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RESUMEN

El sulfuro de hidrogeno (H.S) es un gas incoloro, inflamable y soluble en agua, se
caracteriza por su olor peculiar a huevo podrido. ElI H.S es un gasotransmisor que se
sintetiza a partir del aminoacido L-cisteina (L-Cys) por 3 diferentes vias enziméaticas las
cuales son cistationina beta sintasa (CBS), cistationina gama liasa (CSE) y 3-
mercaptopiruvato-sulfurotransferasa (3-MST) en conjunto con cisteina aminotransferasa
(CAT). El objetivo de este estudio consistio en evaluar el efecto de la administracion
cronica de sulfhidrato de sodio (NaHS; donador inorganico de H,S), L-Cisteina (L-Cys;
sustrato enzimatico) y DL-propargilglicina (DL-PPG; inhibidor de CSE) sobre la funcion
vascular en aortas de ratas Wistar macho con resistencia a la insulina inducida por
fructosa 15% p/v. Para cumplirlo, los animales fueron divididos en dos grupos que
recibieron durante 20 semanas: (1) agua (grupo control; n=6); (2) fructosa 15% p/v en el
agua de beber (n=30). Este ultimo grupo se dividié en 5 subgrupos (n=6 cada uno), los
cuales recibieron diariamente durante 4 semanas por via i.p.: (1) sin tratamiento; (2)
vehiculo (PBS 1 mL/kg); (3) NaHS (5.6 mg/kg); (4) L-Cys (300 mg/kg) and (5) DL-PPG (10
mg/kg). Después de 16 semanas fueron determinadas las variables metabdlicas
(tolerancia a la glucosa oral, concentraciones de insulina en plasma, indice HOMA vy
Matsuda) y las variables hemodinamicas (presion arterial y frecuencia cardiaca) mediante
el método pletismografico en el grupo control y el grupo que recibié fructosa 15% pero no
tuvo tratamiento. La funcién vascular se determiné después de 20 semanas por
experimentos in vitro. Observamos que la resistencia a la insulina inducida por la fructosa
produce: (1) hiperinsulinemia; (2) aumento del indice HOMA; (3) disminucién del indice
Matsuda; (4) aumento de la presién arterial (sin afectar la frecuencia cardiaca); y (5) una
disminucion en las respuestas relajantes, sin afectar las respuestas contractiles, en
comparacion con el grupo control. De manera interesante, después de 4 semanas de
tratamiento, el NaHS y la L-Cys: (1) disminuyeron los valores basales de insulina, el indice
HOMA vy la presién arterial; (2) restauraron las respuestas vasorrelajantes sin efecto en
las respuestas contractiles, cuando se compararon con el vehiculo. Por otro lado, la DL-
PAG: (1) disminuyé los valores basales de insulina y el indice HOMA; (2) incrementd el
indice Matsuda; (3) aumenté la presién arterial; (4) no modificé las respuestas relajantes
ni contractiles, en comparacion con el vehiculo. Con estos resultados en conjunto,
concluimos que el tratamiento crénico con NaHS y L-Cys revierten la disfuncién vascular y
la hipertension generada por la resistencia a la insulina, lo cual podria indicar un posible

uso terapéutico.
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ABSTRACT

Hydrogen sulfide (H.S) is a colorless, flammable and water-soluble gas characterized by a
peculiar smell of rotten eggs. H>S is a gasotransmitter synthetized from L-Cysteine by
three enzymatic pathways namely cystathionine-3-synthase (CBS), cystathionine- y-lyase
(CSE) and the tandem enzymes cysteine aminotransferase (CAT) and 3-
mercaptopyruvate sulfurtransferase (3-MST). CSE predominates in the cardiovascular
system, especially the myocardium and vascular smooth muscle cells (VSMCs). The aim
of this study was to determine the effect of chronic administration of sodium hydrosulfide
(NaHS; inorganic H,S donor), L-Cysteine (L-Cys; H»S producing enzymes substrate) and
DL-Propargylglycine (DL-PAG; CSE inhibitor) on the vascular function induced by fructose
in male Wistar rat thoracic aorta. For that purpose, animals were divided into two main
sets that received for 20 weeks: (1) tap water (Control group; n=6); and (2) 15% p/v
fructose in drinking water (Fructose group; n=30). Then, the fructose group were divided
into 5 subgroups (n=6 each) which received daily i.p. injections during 4 weeks of: (1) no
administration; (2) vehicle (PBS, 1 ml/kg); (3) NaHS (5.6 mg/kg); (4) L-Cys (300 mg/kg);
(5) DL-PAG (10 mg/kg). After 16 weeks in the control and fructose (no administration)
group, metabolic (oral glucose tolerance test, insulin, HOMA and Matsuda index) and
hemodynamics variables by tail-cuff method were determined and after 20 weeks vascular
function by in vitro experiments was determined. We observed that insulin resistance
induced by fructose leads to: (1) hyperinsulinemia; (2) an increase in HOMA index; (3) a
decrease in Matsuda index; (4) an increase in blood pressure (without affecting heart rate);
and (5) a decrease in vasorelaxation responses with no effect on contractile responses
compared to control group. Interestingly, after 4 weeks of treatment, NaHS y L-Cys: (1)
decreased insulin values, HOMA index and blood pressure and (2) restored vasorelaxation
responses with no effect on contractile responses when compared to vehicle. On the other
hand, DL-PAG: (1) decreased insulin values and HOMA index; (2) increase Matsuda
index; (3) increase blood pressure; (4) any effect on contractile or relaxant responses
compared to vehicle. Taken together, these results suggest that chronic treatment with
NaHS and L-Cys improve vascular function and blood pressure modified by insulin

resistance and may have a potential therapeutic application.
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1. Introduccién

1.1 Sistema cardiovascular

Los organismos multicelulares y los mamiferos han desarrollado un sistema sofisticado de
vasos sanguineos que transportan sustancias entre las células y la sangre, y entre esta
tltima y el medio externo. La sangre es impulsada a todos los tejidos a través del corazon
(Klabunde, 2012). El sistema cardiovascular debe llegar a todas las células del cuerpo y
debe poder responder inmediatamente a cualquier cambio en el ambiente interno para
mantener todos los sistemas del cuerpo funcionando con la maxima eficacia. Incluso
cuando estamos en reposo, huestro sistema cardiovascular trabaja constantemente para

satisfacer las demandas de los tejidos del cuerpo (Wilmore, 2007).

El sistema cardiovascular tiene la funcion de transportar los nutrientes hacia los tejidos;
asimismo, se encarga de la recoleccion de los productos de desecho para su posterior
eliminaciéon en o6rganos como el rifién, pulmones, tracto gastrointestinal y piel (Evans,
2013).

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

transporte, regulacion y proteccion (Fox, 2013):

1. Transporte de sustancias esenciales para el metabolismo celular. En el transporte
se encuentran las siguientes funciones:
¢ Respiratorias: transporte de oxigeno hacia las células.
e Nutritivas: la sangre transporta los productos de la digestion hacia las
células del cuerpo.
e Excretoras: esta funcién es desarrollada por los rifiones a los cuales llegan
los desechos metabdlicos, el agua y los iones excesivos para ser

excretados por la orina.

2. Regulacion tanto hormonal como de la temperatura. La regulacién puede
presentarse en dos niveles:
e Hormonal: las hormonas son dirigidas a los tejidos distantes para ejercer

sus funciones.



e Temperatura: involucra a los vasos cutdneos mas profundos y a los vasos
superficiales.
3. Proteccion contra pérdida de sangre por lesion y contra agentes patdégenos. Para
realizar esta funcion se emplean los siguientes procesos:
e Coagulaciéon: mecanismo que se activa cuando hay dafio en los vasos.
e Funcién inmunitaria: participan células inmunitarias, antigenos y otros

mediadores.

1.2 Componentes del Sistema Cardiovascular

El sistema circulatorio transporta fluidos a través del cuerpo; esta formado por los
sistemas cardiovascular y linfatico. El corazon y los vasos sanguineos configuran la red

de transporte de sangre y forman el sistema cardiovascular (Moore, 2009).

1.2.1 El corazén

El corazén es un érgano hueco limitado por paredes, las cuales estan constituidas por 3
capas. En primer término, la més interna y delicada, en contacto con la sangre y
equivalente al endotelio que recubre los vasos sanguineos es el endocardio. Sobre ella se
coloca una segunda capa, de naturaleza muscular que es el miocardio, esta capa es la
encargada de generar la fuerza de contraccion en el corazon. La superficie externa del
miocardio esta cubierta por el epicardio, una capa de células mesoteliales. La Gltima capa
es el pericardio, se encuentra cubriendo todo el corazén y es una delgada envoltura o
saco de fibras que evita el agrandamiento excesivo. En esta Ultima capa, existe un
espacio pericardico que contiene liquido intersticial como lubricante (Aaronson et al.,
2012).

El corazén funciona como una bomba que eyecta sangre tanto a la circulacién pulmonar
como a la sistémica. La primera se refiere al flujo sanguineo hacia los pulmones que esta
involucrada con el intercambio gaseoso; mientras que, la segunda comprende los vasos

sanguineos dentro y fuera de todos los érganos excluyendo a los pulmones.

El corazén consta de cuatro cavidades: dos auriculas (cavidades superiores) y dos
ventriculos (cavidades inferiores). El lado derecho del corazén comprende la auricula y el
ventriculo derecho, por otra parte, el lado izquierdo consta de la auricula y el ventriculo
izquierdo. Para iniciar con la regulacion de la circulacion sanguinea, en la auricula

derecha se recibe la sangre venosa proveniente de la circulacién sistémica,
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posteriormente la sangre pasa al ventriculo derecho y, por la arteria pulmonar, la sangre
se conduce a los pulmones (circulacion pulmonar) donde se oxigena. La sangre que sale
de los pulmones entra a las venas pulmonares las cuales culminan en la auricula
izquierda del coraz6n y asi la sangre fluye hasta el ventriculo izquierdo y de alli se
distribuye por la aorta hacia todos los 6rganos (Evans, 2013); (Klabunde, 2012).

Entre las funciones del corazén destaca el gasto cardiaco el cual se define como el
volumen sanguineo eyectado por el corazén por minuto. Un regulador importante del
gasto cardiaco es la frecuencia cardiaca (FC), que se define como el numero de veces
gue se contrae el corazén por minuto y se controla por influencia cronotrépica sobre la

actividad eléctrica espontanea del nodo sinoauricular (Ungerleider et al., 2018).

1.2.2 Los vasos sanguineos

La sangre se transporta en el cuerpo a través de los vasos sanguineos, los cuales tienen

dimensiones variables y comprenden arterias, venas y capilares (Fig. 1) (Klabunde, 2012).

Aorta

Arteria

/ pequefia

Capilares

7

Arteria
grande

Vénula

Arteriola

Fig. 1. Tipos de vasos sanguineos. La aorta se ramifica en vasos mas pequefios
(arteria grande, arteria pequefia y arteriolas). La ramificacion continla hasta llegar a los
capilares donde se intercambian nutrientes y desechos. Los capilares se combinan para
formar las vénulas que llevan la sangre a las venas y finalmente la vena cava.
Modificado de Klabunde, (2012).

La aorta se considera el principal vaso sanguineo debido a que su funcién es distribuir la
sangre desde el corazon hacia el sistema circulatorio; conforme se ramifica su diametro
cambia y da lugar a la formacion de arterias grandes como lo son las arterias carétida,

mesentérica y renal. La finalidad de la variacion de diametro de estos vasos es para que
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la sangre pueda distribuirse hacia 6érganos especificos, al alcanzar un didmetro menor a
200 um los vasos sanguineos son denominados arteriolas. Las arteriolas se consideran
vasos de resistencia ya que se encargan de la regulacion de la presion arterial y del flujo
sanguineo (Klabunde, 2012).

Al contraerse los ventriculos, la presion interna del ventriculo izquierdo cambia a 120
mmHg, la valvula adrtica se abre y se expulsa la sangre hacia la aorta; este periodo de
contraccién ventricular se conoce como sistole. La presion maxima que se alcanza
durante la sistole se denomina presion arterial sistolica (PAS) y permite la conduccion de
sangre a través de la aorta y la distension de la misma. Posteriormente, cuando la valvula
aortica se cierra y el ventriculo izquierdo se relaja comienza a entrar sangre a través de la
valvula mitral, este periodo de relajacion y entrada de sangre se conoce como diastole y
permite determinar la presion arterial diastélica (PAD). Durante la diastole el flujo
sanguineo y la presion disminuyen (80 mmHg) pero no bajan a cero. La presion arterial

media (PAM) es la presién promedio en todo el corazén (Philip, et al., 2012).

Conforme las arteriolas van disminuyendo su diametro (<10 um) dan lugar a la formacién
de los capilares, los cuales estan formados Unicamente de capa endotelial y en ellos se
realiza el intercambio de nutrientes y desechos metabdlicos (Evans, 2013) (Klabunde,
2012).

