Este proceso, similar a la
nitrosilacion, involucra la interaccion del H2S con residuos de cisteina oxidados. La
persulfuracién puede ocurrir de tres maneras: (1) a través del ataque nucleofilico del
sulfuro a un residuo de cisteina oxidado, (2) mediante la reaccion entre una especie de
sulfuro oxidada y el grupo tiol de la cisteina, o (3) mediante la reaccion del disulfuro de
hidrogeno (H:S:) con el grupo tiol de la cisteina (Paul & Snyder, 2015a, 2015b). Al igual
que la nitrosilacion, la persulfuracion puede ser revertida enzimaticamente por las

enzimas tioredoxina y tioredoxina reductasa (Krishnan et al., 2011).

1.4.3. Metabolismo del H2S

El H2S se metaboliza principalmente por tres vias para mantener sus niveles bajos y
prevenir sus efectos toxicos. La primera via ocurre en la mitocondria, donde el H-S se
convierte en tiosulfato, luego en sulfito y posteriormente se elimina como sulfato, el
principal producto final del metabolismo del H.S (Kimura, 2012). La concentracion de
tiosulfato en la orina es un marcador de la sintesis de HzS en el cuerpo. La segunda via
involucra la enzima tiol-S-metiltransferasa, que convierte el HzS en dimetilsulfuro. La
tercera via implica la reaccion del H>S con la hemoglobina, formando sulfohemoglobina

(Kimura, 2012).

1.4.4. Efectos bioldgicos y farmacolégicos del H2S

El sulfuro de hidrégeno se produce practicamente en todas las celulas del organismo. Por
esta razon se han reportado diversos efectos fisioldgicos en el sistema cardiovascular
(Wang, 2012), el sistema nervioso (Lu, et al. 2012), sistema enddcrino (Tang, et al. 2013),
sistema inmune (Dilek, et al. 2020), sistema reproductivo (Zuo, et al. 2014), sistema
gastrointestinal (Gil, et al. 2013), el higado (Fuijii, et al. 2005), rifion (Tripatara, et al.
2008), sistema urinario (Yamamoto, et al. 2013), entre otros (Cirino et al., 2023). EI H,S

ha surgido como un mediador con diversas propiedades, entre ellas antioxidantes,
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antiinflamatorias y neuroprotectoras. A concentraciones bajas el H2S se ha destacado por
su potencial en el envejecimiento y como agente farmacoldgico para tratar enfermedades
neurodegenerativas a través del disefio de nuevos donantes ya que, para sefializar, el H2S
produce modificaciones postraduccionales de los residuos de cisteina por sulfhidratacion
o persulfidacion, evento que se puede comparar con la fosforilacion porque media varias
vias de sefializacion como las mencionadas en la Tabla 1. (Sestito, 2019; Tripathi et al,
2023).

Aunque al H>S se le considera un gas toxico se ha demostrado que tiene efectos
beneficiosos, como la regulacién de la presion arterial y la proteccion contra el dafio
celular. Asi mismo se ha demostrado que el H>S modifica la liberacion de
neurotransmisores, y la actividad de las neuronas (Kimura, 2007).

Tabla 1. Vias de sefalizacion moduladas por H:S.

Via de

Papel del H2S Resultados Referencia

senalizacion

Activa guanilato o
‘ ) Relajacion  de
ciclasa (enzima
‘ musculos
que convierte
Guanilato vasculares, Whiteman
GTP en GMPc).
ciclasa y GMPc¢ regulacion  de etal, 2011
GMPc actua
funcion
como 2do _
) cardiovascular
mensajero.

Ambos gases NO

y H2S activan )
i Proteccion
Oxido nitricoy  guanilato ciclasa Pan et al.,
contra estrés
GMPc aumentando  la o 2012
) oxidativo
produccion  de

GMPc
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Canales de

Ca**y K"

Factor nuclear
kappa p (NF-
kB

Proteina
quinasa
activada por
mitogenos

(MAPK)

Abre canales de
Karp y produce
hiperpolarizacion

membranal

Inhibe canales de
Cav3.2,
disminuyendo
concentracion
intracelular
Inhibe la
del
de

activacion
factor
transcripcion
NF-kB
(involucrado en
la regulacion de
la inflamacion y

la respuesta

inmunitaria.)

Activa la via de

las MAP
quinasas
(importantes en

la regulacion de
la proliferacion
celular, la
diferenciacion 'y
la

supervivencia).

Inhibe
excitabilidad

neuronal

Reduce la
produccion  de
citocinas

proinflamatorias.

Regulacion de la

muerte celular

Zhao et al.,

2001

Elies et al.,

2014

Kimura,

2018

Polhemus

&
2014

Lefer
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Evita  oxitosis
(entrada masiva
de calcio,
especialmente a
través de los

canales de calcio

Sistema '
tipo NMDA, que
glutamatérgico,
Provoca aumento conducen a la
especialmente ] ) ]
de glutation al  liberacion Gadalla, et
receptores )
estimular la  excesiva de al., 2010
NMDA (N- o
entrada de cistina = glutamato lo que
metil-D-
en las células provoca
aspartato) o
excitacion
neuronal

prolongada que
puede ser toxica
y generar

apoptosis).

La disminucion de este gasotransmisor enddgeno esta relacionada con algunos trastornos
neurodegenerativos (Tripathi et al., 2023); sin embargo, es importante destacar que la
administracion exdgena de H.S también puede tener efectos negativos en el cerebro, ya
que se ha demostrado que su exposicion prolongada a niveles elevados (concentraciones
de 100 a 1000 ppm) puede ser tdxica para las células cerebrales y puede contribuir a la
patogénesis de otras enfermedades neuroldgicas causando lesiones cerebrales agudas en
tdlamo, corteza, ganglios basales, y aungue los mecanismos exactos no estan
completamente caracterizados, los efectos neurotdxicos se asemejan a lesiones causadas
por hipoxia isquémica o sustancias adictivas donde los mecanismos celulares y
moleculares implicados incluyen estrés oxidativo, excitotoxicidad por glutamato y

neuroinflamacion (Xue Yang et al., 2019).
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1.4.5. Herramientas farmacologicas empleadas para estudiar los efectos
bioldgicos del sulfuro de hidrogeno

El H.S es un gas incoloro, volatil, inflamable, soluble en agua y con olor caracteristico.

Para estudiar las respuestas fisiologicas al H.S, existen diversas herramientas

farmacologicas (Papapetropoulos, et al., 2015).

Por ejemplo, existen donadores de H.S que estan clasificadas como sales inorganicas,
compuestos organicos sintéticos y compuestos de origen natural (Szabo &
Papapetropoulos, 2017). Dentro de los compuestos inorganicos se encuentran las sales de
sodio como el NaHS o el Na:S y el Na2S,03. Estos compuestos han sido empleados
extensamente en experimentos in vivo e in vitro. Sin embargo, tienen algunas limitaciones
como que al disolverse en agua las sales forman el H.S de manera dependiente del pH.
Ademas, en solucién el HzS se disocia en H" y HS™. Asi, en funcion de la constante de
disociacion se calcula que solamente el 20% de la solucién acuosa esta en forma de gas
(H2S), mientras que el 80% se encuentra en su forma disociada (HS"). Por esta razon, se
utilizan concentraciones o dosis altas de estos donadores. Ademas, son donadores rapidos
ya que, al entrar en contacto con el agua, reaccionan para generar H»S rapidamente (Szabo
& Papapetropoulos, 2017). Existe otro compuesto inorganico denominado SG-1002, S8
o0 corona de azufre, producido por la compafiia Sulfagenix®, el cual tiene propiedades
cardioprotectoras importantes (Polhemus, et al., 2015).

En la literatura se han reportado varios donadores organicos sintéticos que incluyen al
donador GY'Y4137. Este compuesto es un donador lento de H2S (Whiteman, et al., 2006).
De manera interesante, también se han reportado moléculas hibridas que contienen una
molécula de un farmaco utilizado en la clinica junto con donador de H2S. Uno de ellos es
el ATB-346, el cual es una combinacion del naproxeno y de un donador de H2S con
propiedades antiinflamatorias importantes (Szabo & Papapetropoulo, 2017).

