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El sulfuro de hidrégeno (H,S), ademas del 6xido nitrico (NO) y el monoxido de
carbono (CO), ha sido considerado por mucho tiempo.como un contaminante téxico
para los seres vivos. Efectivamente, estos gases son nocivos para la salud e incluso
pueden ser mortales en altas concentraciones durante una exposicion prolongada.
Por ejemplo, cuando la concentracion de H,S alcanza niveles altos, entre 150 y 250
partes por millébn (ppm), puede causar una fuerte irritacion en el aparato respiratorio
e incluso generar un edema pulmonar. Con exposiciones a concentraciones mas
moderadas, por encima de las 30 ppm, aparecen sintomas como dolor de cabeza,
nausea y vomito. En cambio, a concentraciones bajas, cercanas a 10 ppm, no se
registran efectos metabdlicos significativos (Liu et al., 2022). Investigaciones
recientes ‘han demostrado que, a bajas concentraciones, el H2S participa como
regulador biolégico en diversos procesos fisiologicos, tales como la sefalizacion
neuronal y la proteccion antioxidante. Una funcion notable es su participacién como

gasotransmisor, es decir, molécula gaseosa liposoluble producida internamente en
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el organismo que actua como neurotransmisor y mediador de sefiales en canales
ionicos y transportadores proteicos.

A diferencia de otros neurotransmisores 0 mensajeros celulares, los
gasotransmisores se difunden libremente a través de las membranas celulares, sin
necesidad de receptores especificos. Dentro de las funciones fisiologicas en las que
participa el H,S estan la diferenciacion celular, la vasodilatacion, la respuesta
inflamatoria, asi como la modulacion de funciones cardiacas, enddcrinas y
respiratorias, entre otras. Las patologias en las que se ve involucrado el H,S
incluyen la neurodegeneracion, la inflamacion y el dolor neuropatico (Liu et al., 2022;
Rangel-Galvan et al., 2023). El dolor neuropatico es de mucho interés por lo cual,
en las secciones posteriores, expondremos los mecanismos moleculares

involucrados en la via de senalizacion CSE/H,S/Ca\3.2.
Azufre

Para comprender las propiedades del H,S, es importante entender algunos
elementos de la quimica del azufre. El azufre (S) es uno de los componentes
principales de los aminoacidos cisteina y metionina, asi como de otras moléculas
fundamentales en los seres vivos. El azufre se caracteriza por su variabilidad en los
estados de oxidacion, que van desde —2 hasta +6, lo que permite formar una amplia
diversidad de compuestos quimicos, tales como sulfuros (S27), sulfitos (SO327) y

sulfatos (SO,27). El estado de oxidacién de —2 en el azufre es uno de los estados
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mas comunes Yy significativos, ya que, en este estado el azufre ha ganado dos
electrones para alcanzar la configuracion electronica mas estable, similar a la de un
gas noble (Liu et al., 2022). Algunos ejemplos comunes de sulfuros incluyen el
sulfuro de hidroégeno (H,S), el sulfuro de sodio (Na,S) y el sulfuro de hierro (FeS).
También se sabe que el H,S es uno de los productos generados durante la
reduccion (proceso donde una sustancia gana electrones) del azufre en la reaccion

quimica: S + H, — H,S (Olson y Straub, 2016).
El sulfuro de hidréogeno en los sistemas biolégicos

En los sistemas biologicos, el medio acuoso esta presente en casi todos los
compartimentos celulares y extracelulares. Este estado es fundamental para
disolver sustancias e indispensable para la mayoria de las reacciones bioquimicas.
En este entorno, el H,S se disocia para formar iones de hidrégeno (H*) y aniones
hidrosulfuro (HS™), generando también iones 2H* y S*". De hecho, el H,S en
condiciones fisiolégicas (pH ~5-7.8 a 37 °C) se presenta principalmente en las
siguientes formas: monoanion SH™ (82 %), forma neutra H,S (18 %) y dianion S*”
(en ‘menos del 0.1 %) (Powell et al., 2018). Medir con precision el sulfuro de
hidrogeno en tejidos y fluidos biolégicos ha sido un reto. EI método mas usado
consistia en atrapar el gas con zinc y luego transformarlo en azul de metileno para
cuantificarlo con espectrofotometria. Con esta técnica se reportaron