Tabla 1. Tamafio y funcién de los diferentes vasos sanguineos en la circulacion sistémica
del humano. Modificada de Klabunde, 2012.

Tipo de vaso Diametro (mm) Funcién
Aorta 25 Pulso de amortiguacién y distribucién
Arterias grandes 1.0-4.0 Distribucion
Arterias pequefas 0.2-1.0 Distribucion y resistencia
Arteriolas 0.01-0.02 Resistencia (regulacion de la presién y flujo)
Capilares 0.006-0.010 Intercambio
Vénulas 0.01-0.02 Intercambio, recoleccién y capacitancia

Venas 0.2-0.5 Capacitancia (almacén de sangre)

Vena cava 35 Recoleccion




1.4 Capas de los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos estan compuestos por 3 capas: la intima, la media y la adventicia
(Fig. 2).

. Capa intima

Las células endoteliales constituyen la formacion de la capa intima, por lo que se
encuentra en contacto directo con la sangre (Klabunde, 2012).

. Capa media

La capa media esta constituida por células del muasculo liso vascular, las cuales
contribuyen a las actividades mecanicas del vaso y consecuentemente a su reduccién de
diametro (Klabunde, 2012).

. Capa adventicia

La lamina elastica externa se encarga de separar la capa media de la capa adventicia. La
capa adventicia contiene colageno, fibroblastos, adipocitos, los vasos sanguineos de los

vasos grandes (vasa vasorum), vasos linfaticos y nervios autonémicos (Klabunde, 2012).

intima: células endoteliales

Media: musculo liso
vascular, elastina, colageno

Adventicia: Colageno,
fibroblastos, fibras
simpaticas, adipocitos,
macroéfagos

Fig. 2. Capas de vasos sanguineos. Los vasos sanguineos estan compuestos
por 3 capas: la intima, la media y la adventicia. Modificado de Stenmark et al.,
(2013).



1.5 Tono vascular

Los vasos sanguineos se contraen o se relajan para regular la presion arterial, alterar el
flujo sanguineo hacia los érganos, regular el flujo sanguineo capilar y distribuir el volumen

sanguineo en el organismo.

El grado parcial de contraccién de los vasos sanguineos de resistencia generado por el
musculo liso se denomina tono vascular y éste se encuentra regulado por la produccion
equilibrada de factores contractiles y relajantes; estos factores se conocen como
autacoides e incluyen a las prostaciclinas (PGly), 6xido nitrico (NO), endotelina (ET) y
factor hiperpolarizante dependiente del endotelio (EDHF)) (Dvorkin, 2011).

El papel de las células endoteliales sobre la regulacién del tono vascular consiste en la
contribucién con mediadores vasodilatadores y vasoconstrictores como los mencionados
anteriormente, los mediadores vasodilatadores ejercen sus efectos después de la
activacion de receptores que se encuentran en la membrana de las células endoteliales,

estimulando la sintesis de NO y PGl (Lorenzo et al., 2015).

1.6 Disfunciéon vascular

Hasta hace pocos afios se consideraba que el endotelio era solamente un revestimiento.
Sin embargo, con el paso de los afios y los estudios realizados sobre esta estructura se

ha descubierto que tiene mas funciones bioldgicas.

El endotelio es una capa simple de 10-50 uM de espesor y se encuentra formado por
células poligonales, orientadas longitudinalmente en direccion al flujo sanguineo (Aird,
2007). Las células endoteliales vasculares cubren todo el sistema circulatorio, desde el
corazén hasta los capilares, entre sus funciones mas importantes destaca la regulacion

del flujo sanguineo (Rajendran et al., 2013).

Los factores liberados por las células endoteliales son: PGl;, NO, EDHF, ET,
prostaglandina H. (PGH.), tromboxano A, (TXA), sulfatos heparinoides, factor de
crecimiento transformante (TGF-B), factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGFb), factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDGF), activador del plasmindgeno tisular (t-PA), inhibidor del activador del
plasmindgeno tisular tipo 1 (PAI-1), especies de oxigeno reactivas (ROS), como por

ejemplo: aniones superoxido (O2), radical hidroxilo (OH") y peréxido de hidrogeno (H20>),
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interleucinas, quimiocinas, moléculas de adhesion de monocitos y otros (De la Serna,
2010).

Se ha demostrado mediante estudios de bioensayo que, las células endoteliales causan
relajacion arterial mediante la liberacién de sustancias vasoactivas, las cuales a su vez

son estimuladas por el factor de relajacion derivado del endotelio (EDRF).

Hace 30 afios, se identific6 que el EDRF estimula a la guanilato ciclasa soluble (GCs) en
las células de musculo liso vascular, aumentando la produccion de monofosfato de

guanosina ciclico (cGMP) y es inactivado por aniones superdxido (Furchgott, 1988).

El factor relajante mas conocido es el éxido nitrico. Sin embargo, no es el Gnico. Entre
otros factores relajantes destacan las prostaciclinas, adenosinas, metabolitos del acido
araquidoénico y factores independientes de Oxido nitrico como el factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (Fig. 3) (Félétou & Vanhoutte, 2013).

Ademas, las células endoteliales pueden liberar factores contractiles derivados del
endotelio (EDCF), incluidos prostanoides, endotelina-1, angiotensina Il tisular (Ang II) y

tetrafosfato de adenosin uridina (Vanhoutte et al., 2016).

La acetilcolina (ACh) y la trombina tienen accidon vasodilatadora o vasoconstrictora
dependiendo de la integridad del endotelio. Cuando el endotelio no se encuentra dafiado
la accibn de estas sustancias es vasodilatadora, mientras que la accibn es
vasoconstrictora cuando el endotelio ha desaparecido o estd lesionado (De la Serna,
2010).

El endotelio regula al masculo liso vascular (MLV) a través de la presencia de receptores
unidos a la membrana de las células endoteliales. Estos receptores pueden reconocer
proteinas, particulas transportadoras de lipidos, metabolitos u hormonas, esto permite la

interaccion célula-célula y célula-matriz (Rajendran et al., 2013).

Cuando se rompe el equilibrio de produccién de factores relajantes y contractiles se
genera la disfuncién del endotelio vascular, la cual se presenta en enfermedades como la
hipertension, diabetes, ateroesclerosis, enfermedades coronarias y obesidad (Vanhoutte
et al., 2016).



Células
endoteliales

+ -
Células del musculo E l =

liso vascular ‘ :
NG P 4

v TP
SelGC AC .

GTP cGMP
cAMP

Relajacion

Fig. 3. Respuestas del endotelio relajantes. Modificado de Vanhoultte, et al., (2016).

1.7 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina (RI) es una condicibn metabdlica en la que los efectos
fisiologicos de la insulina disminuyen. La resistencia a la insulina se compensa con un
aumento en la secrecion de insulina por las células beta pancreaticas (hiperinsulinemia)
(Mercurio et al., 2012) (Sesti, 2006) lo que mantiene niveles normales de glucosa en
sangre. Durante la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia, la insulina no es lo
suficientemente alta como para regular el metabolismo de la glucosa. Por esa razon, la
glucosa no puede ser utilizada por los tejidos periféricos y la gluconeogénesis hepética
aumenta. En consecuencia, causa aumentos en los niveles plasméaticos de glucosa
(Bazotte et al., 2014).

Los problemas para medir la sensibilidad a la insulina hacen dificil la identificacion de los
individuos resistentes a la misma. La Rl se puede cuantificar evaluando la sensibilidad
periférica a la insulina in vivo, con métodos como el clamp hiperinsulinémico-euglucémico.
Este es el indicador mas sensible para medir la RI, ya que evalla la captacion de glucosa
mediada por la insulina. Sin embargo, este método es complicado y dificil de realizar, por
lo que se utiliza muy poco (Martinez et al., 2011). Para estudios epidemiolégicos y clinicos
se usan métodos indirectos y mas simples para estimar la sensibilidad a la insulina. Estos
métodos miden los valores de glucosa e insulina en ayunas o tras una carga de glucosa,
con una aproximacion razonable a la obtenida con el clamp hiperinsulinémico-

euglucémico. Las respuestas de la glucosa y de la insulina en estas pruebas reflejan la
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capacidad de la célula B para secretar insulina y la sensibilidad de los tejidos a esta
hormona (Angulo et al., 2013). Los métodos mas usados son: el indice HOMA
(Homeostasis Model Assessment) y el indice Matsuda-DeFronzo. El indice HOMA se
deriva de la interaccion entre la funcion de la célula B y la sensibilidad a la insulina en un
modelo matemético donde se utilizan las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno
(Tang et al.,, 2015). El modelo se calibra con una funciéon celular B de 100% y una

resistencia a la insulina normal de 1 de acuerdo con la siguiente férmula:

Insulina en ayunas (l;n—ULI) « Glucosa en ayunas (mrzlol)

22.5

HOMA =

El indice Matsuda-DeFronzo al igual que el indice HOMA, permite la determinacion de la
resistencia a la insulina, pero a diferencia del anterior, el indice Matsuda-DeFronzo es
mas eficiente. Fue propuesto en 1999 por Matsuda y DeFronzo y es un indice de
sensibilidad a la insulina que se obtiene a partir de las determinaciones de glucosa e
insulina derivadas de una curva de tolerancia a la glucosa oral. Este indice se calcula a

partir de la siguiente formula:

10 000
[(IPA x GPA) * (xGPC = xIPC)]

Matsuda — DeFronzo = ISI — compuesto = 7

Donde IPA es la insulina plasmatica en ayuno en pU/mL, GPA es la glucosa plasmatica
en ayuno en mg/dL, xGPC es el promedio de la concentracion plasmatica en todos los
puntos de la curva y XIPC es el promedio de la concentracién de insulina plasmatica en

todos los puntos de la curva.

Se considera resistencia a la insulina si el valor del indice HOMA es mayor a 2.5
(Martinez et al., 2011) y si el valor del indice Matsuda es menor a 2.5 (Takahara et al.,
2013).



1.7.2 Disfuncién vascular debido a resistencia a la insulina

La insulina y sus acciones desempefian un papel importante sobre la funcién endotelial.

Por ejemplo, la produccién de 6xido nitrico, mientras que la resistencia a la insulina esta

fuertemente asociada con la disfuncién endotelial.

Durante la resistencia a la insulina se produce una disfunciéon vascular. La disfuncion

vascular y/o la resistencia a la insulina que acompafian a la obesidad, sindrome

metabdlico y la diabetes se han atribuido a los siguientes mecanismos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

Aumento de la produccién de ROS por NOX que causa dafios en los receptores de
insulina (Du et al., 2013).

Fosforilacion incrementada del sustrato del receptor de insulina (IRS-1) en Ser307
(Nemoto et al., 2011).

Produccion reducida de acidos epoxieicosatrienoicos (EET) por el citocromo P450
(CYP 450) y degradaciéon aumentada de acidos grasos epoxidicos por la epdxido
hidrolasa soluble (sHE) (Abraham et al., 2015) (Roche et al., 2015).

Regulacion incrementada de la cinasa 2 de los receptores acoplados a proteina G
(GRK?>) (Taguchi et al., 2014).

Sobreexpresiéon de la proteina cinasa C-b (PKCb) e induccion de la expresion de
ET-1 en el endotelio (Liu et al., 2013) (Lu et al. , 2011) (Tabit et al, 2013).
Regulacion incrementada del factor de transcripcion FOXO-1 (Karki et al, 2015).
Activacién exagerada de los receptores mineralocorticoides endoteliales (MR) por
la aldosterona (Schafer et al., 2013).

Hipoadiponectinemia que produce una regulacion a la baja de la proteina
adaptadora que media la sefalizacién de adiponectina (APPL1) (Xing et al., 2013).
Aumento de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Feher
et al., 2013).

10) Aumento de la produccion del factor de necrosis tumoral (TNF-a) por el tejido

adiposo perivascular (PVAT) (Virdis et al., 2011).

11) Activacién exagerada de receptores toll tipo 4 (TLR4) (Liang et al., 2013).

12) Regulacién a la baja en las células del masculo liso vascular de la fosfoproteina

estimulada por vasodilatacion (VASP) (Cheng et al., 2014).

Para conocer si el endotelio se encuentra intacto o esta dafnado, se han realizado estudios

donde las respuestas de agentes como la sustancia P, bradicinina, 5-trifosfato de

adenosina (ATP), 5-pirofosfato adenosina (ADP), histamina y el ion6foro A2187 de Ca?*
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los cuales dependen de la integridad del endotelio. La sustancia mas empleada para
conocer la integridad del endotelio y su respuesta relajante es la ACh. Estas respuestas
en o6rgano aislado se evallan después de realizar una contraccién inducida por

noradrenalina (NA), fenilefrina (FE) o altas concentraciones de K* (Nurgali et al., 2018).