En la naturaleza, existen muchas moléculas que donan el H2S. Estas moléculas se
encuentran principalmente en vegetales como el ajo, brocoli, cebolla, entre otros. El
dialilsulfuro, dialildisulfuro, trialildisulturo, S-alil-cisteina, S-propargil-L-cisteina,
tioglicina, tiovalina o sulforafano son moléculas que se encuentran en estos vegetales y

son donadores de H.S (Szabo & Papapetropoulos, 2017).
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También existen inhibidores de las enzimas productoras de H.S, que incluyen: (1)
inhibidores de la enzima CSE como la propargilglicina (EPSCPPG, DL-PAG), &cido
aminooxiacético (AOAA), beta-ciano-alanina y aminoetoxivinilglicina; (2) inhibidores
de la CBS como el &cido aminooxiacético (AOAA); (3) inhibidores de la 3-MST como
alfa-cetobutirato, alfa-cetoglutarato y piruvato. Sin embargo, todos estos inhibidores

carecen de selectividad lo que limita la interpretacion de los resultados.

1.4.6. Acido aminooxiacético (AOAA)

El AOAA actia como un inhibidor irreversible para enzimas dependientes de piridoxal
5-fosfato (PLP). Este compuesto se une de manera covalente al PLP en el sitio activo de
la cistationina beta-sintasa (CBS), formando una base de Schiff (una imina), lo cual
conduce a una inactivacion irreversible de la enzima. Esta unién bloquea la capacidad de
la CBS para catalizar la conversion de homocisteina y serina a cistationina y H»S.
Ademas, el AOAA compite por el sitio activo de la cistationina gamma-liasa (CSE), ya
que también utiliza PLP como cofactor. La union de AOAA al PLP en el sitio activo de
CSE impide la unién y procesamiento de su sustrato natural, cisteina, lo que resulta en la
inhibicion de la produccion de H.S. Esta interaccion forma un complejo estable que
obstaculiza la actividad catalitica de la enzima.

En cuanto a la enzima 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MST), el AOAA no la
inhibe directamente, sino que inhibe a la cisteina aminotransferasa (CAT), responsable
de la produccién del sustrato de 3-MST. La union del AOAA al PLP en el sitio activo de
CAT reduce la generacion de 3-mercaptopiruvato, disminuyendo asi la produccién de
H>S por parte de 3-MST.

Ademas de estos efectos especificos, el AOAA puede inhibir otras aminotransferasas
dependientes de PLP en la célula, lo que podria tener repercusiones adicionales en el
metabolismo de amino&cidos y en la produccion de H,S. Esta inhibicion generalizada de
enzimas clave contribuye a una disminucion global en la produccion de HzS y puede

afectar diversas vias metabdlicas. (Zuhra et al., 2020)
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1.4.7. Efectos electrofisioldgicos del H2S

El sulfuro de hidrégeno tiene efectos complejos sobre diferentes tipos de canales idnicos,
lo que puede tener diversas implicaciones en la funcion y proteccion de las células
nerviosas y gliales. Se ha propuesto que el H2S puede regular la funcion neuronal a través
de la via AMPc/PKAy la fosfolipasa C (PLC)/ proteina cinasa C (PKC), desencadenando
la apertura de canales de Ca®* tipo L y tipo T, activando los receptores NMDA v,
facilitando la entrada de Ca?* como se muestra en la figura 3 (Xue Yang, et al., 2019).
También se ha relacionado con la modulacién de canales de Katp, sugiriendo
neuroproteccion, ya que suprime la formacién de ROS mitocondrial mediante su
activacion y la S-sulfhidratacion de p66Shc (Kimura et al., 2006).

..@/.x =

8.

® S

£\

-

Homeostasis de Ca®*

Neurona
\:

Figura 3. Funcion fisioldgica del H2S. El sulfuro de hidrogeno (H.S) promueve la
potenciacion a largo plazo (LTP) a partir de la via AMPc/PKA o actla directo sobre
receptores NMDA promoviendo la entrada de Ca?*. Ademas, el H,S activa los canales de
Ca?"tipo L y T a través de la via PLC/PKC vy actta sobre el reticulo endoplasmico (RE)

regulando la homeostasis intracelular del Ca®*. Figura creada con Biorender.com

16



Asimismo, Dallas, et. al. 2021 reportaron que el donador NaHS a 200 uM, en cultivos de
neuronas primarias hipocampales de rata Wistar, modula el canal de rectificacion Kv2.1
por H2S; este canal esta regulado mediante modificaciones postraduccionales que tienen

profundas consecuencias funcionales en el SNC.

A) B) 2001
control 1501
w
< NaHS (200 pM) S’ 100
0 a
L
50 ms
]
504
0.
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60
C) control NaHS D) s-
Kk
5 104
o
. N e B
50pA 50 pA 5
£
| (]
& 50ms ‘:—;_
M W -
e L B e el 0 v y ' '
150 pA 150 pA 0 50 100 150 200

current (pA)

Figura 4. La NaHS inhibe al Kv2.1 y aumenta el disparo de potenciales de accion
en las neuronas hipocampales de rata. A) Corrientes evocadas en una neurona del
hipocampo de rata, antes y durante la exposicion a NaHS (200 uM), mediante
despolarizaciones aplicadas hasta 60 mV en incrementos de 10 mV desde un potencial de
reposo de -70 mV. Las barras de escala se aplican a ambas familias de corrientes.

B) Relacién + s.e.m. de densidad de corriente frente a voltaje obtenida en 8 células antes
(circulos solidos) y durante (circulos abiertos) la exposicion a NaHS (200 uM). C) Pulsos
de voltaje evocados por inyecciones de corriente cuadrada despolarizante (trazos

superiores 50 pA, trazos inferiores 150 pA) en neuronas del hipocampo perfundidas en

17



ausencia (trazos de la izquierda) o presencia (trazos de la derecha) de NaHS (200 uM).
D) Numero de potenciales de accion evocados + s.e.m. medidos en respuesta a
inyecciones de corriente despolarizante de 500 ms de amplitud variable. Los potenciales
de accion se midieron en ausencia (circulos solidos) o presencia (circulos abiertos) de 200
uM de NaHS. Figura modificada de Dallas et. al. 2021.

Otro de los reportes que se han mencionado en la literatura fue realizado con el donador
NaHS a 100 uM en neuronas piramidales de CA3, donde se observo una disminucion de
la frecuencia de disparo que fue significativa al 53% contra el control, y fue parcialmente
reversible tras el lavado de 45 min (Yakovlev et. al. 2017).

Lo que sugiere que el H2S bloguea canales de K* facilitando una depolarizacién y al
mismo tiempo suprime la actividad de canales de Na*. Al remover el NaHS, se abrieron

los canales de K™y la célula se hiperpolarizé.
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Figura 5. Efectos de NaHS sobre las corrientes de sodio dependientes de voltaje
(1 Na) vy las corrientes de potasio salientes de neuronas hipocampales de la regién
CA3 durante la primer semana de desarrollo posnatal de ratas Wistar.
A) | Na provocada por el protocolo de activacion que se muestra en la parte inferior en el
control, después de la adicion de NaHS (100 uM). B) Curva | —V de | Na provocada por
una serie de pulsos despolarizantes a partir de un potencial de mantenimiento de =75 mV
en el control (circulos abiertos) y en presencia de 100 puM de NaHS (cuadrados rellenos).
Los datos se ajustaron con una funcién de Boltzmann modificada (linea continua a través
de los puntos de datos). C) Corrientes de potasio evocadas durante una serie de pasos
despolarizantes a partir de un potencial de mantenimiento de =70 mV en condiciones de
control y en presencia de NaHS (100 uM). D) Curvas |-V de la corriente de
K" realizados con la modalidad de whole cell de la técnica de patch-clamp que
representan valores de densidad de corriente (pA/pF) en condiciones control (cuadrados
rellenos), y después de la aplicacién de NaHS (circulos abiertos). Figura modificada de
Yakovlev, et. al. 2017.