concentraciones entre 50 y 160 uM en cerebro y hasta 100 uM en suero de humano
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y de rata, valores que hoy sabemos son altos porque el método no distinguia entre
H.S libre y otras formas quimicas relacionadas (HS™ y S*7). Técnicas mas actuales,
como sondas selectivas o cromatografia, confirmaron cifras todavia altas (50-80
MM), pero el perfeccionamiento de los ensayos mas recientes apunta a que las
concentraciones reales son mucho menores, en el rango nanomolar (alrededor de
15 nM en cerebro e higado de raton), e incluso a niveles indetectables en plasma
humano. Algo similar ocurrié con el 6xido nitrico (NO): se pensaba que estaba en
concentraciones micromolares, hasta que los biosensores demostraron que en
realidad circula en apenas 1 a 5 nM (Li et al., 2011).

Ademas, durante mucho tiempo se habia pensado que el H,S se sintetiza y
esta presente permanentemente en la atmdsfera, y que solo era metabolizado por
algunos géneros de bacterias y arqueas. Sin embargo, estudios recientes han
confirmado que los organismos eucariotas también sintetizan H,S. El H,S es
producido en procesos endégenos de los mamiferos a partir de la L-cisteina a través
de cuatro rutas bioquimicas que involucran a las enzimas: a) cistationina-f3-sintasa
(CBS), b) cistationina-y-liasa (CSE), c) cisteina aminotransferasa (CAT) con 3-
mercaptopiruvato-sulfurtransferasa (3MST) y d) cisteina liasa (CL). Las enzimas
CBS y CSE se ubican en el citosol celular, mientras que las enzimas CAT y 3MST
se distribuyen tanto en la mitocondria como en el citosol. El funcionamiento de esta
ultima enzima (3MST) depende del ion zinc. Otra via de produccion de H,S involucra
mecanismos independientes de las enzimas, que incluyen polisulfuros (Sn?7) vy

persulfuros (R-SSH). El H,S, como gasotransmisor, media sus efectos a través de
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la formacién de polisulfuros (Sn?7). Los polisulfuros son compuestos quimicos que
contienen multiples atomos de azufre enlazados entre si, formando cadenas unidas
a otros elementos, generalmente metales o no metales como el sodio, el potasio o
incluso el carbono que forma parte de los polimeros. El H,S se puede oxidar
facilmente, ya que tiene alta tendencia a perder electrones en una reaccion quimica
para formar los polisulfuros mencionados anteriormente, en este caso, el azufre
tiene valencia cero (Olson y Straub, 2016).

Por otro lado, el H,S genera sefales celulares para modificar residuos de
cisteina en proteinas mediante un proceso llamado sulfhidracion o persulfidracion.
Este cambio quimico ocurre después de que la proteina ha sido sintetizada por la
célula (modificacion postraduccional), y dicho cambio es similar a la nitrosilacion
provocada por el 6xido nitrico (NO). En lugar de formar grupos —SON (S-nitrosotiol)
como el NO, el H,S convierte los grupos —SH (grupo tiol) de las cisteinas en grupos
—SSH (persulfuros). Sin.embargo, esta cisteina debe oxidarse antes de sufrir la
modificacion postraduccional con H,S, ya que el H,S no puede reaccionar
directamente con tioles reducidos (compuestos organicos que contienen un grupo
funcional —=SH). La oxidacion bajo condiciones fisiologicas puede generarse
después de la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), por ejemplo,
después de una inflamacion (Liu et al., 2022).

La sulfhidracidn puede ocurrir de varias maneras: a) por medio de la
interaccion de H,S con residuos de cisteina oxidados, como los acidos cisteina-

sulfénicos (C—-SOH) o disulfuros de cisteina (-S-S-), b) la reaccion entre
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polisulfuros y grupos tiol de cisteina, o c) la interaccion del disulfuro de hidrogeno
(H2S2) con una cisteina que contiene un grupo tiol (Figura 1). La sulfhidracion
normalmente aumenta la reactividad del residuo de cisteina que esta modificando,
mientras que la nitrosilacion, mediada por o6xido nitrico (NO), disminuye su

reactividad (Olson y Straub, 2016).
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Figura 1. Algunos mecanismos de sulfhidracion de proteinas: En (1) la sulfhidracion tiene lugar

cuando los residuos de cisteina oxidados, como el acido sulfénico (-SOH), reaccionan con el H2S.
En (2) se muestra la reaccion de H2S con los puentes disulfuro. En (3) se indica como la sulfhidracion
puede ocurrir también cuando una molécula pequefia, toda vez sulfhidratada, reacciona con grupos
tiol en las cisteinas. En (4) se muestra la reaccién de disulfuro de hidrégeno (H2S2) con grupos tiol

de las cisteinas.