Ademas de la ACh, también se ha empleado el uso de carbacol (CCh) el cual es un éster
de colina sintético y un compuesto de amonio cuaternario que posee carga positiva. El
CCh es un agente parasimpaticomimético de la ACh, es decir, imita sus efectos actuando

sobre receptores muscarinicos (William, 2013).

En el trabajo realizado por El-Bassossy et al. (2014), en 4 grupos de ratas Wistar macho
(6-8 animales cada grupo), se indujo sindrome metabdlico por administracion de fructosa
durante 6, 9 y 12 semanas. En los estudios de funcién vascular en la aorta toracica se
demostré una contractilidad exagerada cuando se administré fenilefrina y cloruro de
potasio (KCI), y una disminucién en las respuestas relajantes a la ACh (El-Bassossy et al.,
2014).

En otro estudio realizado por Mahmoud et al. (2012) en ratas Wistar macho, la resistencia
a la insulina fue inducida por la administracion de fructosa 10% durante 8 semanas.
Transcurrido el tiempo se evaludé la funcién vascular. Los resultados mostraron un
incremento en las respuestas contractiles cuando se administro fenilefrina y KCI, por otro

lado, las respuestas relajantes a ACh disminuyeron (Mahmoud et al., 2012).

Con base en estos estudios reportados, se tiene conocimiento gque la resistencia a la
insulina inducida por fructosa incrementa las respuestas contractiles y disminuye las

respuestas relajantes evidenciando una disfuncién vascular.

1.8 Enfermedades relacionadas con la resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina es una condicidon metabdlica en la que los efectos fisiol6gicos
de la insulina disminuyen. Debido a esto, la secrecién de insulina por parte de las células
beta pancreaticas no es la adecuada, es decir, los procesos estan en desequilibrio y esto

contribuye a que se presenten problemas clinicos.

1.8.2 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un conjunto de trastornos metabdlicos que afecta
aproximadamente al 44% de los adultos en México e incrementa el riesgo de padecer

diabetes, accidente cerebrovascular, enfermedades cardiovasculares y enfermedades
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relacionadas con la acumulacion de la grasa en las paredes arteriales. Las causas
subyacentes del sindrome metabdlico incluyen el sobrepeso, la obesidad, la inactividad
fisica, los factores genéticos y el envejecimiento (American Heart Association, 2016).

El sindrome metabdlico se presenta cuando una persona tiene tres o mas de las

siguientes medidas (American Heart Association, 2016):

e Obesidad abdominal (perimetro de la cintura 294 cm en los hombres y >88 cm en
las mujeres)

e Nivel de triglicéridos mayores a 150 mg/dL

e Colesterol HDL < 40 mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres

e Presion arterial sistolica 2130 mmHg o presion arterial diastélica 285 mmHg en
personas mayores a 16 afios

e Glucosa en ayunas de 2100 mg/dL

e Colesterol LDL <100 mg/dL

1.8.3 Diabetes Mellitus tipo 2
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

como un trastorno metabodlico de mudltiple etiologia caracterizado por hiperglucemia
cronica con trastornos en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas como
resultado de los defectos en la secrecion de insulina, en su acciéon o en ambas. La DM2

actualmente ha comenzado a ser considerada como una pandemia (Sesti, 2006).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016 encontré6 que la
prevalencia de diabetes en el pais pasé de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016. Ademas,
reporté que es mayormente observada en hombres de 60 a 69 afios (27.7%) y en mujeres
de este mismo rango de edad (32.7%) (ENSANUT 2016).

La DM2 se debe principalmente a factores de estilo de vida y factores genéticos. Se sabe
gue una serie de factores del estilo de vida son importantes para el desarrollo de la DM2.
Estos son la inactividad fisica, el estilo de vida sedentario, fumar cigarrillos y el consumo

excesivo de alcohol (Olokoba et al., 2012).

En la dieta es comun el consumo de hidratos de carbono, de los cuales existen tres tipos
(simples, complejos y refinados). Los carbohidratos refinados como el pan blanco o los
dulces, se caracterizan por convertirse rapidamente en glucosa y, por lo tanto, causan un

aumento rapido en los niveles de azucar en la sangre. Las bebidas endulzadas con
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fructosa como los refrescos, jugos, bebidas deportivas, etc., son fuente principal de
azucar en la dieta. En promedio estas bebidas aportan aproximadamente el 7% de las
calorias diarias y el 50% de los azUcares agregados en la dieta (Kit et al., 2013). Otra
causa del desarrollo de DM2 son las dietas ricas en grasa, particularmente la grasa
saturada y los acidos grasos trans; este tipo de grasas ejercen sus efectos sobre la
composicion lipidica de las membranas (Bray et al., 2002).

La DM2 se caracteriza por la insensibilidad a la insulina como resultado de la resistencia a
la insulina, la disminucion de la produccién de insulina y la eventual falla de las células B
pancredticas. La resistencia a la insulina afecta tanto al masculo estriado como al higado.
El mlsculo esquelético es responsable de la mayor parte del metabolismo de la glucosa.
Esto convierte al mdsculo en un blanco importante para el desarrollo de resistencia a
insulina, ya que en pacientes con este trastorno se ha observado una reduccion en la
expresion del transportador de glucosa sensible a la insulina tipo 4 (GLUT4), y en la
captacion de glucosa y, seguidamente una disminucién en el metabolismo no oxidativo de
la glucosa y en la sintesis de glucégeno (Lorenzo, 2009). En estado basal, el higado
también representa un sitio importante para la resistencia a la insulina y esto se refleja en
la sobreproduccion de glucosa a pesar de la presencia de hiperinsulinemia en ayunas.
Esta sobreproduccién de glucosa genera niveles elevados de la misma en el plasma
durante el ayuno, lo cual es un pardmetro caracteristico de los pacientes con DM2
(Cersosimo et al, 2018).

1.8.4 Obesidad

La obesidad es el aumento del tejido adiposo, especialmente en la deposicion de la parte
superior del cuerpo. Fue asociado por primera vez con diabetes y enfermedad vascular

por el endocrinélogo francés Jean Vague en 1956 (Vague, 1956).

En México, el sobrepeso y la obesidad aumentaron en zonas rurales en la poblacion
masculina adulta (de 61.1% en 2012 a 67.5% en 2016) y en zonas urbanas se mantuvo
en el mismo nivel (69.9%) (ENSANUT 2016).

En esta enfermedad, la resistencia a la insulina aumenta al incrementarse el indice de
masa corporal, la circunferencia de la cintura y en particular, la relacion cintura-cadera,
todo esto produce niveles aumentados de tejido adiposo visceral (Aronne and Segal
2002). El tejido adiposo visceral es mas activo metabdlicamente con respecto al flujo de

acidos grasos libres, por lo que promueve la resistencia a la insulina a nivel celular y
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aumenta la produccion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Giorgino
et al., 2005).

Ademas, el tejido adiposo produce una serie de citocinas que se han asociado con
resistencia a la insulina incluidas aquellas con actividad proinflamatoria, por ejemplo,
TNFa, interleucinas y PAI-1 (Piemonti et al., 2003).

Se cree que la resistencia a la insulina observada en la obesidad afecta principalmente al
musculo y al higado, con un aumento de los acidos grasos libres derivados de los
adipocitos que promueven la acumulacion de triglicéridos en estos tejidos (Piemonti et al.,
2003). Es importante destacar que existen diferencias individuales en estos efectos. El
aumento de peso empeora la adiposidad y consecuentemente la presencia de resistencia
a la insulina. Por otro lado, la pérdida de peso es un factor que disminuye el desarrollo de

resistencia a insulina en individuos con dicho trastorno.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Sulfuro de hidrégeno (H2S)

El sulfuro de hidrogeno (H.S) se reconocid como un gas toxico desde el siglo XVIII
(Szabo, 2018). Sin embargo, a partir de 1996 se propuso como un gas que interviene en
funciones fisioldgicas importantes en el organismo (Abe y Kimura, 1996) y actualmente se
reconoce como el tercer miembro de la familia de los gasotransmisores. El H;S es un gas
incoloro, inflamable y presenta un olor caracteristico a huevo podrido (Szabo, 2012).

Se considera que el H.S es un gasotransmisor por cumplir con los siguientes criterios
(Wang, 2002) (Wang, 2014):

1.- H,S es una pequefia molécula de gas.

2.- H;S es permeable a la membrana plasmatica y a las membranas de los organelos
intracelulares.

3.- H2S es generado endégenamente en las células de los mamiferos bajo condiciones
fisiologicas y fisiopatoldgicas.

4.- H,S tiene funciones bien definidas.

5.- La administracién de donadores de H»S ha mostrado efectos similares a los que
genera el H,S de manera enddgena en diferentes sistemas bioldgicos.

6.- H2S esta involucrado en la transduccién de sefales y tiene sitios de accion especificos.

Hace muchos afios se consideraba que este gas era toxico y que causaba dafios al medio
ambiente. Sin embargo, con el paso de los afios y los avances en diversos estudios se ha
demostrado que las enzimas encargadas de la produccién enddégena del H,S se expresan
en tejidos de mamiferos permitiendo la regulacion de funciones fisioldégicas importantes;
estas funciones incluyen principalmente la neurotransmisién y vasorrelajacion (Kimura,
2010) (Wang, 2012).

2.1.1 Historia del H2S
En 1713, el médico italiano Bernardino Ramazzini describi6 el efecto toxicolégico del H,S.
Sus observaciones fueron publicadas en el libro “Enfermedades de los Trabajadores” (De

Morbis Artificum Diatriba). En este libro se describe una enfermedad que se centraba en
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la inflamacion de los ojos, infeccién y ceguera por la exposicion a un acido volatil en
trabajadores que se dedicaban a limpiar retretes y alcantarillas. En el afio 1777 en Paris
se presentaron casos de inflamaciéon de mucosas y asfixia por emanaciones de gas del
drenaje, estos signos clinicos coincidian con lo descrito por Ramazzini (Wang, 2012).

En 1750 Carl Wilhelm Scheele realiz6 una reaccion quimica en la que el sulfuro ferroso
(pirita) reaccion6 con acido mineral, el producto generé un acido con olor caracteristico a
huevo podrido, el cual es actualmente conocido como sulfuro de hidrégeno (Wang, 2012).

La reaccién descrita se presenta a continuacion:

FeS + 2HCI — FeCl; + H2S

El azufre forma parte de la composicion quimica del H,S. Esta presente en la mayoria de
las proteinas y es uno de los elementos esenciales para las plantas y animales. Este
elemento se encuentra principalmente en los volcanes donde se produce diéxido de
azufre (SO2) y H,S; también se puede encontrar en el mar en forma de dimetilsulfuro. A
diferencia del ciclo del nitrogeno y del carbono, el ciclo del azufre es mas complejo debido
a los diferentes estados redox que se presentan.

Los compuestos SO», H.S y dimetilsulfuro, pueden reaccionar con el oxigeno y generar
trioxido de azufre (SOs) que reacciona con el agua y forma acido sulfirico (H.SO.), la
precipitacién permite la produccion de lluvia, posteriormente los sulfatos llegan a la tierra 'y
esto permite que sean asimilados por las plantas y animales, de esta forma es como el

azufre ingresa a los organismos (Yamasaki and Cohen, 2016).

2.1.2 Biosintesis del H2S
El H2S es un potente agente reductor que se produce de manera enddégena y enzimatica a
partir del aminoacido L-Cisteina por 3 diferentes vias enzimaticas: (1) cistationina
sintasa (CBS), (2) cistationina-y-liasa (CSE) y (3) 3-mercaptopiruvato-sulfurotransferasa
(3-MST) (Fig. 4) (Beltowski et al., 2018). Las enzimas CBS y CSE son dependientes de
fosfato de piridoxal-5’ (PLP). La enzima CBS se expresa principalmente en el sistema
nervioso central, aunque también puede encontrarse en higado y rifién. La enzima CSE
se expresa principalmente en el sistema vascular, aorta toracica, arterias como la
mesentérica y pulmonar, vena porta y también en érganos como el higado, rifién, intestino

delgado y pancreas (Zhao et al., 2001; Kimura, 2014).
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La enzima 3-MST produce H,S a través de una via mitocondrial donde se requiere la
accion de 3-mercaptopiruvato (3-MP); a su vez esta enzima requiere la participacion de
las enzimas cisteina aminotransferasa (CAT) y d-aminoacido oxidasa (DAQO) provenientes
a partir de L-cisteina y D-cisteina respectivamente (Kimura, 2014).

Por otro lado, existen inhibidores de la enzima CSE, el principal inhibidor es la DL-
propargilglicina (DL-PPG) el cual es un inhibidor irreversible. Se ha comprobado que la
DL-PPG inhibe la produccion de H.S en preparaciones de higado de rata en
concentraciones inhibidoras 50 (ICsp) de 55 uM (Mok et al., 2004). En dosis que oscilan
entre 25-100 mg/kg, la DL-PPG puede reducir la inflamacion asociada a H>S en modelos
de roedores con pancreatitis, edema y endotoxemia (Bhatia et al., 2008).