Sin embargo, debido a que las evidencias antes mencionadas se han estudiado in vitro e
in vivo (Unicamente en células piramidales de CA3 en rata neonatal de 3 a 7 dias), no han
sido estudios concluyentes para proporcionar informacién valiosa sobre los mecanismos
neuroprotectores y neuromoduladores para futuras estrategias terapéuticas para trastornos

neurolégicos relacionados o que puedan revertir la pérdida de la memoria.
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2. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Se sabe que el H»S tiene efectos sobre el SNC y se ha demostrado que tiene propiedades
anti-inflamatorias, profagicas, neuroprotectoras, neuromoduladoras y a dosis bajas es
prometedor en el envejecimiento porque protege del dafio que causa el estrés oxidativo
(Sestito, 2019). Sin embargo, se requiere una caracterizacion del papel del H.S tanto en
la funcion neuronal normal como en la patogénesis de enfermedades neurologicas.

Dado que el sulfuro de hidrégeno modula la excitabilidad neuronal, estudiar sus efectos
en una regién bien caracterizada como es el area CA1 del hipocampo proporcionara
informacion valiosa sobre cdmo este gasotransmisor puede influir en la excitabilidad
neuronal.

Investigar el papel especifico en la excitabilidad intrinseca de neuronas piramidales en la
region CA1 del hipocampo bajo el efecto de H.S podria ayudar a proporcionar una
perspectiva mas amplia sobre la influencia del H2S en la actividad eléctrica del
hipocampo y, potencialmente, abrir nuevas vias de investigacién en el campo de las
neurociencias y el desarrollo de posibles terapias dirigidas a enfermedades neurologicas
que involucren disminucion de H2S enddgeno.

El presente proyecto se centra en estudiar los efectos del H.S utilizando técnicas de
registro electrofisiologico con el fin de analizar los cambios en la actividad eléctrica de
las células en la regiébn CAL del hipocampo de ratas y su transmisién sindptica en
presencia de H>S para llenar ese vacio de conocimiento y proporcionar informacion
valiosa sobre mecanismos neuroprotectores con el proposito de futuras estrategias
terapéuticas para trastornos neuroldgicos relacionados y de la memoria.

Con este propdsito, se utilizara la técnica de patch-clamp de célula completa, la cual nos
proporcionard una vision mas detallada de las propiedades eléctricas de las neuronas
piramidales individuales, permitiéndonos analizar su excitabilidad neuronal y evaluar
coémo responden a los estimulos en presencia del H2S exdgeno. Ademas, esta técnica
permitird analizar los efectos del H2S a nivel celular y entender como esta molécula puede
modular la actividad neuronal (Margrie et al., 2002). Lo que nos permitira entender mejor
el papel de esta molécula en el funcionamiento del cerebro y su potencial impacto a través

de donadores farmacologicos en enfermedades neurolégicas.
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3. HIPOTESIS

La exposicion a NaHS, donador de HS, disminuira la excitabilidad intrinseca neuronal
en las células piramidales de la region CAL del hipocampo. Por el contrario, la perfusion
de acido aminooxiacético, inhibidor de las enzimas enddgenas que producen H»S,

aumentara la excitabilidad intrinseca.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto electrofisiologico del H.S sobre las neuronas piramidales de la

region CA1 del hipocampo.

4.2. Objetivos especificos

1) Evaluar los pardmetros bésicos de excitabilidad intrinseca de neuronas
piramidales de CA1 en condiciones control y tras la exposicién a NaHS.

1)) Demostrar la expresion de las enzimas que sintetizan H.S endogeno (CBS,
CSE, 3-MST) en el area CA1 del hipocampo.

I11)  Determinar si la inhibicion de las enzimas CBS, CSE y 3-MST con &cido

aminooxiacético suprime el efecto del H2S enddgeno.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Farmacos

El NaHS, donador de H.S, se obtuvo de Sigma-Aldrich y se disolvid en liquido
cefalorraquideo artificial (ACSF), a un pH de 7.4 y 25 °C. Para el tratamiento
farmacoldgico con NaHS se prepararon soluciones nuevas todos los dias.

El acido aminooxiacético (AOAA), inhibidor de las enzimas CBS, CSE y CAT que se
encargan de la produccion de H.S enddgeno, se obtuvieron de Sigma-Aldrich y se

disolvieron en ACSF.

5.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 4 a 5 semanas postnatal con un rango entre 100-150g
de peso. Los animales fueron otorgados y mantenidos por el bioterio de la Sede Sur del
Cinvestav; los animales estuvieron alojados en jaulas de plastico en un cuarto con
temperatura y humedad controlada (18-26°C, 50% HR); con acceso a alimento y agua ad
libitum y periodos de luz-oscuridad 12/12 h.

Los procedimientos en el presente proyecto de investigacion fueron realizados bajo los
lineamientos establecidos en la NOM-062-Z00-1999 y el Comité de Bioética del
CINVESTAV.

También siguieron las pautas de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) para el uso y

cuidado de los animales.

5.3. Disefo experimental
Para determinar los parametros basicos de excitabilidad intrinseca de células piramidales
de CA1 control vs las tratadas con NaHS a diferentes concentraciones fisiologicas se
utilizaron los siguientes grupos:

e Grupo control: Rebanada de hipocampo + ACSF (vehiculo de NaHS)

e Grupo tratado con NaHS: La misma rebanada control de hipocampo se perfundio

con NaHS a una concentracion de 200 pM.
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Con el fin de demostrar la expresion de las enzimas que sintetizan H,S enddgeno en el
area CA1 del hipocampo se utilizaron:

e Rebanadas hipocampales control donde se extrajo especificamente el area CAl

Para determinar si la inhibicién de las enzimas CBS, CSE y CAT suprimié el efecto del
H>S enddgeno se utilizaron los siguientes grupos:

e Grupo control: Rebanada de hipocampo + ACSF (vehiculo de NaHS).

e Grupo tratado: La misma rebanada control de hipocampo se perfundié con &cido

aminooxiacético, un inhibidor de las enzimas CBS, CSE y CAT, a 100 uM.

5.4. Obtencion de rebanadas de cerebro

Para obtener las rebanadas de cerebro, se procedio a anestesiar a las ratas mediante una
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico a una dosis de 60 mg/kg.
Posteriormente, las ratas fueron decapitadas inmediatamente después de entrar en un
estado de anestesia profunda. Con cuidado, se extrajo el encéfalo y se sumergio en una
solucion helada de sacarosa con una composicion especifica en [mM]: sacarosa 210, KCI
2.8, MgSO4 2, Na2HPO4 1.25, NaHCOOs3 26, D-glucosa 10, MgCl, 1y CaCl> 1.
Asimismo, con ayuda de un bisturi, los hemisferios cerebrales fueron separados y se
fijaron en la plataforma de corte de un vibratomo (Leica VT1000 S). Mediante este equipo
se obtuvieron rebanadas transversales de 370 micrometros de grosor que incluian
hipocampo. Dichas rebanadas se incubaron en una solucién especifica a 34°C durante 30
minutos y a temperatura ambiente durante una hora antes de realizar los registros
electrofisioldgicos. Esta solucidn contenia en [mM]: NaCl 125, KCI 2.5, NaoHPO4 1.25,
NaHCOOs 26, MgCl> 4, D-glucosa 10 y CaCl: 1.