Via CSE/H;S/Cav3.2 en el dolor neuropatico

El dolor neuropatico es un tipo de dolor cronico que aparece cuando se produce una
lesién o dafo en los nervios encargados de transmitir las sensaciones al cerebro
(sistema somatosensorial). Sus sintomas mas caracteristicos son la alodinia, es

decir, sentir dolor ante estimulos que normalmente no lo causarian, y la
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hiperalgesia, un aumento desproporcionado en la sensibilidad al dolor. Hoy en dia
se utilizan diferentes tratamientos, como anticonvulsivos, antidepresivos,
inhibidores de la recaptacidn de serotonina y noradrenalina, e incluso opioides en
algunos casos. Aunque estos medicamentos pueden aliviar los sintomas, suelen
tardar en hacer efecto y conllevan efectos secundarios, como somnolencia o riesgo
de dependencia. Ademas, su eficacia es limitada: solo alrededor de la mitad de los
pacientes experimenta un alivio significativo. Por ello, se vuelve cada vez mas
urgente investigar alternativas terapéuticas mas seguras, especificas y eficaces
(Finnerup et al., 2020). En este contexto, una linea alternativa de investigacion se
centra en la via CSE/H,S/Cav3.2, que podria abrir nuevas posibilidades para el
tratamiento del dolor neuropatico. Esta via inicia con la enzima CSE que produce el
gas H,S el cual puede favorecer la aparicion de dolor neuropatico al modular la
actividad de las neuronas y la inflamacion. Se ha visto que niveles elevados de H,S
aumentan la excitabilidad de las neuronas sensoriales y potencian la sefializacién
del dolor. Este gas también.influye en la activacién de distintos receptores y canales
ionicos, como los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) y los receptores -
adrenérgicos, asi como los canales i6nicos de potasio Kv2.1, los canales de potasio
sensibles a calcio de alta conductancia (BKca), los receptores transitorios sensibles
a los vanilloides (TRPV) y los canales de calcio tipo L y tipo T (Li et al., 2011). Entre
estos receptores y canales iénicos, destaca el canal de calcio tipo T (Cav3.2),
considerado un blanco neural importante. Los Cav3.2 participan en el dolor

neuropatico al aumentar la excitabilidad de las neuronas y favorecer la transmision
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anormal de sefales dolorosas. Estos canales idnicos se activan por cambios
minimos en el voltaje de membrana, permitiendo la entrada de calcio en las
neuronas sensoriales, lo que puede causar hipersensibilidad y contribuir a la
persistencia del dolor tras una lesion nerviosa (Rangel-Galvan et al., 2023). De esta
manera, la alternativa terapéutica se centra en la inhibiciéon de los canales Cay3.2.
Sin embargo, la interaccion entre el H,S y los Cav3.2 es compleja debido a que
involucra mecanismos de interaccion directos e indirectos, asi como un efecto dual
(aumento o disminucién) de la corriente de calcio que depende de la concentracion
de H,S.

Cuando el H,S interactua de manera directa con los canales Cav3.2 lo hace
a través de dos mecanismos principales: la sulfhidracion y la modulacion redox del
canal (que altera el equilibrio de electronesen el canal). Aunque se ha demostrado
que en los canales Cav3.2 la sulfhidracion no representa el mecanismo mas
importante, no obstante, participa en la modificacidon de residuos de cisteina en este
canal (Nelson et al., 2005). La modulacién redox del Cav3.2 ocurre en el sitio de
unién a metales extracelulares (EMBS), el cual tiene alta afinidad para iones
divalentes como el zinc (Zn?*), el cobre (Cu?*) y el niquel (Ni#*) (Shuba, 2014).
Cuando estos metales se unen al sitio EMBS, provocan un efecto a distancia,
bloqueando a los canales Cav3.2. Dentro de este sitio, un aminoacido en particular,
la histidina en la posicion 191 (His191), resulta esencial. Lo interesante es que esta
histidina es fundamental para la modulacion del H,S en los canales Cav3.2 y solo