Cisteina + H.S

R

Tiocisteina

Amoniaco de s - CBS
piruvato

DL-PAG

Cistationina + H-S

Homocisteina

CAT a-cetoglutarato

L-glutamato

3-Mercaptopiruvato

3-MST l

Tiosulfato

Glutation

Glutation disulfuro
S
H

Fig. 4. Biosintesis del H,S. Existen 3 enzimas involucradas en la produccion del H,S:
(1) cistationina beta sintasa (CBS), (2) cistationina- y- liasa (CSE) y (3) 3-
mercaptopiruvato- sulfutransferasa (3-MST) combinada con cisteina aminotranferasa
(CAT). Modificado de Yu et al., (2014).
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2.1.3 Metabolismo del H2S
El H,S tiene un peso molecular de 34.08 g/mol y una densidad de 1.19 g/L; estas
caracteristicas hacen que sea mas pesado que el aire. En solucién acuosa, el H,S es un
acido débil que tiende a disociarse en H* y HS", con un pKa; de 7 a 37°C, este ultimo
compuesto se disocia en H* y S™ la cual tiene un pKa, de 17, como se representa en la

siguiente reaccion quimica:

H,.S—H® + HS «—2H" + S

El tiempo de vida media del H.S es de segundos a minutos. En solucion acuosa
aproximadamente un 20% del sulfuro de hidrogeno se encuentra en su forma no
disociada, mientras que el 80% se encuentra en forma de anion HS". Generalmente esto
se presenta bajo ciertas condiciones como una temperatura de 37°C y pH de 7.4 (Wang,
2012).

En estudios recientes se ha propuesto que el H,S ejerce sus efectos biologicos a través
de modificaciones postraduccionales, es decir, mediante la modificacion de proteinas.
Esta modificacion se realiza en los residuos de cisteina donde se agrega un grupo tiol (-
SH); este proceso se conoce como sulfuracion o persulfuracion (Filipovic et al., 2015;
Mustafa et al., 2009 respectivamente) y funciona de una manera analoga a la nitrosilacion.
Por lo tanto, la sulfidracion consiste en la modificacion de los residuos de cisteina que
tienen el grupo —SH a hidropersulfuros (—SSH). Los hidropersulfuros tienen una capacidad
nucleofilica mas potente lo que genera una mayor reactividad quimica (Zhang et al., 2017)
(Paul and Synder, 2015). Ademas, se ha demostrado que la sulfidracién contribuye a la
proteccion del sistema cardiovascular, debido a que disminuye la disfuncion endotelial, el
estrés oxidativo, la inhibicion de la enzima 6xido nitrico sintasa (eNOS) y el dafio del DNA
(Li et al., 2018).

Una vez que el H2S ejerce su accion debe mantenerse un equilibrio fisiol6gico, por lo que,
los procesos metabdlicos para su eliminacion siguen 3 rutas (Fig. 5). La primera ruta es la
candnica incluye: la oxidacién del sulfuro a persulfuro a través del sulfuro cinona oxido-
reductasa, el cual es transferido al glutation para formar glutation persulfuro. Este Gltimo
puede ser oxidado a sulfito con la enzima persulfuro dioxigenasa o puede formar tiosulfato
con la enzima rodanasa (Mishanina et al., 2015). La segunda ruta consiste en procesos
de metilacion citosélica a través de la enzima S-metiltransferasa (TSM) para formar
dimetilsulfuro. La dltima ruta se presenta cuando el H.S se une a la hemoglobina y se

forma el compuesto sulfohemoglobina (Yu et al., 2014).
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Sulfohemoglobina Dimetilsulfuro
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Fig.5. Metabolismo del H,S. Los procesos metabdlicos del H,S siguen tres diferentes
rutas: modificacion oxidativa mitocondrial, metilaciéon citosélica y unién a hemoglobina.
Modificado de Yu et al., (2014).

2.2 Efectos fisiologicos del H2S y sus donadores
2.2.1 Sistema cardiovascular

En los vasos sanguineos, la enzima CSE se encarga de producir H>S en el musculo liso,
endotelio y tejido adiposo periadventicial.

En las células del musculo liso, el H;S regula la apoptosis celular, el cambio fenotipico, la
relajacion, la contraccion y la calcificacion. En las células endoteliales, el H2S controla la
proliferacion celular, la senescencia celular, el estrés oxidativo, la inflamacién, etc. El H,S
interactda con el 6xido nitrico y funciona como un factor relajante derivado del endotelio y

un factor hiperpolarizante derivado del endotelio. EI H,S generado a partir de tejidos
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adiposos periadventiciales actia como un factor relajante derivado de los adipocitos y
modula el tono vascular (Yang, et al., 2015).

Por otra parte, existe evidencia que demuestra que el H,S produce inhibicién de la funcién
cardiaca (Geng et al., 2004). En el corazén aislado de rata, el NaHS (donador inorganico
de H.S) induce respuestas cronotrdpicas e inotropicas negativas (Geng et al., 2004;
Porokhya et al., 2012). En corazo6n aislado perfundido con la técnica de Langendorff, el
NaHS produjo: (1) disminucion del (x)-LV dp/dtmax a 10°%-10° mol/L, lo que sugiere una
respuesta inotrépica negativa (Geng et al., 2004); (2) lusitropismo negativo (Mazza et al.,
2013); y (3) cronotropismo negativo a concentraciones de NaHS de 10 mol/L (Geng et
al., 2004).

En el trabajo realizado por Kéhn et al. (2012) se demostré que el H.S modula el tono
vascular de las aortas de rata de una manera dependiente de PVAT. Ademas, la
inhibicion de CSE disminuy6 fuertemente el efecto anti-contractil del tejido adiposo
perivascular y se demostré que el H.S exdgeno indujo vasorrelajacion en aortas de rata;
este efecto fue bloqueado mediante la inhibicién de los canales de potasio tipo M (KCNQ)
y los canales de potasio dependientes de ATP (K*atp). Por lo tanto, el H,S podria actuar
como un factor relajante derivado de adipocito en aortas de rata (Kéhn et al., 2012).

El H.S ejerce efectos antihipertensivos mediante vasorrelajacion que implica la apertura
de los canales de K*arp, l0s canales de conductancia intermedia (IKCa) y canales de
potasio de conductancia baja (SKCa), asi como la supresién de la inflamacion vascular y /

0 aumento de la liberacién de renina (Kéhn et al., 2012).

2.2.2 Sistema Nervioso Central

En el Sistema Nervioso Central (SNC) la enzima CBS predomina principalmente en el
cerebelo e hipocampo; por lo tanto, se puede producir H.S y desarrollar funciones
importantes a través de la regulacién de la neurotransmisién y neuromodulacién (Kimura,
2010). Uno de los neurotransmisores excitadores importantes en el SNC es el glutamato;
el H3S interviene en la estimulacion de este neurotransmisor por medio de la participacion
de los receptores NMDA (Partlo et al., 2001). Por otro lado, el H;S interviene en la
inhibicion del neurotransmisor GABA el cual tiene funcion inhibidora en el SNC (Han et al.,
2005).

El H,S tiene efectos pronociceptivos y antinociceptivos debido a que se ha reportado que

la activacion de los canales de calcio tipo L puede generar los efectos pronociceptivos,
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mientras que la activacion de los canales K*arp producen antinocicepcion (Distrutti et al.,
2010).

2.2.3 Pancreas
En 6rganos como el pancreas, el H,S participa en la inhibicion de la liberacion de la

insulina mientras que en el rifidbn desempefia una funcion vascular e incrementa la

velocidad de filtracién glomerular (VFG) (Yang et al., 2005).

2.2.4 Inflamacion
Una de las &reas donde el H.S tiene un papel dual es sobre su participacion en la

regulacion de la inflamacion, ya que se ha reportado que un incremento en la expresion

de CSE puede tener efectos pro-inflamatorios o anti-inflamatorios (Nagai et al., 2004).

2.3 Donadores de H2S

Con base en los estudios que han reportado los efectos fisiolégicos del H2S, se han
disefiado donadores de H.S que contribuyen en su liberacién y consecuentemente una
posible participaciébn en procesos patologicos (Szabo y Papapetrepoulus, 2017). La
primera clase de donadores del H,S esta representada por las sales del sulfuro, como el
sulfhidrato de sodio (NaHS) y el sulfuro de sodio (Na,S) que al estar en solucion acuosa
promueven la liberacién del H.S (Szabo, 2018). Otro donador de H.S es el profarmaco
sintético SG-1002, un polisulfonato de sodio, que entre sus constituyentes se encuentra el
sulfato de sodio. El SG-1002 se ha estudiado en voluntarios sanos y sujetos con
insuficiencia cardiaca congestiva, este ensayo en fase | es el primero que se ha realizado
en individuos y sus resultados fueron satisfactorios, sin embargo, aln se requieren mas
estudios (Polhemus et al., 2015).

El GYY4137 también es un donador de H;S, pero se diferencia de los otros por producir
una liberaciéon lenta del H,S. Una modificacion del GYY4137 son los donadores JK, su
mecanismo de liberacién de H.S consiste en la ciclacion intracelular que a su vez es
dependiente del pH; en condiciones acidas la liberaciébn es mayor, contrario a lo que
sucede en condiciones neutras donde la liberacion es lenta o similar a la liberacion
producida por el GYY4137 (Kang et al., 2016).

2.4 Efectos de H2S y secrecion de insulina
El incremento extracelular de glucosa es el primer estimulo para la secrecion de insulina.
La glucosa se transporta al interior de las células B pancreaticas a través de los

transportadores de glucosa (GLUT) y su metabolismo eleva los niveles de ATP/ADP, lo
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cual resulta en la inhibicion de los canales de K*arp. La inhibicidon de estos canales genera
una despolarizacion de la membrana y consecuentemente la activacion de los canales de
calcio dependientes de voltaje (L-VDCC), permitiendo que el calcio entre a la célula y se
produzca la liberacion de la insulina almacenada en vesiculas.

Muchos otros mecanismos también modulan la secrecion de insulina, incluyendo la
activacion de fosfolipasas, las incretinas, la activacién de la adenilato ciclasa (AC) de la
proteina cinasa A (PKA) de la célula B, la ACh liberada de las terminales parasimpaticas
gue estimula a los receptores muscarinicos (Ms), entre otros (Beltowski et al., 2018).
Existe evidencia que demuestra la participacion del H.S sobre la funcién de las células B
del pancreas, asi como también en la disfuncion endotelial inducida por la elevacion de la
glucosa extracelular. La disfuncién endotelial subyace a las complicaciones diabéticas
(Szabo, 2012). Las enzimas CSE y CBS se encuentran en los islotes pancreaticos. Sin
embargo, se ha demostrado que la CSE se encuentra en mayor proporcién y cuando se
produce H,S en grandes cantidades se reduce la liberacion de la insulina. Ademas, en los
trabajos donde la expresion de la CSE es inhibida por la DL-PPG se ha observado que la
liberacion de insulina se incrementa (Yang et al., 2005).

El mecanismo a través del cual el H,S ejerce un efecto inhibidor sobre la secrecién de
insulina es complejo. En uno de los primeros estudios donde se evaluaron efectos
vasculares se observd la participacion de los canales de K*arp, por 0 que se considera

gue el H.S actla sobre estos canales (Fig. 6) (Beltowski et al., 2018).

Glucosa

GLUT2
Célula B

Glucosa

Insulina

Fig.6. Participacion del H.S sobre la secrecion de insulina. EI mecanismo por el que el
H>S regula la secrecion de insulina no esta completamente establecido, pero se atribuye

principalmente a los canales de K*are. Modificado de Beltowski et al., (2018).
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Ademés de los canales de K'arp se ha sugerido que también se produce disminucién de
los niveles de ATP celular y regulacion de la concentracién intracelular de calcio (Fig. 6)
(Beltowski et al., 2018).

En el trabajo reportado por Feng et al. (2009), en ratas Sprague Dawley se indujo
resistencia a la insulina por la administraciéon de fructosa 10% durantel2 semanas,
posterior a esto se determind la accion in vivo del H,S. Los resultados en la prueba de
tolerancia a la glucosa mostraron un alto nivel de glucosa en sangre y concentracion de
insulina en plasma incrementada comparada con la concentracion observada en los
controles. Ademas, se presentd un incremento en el indice HOMA. Por otro lado, se
detectd el nivel de H,S en el tejido adiposo, se observdé que éste se encontraba
incrementado. Estos datos in vivo sugieren que el H,S generado por los tejidos adiposos

podria regular la sensibilidad a la insulina (Feng, et al., 2009).