Para permanecer con las condiciones optimas, tanto la solucion de sacarosa como la de
incubacion se mantuvo continuamente carboxigenada (mezcla de 95% 02/5% CO>)
durante todo el procedimiento, garantizando una adecuada saturacion de oxigeno y un pH
constante de 7.4. Esto asegur0 la viabilidad de las rebanadas y la estabilidad de las

condiciones para el posterior analisis electrofisioldgico.
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5.5. Registros electrofisiologicos en Patch Clamp

Después de la etapa de incubacién, las rebanadas fueron sumergidas de tal manera que
quedaron fijas en una camara de registro donde se perfundi6 a una velocidad constante
liquido cefalorraquideo artificial (ACSF), el cual tenia una composicion especifica en
[mMM]: NaCl 125, KCI 2.5, NaoHPO4 1.25, NaHCOO3 26, MgCl» 2, D-glucosa 10 y CaCl»
2, con la finalidad de mantener las condiciones adecuadas para las neuronas y asi mismo
estuvo bajo una mezcla de oxigeno y dioxido de carbono para asegurar una buena
oxigenacion y mantener un pH estable alrededor de 7.4.

Los registros electrofisioldgicos fueron realizados a una temperatura de 32+ 1°C.

Para observar y acceder a las neuronas se utiliz6 un microscopio con una camara
infrarroja de contraste de fase para visualizar las neuronas a través de un objetivo de
inmersion 40x. Se emplearon pipetas de borosilicato estiradas con un estirador horizontal
Flaming-Brown P-97 (Sutter Instrument Co.) para tener una punta fina, con una
resistencia de 3-6 MQ.

Para los registros de patch clamp, las pipetas de registro se llenaron con una solucion
intracelular que permitié medir la actividad eléctrica intracelular de las neuronas, cuya
composicion en [mM] fue: K*-MeSO4 135, KCI 10, NaCl 5, EGTA 1, HEPES 10, Mg?**-
ATP 2, Na*-GTP 0.4, fosfocreatina 10, contando con un pH entre 7.2 a 7.3 y una
osmolaridad ajustada a 300-315 mOsm. Estas pipetas fueron utilizadas para estudiar
neuronas piramidales en la region CA1 del hipocampo. Se realizaron diferentes tipos de
protocolos para evaluar la excitabilidad intrinseca de las neuronas y se mantuvo el
potencial de membrana de las células a -65 mV.

Para la programacion de protocolos de estimulacion, adquisicion de registros y analisis
de los datos se utilizo el software pPCLAMP 10.6 (Axon Instruments Inc. Foster City, CA,
EE. UU.).

5.6. Determinacion de propiedades intrinsecas de las neuronas piramidales de CAl

Primero se identifico la neurona y lamicropipeta de vidrio se acerco a
su membrana celular hasta crear una union tan fuerte
gue no pudiera pasar carga entre ambas, es decir, se formo el gigasello en modalidad de

fijacion de voltaje (voltaje-clamp).
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Posteriormente se aplicd una succion ligera para romper la membrana justo debajo de la
boca de la pipeta, estableciendo una continuidad entre la solucion intracelular y la
solucidn de la pipeta. Se dejé estabilizar el sello por un par de minutos y se registro el
potencial de membrana en reposo de la neurona (PMR).

Con la finalidad de registrar las propiedades neuronales, los siguientes pardmetros en la
modalidad de fijacion de corriente (current clamp) fueron determinados:

Curva corriente/voltaje (I-V): Se inyectaron pulsos de corriente cuadrados comenzando
desde -300 pA y aumentando con incrementos de 30 pA hasta que la neurona piramidal
gener0 su primer potencial de accidn. Con esto, se determind la resistencia de entrada,
que se calcul6 como la pendiente entre los valores negativo y positivo en torno al valor
de corriente igual a cero (-30, 0y 30 pA).

Constante de tiempo de carga de corriente membranal (t): A partir del PMR se inyectd
un pulso hiperpolarizante de -30 pA 'y se determind el tiempo en que la célula tardo en
alcanzar el 63% del valor maximo a la deflexion de voltaje ajustando una funcion
exponencial estandar.

Capacitancia de la membrana: Se obtuvo dividiendo la constante de tiempo entre la
resistencia de entrada. (Feenstra et al. 2014)

Corriente rheobase y curva estimulo/respuesta: La corriente rheobase es la intensidad
minima de corriente necesaria para evocar un potencial de accion. Para ello se inyectaron
pulsos cuadrados de corriente desde un valor inicial de 0 hasta 300 pA aumentando en
incrementos de 30 pA y cada pulso tuvo una duracion de 1 segundo.

Utilizando este mismo protocolo se obtuvo el valor de latencia, es decir, el tiempo minimo
necesario para evocar un potencial de accidn; también se realizaron curvas de corriente
inyectada vs nimero de potenciales de accion.

Para una representacion visual de los patrones de activacion o aparicion de los potenciales
de accidn se realizaron raster plots.

Para registrar mas propiedades neuronales se determinaron los siguientes parametros
regresando a la modalidad de fijacion de voltaje (voltage clamp):

AHP: Donde se mantiene inicialmente un potencial de membrana de -50mV,
posteriormente se aplica un pulso de voltaje que lleva el potencial de membrana a 75mV
durante 50ms y finalmente regresa a -50mV.
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Corrientes macroscopicas: En este protocolo se mantiene inicialmente un potencial de
membrana de -65mV, después se inyectan pulsos de voltaje desde -100mV, con un delta
de 10mV por 0.5s, hasta 60mV.

5.7. Deteccion de las enzimas CBS, CSE y 3-MST en el &rea CA1 hipocampal a través

de la técnica Western blot

Se obtuvo el tejido mediante el procedimiento descrito anteriormente en el apartado 5.4.
con la Unica diferencia de que se limitd a extraer unicamente el area CA1 hipocampal.
Las muestras obtenidas fueron colocadas en tubos Eppendorf de 1.5ml que contenian 200
pl de PBS para ser almacenadas a -70°C hasta su posterior analisis. Las muestras se
homogeneizaron con un vastago esmerilado. Posteriormente, las muestras se calibraron y
se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. Se recupero el pellet del sobrenadante
y se adiciond 200 ul de buffer RIPA (buffer de lisis), con una composicién especifica de:
NaCl 150 mM, Triton x100 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, Tris pH 8 50
mM y una tableta de inhibidor de proteasas (cOmplete™, Mini, EDTA- free Protease
Inhibitor Cocktail; Sigma- Aldrich; Cat.

No. 4693159001). Después se homogeneiz6 con un vastago esmerilado y se incubé en
hielo por 10 min; las muestras se calibraron y se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min a
4°C. El sobrenadante se recolectd y se almacend a 70°C hasta la cuantificacion de las
proteinas totales. La cuantificacion se realizo mediante el método de Bradford de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Quick Start™ Bradford Protein Assay Kit 1; Bio-
Rad; Cat. No 5000201). Se tomaron 30 g de proteina total que fueron separados en un
gel SDS-PAGE al 10% durante 90 min a 120V; y subsecuentemente transferidas a una
membrana de PVDF durante 60 min a 10V. Las membranas fueron blogueadas con leche
descremada al 5% en PBS-Tween20 al 0.1%. Las membranas se incubaron con el
anticuerpo primario anti-CBS (dilucion 1:500; Santa Cruz Biotechnology; Cat. No. SC-
133154), anti-CSE (dilucion 1:1000; Santa Cruz Biotechnology; Cat. No. SC-
365381) vy anti-3-MST (dilucion 1:1000; Sigma-Aldrich; Cat. No. HPA001240). Se
utiliz6 la expresion de B-actina (anti-Bactina dilucion 1:10000; GeneTex; Cat. No.
GTX5512) para normalizar los niveles de expresion de las proteinas. La deteccion del
anticuerpo primario se realizo utilizando un anticuerpo secundario anti-mouse (dilucion
1:7000; GeneTex; Cat. No. GTX21311-01) para la B-actina y las enzimas CBS y CSE;
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y anti-rabbit para la enzima 3-MST (dilucion 1:5000; GeneTex; Cat. No. GTX213110-

01).