esta presente en el subtipo Cav3.2 y no en los otros canales de la misma familia
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(Cav3.1 y Cav3.3) lo que convierte a este mecanismo en un blanco altamente
especifico. Ademas, cisteinas cercanas (C114, C123, C128 y C133) pueden
oxidarse, alterando el ambiente quimico local y aumentando la afinidad por el zinc
(Elies et al., 2014). Esto favorece que el canal se inhiba, aunque el detalle de cuales
son las formas quimicas mas estables de esta oxidacion, como la cisteina sulfinica
(C-SO2H) o la sulfénica (C-SOsH), es un tema abierto de investigacion. De hecho,
aun se debate si el H,S libera el zinc de este sitio o, por el contrario, lo estabiliza,

mostrando que el mecanismo aun no esta del todo resuelto (Figura 2).

Figura 2. El canal de calcio tipo T (Cav3.2) se forma de cuatro dominios representados en los colores
azul (Dl), verde (DII), beige (Dlll) y rojo (DIV). Cada dominio se compone a su vez de seis segmentos
transmembranales (S1-S6). En el acercamiento del dominio | se observa el sitio EMBS donde se
localizan los residuos D189-G190-H191. La H191 interacciona con el H2S en conjunto con las
cisteinas C114, C123, C128 y C133 las cuales incrementan la afinidad con el ién Zn?* de acuerdo

con la hipétesis de Elies et al., 2014.
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El dolor neuropatico no solo depende de la accioén directa del H,S sobre los
canales idnicos, sino también de vias indirectas donde este gas interactua con otros
mensajeros quimicos y moléculas de sefalizacion. Entre ellos destacan los
gasotransmisores como el 6xido nitrico (NO) y el monéxido de carbono (CO). Cada
uno de estos gasotransmisores pueden influir en la expresion y actividad de las
enzimas que generan su biosintesis. Esta interaccion entre gases biologicos es
conocida como crosstalk, y ocurre en condiciones patoldégicas que generan una
sobreproduccion simultanea de sus enzimas productoras y, por tanto, amplifican la
sefnal del dolor. Otra pieza clave en el dolor neuropatico son las citocinas
inflamatorias, moléculas liberadas por la microglia (las células de defensa del
sistema nervioso central). Una de ellas, la interleucina-6 (IL-6), activa una cadena
de reacciones quimicas dentro de la neurona que termina aumentando la cantidad
de canales Cav3.2, lo que facilita la transmision del dolor. En contraste, el H,S puede
ejercer un papel antiinflamatorio al reducir la produccion de citocinas como la IL-6
cuando se activa la ruta antioxidante regulada por el factor Nrf2 (un “interruptor” que
enciende los genes defensivos de la célula). El H,S también interfiere en la actividad
de ciertas quinasas, que son enzimas encargadas de anadir grupos fosfato a las
proteinas para regular su funcion. Entre ellas estan la PKG (proteina quinasa
dependiente de GMPc), la PKC (proteina quinasa C) y la PKA (proteina quinasa A).
Al modular estas enzimas, el H,S puede cambiar la intensidad de la sefal de dolor.
De hecho, se ha visto que compuestos que liberan lentamente H,S logran bloquear

estas quinasas y, con ello, reducir los efectos del dolor neuropatico en modelos
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animales (in vivo). Finalmente, la cantidad de canales Ca.3.2 expresados en la
membrana celular no solo depende de cuantos se generen, sino también de cuantos
se destruyen. Aqui interviene una enzima llamada USP5 (proteasa desubiquitinante
5), que evita que los canales Cav3.2 sean degradados por la enzima proteasoma (el
sistema de reciclaje de proteinas de la célula). De este modo, USP5 ayuda a
mantener mas canales activos y disponibles, lo que puede 'intensificar la sefal
dolorosa (Finnerup et al., 2020; Rangel-Galvan et al., 2023).

En cuanto al efecto dual en la corriente de calcio del canal Cav3.2, es decir,
el aumento o la inhibicion de la corriente de calcio dependiendo de la concentracion
de H,S, sigue siendo una pregunta abierta debido a las dificultades para medir las
concentraciones de H,S en el organismo. De acuerdo con los valores fisiologicos
de H2S mencionados con anterioridad, se establecieron rangos de concentracién
nanomolar, mientras que en los ensayos celulares muchas veces se aplican dosis
en el rango milimolar, millones de veces mas altas.