Cuando las células endoteliales se encuentran en condiciones normales, la produccion
fisiologica de H,S protege contra el estrés oxidativo generado por las mitocondrias. Las
ROS que son generadas en las mitocondrias no se extienden al citosol ni al nicleo. Sin
embargo, cuando los niveles de glucosa de la célula aumentan, el H,S pierde su funcién
protectora y las ROS ingresan al citosol y al nicleo produciéndose disfuncidon endotelial y
complicaciones vasculares diabética (Szabo, 2012).

Denizalti et al. (2011) estudiaron el efecto de la induccion de diabetes por
estreptozotocina (STZ) sobre los efectos relajantes del HzS en las arterias aorta toracica,
mesentérica y pulmonar. Los resultados indicaron que las respuestas relajantes inducidas
por 0.1-1 mM de NaHS después de 4 y 12 semanas de haber presentado diabetes fueron
incrementadas comparadas con el grupo control, es decir, el NaHS contribuia al
mejoramiento de las respuestas relajantes en los grupos que presentaron diabetes
(Denizalti, et al., 2011).

Estos estudios sugieren un posible papel del H,S sobre la resistencia a la insulina.

2.5 Efectos duales del H2S sobre la resistencia a la insulina
El H2S cumple con las caracteristicas de ser un gasotransmisor y de manera similar al NO
y mondxido de carbono (CO), muchas respuestas biolégicas del H»S son bifasicas. Por
ejemplo, sus efectos fisioldgicos pueden ser citoprotectores (cuando se emplea a bajas
concentraciones) o pueden ser citotdxicos (cuando se emplea a concentraciones altas)
(Szabo, 2010).
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En el trabajo de Untereiner et al (2017) se describe como el NaHS al ser empleado en una
concentracion de 100 uM en ratas Wistar macho, inhibié la liberacion de insulina en las
células HIT-T15 (Untereiner et al., 2017). Por otro lado, se esperaria que el inhibidor DL-
PPG incremente la secrecion de insulina, debido a que, como se mencion6 anteriormente
es un inhibidor de la enzima CSE. Sin embargo, se ha encontrado en un estudio realizado
por Gen et al., (2013) que la administracién de PAG (30 mg/kg) por via i.p. en ratones
obesos revierte la resistencia a la insulina; este mismo efecto se observa cuando se
administra GYY4137 (200 mg/kg) via i.p.. Este estudio es un claro ejemplo de los efectos
duales que puede tener el H,S.

Con base en los estudios encontrados donde el H,S influye en la liberacion de insulina, se
consider6 estudiar su relacion con la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Al respecto, Okamoto
et al (2013) demostraron en su trabajo que en ratones CSE-KO que recibieron una dieta
rica en grasa durante 8 semanas, los niveles de glucosa en sangre fueron incrementados
y los niveles de insulina fueron reducidos. Ademas, cuando se administr6 NaHS, los
niveles de glucosa e insulina eran contrarios a lo observado antes de la administracion.
Por lo tanto, los resultados de este estudio sugieren posibles aplicaciones del NaHS para
la DM2 (Okamoto et al., 2013).

Ademads, existen alimentos donde se encuentra directa o indirectamente el H,S y asi se
desarrollan sus efectos en el organismo. Un ejemplo es el ajo. Padiya et al (2011)
administraron durante 8 semanas una dieta de ajo (250 mg/kg/dia) en ratas macho
Sprague-Dawley a las que se les indujo diabetes por el consumo de fructosa 65% (8
semanas). Este grupo fue comparado contra un grupo de ratas diabéticas que no recibio
ajo y los resultados indicaron que los niveles de glucosa e insulina fueron reducidos en el

grupo tratado con ajo (Padiya et al., 2011).

2.6 Modelo de 6rgano aislado
Para el estudio de la farmacologia inicialmente se requeria el uso de animales intactos.
Sin embargo, posteriormente se utilizaron pruebas que requieren de sus tejidos u 6rganos
aislados. Estos modelos experimentales siguen siendo esenciales sobre todo cuando se
quiere probar a una sustancia como posible farmaco con utilidad terapéutica.
Un ejemplo de modelo experimental empleado en la farmacologia es el “6rgano aislado”.
Cuando se inicié el desarrollo de técnicas farmacoldgicas, se encontré que un 6rgano o

tejido aislado mantenia su funcionamiento durante varias horas en un bafio de solucion
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fisiolégica de sales. El modelo de 6rgano aislado se usa actualmente como estandar para
experimentos farmacodindmicos de dosis-respuesta in vitro que involucran la suspension
de una seccion aislada de 6rgano/tejido en una solucién controlada con sensores para
medir la contraccion o relajacion del tejido cuando se agregan diferentes farmacos
(Padmanabhan, 2014).

Henrick Magnus (1802-1870) fue el primer investigador en emplear el modelo de 6rgano
aislado en una tira de intestino delgado. Asi, las respuestas contractiles y relajantes se
transmitian de manera mecanica a un estilete que se encontraba sobre un tambor
cubierto con papel ahumado y a su vez giraba a una velocidad constante. Este equipo se
conoce como quimégrafo y su funcion es inscribir de manera gréafica el movimiento o la
presion. El registro grafico permite visualizar y cuantificar el efecto del farmaco a lo largo
del tiempo. Posterior a los estudios realizados por Henrick Magnus, el investigador Jean-
Francois Heymans (1904) experimentd en el corazon de un mamifero y Claude Bernard
realizd estudios en preparaciones aisladas de nervios y musculos. En la actualidad los
movimientos de drganos y tejidos se leen en un sistema computarizado que emite un
registro digital (Scheindlin, 2001).
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3. JUSTIFICACION

La resistencia a la insulina es un mecanismo subyacente a enfermedades metabdlicas
como la Diabetes Mellitus tipo 2, la cual puede llegar a provocar disminucién de la
produccion de insulina e hiperglucemia. Se ha reportado que durante la resistencia a la
insulina se presentan cambios en la funcién vascular, particularmente en las respuestas
relajantes y contractiles (disfuncién vascular). La Diabetes Mellitus tipo 2 es hoy en dia un
problema creciente de salud. Actualmente se conoce que la principal funcion del H.S son
los efectos relajantes que ejerce sobre el sistema cardiovascular. Por lo que es necesario
investigar los efectos del H,S sobre la disfuncion vascular que acompafia a la resistencia

a la insulina, lo cual podria indicar un posible uso terapéutico.
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4. HIPOTESIS

La administracion cronica de NaHS y L-cisteina revertirdn la disfuncién vascular inducida
por la resistencia a la insulina en la aorta toracica de ratas Wistar macho con resistencia a
la insulina inducida por fructosa, mientras que la inhibicion de la enzima CSE con DL-

propargilglicina producira el efecto opuesto.
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5. OBJETIVOS

5.10bjetivo general

Evaluar el efecto de la administracion crénica de NaHS, L-Cys y DL-propargilglicina sobre
la funcién vascular en aortas aisladas de ratas Wistar macho con resistencia a la insulina

inducida por fructosa.

5.2 0bjetivos especificos

1. Determinar en ratas resistentes a la insulina inducidas por fructosa (15% p/v):
e Las caracteristicas metabdlicas (curva de tolerancia a la glucosa, niveles de
insulina en plasma, indice HOMA y Matsuda).
e Las caracteristicas hemodinamicas (presion arterial y frecuencia cardiaca).
e Las respuestas contractiles a noradrenalina y relajantes a carbacol en aorta

toracica.

2. Determinar en ratas resistentes a la insulina inducidas por fructosa (15% p/v) el efecto

de la administracion cronica de vehiculo (PBS), NaHS, L-Cys y DL- propargilglicina sobre:

e Las caracteristicas metabdlicas (curva de tolerancia a la glucosa, niveles de
insulina en plasma, indice HOMA y Matsuda).

e Las caracteristicas hemodinamicas (presion arterial y frecuencia cardiaca).

e Las respuestas contractiles a noradrenalina y relajantes a carbacol en aorta

toracica.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, las cuales fueron alojadas en jaulas de
plastico, en un cuarto con condiciones estandarizadas (22 + 2 ° C, 50% de humedad y
ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h), ademas fueron provistas de comida y agua ad libitum.
Todos los procedimientos en animales siguieron los lineamientos establecidos por la
Norma Oficial Mexicana para el Uso y Bienestar de Animales de Laboratorio (NOM-062-
Z00-1999), en congruencia con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio en Estados Unidos de América y con el Comité Institucional de Cuidado y Uso

de Animales de Experimentacion (CICUAL).

6.2. Induccién del modelo de resistencia a insulina por tratamiento con

fructosa 15% p/v

Los animales fueron seleccionados al azar y divididos en dos grupos. El grupo 1 fue
utilizado como control (n=6) y fue alimentado con una dieta regular y agua a voluntad,
filtrada del grifo, durante 20 semanas. El grupo 2 (n=30) fue alimentado con una dieta

regular y con una solucién de fructosa (15% p/v) durante 20 semanas (Fig. 7).

6.3. Evaluacién de las caracteristicas metabdlicas y hemodinamicas

A la semana 16, el grupo 2 de fructosa 15% se subdividié en 5 grupos (n=6 cada uno) a
los cuales se les administr6 diariamente durante 4 semanas por via intraperitoneal los
siguientes compuestos: (1) sin tratamiento (grupo control de fructosa); (2) vehiculo (PBS 1
ml/kg); (3) NaHS (5.6 mg/kg); (4) L-Cys (300 mg/kg) y (5) DL-PPG (10 mg/kg) (Fig. 7).

Posterior al tratamiento crénico, se determinaron las caracteristicas hemodinamicas en
todos los grupos a las 16 y 20 semanas. Las caracteristicas metabdlicas fueron
determinadas a las 16 semanas (grupo control y fructosa 15% sin tratamiento) y a las 20

semanas (después del tratamiento crénico).
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Fig.7. Disefio experimental. Material y metodos

Grupo 1
1 Control —_— Sin tratamiento
Vehiculo de fructosa
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Sin tratamiento
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Grupo 2
—  Fructosa 15% p/v NaHS (5.6 mg/kg)
n=6
n=30
L-Cys (300 mg/kg)
n=6
DL-PPG (10 mg/kg)
n=6
Semana 0 Semana 16

6.4 Medicidn de la presion arterial y frecuencia cardiaca

La presion arterial y frecuencia cardiaca fueron determinadas utilizando el método
pletismdgrafo (Gutiérrez-Lara, 2016), con un registrador automatico de presion arterial LE
5001 (Letical, PanLab, Barcelona, Espafa). Los animales fueron colocados en jaulas
acrilicas y su cola mantenida expuesta a una lampara durante aproximadamente 15
minutos. Posteriormente, fue colocado en la cola un sensor éptico para detectar la presion
y un anillo que fue insuflado con la finalidad de detener el flujo sanguineo. Al soltar el
anillo se induce a una liberacién lenta de la tension, la cual permitié la determinacion de la
presién arterial sistélica (PAS) a través del sensor y a partir de esta presion se pudo
determinar la presion arterial diastélica (PAD), presion arterial media (PAM) y frecuencia
cardiaca. Las mediciones fueron realizadas antes (semana 16) y después del tratamiento
crénico (semana 20), con la finalidad de evaluar los cambios al inicio y al final del
tratamiento crénico como se muestra en la figura 2. Los valores representan el promedio

de 3 mediciones por rata.
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6.5 Prueba de tolerancia a la glucosa oral

Después de 16 y 20 semanas de tratamiento con fructosa o agua, los animales fueron
puestos en ayuno durante 12 h antes de realizar la prueba oral de tolerancia a la glucosa
(PTGO). Para la prueba, los niveles de glucosa se obtuvieron de muestras de sangre de
la vena de la cola a los 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min después de la administracion por via
oral de una carga de glucosa (2 g/kg) con un glucometro (AccuCheck®, Roche of México).
Al mismo tiempo se recolecté 1.5 mL de sangre en tubos eppendorf para determinar los
niveles de insulina con el kit de ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) de
ALPCO (Salem, NH, EE. UU.) (Gutiérrez - Lara et al., 2017) (Figura 8).

Fig. 8. Curso temporal

Induccion de

resistencia a insulina Tratamiento durante 4 Evaluacion de la

con fructosa 15% o semanas con vehiculo funcién vascular in

vehiculo (PBS), NaHS, L-Cys, DL-PPG. vitro (aorta aislada)
Via i.p.