(ChemiDocTM XRS+ ImagingSystem, Bio-Rad, CA).
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Figura 6. Procedimiento experimental para la realizacion de la técnica de Western
Blot. Se obtuvo el area de interés especifica (CAl) y fue homogeneizada en PBS. Las
muestras fueron cargadas en wun gel de poliacrilamida para posteriormente ser
sometidas a un campo eléctrico y separar las proteinas de acuerdo con su peso molecular
CBS (63 kDa), CSE (49 kDa), 3-MST (30-35 kDa). Las proteinas fueron transferidas a
una membrana de PVDF, misma que después fue bloqueada con leche al 5%. La
membrana se incub6 con anticuerpos especificos dirigidos para las proteinas de interés,
utilizando a la B-actina (42 kDa) como control de carga. Tras la incubacion con el
anticuerpo secundario correspondiente, las proteinas fueron reveladas por
quimioluminiscencia.

Figura creada con Biorender.com
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6. ANALISIS ESTADISTICOS

Las graficas de electrofisiologia se presentan como la media + error estandar, y los datos
corresponden al nimero de células registradas (una célula por rebanada). En el analisis
comparativo de las propiedades basales entre las células control y posteriormente
perfundidas, se emplearon la prueba t de Student para datos paramétricos. Para evaluar
los andlisis de curva I-V y frecuencia de disparo se utilizaron pruebas de ANOVA de dos
vias seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni. Las pruebas estadisticas y algunos
calculos matemaéticos se realizaron con los programas Clampfit 10.6 (Molecular Devices)
y GraphPad Prism 8. Se consideré como valor significativo P<0.05.

7.  RESULTADOS

7.1. La perfusion de NaHS a 200 uM disminuye la excitabilidad intrinseca de las

neuronas piramidales del &rea CA1 del hipocampo

La figura 7-A3 muestra los trazos de voltaje representativos ante pulsos de corriente
hiperpolarizantes y despolarizantes inyectados a neuronas piramidales de CA1 tanto en
el grupo control en color negro, como el grupo con el donador de H2S a 200 uM en color
morado. Al analizar la relacién 1-V, el grupo control mostré una menor pendiente con
respecto al tratado con 200 UM de NaHS. Ademas, el grupo con NaHS a 200 uM presentd
una resistencia de entrada mayor (Figura 7-Al) a la registrada en condicién control (Ry
control 108.2 + 16.25 MQ y con 200 uM 122.1 + 19.23 MQ, prueba t-student pareada).
Con respecto a la corriente reobase (Figura 7-B1) no se observo diferencia significativa
en el grupo con el NaHS 200 uM comparado contra el grupo control (rheobase control
107.6 = 15.64 pA y con 200 uM 110.1 £ 14.75 pA, prueba t-student pareada). Con
respecto a la constante de tiempo membranal (Figura 7-C1), se observé un aumento en el
grupo con NaHS a 200 uM respecto al grupo control (t memb control 24.8 + 2.25 ms y
NaHS 200 uM 39 + 4.88, prueba t-student pareada).
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Figura 7. Efectos del NaHS (donador de H2S) a 200 uM sobre las propiedades pasivas
de las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo. En color negro se muestran las
propiedades pertenecientes a las células control, mientras que en color morado las de las
células bajo el efecto del donador de H»S a una concentracion de 200 uM. Con la letra
Al Grafica de resistencia de entrada. A2 Trazos representativos del protocolo curva I-V.
A3 Grafica donde se promedian los valores de las curvas I-V. B1 Grafica del valor de
corriente reobase obtenido del protocolo de rampa. B2 Trazos representativos del
protocolo de rampa. C1 Grafica del valor de Tt membranal. C2 Trazos representativos del
protocolo T membranal. Se tiene una n de 10 células (5 animales).

* P<0.05; ** P<0.01. Prueba estadistica t-student pareada.

También se analizé la frecuencia de disparo de las neuronas piramidales de CAl con
incrementos de 30 pA y una duracion de 1 segundo. En la figura 8-a y 8-b se tienen los
trazos representativos evocados por la inyeccion de corriente positiva (300 pA) para ser
comparados en el grupo control (en color negro) vs con el donador de H2S a 200 uM (en
color morado). En la figura 8-B1 se muestran los trazos representativos y el trazo
promedio del PA evocado con 300 pA para cada grupo. En la figura 8-B2 se analizo la

cinética del PA y se realizé un phase plot.
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Del mismo trazo de 300 pA se obtuvieron los datos de las caracteristicas obteniendo una
frecuencia instantdnea menor en el grupo con NaHS a 200 pM respecto al grupo control
(Figura B3; frecuencia instantanea control 23.7 + 2.2 mV y con NaHS a 200 pM 15.3 +
0.93 Hz, prueba t-student pareada ), una frecuencia global menor en el grupo con NaHS
a 200 uM respecto al grupo control (Figura B4; frecuencia global control 21.4 +2.2 mV
y con NaHS a 200 uM 13.4 £ 0.74 Hz, prueba t-student pareada), una amplitud del pico
menor en el grupo con NaHS a 200 uM respecto al grupo control (Figura B5; amplitud
del pico control 119.5 £ 3.02 mV y con NaHS a 200 uM 10.8 + 3.42 mV, prueba t-student
pareada), una duracién del pico maximo mayor en el grupo con NaHS a 200 uM respecto
al grupo control (Figura B6; duracion del pico maximo control 1.5 £ 0.04 ms y con
NaHS a 200 uM 1.8 = 0.05 ms, prueba t-student pareada), una velocidad de subida
méaxima mayor en el grupo con NaHS a 200 uM respecto al grupo control (Figura B7;
Pendiente de subida maxima control 180.8 + 17.36 mV/ms y con NaHS a 200 uM 94.2
+ 11.02 mV/ms, prueba t-student pareada), una velocidad de decaimiento del potencial
de accion menor en el grupo con NaHS a 200 uM respecto al grupo control (Figura B8;
Pendiente de caida maxima control -70.5 + 6.54 mV/ms y con NaHS a 200 uM -39.3 £
4.73 mV/ms, prueba t-student pareada) y un intervalo entre espigas mayor en el grupo
con NaHS a 200 pM respecto al grupo control (Figura B9; Intervalo entre espigas control
53.04 £ 7.18 ms y con NaHS a 200 uM 77.37 + 5.45 ms, prueba t-student pareada).

En la figura 8-C1 se muestra graficada la frecuencia de disparo de las neuronas de CA1
antes (15.73 £ 9.46) y después de perfundir NaHS a 200 uM (9.456 * 1.32), evidenciando
una disminucidn en la frecuencia de disparo de las células tras la exposicion al donador
de H2S.
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Figura 8. Efectos del donador de H>S (NaHS) a 200 uM sobre las propiedades activas
de las neuronas piramidales de CAL1 del hipocampo. En color negro se muestran las
propiedades pertenecientes a las células control, mientras que en color morado las de

las celulas bajo el efecto del donador de H.S. Con la letra a 'y b Trazos representativos
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del protocolo frecuencia de disparo a un estimulo de 300pA. Al Esquema representativo
de un PA y sus fases cuantificables. A2 Phase plot representativo de un PA y sus fases
cuantificables. B1 Trazos representativos y trazo promedio del PA evocado con 300pA.
B2 Phase plot promedio del PA. B3 Gréafica comparativa de frecuencia instantanea. B4
Gréfica comparativa de frecuencia global. B5 Grafica comparativa de amplitud del pico.
B6 Grafica comparativa de duracion del pico maximo. B7 Grafica comparativa de
pendiente de subida maxima. B8 Grafica comparativa de pendiente de caida maxima. B9
Gréfica comparativa de intervalo entre espigas. Se tiene una n de 10 células (5 animales)
* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001. Prueba estadistica t-student pareada.

Con la letra C1 Gréfica 10O. Se tiene una n de 10 células (5 animales) **** P<(0.0001.

Prueba estadistica ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc Bonferroni.