La causa principal de esta problematica esta en la quimica del H,S debido a
que es un gas muy inestable que se evapora, reacciona con metales y proteinas, y
se consume rapidamente en los tejidos. Ademas, a pH fisiolégico predomina en
forma de HS™ y no como H,S libre, lo que reduce aun mas su disponibilidad. Por
ello, los cientificos deben emplear concentraciones mucho mayores para observar
un efecto en sistemas experimentales. El resultado es que, en el laboratorio, el H,S

puede mostrar comportamientos distintos a los que tendria en el cuerpo humano.
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Con base en lo expuesto, podemos concluir que para estudiar el efecto dual
del H,S en los canales de calcio Cav3.2, los cientificos deben utilizar técnicas muy
precisas. Una de ellas es el registro electrofisioldgico (patch-clamp), que permite
medir las corrientes eléctricas que pasan a través de los canales idnicos de una
célula, y otra es la imagen de calcio con el colorante Fura-2, que cambia de
fluorescencia segun la cantidad de calcio presente.

En estas condiciones de laboratorio se ha demostrado que cuando se aplica
una dosis baja (10 yM) de NaHS, un donador quimico que libera H,S, la corriente
de calcio en los canales Cav3.2 disminuye aproximadamente un 30 % en células
HEK293 (una linea celular de laboratorio usada para experimentos) y cerca de un
18 % en neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) de la médula
espinal (Ellies et al., 2014). En cambio, cuando la dosis se eleva hasta 1.5 mM,
ocurre lo contrario: la corriente de calcio aumenta en los canales Cav3.2. Este efecto
dual no es exclusivo de . Cay3.2, también se ha reportado en otros canales i6nicos
(ver Tabla 1), lo que sugiere que la concentracion de H,S es un factor clave para
determinar si actua como un inhibidor o como un activador de corrientes ionicas
(Rangel-Galvan et al., 2023).

En resumen, podemos concluir que el H,S es una molécula gaseosa
producida por los organismos eucariotas, ademas de algunas bacterias y arqueas,
a partir del azufre. A bajas concentraciones, el H,S participa como gasotransmisor
con muchas funciones fisioldgicas importantes, reguladas por un proceso conocido

como sulfhidracion. Este proceso es una modificacion postraduccional que ocurre
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cuando el grupo persulfuro de las proteinas se une a una cisteina oxidada,

provocando que el grupo tiol de la cisteina se transforme quimicamente en un grupo

persulfuro.

Canal Modelo Efecto del H.S  Concentracion Técnica Donador de H2S
Tipo-T = Células HEK293 Inhibicién 10 uM Patch-clamp NaHS
Tipo-T DRG Aumento 1.5 mM Patch-clamp NaHS
Tipo-L H9c2 Inhibicién 10 uM Imagen de NaHS

(Cardiomiocitos de calcio (Fura-2)
rata)
Tipo-L = Astrocitos Aumento 200 uM Imagen de NaHS
calcio (Fura-2)

BK hiPSC-MSC (células | Inhibicion 100 uM Patch-clamp NaHS

madre

mesenquimales

derivadas de células
madre pluripotentes
inducidas humanas)

BK Células tumorales Aumento 300 uM Patch-clamp NaHS
pituitarias de rata
(GH3)

Tabla 1. Efectos de la.concentracion del H2S en varios canales i6nicos de calcio (modificada de
Rangel-Galvén et al:, 2023).

La participacion del H,S en patologias relacionadas con el dolor neuropatico
resalta suimportancia biomédica, planteando nuevos temas de investigacion sobre
los mecanismos moleculares asociados con la via CSE/H,S/Cav3.2. El efecto del
H,S en el Cav3.2 involucra interacciones directas a través del residuo His191, vias
indirectas que involucran ciertos reguladores postraduccionales y efectos duales de

activacion o inhibicion del canal Cav3.2 dependientes de la concentracion de H,S.
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Es importante mencionar que el estudio de esta via estda en proceso de
investigacion, ya que establecer las concentraciones adecuadas para aplicar en el
tratamiento del dolor neuropatico todavia es un reto que hay que afrontar antes de

alcanzar las aplicaciones clinicas.
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