3 ! >

Semana 0 Semana 16 Semana 20

1. Evaluacién de caracteristicas hemodindmicas (presion arterial y
frecuencia cardiaca).

2. Evaluacidn de caracteristicas metabdlicas (OGT, niveles de insulina en
plasma, indice HOMA y Matsuda)

6.6 Modelo de 6rgano aislado

Para evaluar el efecto de la administracién crénica de los tratamientos farmacoldgicos
sobre la funcién vascular, en aortas aisladas de ratas Wistar macho con resistencia a la
insulina inducida por fructosa, se utiliz6 el modelo de 6rgano aislado, el cual se usa

habitualmente para realizar curvas dosis-respuesta de musculo liso vascular in vitro.
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6.7 Evaluacion de respuestas contractiles y relajantes en la aorta toracica

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacién. Posteriormente, la aorta toracica se extrajo
y se limpi6 de tejido conectivo, cortando anillos de aproximadamente 3 mm de longitud.
Los anillos se colocaron en cadmaras para érgano aislado que contienen una solucion de
Krebs-Ringer de la siguiente composiciéon (mM): NaCl 119.5, dextrosa 12, NaHCO3; 24.9,
KCl 4.74, MgSO. 7H,O 1.18, KH,PO. 1.18, CaCl, 2H,O 2.5, EDTA 0.026). Las
condiciones en que se mantuvieron los anillos en las cadmaras fueron las siguientes:
temperatura de 37°C, pH 7.4 y burbujeo constante con una mezcla de 95% O, y 5% CO,.
Cada anillo arterial se colocé en dos ganchos de Nikrom; uno de estos ganchos se
mantuvo fijo a la preparacion del fondo de la camara y el otro gancho a un transductor de
tension (Grass, modelo FTO3, Grass Inst., USA), el cual se conectd a un sistema de
adquisicién de datos (Biopac Systems, Inc. Modelo MP 100) para registrar los cambios en

la tension isométrica desarrollados por los anillos arteriales (Alvarez-Camara, et al., 2019).

El protocolo para la evaluacién de las respuestas contractiles y relajantes consistié en una
estabilizacion de la tension (2-2.5 g) durante 30 minutos. Posteriormente los anillos fueron
estimulados con noradrenalina (NA) (1x107 M); una vez que la respuesta alcanzd la
meseta, se procedid a realizar lavados con la finalidad de que la respuesta regresara al
estado basal y proceder a una segunda estimulacion con NA (1x10°" M), nuevamente se

realizaron lavados y la tercera estimulacion se realizé con KCI 80mM.

Para la evaluacion de las respuestas relajantes, se desarroll6 una curva concentracion —
respuesta a carbacol con incrementos de medios logaritmos (1x10° M a 1x10° M)
iniciando de manera acumulativa de la menor concentracién a la mayor. Cuando la
respuesta regresé a su estado basal se realiz6 la evaluacibn de las respuestas
contractiles por medio de una curva concentracidn-respuesta a NA igualmente que la
curva anterior, las concentraciones fueron colocadas de manera acumulativa de la menor

concentracion a la mayor (1x10°M a 1x10°M) (Fig. 9).
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Fig. 9. Evaluacion de la funcion vascular
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6.8 Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como la media £ e.e.m. Se realizé un andlisis de varianza
bifactorial de medidas repetidas (Two-Way ANOVA RM) para comparar los resultados
obtenidos en la curva de tolerancia a la glucosa oral y curva de insulina, una vez que este
analisis revel6 diferencias significativas, los resultados fueron analizados con la prueba
post-hoc de Tukey. La comparacion de los resultados de frecuencia cardiaca y presion
arterial fue realizada utilizando una prueba t de Student. Ademas, fue calculado el pECso y
Emax de cada uno de los tratamientos mediante una regresion no lineal de una curva

logistica de 4 parametros de acuerdo a la siguiente férmula:
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10~((LogEC50-X)*HillSlope)).

Asimismo, el area bajo la curva de los cursos temporales de los niveles de glucosa e
insulina durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral fue calculada mediante el
método de los trapezoides y se comparé el area bajo la curva de los grupos utilizando un
andlisis de varianza de una via. Se consideré un cambio estadisticamente significativo
cuando P<0.05.
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6.9 Compuestos utilizados
Los compuestos utilizados en este estudio fueron: sulfhidrato de sodio monohidratado
(NaHS), L-cisteina, DL-Propargilglicina, bitartrato de noradrenalina y carbacol. Todos los
compuestos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.). El bitartrato
de noradrenalina y carbacol fue disuelto en solucién salina fisiologica 9%. Los
compuestos NaHS, L-cisteina y DL-Propargilglicina fueron disueltos en amortiguador de
fosfatos (PBS), estas soluciones tuvieron un pH de 7.4 y se mantuvieron a 25°C; ademas

fueron preparadas diariamente.
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7 RESULTADOS

7.1Efecto del tratamiento crénico con fructosa 15% en la prueba de tolerancia

a la glucosa oral y sobre las variables metabdlicas

La Fig. 10 presenta los resultados obtenidos en area bajo la curva (ABC) de los niveles de
glucosa e insulina durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) en animales
control y en animales tratados con fructosa 15% durante 16 semanas. El tratamiento
cronico con fructosa 15% no modificé significativamente los valores de glucosa durante la
PTGO en comparacion con el grupo control (Fig. 10A). En marcado contraste, los valores
de insulina obtenidos en la PTGO presentaron un incremento estadisticamente
significativo del ABC entre el grupo control y el de fructosa 15% después de 16 semanas,

lo cual indica la existencia de hiperinsulinemia en este ultimo grupo (Fig. 10B).
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Figura 10. Areas bajo la curva de los valores de glucosa e insulina. Las ABC de los
valores de glucosa (A) e insulina (B) se determinaron en ratas Wistar macho control y
ratas Wistar macho con fructosa 15% durante 16 semanas. Prueba ANOVA de una

via. Cada punto representa la media + e.e.m. de 5 animales. *, P<0.05 vs control.

La tabla 2 muestra los niveles de insulina y glucosa, asi como los valores del indice
HOMA e indice Matsuda. De manera consistente con los resultados obtenidos en los
cursos temporales y el ABC, el tratamiento con fructosa: (1) incrementé significativamente
los niveles basales de insulina y el indice HOMA; y (2) disminuy6 el indice Matsuda de

manera significativa con respecto al grupo control. La determinacion de estos pardmetros
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indica la existencia de resistencia a la insulina en el grupo que recibié fructosa 15%

durante 16 semanas.

Insulina Glucosa indice indice

(LUL/mI) (mg/dL) HOMA Matsuda
Control 8.4+1.4 82.8+4.3 1.7+0.3 3.3+0.6
Fructosa 24.7+3.5%* 89+48 5.3+0.5* 1.3+0.1*

Tabla 2. Efecto de la administracion de fructosa 15% durante 16 semanas en ratas Wistar
macho sobre los niveles de glucosa e insulina; valores de indice HOMA y Matsuda. Cada
punto representa la media £ e.e.m. de 5 animales. Prueba t de Student. *, P< 0.05; **, P<

0.01 vs control.

7.2Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre la prueba de tolerancia a la

glucosa oral y sobre las variables metabdlicas

La Fig. 11 presenta los resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa oral sobre las
concentraciones de glucosa e insulina después de la administracion de vehiculo (1 ml/kg),
NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys (300 mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg) durante 4 semanas. Los
resultados obtenidos se representan graficamente como el area bajo la curva (ABC) para
la comprobacion de las diferencias estadisticas y del comportamiento de los grupos. Asi,
la Fig. 11A muestra que la administracion de NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys (300 mg/kg) y DL-
PPG (10 mg/kg) durante 4 semanas no modificaron el ABC de los valores de glucosa con
respecto al grupo que recibié vehiculo. Ademas, el tratamiento crénico con L-Cys (300
mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg) disminuyeron de manera estadisticamente significativa los

niveles de insulina con respecto al grupo que recibié vehiculo (Fig. 11B).
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Figura 11. Efecto de la administracion del vehiculo (PBS; 1 mL/kg), NaHS (5.6 mg/kg), L-
Cys (300 mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg) durante 4 semanas sobre las areas bajo la curva
de los valores de glucosa e insulina. Prueba ANOVA de una via. Cada punto representa

la media + e.e.m. de 5 animales. *, P<0.05; **P<0.01 vs vehiculo.

En la tabla 3 se ilustra el efecto en los grupos: (1) sin tratamiento (fructosa); (2) vehiculo;
(3) NaHS; (4) L-Cys y (5) DL-PPG, sobre los valores de insulina, glucosa, indice HOMA e
indice Matsuda en ratas con resistencia a la insulina inducida por fructosa.

La administracion de NaHS (5.6 mg/kg durante 4 semanas) disminuyé de manera
estadisticamente significativa los niveles de glucosa basales y el valor del indice HOMA
cuando se comparo6 contra el grupo de fructosa 15%.

El tratamiento con L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) no modificé los valores de las
variables metabdlicas con respecto al grupo que recibid fructosa 15%. Finalmente, la
administracion de DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas) disminuyé de manera
estadisticamente significativa los niveles basales de insulina y el valor del indice HOMA

cuando se compar6 contra el grupo de fructosa 15%.
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Insulina Glucosa indice indice

(uUL/mI) (mg/dL) HOMA Matsuda
Fructosa + Vehiculo 44 +8.4 89.2+7.7 10.2+2.6 0.97 £0.3
Fructosa + NaHS 21.2 +1.4* 754 +1.8 3.9+0.2* 15+0.1
Fructosa + L-Cys 16.5 + 3.2** 9042 +28 3.9+0.8* 1.4+0.2
Fructosa + DL-PPG 12 +1.3** 73.8+5.8 2.2 £ 0.4** 2.6 £0.5*

Tabla 3. Efecto de la administracion del vehiculo (PBS; 1 mL/kg), NaHS (5.6 mg/kg), L-
Cys (300 mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg) durante 4 semanas sobre los valores de
glucosa e insulina basal, indice HOMA y Matsuda en animales con resistencia a la
insulina. Prueba ANOVA de una via, * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 vs vehiculo.

7.3 Efecto de la resistencia sobre las variables hemodinamicas

La tabla 4 muestra las variables hemodinamicas (frecuencia cardiaca, presion arterial
sistblica, presion arterial diastolica y presién arterial media) determinadas a las 16 y 20
semanas. El tratamiento con fructosa 15% durante 16 semanas incremento
significativamente los valores de la presion arterial sistélica, diastolica y media,
comparado con el grupo control. Este incremento se mantuvo hasta la semana 20. Por

otro lado, la frecuencia cardiaca no presenté cambios significativos.

16 semanas 20 semanas
FC PAS PAD PAM FC PAS PAD PAM
(Ipm) (mmHg) (mmHg) (mmHg) | (Ipm)  (mmHg) (mm Hg) (mm Hg)
3351 125+3 82+0.6 95.6+1 348+9 123+2 88+4 99+3
Control
TUCoSt | 34145 141s2e  110spec 1182 | 355212 1493w 1003w 122s37

Tabla 4. Efecto de la administracién de fructosa 15% durante 16 y 20 semanas en ratas
Wistar macho sobre los valores de frecuencia arterial (FC); presion arterial sistélica (PAS),
presion arterial diastolica (PAD) y presion arterial media (PAM). Lpm, latidos por minuto.
Prueba t de Student. Cada punto representa la media = e.e.m. de 6 animales. **, P<0.01;
*** P<0.001 vs control.
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7.4 Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre las variables

hemodindmicas en animales con resistencia a la insulina

En la tabla 5 se presentan las variables hemodinamicas obtenidas antes (16 semanas) y

después (20 semanas) de la administracion de los tratamientos (PBS, NaHS, L-Cys y DL-
PPG). De esta forma, la administracion de vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas) no

modificéd significativamente estas variables. En marcado contraste, la administracion de

NaHS (5.6 mg/kg durante 4 semanas) y L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) disminuyé

significativamente los valores de presién arterial sistolica, diastélica y media, sin modificar

significativamente la frecuencia cardiaca. Mientras que la administracion de DL-PPG (10

mg/kg durante 4 semanas) incrementd significativamente los valores de presién arterial

sistolica, diastolica y media, sin modificar significativamente la frecuencia cardiaca.

16 semanas 20 semanas
FC PAS PAD PAM FC PAS PAD PAM
(Ipm) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg) (Ipm) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg)
+
Fructosa 35246  146+2 1092 110+2 | 35711 14743 10043 12043
Vehiculo

Fructosa + NaHS 35448 15043 10943 12242 357+15 141+3% 93+4% 109+3%
Fructosa + L-Cys 387+15 140+4 9814 112+4 373+13 125+0.7%# 84+2%# 97+1%#
Fructosa + DL-PPG 35514 141+3 104+1 116+2 36519 153+2%# 115+2%## 127+2%

Tabla 5. Efecto de: (1) vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas), (2) NaHS (5.6 mg/kg
durante 4 semanas), (3) L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) y (4) DL-PPG (10 mg/kg

durante 4 semanas) en ratas Wistar macho sobre los valores de frecuencia arterial (FC);

presién arterial sistélica (PAS), presién arterial diastolica (PAD) y presion arterial media

(PAM). Lpm, latidos por minuto. Prueba t de Student. Cada punto representa la media *

e.e.m. de 6 animales. #, P<0.05; ##, P< 0.01; ###, P<0.001 vs el valor respectivo a las 16

semanas.
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7.5Efecto de la resistencia a la insulina y los tratamientos farmacol6gicos sobre

las respuestas relajantes en la aorta toracica

La figura 12 muestra los efectos de: (1) la administracién de fructosa 15% durante 20
semanas; (2) el vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas); (3) el NaHS (5.6 mg/kg
durante 4 semanas); (4) L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) y (5) DL-PPG (10 mg/kg
durante 4 semanas) sobre las respuestas relajantes inducidas por carbacol en la aorta
toracica. Estas respuestas fueron evaluadas por concentraciones acumulativas de
carbacol con respecto a la respuesta maxima obtenida con noradrenalina (eje de las
abscisas). La relajacion del grupo control fue del 90%. Por otro lado, el tratamiento con
fructosa 15% disminuyé de manera estadisticamente significativa las respuestas
relajantes inducidas por el carbacol al compararlas con el grupo control (Fig. 12A).