En el grafico anterior se observa cémo el grupo con NaHS a 200 uM presenta una menor
frecuencia de disparo comparado con el grupo control. Para corroborar lo anterior, se
realizd una regresion lineal para determinar el offset y la ganancia neuronal. El offset
representa el umbral de corriente requerido para la actividad neuronal, y la ganancia
(gain) indica la sensibilidad que tiene la neurona a estimulos o cambios en la corriente.
En la figura 9 se muestran los valores de offset y la ganancia (gain) de cada neurona
(Figura 9-Al offset control 111.5 £ 7.46 pA; offset NaHS a 200 uM 93.79 + 6.91 pA,;
Figura 9-A2 ganancia control 3.436 + 0.39 Hz/pA y ganancia NaHS a 200 uM 3.77 +
0.27 Hz/pA). El grupo con NaHS no present6 diferencia significativa en ganancia con
respecto al control, pero si un menor offset.
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Figura 9. Efecto del donador de H>S (NaHS) a 200 uM sobre los parametros que
permiten medir las propiedades de disparo de una neurona piramidal de CAL del
hipocampo.
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En color negro se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, mientras
que en color morado las de las células bajo el efecto del donador de H>S. Con la letra
Al Grafica representativa de ganancia. A2 Grafica representativa de offset.

Se tiene una n de 10 células (5 animales) * P<0.05. Prueba estadistica t-student pareada.

Con el fin de ilustrar que las neuronas piramidales con NaHS en una concentracion de
200 1M son menos excitables respecto al grupo control, se realizé una representacion del
cambio en los disparos neuronales o eventos obtenidos a través de raster plots (Figura
10-Al y 10-A2) donde en el eje Y se presenta el nimero de neuronas piramidales
utilizado (en este caso fueron 10 por cada grupo) representando en color negro el grupo
control y en morado el grupo con NaHS a 200 pM, mientras que en el eje X se ubica una
escala de tiempo ilustrando el momento en el que se genera un potencial de accién.

En el grupo con NaHS a 200 UM se encuentran espacios largos entre un PA 'y otro, lo que
favorece esta teoria. Asi mismo, se grafico la frecuencia relativa del intervalo entre
espigas, es decir, la distribucion de los tiempos que transcurren entre disparos
consecutivos de potenciales de accion en una neurona (figura 10-B1); a estos datos se les
ajustd una distribucién Gaussiana para facilitar la interpretacion conociendo la tendencia
central y la dispersion de los intervalos entre espigas, donde se ratificd que el grupo con
NaHS en una concentracion de 200 UM tuvo una media (L) mayor, con un valor de 68.7,
lo que indica que los intervalos entre disparos de PA son mas largos en comparacion con
el grupo control donde la media tiene un valor de 39.8. También se graficaron la constante
de tiempo de decaimiento (Figura 10-B3 Tau control 10.8 £ 2.07 ms y con NaHS a 200
UM 2.47 £ 1.04 ms, pruebat-student pareada ) donde hubo una disminucion en el grupo
tratado con NaHS a 200 pM respecto al grupo control y la amplitud de los PA (figura 10-
B2) que también disminuyd en el grupo tratado con NaHS a 200 uM (98.31 £ 2.25 mV)
respecto al grupo control (113.2 £1.05 mV).
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decaimiento de neuronas piramidales de CA1 del hipocampo.

En color negro se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, mientras
que en color morado las de las células bajo el efecto del donador de H2S. Con la letra
Al Raster plots del grupo control. A2 Raster plots del grupo con NaHS a 200 uM. B1
Histograma del intervalo entre espigas. B2 Grafica representativa de la amplitud de los
PA. B3 Gréafica representativa de la constante de tiempo de decaimiento de los PA. Se

tiene una n de 10 células (5 animales) ** P<0.01. Prueba estadistica t-student pareada.

Posteriormente, la fase de post hiperpolarizacion del potencial de accién se analizo, donde
se evaluo la amplitud de la post hiperpolarizacion rapida (FAHP). (Figura 11-A2). Asi,
existe una menor amplitud en el grupo con 200 uM de NaHS (fAHP control -50.52 + 1.10
mV y NaHS 200 uM -45.47 £ 1.14 mV), haciendo que esta fase se alargue y no pueda
generar otro potencial de accion. También en la figura 11-A4 se representa la corriente
que sigue a un PA la cual es menor en el grupo tratado con NaHS a 200 uM (0.60 + 0.22
pA) respecto al grupo control (1 + 0.24 pA).
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Figura 11. Efecto del donador de H>S (NaHS) a 200 uM sobre la fase de post
hiperpolarizacion.

En color negro se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, mientras
que en color morado las de las células bajo el efecto del donador de H2S. Con la letra
Al Trazo representativo del PA. A2 Gréafica representativa de la amplitud de la fAHP.
Se tiene una n de 6 células (5 animales). A3 Trazo representativo de corriente AHP.

A4 Grafica representativa de la corriente al pico. Se tiene una n de 9 células * P<0.05;
** P<0.01. Prueba estadistica t-student pareada.

Para contribuir a las caracteristicas observadas durante la fase de post hiperpolarizacion
se analizaron las corrientes macroscépicas entrantes y salientes. Dentro de las principales
corrientes entrantes encontramos la corriente de sodio, la cual es responsable de la entrada
de iones Na* a la célula, afectando la repolarizacion y la excitabilidad neuronal (Figura
12-A3 densidad de corriente entrante control -13.21 + 3.47 pA/pF y disminuye con la
perfusion de NaHS 200 uM -10.71 + 2.51 pA/pF). En cuanto a las corrientes salientes,

son principalmente mediadas por iones de potasio y es fundamental para la generacion y
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mantenimiento de la AHP. Estas corrientes promueven la salida de iones K* de la célula,
llevando a la hiperpolarizacion de la membrana (Figura 12-B3 densidad de corriente
saliente control 77.19 £ 3.03 pA/pF y disminuye con la perfusion de NaHS 200 uM 74.99
+ 2.84 pAlpF).
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Figura 12. Efecto del donador de H.S (NaHS) a 200puM sobre las corrientes totales
macroscopicas.

En color negro se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, en color
morado las de las células bajo el efecto del donador de H.S y en color negro con linea

punteada despues de un lavado de 5 min. Con la letra Al Trazos representativos de las
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corrientes entrantes de sodio en condiciones control, con NaHS a 200 uM y después de
un lavado de 5 min. A2 Trazos promedio representativos de las corrientes entrantes de
sodio en condiciones control, con NaHS a 200 uM y después de un lavado de 5 min. A3
Gréfica representativa de densidad de corriente de sodio. B1 Trazos representativos de
las corrientes salientes de potasio en condiciones control, con NaHS a 200 uM y después
de un lavado de 5 min. B2 Trazos promedio representativos de las corrientes salientes
de potasio en condiciones control, con NaHS a 200 uM y después de un lavado de 5 min.
B3 Grafica representativa de densidad de corriente de potasio. Se tiene una n de 6 células

(5 animales).

7.2. Expresion de enzimas relacionadas a la sintesis enddgena de H:S.

La figura 13 muestra la presencia de las proteinas CBS en un peso de 63 kDa, CSE en un
peso de 49 kDa y 3-MST en un peso de 30-35 kDa ademas del control actina con un peso
de 42 kDa. La expresion de estas proteinas fue determinada mediante Western blot, lo
que establece que las neuronas piramidales de CA1 poseen la maquinaria molecular

necesaria para sintetizar H.S de manera endogena.

CBS iciusrey
63 kDa m*,.,.‘

30-35kDa e T

CSE
49 kDa

Actina

42kDa THEMEEN
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Figura 13. Expresion local de las enzimas CBS, CSE, 3MST en el area CAL del
hipocampo. Imagen representativa de Western blot en el &rea CA1 del hipocampo. Se

utilizo actina como control de carga.

7.3. Curva concentracion-respuesta

La figura 14 muestra una curva concentracién-porcentaje de inhibicidn representativa
obtenida mediante el area bajo la curva de las curvas 10 de 50, 100 y 200 uM. Donde se
identificd la concentracion dptima (200 M) para observar un efecto inhibitorio sobre la

excitabilidad de las neuronas piramidales de CAL.
80 .

60

% de inhibicién
N
<

[ [
50 100 200
NaHS (uM)

Figura 14. Curva de porcentaje de inhibicion a concentraciones de 50, 100 y 200 uM
de NaHS en neuronas piramidales de CA1.