La administracion del vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas) no modificd
significativamente las respuestas relajantes cuando se compar6 contra fructosa 15% (Fig.
12B). De manera interesante, el tratamiento con NaHS (5.6 mg/kg durante 4 semanas) y
el tratamiento con L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) incrementaron las respuestas
relajantes a un 80% cuando se compar6 contra el vehiculo (Fig. 12C y Fig. 12D). Por
altimo, el tratamiento con DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas) no modificd las

respuestas relajantes generadas por la administracién de vehiculo.
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Figura 12. Efecto de la administracion de: (A) fructosa 15% durante 20 semanas, (B)
vehiculo (PBS, 1 mL/kg durante 4 semanas), (C) NaHS (5.6 mg/kg, durante 4 semanas),
(D) L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) y (E) DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas)
sobre las respuestas relajantes inducidas por carbacol en ratas Wistar macho. Cada

punto representa la media + e.e.m. de 6 animales. Prueba two way anova RM. *, P<0.05;
** P<0.01; ***, P<0.001.
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7.6 Efecto de la resistencia a la insulina y los tratamientos farmacolédgicos sobre
las respuestas contractiles en la aorta toracica

La figura 13 muestra los efectos de: (1) la administracién de fructosa 15% durante 20
semanas; (2) el vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas); (3) el NaHS (5.6 mg/kg
durante 4 semanas); (4) L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) y (5) DL-PPG (10 mg/kg
durante 4 semanas) sobre las respuestas contractiles inducidas por noradrenalina en la
aorta toracica. Estas respuestas fueron evaluadas por concentraciones acumulativas de
noradrenalina y graficadas en porcentaje de respuesta. De esta forma, la administracién
de fructosa 15% durante 20 semanas no modificd las respuestas contractiles al
compararlas con el grupo control (Fig. 13A). Este mismo comportamiento de las
respuestas a noradrenalina fue observado después de la administracion durante 4

semanas de los tratamientos de NaHS, L-Cys y DL-PPG, al compararlos con el grupo que
recibié vehiculo (Fig. 13B-13E).
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Figura 13. Efecto de la administracion de: (A) fructosa 15% durante 20 semanas, (B)
vehiculo (PBS, 1 mL/kg durante 4 semanas), (C) NaHS (5.6 mg/kg, durante 4 semanas),
(D) L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) y (E) DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas)
sobre las respuestas contractiles inducidas por noradrenalina en ratas Wistar macho.

Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 animales. Prueba two way anova RM. *,
P<0.05; **, P<0.01 -42-
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7.7pECso0 y Emax de los tratamientos farmacologicos en ratas Wistar macho con

resistencia a la insulina

En la tabla 6 son mostrados los resultados obtenidos en el logaritmo negativo de la
concentracion efectiva 50 (pECso) y la eficacia méaxima (Ema) después de la
administracion de fructosa 15% durante 20 semanas, asi como el efecto del tratamiento
del vehiculo (PBS 1mL/kg), NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys (300 mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg)
durante 4 semanas. Estos resultados coinciden con los mostrados en las figuras 12 y 13.
En la evaluacién de las respuestas relajantes al carbacol, la pECsq del efecto relajante en
animales tratados con NaHS (5.6 mg/kg) fue incrementado significativamente (6.43 +
0.06) cuando se compard contra la pECso del carbacol en animales tratados con el
vehiculo (6.23 + 0.06). En la evaluacion de las respuestas contractiles a noradrenalina, la
pPECso del efecto contractil en animales tratados con fructosa al 15% durante 20 semanas
fue disminuido significativamente (7.01 + 0.12) cuando se compard contra la pECso de
noradrenalina en animales control (7.5 + 0.20).

La Emax del grupo de fructosa 15% durante 20 semanas, sobre las respuestas relajantes,
disminuyé de manera estadisticamente significativa (72.70% + 6.65) cuando se comparoé
contra el grupo control (91.58% + 4.26). En contraste, el tratamiento con NaHS (5.6 mg/kg
durante 4 semanas) y con L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas) incrementé
significativamente la Emax (81.45% + 3.13 y 88.27% * 4.4 respectivamente) cuando se
comparo contra el vehiculo (61.30% + 2.43).

Por otra parte, la Emnax de las respuestas contractiles del grupo de fructosa 15% durante 20
semanas no presentdé cambios estadisticamente significativos cuando se comparé contra
el grupo control, este mismo comportamiento fue observado cuando los tratamientos
farmacoldgicos se compararon contra el grupo que recibié vehiculo por medio de una

curva logistica de 4 parametros.
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Respuestas relajantes

PECso Emax (%)
Control 6.26 + 0.07 91.58 +4.26
Fructosa 15% 6.09 £0.13 72.70 £ 6.65*
Fructosa + Vehiculo 6.23 £ 0.06 61.30 +2.43
Fructosa + NaHS 6.43 + 0.06" 81.45 + 3.13%#
Fructosa + L-Cys 6.13 + 0.07 88.27 + 4.4%#
Fructosa + DL-PPG 6.30 + 0.09 67.99+4.4
Respuestas contractiles
PECso Emax (%)
Control 7.50 £0.20 108.9+7.9
Fructosa 15% 7.01 £0.12* 109.3+7.6
Fructosa + Vehiculo 7.20 £0.09 105.1+£4.3
Fructosa + NaHS 7.25+£0.09 1055+ 4.6
Fructosa + L-Cys 7.10 £0.08 107.9+4.9
Fructosa + DL-PPG 7.30 £0.19 99.6 +£7.8

Tabla 6. Logaritmo negativo de la concentracion efectiva 50 (PECso) y eficacia méaxima
(Emax) de las respuestas relajantes y contractiles en animales tratados con: (1) fructosa
15% durante 20 semanas; (2) fructosa + vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas); (3)
fructosa + NaHS (5.6 mg/kg durante 4 semanas); (4) fructosa + L-Cys (300 mg/kg durante
4 semanas); (5) fructosa + DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas) sobre las respuestas
relajantes inducidas por carbacol y las respuestas contractiles inducidas por
noradrenalina. Cada punto representa la media = e.e.m. de 6 animales. *, P<0.05 vs
control; #, P<0.05; ###, P<0.001 vs vehiculo.

8 RESUMEN DE RESULTADOS

8.1 El consumo de fructosa 15% durante 16 semanas en ratas Wistar macho: (1) no
cambié los niveles de glucosa; (2) incrementaron significativamente los niveles de
insulina y el indice HOMA; (3) disminuyo el indice Matsuda; (4) increment6 los
valores de presion arterial; (5) redujo las respuestas vasorrelajantes a carbacol; y
(6) incremento las respuestas contractiles a noradrenalina.
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8.2 El tratamiento crénico con NaHS y L-Cisteina en ratas Wistar macho: (1) no
modifico los niveles de glucosa; (2) disminuyé los niveles de insulina y el indice
HOMA; (3) disminuyd los valores de presion arterial; y (4) incrementd las
respuestas relajantes a carbacol sin modificar las respuestas contractiles a
noradrenalina, en la arteria toracica de la rata con resistencia a la insulina inducida
por fructosa.

8.3 El tratamiento cronico con DL-PPG en ratas Wistar macho: (1) No cambi6 los
niveles de glucosa; (2) disminuyé los niveles de insulina y el indice HOMA; (3)
increment6 el indice Matsuda y los valores de presién arterial; (5) no modifico las
respuestas relajantes a carbacol y las respuestas contractiles a noradrenalina en

la arteria toracica de la rata con resistencia a la insulina inducida por fructosa.
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9 DISCUSION

Existen diversas lineas de investigacion que demuestran la relacion entre el H.S y
algunas enfermedades metabdlicas, como la resistencia a la insulina, la obesidad y la
Diabetes Mellitus tipo 2. Con base en estos hallazgos, se han estudiado modelos de RI
inducida por fructosa los cuales se centran en la evaluacion de los cambios metabdlicos,
disfuncion endotelial y mecanismos fisiopatologicos. Asi, se ha demostrado que el
consumo de fructosa al 15% durante 16 semanas tiene efectos sobre las variables
metabdlicas, hemodinamicas y las respuestas del tono simpatico vasopresor (Gutiérrez et
al., 2016). Por otro lado, el consumo de fructosa al 10% durante 8 semanas produce
efectos sobre el tejido adiposo perivascular y el endotelio (Huang et al., 2010). Los
mecanismos por los cuales el H,S ejerce sus efectos siguen siendo controversiales, pero
con el paso del tiempo se ha prestado gran interés en emplearlo como posible tratamiento
para enfermedades cardiovasculares, en las que se incluyen la lesion por isquemia-
reperfusion (Zhu et al., 2007; Elrod et al., 2007), accidente cerebrovascular e hipertension
(Meng et al., 2015).

9.1Efectos de los tratamientos farmacoldgicos sobre las variables metabdlicas

Nuestros resultados demuestran que el consumo de fructosa al 15% durante 16 semanas,
no modificé los niveles de glucosa durante la PTGO. El analisis del indice HOMA, que
indica la resistencia a la insulina en condiciones de ayuno, revel6 un incremento en los
niveles de insulina y se observé un decremento en el indice Matsuda-DeFronzo cuando
se comparé contra el grupo control (Tabla 2). Estos resultados indican que el consumo de
fructosa 15% genera hiperinsulinemia y resistencia a la insulina sin cambios en los niveles
de glucosa en sangre. Al respecto se ha reportado que la alimentacién con alto contenido
de fructosa induce hiperinsulinemia (Hannou et al., 2018), la cual a su vez actda como un
mecanismo compensador durante la resistencia a la insulina (Sesti, 2006). Por otro lado,
como se ha demostrado anteriormente, la probable explicacién a la ausencia de cambios
en los niveles de glucosa en sangre se debe a que existe suficiente secrecion de insulina
por las células pancreaticas para evitar la hiperglucemia (Motta et al., 2017; Sommese et
al., 2016; Yin et al., 2013).
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La resistencia a la insulina inducida por fructosa 15% durante 16 semanas probablemente
se deba a que la fructosa esta influyendo sobre la via de sefalizacion de la insulina,
debido a que el consumo de fructosa incrementa los niveles de triglicéridos (Gutiérrez-
Lara et al., 2016). Estos a su vez favorecen la formacién de ceramidas y activan a la
enzima fosfatasa 2A (PP2A) que desfosforila a la proteina cinasa B (AKT); esto genera un
blogueo en la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica. Otro mecanismo que
podria estar involucrado es la liberacién de &cidos grasos libres ya que la fructosa
estimula su liberacion y éstos pueden activar los receptores tipo toll TLR4 que activan a
las cinasas JNK. Las cinasas actuian sobre el sustrato de insulina y también conducen a la
activacion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a (Kim et al., 2012).

Por otro lado, la administracion crénica de los tratamientos farmacoldgicos durante 4
semanas no modificd los niveles de glucosa en sangre (tabla 3). En contraste la
administracion de NaHS (5.6 mg/kg durante 4 semanas) produjo una disminucion parcial
de los valores basales de insulina y del indice HOMA, lo cual indica su posible
participacién en la regulacién de la secrecion de insulina. Esto se ha observado en
estudios donde tras incubar células de muasculo esquelético de ratdbn con NaHS (50 uM
por 30 minutos) la resistencia a la insulina disminuye. Efecto que podria estar mediado
por las vias Ca?*/CaMKK2/AMPK y PI3K/AKT (Chen et al., 2017).