Esta figura muestra una curva de concentracién-respuesta obtenida mediante el andlisis
del area bajo la curva de las curvas I-O (corriente vs. respuesta) para neuronas en
condicion control y tratadas con 50, 100 y 200 uM de NaHS.

Para cada célula, se calculd el area total bajo la curva en las dos condiciones (control y

Vcontrol-Vtratada

tratada) y se utilizé la formula x 100 para determinar el porcentaje de

Vcontrol
inhibicion de la excitabilidad neuronal.

Los puntos en la gréfica representan el porcentaje de inhibicion individual observado en
cada concentracién de NaHS, mostrando una tendencia a mayor inhibicién con el

aumento de la concentracion, alcanzando un efecto significativo a 200 uM.
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7.4. Lainhibicion de la sintesis enddgena de HzS con AOAA aumenta la excitabilidad

intrinseca de las neuronas piramidales del &rea CA1 del hipocampo.

La figura 15-A3 muestra los trazos de voltaje representativos ante pulsos de corriente
hiperpolarizantes y despolarizantes inyectados a neuronas piramidales de CA1 tanto en
el grupo control en color negro, como el grupo con el inhibidor AOAA a 100 uM en color
rojo. Al analizar la relacién I-V, el grupo tratado con AOAA mostré una mayor pendiente
con respecto al grupo control. Ademas, el grupo con AOAA a 100 uM presentd una
resistencia de entrada sin diferencia significativa a la registrada en condicion control ( Ry
control 173.5 + 12.47 MQ y con AOAA a 100 uM 208.9 + 15.12 MQ, prueba t-student
pareada). Con respecto a la corriente reobase tampoco se obtuvo diferencia significativa
en el grupo con el inhibidor AOAA a 100 uM comparado contra el grupo control (reobase
control 99.34 + 8.768 pA 'y con AOAA 91.15 + 10.89 pA, prueba t-student pareada). Con
respecto a la constante de tiempo membranal no se observo diferencia significativa en el
grupo con AOAA respecto al grupo control (t memb control 34.68 + 2.256 ms y AOAA
34.49 + 1.842, prueba t-student pareada).
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Figura 15. Efectos del inhibidor de enzimas enddgenas de H.S (AOAA) sobre las
propiedades pasivas de las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo. En color negro

se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, mientras que en color

rojo las de las células bajo el efecto del inhibidor de H.S. Con la letra Al Grafica de
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resistencia de entrada. A2 Trazos representativos del protocolo curva I-V. A3 Grafica
donde se promedian los valores de las curvas I-V. B1 Gréfica del valor de corriente
reobase obtenido del protocolo de rampa. B2 Trazos representativos del protocolo de
rampa. C1 Grdfica del valor del © memb. C2 Trazos representativos del protocolo t
memb. Se tiene una n de 10 células (5 animales) Prueba estadistica t-student pareada. No

se encontraron diferencias significativas (P>0.05).

Ademas, se analizd la frecuencia de disparo de las neuronas piramidales de CA1 con
incrementos de 30 pA y una duracién de 1 segundo. En la figura 16-a y 16-b se tienen los
trazos representativos evocados por la inyeccion de corriente positiva (300 pA) para ser
comparados en el grupo control (en color negro) vs con el inhibidor AOAA (en color
rojo). De este trazo de 300pA, se obtuvieron los datos de las caracteristicas como
frecuencia instantanea (Figura 16-Al; frecuencia instantanea control 13.24 £ 1.87 mV'y
con AOAA a 100 puM 15.29 + 2.31 Hz, prueba t-student pareada), frecuencia global
(Figura 16-A2; frecuencia global control 12.85 + 1.65 mV y con AOAA a 100 uM 14.98
+ 2.12 Hz, prueba t-student pareada), amplitud del pico (Figura 16-A3; amplitud del pico
control 115.7 + 6.96 mV y con AOAA a 100 uM 114.1 + 8.36 mV, prueba t-student
pareada), duracion del pico maximo (Figura 16-A4; duracion del pico méximo control
1.75 £ 0.076 ms y con AOAA a 100 uM 1.85 + 0.07 ms, prueba t-student pareada),
velocidad de subida méxima (Figura 16-A5; Pendiente de subida méxima control 100.1
+13.14 mV/ms y con AOAA a 100 uM 93.91 + 12.2 mV/ms, prueba t-student pareada),
velocidad de decaimiento del potencial de accion (Figura 16-A6; Pendiente de caida
maxima control -50.97 + 5.72 mV/ms y con AOAA a 100 pM -47.22 + 6.52 mV/ms,
prueba t-student pareada) e intervalo entre espigas (Figura 16-A7; Intervalo entre espigas
control 100.5 + 21.16 ms y con AOAA a 100 pM 91.36 + 20.6 ms, prueba t-student
pareada). En la figura 16-B1 se muestra el aumento en la frecuencia de disparo de las
células de CA1 tras la exposicion al donador de AOAA a 100 pM. (Frecuencia de disparo
control 13.85 + 2.07) y después de perfundir AOAA a 100 uM (16.44 + 2.40). En la

figural6-C1 se analiz6 la cinética del PA y se realiz6 un phase plot.
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Figura 16. Efectos del inhibidor de enzimas enddgenas de H>S (AOAA) sobre las
propiedades activas de las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo. En color negro
se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, mientras que en color
rojo las de las células bajo el efecto del inhibidor de H.S. Con la letra a y b Trazos
representativos del protocolo frecuencia de disparo a un estimulo de 300 pA. Al Gréfica
comparativa de frecuencia instantanea. A2 Grafica comparativa de frecuencia global.
A3 Grafica comparativa de amplitud del pico. A4 Gréafica comparativa de duracion del
pico méximo. A5 Grafica comparativa de pendiente de subida méaxima. A6 Grafica
comparativa de pendiente de caida méxima. A7 Grafica comparativa de intervalo entre
espigas. Con la letra B1 Gréfica 10. Con la letra B2 Phase plot promedio del PA. Se

tiene una n de 10 células (5 animales).

Posteriormente se realiz6 una representacion del cambio en los disparos neuronales o
eventos obtenidos a través de raster plots (Figura 17-Al) representando en color negro el
grupo control y en rojo el grupo con AOAA a 100 pM, ilustrando el momento en el que
se genera un potencial de accion.

Asi mismo, se grafico la frecuencia relativa del intervalo entre espigas (figura 17-B1),
donde se ajusto una distribucion Gaussiana para facilitar la interpretacion conociendo la
tendencia central y la dispersién de los intervalos entre espigas, y se demostré que el
grupo con AOAA en una concentracion de 100 puM tiene una media () menor, con un
valor de 54.2, lo que indica que los intervalos entre disparos de PA son mas cortos en
comparacion con el grupo control donde la media tiene un valor de 62.3. También se
graficaron la frecuencia de los PA (Figura 17-B2 frecuencia control 23 £ 1.76 Hz y con
AOAA a 100 pM 24.94 + 2.0 Hz, prueba t-student pareada) y la amplitud de los PA
(Figura 17-B3 amplitud control 103 + 1.14 mV y con AOAA a 100 uM 108 £ 0.94 mV,

prueba t-student pareada).
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Figura 17. Efecto de AOAA a 100 uM sobre la cinética de decaimiento de neuronas
piramidales de CA1 del hipocampo.

En color negro se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, mientras
que en color rojo las de las células bajo el efecto del inhibidor de enzimas enddgenas de
H>S. Con la letra Al Raster plots representativos de cada grupo. B1 Histograma del
intervalo entre espigas. B2 Grafica representativa de la frecuencia de los PA. B3 Gréfica
representativa de la amplitud de los PA. Se tiene una n de 10 células (5 animales). Prueba

estadistica t-student pareada.

Posteriormente se analizé la fase de post hiperpolarizacién, donde se evalué la amplitud
de la post hiperpolarizacion rapida (FAHP). (Figura 18-A2). Existe una mayor amplitud
en el grupo con 100 uM de AOAA (fAHP control -45.92 + 3.10 mV y AOAA 100 uM

-50.40 £ 3.14 mV), facilitando la generacion de otro potencial de accion. También en la
figura 18-A4 se representa la corriente que sigue a un PA la cual es mayor en el grupo
tratado con AOAA a 100 uM (1.3 £ 0.31 pA) respecto al grupo control (0.93 £ 0.24 pA).
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Figura 18. Efecto de AOAA a 100 uM sobre la fase de post hiperpolarizacion.

En color negro se muestran las propiedades pertenecientes a las células control, mientras
que en color rojo las de las células bajo el efecto del inhibidor de enzimas que producen
H.S. Con la letra Al Trazo representativo del PA. A2 Gréfica representativa de la
amplitud de la fAHP. A3 Trazo representativo de corriente AHP. A4 Grafica
representativa de la corriente al pico. Se tiene una n de 6 células (5 animales).

* P<0.05;

Prueba estadistica t-student pareada.

8. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo demostrar que el gasotransmisor H»S tiene efectos
fisioldgicos en las propiedades pasivas y activas de las neuronas glutamatérgicas del
SNC. Tanto la supresion de su produccion de manera enddgena (mediante el bloqueo de
las enzimas) como la perfusion de donadores de sulfuro modularon de manera directa, la
capacidad de disparar potenciales de accién de las células piramidales del hipocampo vy,
por ende, modularon los niveles de excitabilidad del circuito mesolimbico. De manera

mas especifica, nuestros experimentos demostraron que la perfusion de NaHS en
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concentraciones crecientes, simulando el rango fisioldgico al que se encuentra el H2S en
el cerebro, redujo la frecuencia de disparo neuronal, sugiriendo una modulacién
significativa de la excitabilidad intrinseca al compararse con las células control.
Nuestros resultados sugieren que una concentracion de 200 uM de HsS, es relevante para
la modulacion de la funcidn neuronal, ofreciendo perspectivas sobre posibles mecanismos
subyacentes para futuras aplicaciones terapéuticas en la neurobiologia. Esto se confirmé
a través de la construccion de la curva de concentracion-respuesta, donde se identifico
que 200 uM de NaHS es la concentracion 6ptima para observar un efecto inhibitorio
significativo sobre la excitabilidad de las neuronas piramidales de CA1 obteniendo una
base solida del efecto fisiologico del H2S.

Sin embargo, los resultados que se obtuvieron para el objetivo 1 contrastan con los
hallazgos reportados por Dallas et al. 2021, donde se reportd que el tratamiento con NaHS
incrementa la excitabilidad en neuronas hipocampales de rata; este contraste puede
deberse a diferencias en las metodologias experimentales utilizadas, entre ellas destacan
el modelo experimental utilizado (rebanadas de hipocampo vs cultivos neuronales) y las
condiciones de perfusion.

En nuestro estudio utilizamos rebanadas del area CALl hipocampal, lo cual podria
presentar un entorno bioquimico diferente al de los cultivos neuronales influyendo en la
respuesta al NaHS.

La persulfuracion de los canales i6nicos es un mecanismo reconocido a través del cual el
H>S modula la funcion neuronal. Sin embargo, la inhibicion de la excitabilidad observada
en nuestro estudio sugiere que el NaHS podria afectar vias de sefializacion diferentes o
adicionales en las rebanadas de CA1, lo que explicaria la disminucion de la excitabilidad.
También podrian estar involucradas a este efecto otro tipo celular que no se encuentra en
los cultivos y que interactte con H2S modificando su efecto, como las células gliales.
Nuestros hallazgos tienen implicaciones importantes para entender el papel del H2S en la
modulacion de la excitabilidad neuronal.

Ademas, destacan que se deben realizar estudios adicionales para entender mejor las
condiciones bajo las cuales el H>S modula la excitabilidad neuronal de manera
diferencial.

En nuestros experimentos, la perfusion de NaHS (200 puM) en rebanadas de CAL del

hipocampo resulté en una disminucion de las corrientes macroscopicas entrantes y
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salientes, sugiriendo una modulacion significativa de la excitabilidad neuronal por HsS,
donde este compuesto podria estar afectando la actividad de los canales de potasio y de
sodio, reduciendo las corrientes entrantes de sodio (lo que disminuye la despolarizacion)
y las corrientes salientes de potasio (lo que puede alterar la repolarizacion).

En cuanto a los resultados ante la inhibicion de la sintesis enddgena de H.S mediante
AOAA a 100 uM, aumenta la excitabilidad intrinseca de las neuronas piramidales de la
region CA1 del hipocampo. La relacion I-V obtenida muestra una mayor pendiente en el
grupo tratado con AOAA, indicando un aumento en la excitabilidad neuronal,
posiblemente relacionado con cambios en la conductancia iénica. A pesar de este
incremento, no se observaron diferencias significativas en la resistencia de entrada, la
corriente reobase o la constante de tiempo membranal entre los grupos control y con
AOAA, sugiriendo que las propiedades pasivas de lamembrana y los mecanismos basicos
de iniciacion de potenciales de accion permanecen intactos, sin embargo, el aumento
significativo en la frecuencia de disparo observado con AOAA resalta que la inhibicion
de la sintesis de H2S eleva la excitabilidad general de las neuronas, posiblemente debido
a una disminucién en la influencia inhibidora de H>S sobre ciertos canales idénicos o a un
incremento en la disponibilidad de neurotransmisores excitatorios.

Al mismo tiempo, se observé un aumento en la fAHP, lo que sugiere que la inhibicion de
H>S podria estar potenciando la actividad de canales de potasio activados por calcio, que
contribuyen a la fAHP. Este aumento en la fAHP podria inicialmente parecer
contradictorio con el incremento en la excitabilidad; sin embargo, podria interpretarse
Ccomo una respuesta compensatoria parcial que, aunque no suficiente para revertir el
aumento global en la excitabilidad, influye en la dinamica del disparo neuronal al permitir
una recuperacion mas rapida después de cada potencial de accién, facilitando asi una
mayor frecuencia de disparo al permitir a las neuronas repolarizarse mas rapidamente y
prepararse para el siguiente potencial de accion.

La demostracion de la presencia de CBS, CSE y 3MST mediante Western blot, es un
hallazgo que establece que las neuronas piramidales de CALl poseen la maquinaria
molecular necesaria para sintetizar H»>S de manera enddgena. Este resultado respalda que
el H>S puede actuar localmente como modulador de la excitabilidad neuronal.
Confirmando que las enzimas CBS, CSE, y 3MST podrian ser objetivos relevantes para

intervenir terapéuticamente modulando los niveles de H2S en el cerebro.

47



9. CONCLUSION

En este estudio aportamos hallazgos sobre el H>S en el area CAL del hipocampo,
demostrando que dicha &rea cuenta con la maquinaria bioquimica responsable para
sintetizar H2S, y que el HzS regula la actividad de neuronas piramidales de CAl
modificando la excitabilidad intrinseca de estas células; Es decir, actuando como un

neuromodulador fisiol6gico de esta region.

10. PERSPECTIVAS

« ldentificar los mecanismos precisos por los cuales NaHS modula los canales
neuronales en el area CAL del hipocampo, proporcionando una comprension
detallada de cémo destaca el posible papel de la S-sulfuracién y otras vias de
sefializacion.

« Analizar las diferencias en la actividad de las neuronas piramidales de las regiones
CA3y CA1 del hipocampo en respuesta a la perfusién de H2S exdgeno.

o Explorar las respuestas sindpticas mediante registros extracelulares para
determinar el efecto del H>S en la integracion sindptica y plasticidad de las
regiones CA1y CA3 del hipocampo.

o Explorar los efectos de H>S en diferentes modelos patologicos con enfoque en
coémo podria beneficiar en condiciones de hiperexcitabilidad neuronal.

« Realizar estudios de conducta en animales para evaluar como la modulacién de la

excitabilidad neuronal por H.S influye en funciones cognitivas.
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