Ademads, la administracion con L-Cys (300 mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg) disminuyeron de
manera estadisticamente significativa los niveles de insulina basales cuando se
compararon contra el grupo que recibié vehiculo (PBS 1 mL/kg) (Fig. 11). Estudios en
animales han demostrado que la administracién de L-Cys mejora el metabolismo de la
glucosa (Jain et al., 2009). La cisteina tiene una accién similar a la insulina, promoviendo
la entrada de glucosa en los adipocitos, mediada por su grupo SH libre (Jain et al., 2009;
Blouet et al., 2007). Se han propuesto algunos mecanismos para estudiar los efectos del
H>S sobre la secrecion de la insulina. Uno de los mas estudiados se basa en la activacion
de los canales de K*arp en las células B pancreaticas (Beltowski et al.,, 2018). La
administracion cronica durante 4 semanas de DL-PPG (10 mg/kg) disminuy6 los niveles
basales de insulina, el indice HOMA e increment6 el indice Matsuda (tabla 3). Nuestros
resultados son congruentes con los datos publicados por Geng et al. (2013) donde la
administracién de DL-PPG genera una disminucion en los niveles de insulina, asi como el
indice HOMA por la via de la proteina cinasa activada por monofosfato de adenosina

(AMPK) (Geng et al., 2013). AMPK tiene un papel esencial en la via de sefializacion de la
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insulina, debido a que fosforila directamente al IRS-1 y asi contribuye a la sensibilidad a la

insulina.

9.2 Efectos de los tratamientos farmacoldgicos sobre las variables

hemodindmicas

De acuerdo a lo reportado por la literatura, los valores normales de frecuencia cardiaca,
presion arterial sistolica y diastélica en una rata adulta, son: 350-450 Ipm, 84-134 mm Hg
y 60 mm Hg respectivamente (Wolfensohn y Lloyd, 2003). EI consumo de fructosa 15%
generd hipertension a partir de la semana 16 y se mantuvo hasta la semana 20 sin
modificar los valores de frecuencia cardiaca (tabla 4). Estos resultados coinciden con lo
reportado en estudios previos (Gutiérrez-Lara et al., 2016; Huang et al., 2010). La
explicacion a esto se debe a la influencia de la resistencia a la insulina y los mecanismos
asociados con disfuncion endotelial ya que durante la resistencia a la insulina la
produccion de NO se encuentra disminuida y esto produce un aumento en la presion
arterial (Vanhoutte et al., 2016). Estos cambios son generados principalmente a nivel de
vasos sanguineos, por lo que no se modifican los valores de frecuencia cardiaca
(Thackerary et al., 2011; Vanhoutte et al., 2016).

Por otro lado, la administracion de NaHS (5.6 mg/kg durante 4 semanas) y L-Cys (300
mg/kg durante 4 semanas) disminuyé significativamente los valores de presion arterial
sistblica, diastdlica y media (tabla 5). Nuestros resultados son congruentes con lo
observado en otros estudios, en los que se han reportado las propiedades
antihipertensivas de donadores de H:S en modelos animales de hipertensién (Ahmad et
al., 2014; Huang et al., 2015). En ratones KO para la enzima CSE se ha observado
hipertensiéon y disminucion en las respuestas relajantes dependientes de endotelio, lo que
sugiere un papel fisiolégico importante del sulfuro de hidrégeno en la regulacion del tono
vascular y la presion arterial. Por otro lado, se ha descrito que en animales con Diabetes
Mellitus tipo 2, la administracion de NaHS disminuye la presion arterial sistélica (Gheibi et
al., 2019). Ademas, en ratas espontaneamente hipertensas (SHR), el contenido de H.S en
plasma y la expresion de la enzima CSE se encuentran notablemente disminuidos. De
manera interesante, cuando se administra NaHS los efectos anteriormente mencionados
fueron revertidos parcialmente (Sun et al., 2015). Nuevamente la explicacién a su efecto
antihipertensivo esté relacionado con la apertura de los canales K*arp (Beltowski et al.,
2018).

-48 -



Discusion

De manera similar, existe evidencia sobre los efectos antihipertensivos del aminoacido L-
cisteina (precursor de H>S), principalmente de su analogo N-acetilcisteina del cual se ha
demostrado que previene o atenla el incremento de los valores de presién en modelos
animales y humanos (Vasdev et al., 2009). La administracion oral de N-acetilcisteina, en
una dosis de 4 g/kg/dia en el agua de beber durante 2 semanas (Cabassia et al., 2001) y
4 semanas (Girouard et al., 2003) reduj6 la presiéon arterial sistélica y presion arterial
media, respectivamente. Hasta el momento no hay suficientes estudios que demuestren
su actividad en humanos, pero de acuerdo a lo reportado en la bibliografia, en un estudio
realizado a 6 sujetos hipertensos, la administracion de N-acetilcisteina en una dosis de
1.2 g/dia durante una semana disminuyé de manera estadisticamente significa la presion
arterial sistélica y diastélica (Suarez et al., 1995). El mecanismo que emplea la cisteina
para reducir la hipertensién esta relacionado con sus efectos antioxidantes. Se sabe que
el estrés oxidativo se incrementa durante la hipertension. Por lo tanto, la cisteina puede
actuar de dos formas: (1) directamente sobre especies oxidantes como el diéxido de
nitrogeno (NOy) y &cidos hipohalosos (HOX) (Aldini et al., 2018); (2) indirectamente por
medio del glutation para reducir el estrés oxidativo, en este mecanismo intervienen los
pares redox GSH/GSSG que incrementan las respuestas antioxidantes (Girouard et al.,
2003). En nuestro estudio, los animales que recibieron tratamiento con L-cisteina
presentaron resistencia a la insulina, el cual es un factor que contribuye al incremento de
la presion arterial. Como se menciond anteriormente el tratamiento con L-cisteina durante
4 semanas disminuyd la hiperinsulinemia y la hipertensién arterial. De manera interesante,
se ha reportado que el sistema CSE/H,S ejerce sus propiedades antihipertensivas a
través de la vasodilataciéon adrtica en la que intervienen mecanismos como: (1)
estimulacion directa de los canales K*atp de las células del musculo liso vascular, (2)
induccién de la via MAPK y (3) reduccion de la acumulacién de homocisteina (Huang et
al., 2015).

La administracion de DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas) incrementd
significativamente los valores de presion arterial sistélica, diastélica y media (tabla 5). En
un estudio realizado en ratas anestesiadas, se ha reportado que la DL-PPG incrementa la
actividad del nervio simpatico renal (Guo et al., 2016). El efecto de la DL-PPG, el cual es
contrario a lo observado con NaHS y L-Cys, probablemente es debido a la disminucion de
la produccion de H,S enddgeno al inhibir la CSE e involucre un aumento en la actividad

del tono simpatico.
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9.3Efectos de los tratamientos farmacoldgicos sobre las respuestas relajantes
y contractiles en aorta toracica

Nuestro estudio analizé las respuestas vasorrelajantes y vasocontractiles generadas por
la administracion intraperitoneal de vehiculo (PBS; 1 mL/kg), NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys
(300 mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg) durante 4 semanas sobre la aorta toracica de ratas con
resistencia a la insulina.

De acuerdo a lo observado en los resultados, el consumo de fructosa 15% durante 20
semanas disminuydé de manera estadisticamente significativa las respuestas relajantes
generadas por carbacol (Fig. 12A; tabla 6) cuando se compard contra el grupo control.
Estos resultados son similares con lo reportado en otros estudios en donde el consumo de
fructosa 10% durante 8 semanas (Mahmoud et al., 2011) y 12 semanas (El-Bassossy et
al., 2014) disminuyo las respuestas relajantes inducidas por ACh. Este efecto en la
respuesta se basa principalmente en la integridad del endotelio y la produccion de
factores relajantes y contractiles (Fernandez, 2010). EI consumo de fructosa genera
resistencia a la insulina la cual a su vez es el mecanismo subyacente a la disfuncién
endotelial (Vanhoutte et al., 2016). Asi, la disminucidon de la respuesta vasorrelajante en el
grupo que consumid fructosa 15% durante 20 semanas podria ser debida a: (1) menor
produccion de NO e incremento en la expresién de factores contractiles; (2) produccién de
peroxinitritos; (3) aumento de ROS; (4) liberacion de &cidos grasos y (5) produccion de
factores que estan involucrados en la inflamacién crénica como el TNF-a.

Por otro lado, en el presente trabajo se demostré que la administracion de NaHS (5.6
mg/kg durante 4 semanas) incremento las respuestas vasorrelajantes de la aorta toracica
cuando se compar6 contra el grupo que recibié vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4
semanas) (Fig. 12C; tabla 6). Al respecto se ha propuesto que el H.S es un factor
hiperpolarizante derivado del endotelio y factor relajante derivado de adipocito (ADRF).
Ademas su principal funcién se basa en la relajacién y los mecanismos propuestos para
explicar tal efecto son: (1) la activacion de canales K*atp, IKca y Kv (Centeno et al., 2019);
(2) inhibicion de la fosfodiesterasa 5 (PDE5) (Bucci et al., 2010); (3) disminucion en el
estrés oxidativo (Dongo et al., 2018); (4) inhibicién de la citocromo oxidas C (Gheibi et al.,
2018); (5) inhibicion de la sintesis de ATP mitocondrial (Dongo et al., 2018); (6) liberacion
de CGRP (Eberhardt et al., 2014; Hanja et al., 2016; White et al., 2013).

Los efectos del consumo de fructosa 15% durante 20 semanas sobre las respuestas

relajantes probablemente hayan sido revertidos debido a que la administracién de NaHS:
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(1) disminuya la produccién de especies de oxigeno reactivas; (2) disminuya la produccion
de factores inflamatorios como el TNF-a; (3) incremente la actividad de NO y/o (4) active
los canales K*arp.

Nuestros resultados concuerdan con lo demostrado en un modelo experimental de
diabetes inducido por estreptozotocina en ratones en el cual se observé que la
administracién cronica de NaHS reduce el estrés oxidativo, incrementa las respuestas
vasorrelajantes y disminuye la disfuncion endotelial (Ng et al., 2017). Ademas, se ha
reportado que el H,S puede interactuar con el NO. Al respecto, un estudio sobre la aorta
toracica de rata y anillos de la arteria mesentérica demostrd6 que la administracion
exégena de Na.S (sulfuro de sodio, donador de H,S) junto con S-nitrosoglutation (GSNO)
produjo relajacion vascular de forma mas pronunciada y rapida que la administracién per
se de Na;S y GSNO (Berenyiova et al., 2015). Ademas, existe evidencia que demuestra
gue, en presencia de NO, el H,S actiia como una molécula moduladora, pero en ausencia
de NO, se convierte en una molécula vasodilatadora compensadora (Kuo et al., 2016). De
esta evidencia, es posible que la administracibon de NaHS en nuestro trabajo esté
actuando como molécula compensadora y favoreciendo el incremento de las respuestas
relajantes.

De manera interesante, la administracion de L-Cys (300 mg/kg durante 4 semanas)
también incrementé las respuestas relajantes en los animales que presentaban
resistencia a la insulina (Fig. 12D; tabla 6) cuando se compar6 contra el grupo que recibid
vehiculo. Como se mencioné anteriormente, la cisteina es el aminoacido precursor de la
sintesis de H.S, por lo que probablemente la administracion exégena de este aminoacido
esté favoreciendo: (1) el funcionamiento del sistema CSE/H,S; (2) la produccion de H:S;
(3) la disminucion del estrés oxidativo. Existe evidencia donde cultivos de células de aorta
toracica de ratas cultivadas con N-acetilcisteina presentan un incremento en las
respuestas relajantes, atribuido principalmente a la activacién de los canales K*arp (Vezir
et al., 2017). Ademas, la via CSE/H,S desempefia una funcién importante en la
angiogénesis, en particular en el aumento del crecimiento, migracién de las células
endoteliales y longitud de la red vascular (Huang et al., 2015).

En contraste, la administraciéon del inhibidor DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas) no
modificd las respuestas relajantes cuando se comparé contra el grupo que recibio
vehiculo (Fig. 12E). Este inhibidor podria estar actuando sobre la enzima CSE

blogueando su actividad y deteniendo la produccion de H,S. Sin embargo, también es
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probable que la hipertension disminuya la enzima CSE y al inhibir con DL-PPG ya no se
observe un efecto sobre las respuestas relajantes (Dongo, et al., 2017).

Las respuestas observadas con el tratamiento de L-Cys y DL-PPG concuerdan con lo
reportado en un estudio de tiras musculares. En este estudio la administracion de L-Cys
disminuy0 las respuestas contractiles, mientras que, la administracion de DL-PPG revirtio
el efecto obtenido con L-Cys (Nalli et al., 2017).

Por otra parte, al evaluar las respuestas contractiles a noradrenalina se observé que el
consumo de fructosa 15% durante 20 semanas y la administracién de los tratamientos
durante 4 semanas no afectaron las respuestas contractiles a noradrenalina (agonista aai.
adrenérgico), lo que podria indicar que no se presentd efecto sobre las respuestas
adrenérgicas.

Este efecto probablemente sea debido al tiempo de consumo de fructosa. En este sentido,
existe evidencia donde se demuestra que los efectos de la alimentacion con fructosa
dependen de la concentracion y del tiempo. Por otro lado, en estudios realizados en ratas
con diabetes inducida por STZ se encontr6 una atenuacion en los receptores ai
adrenérgicos (Leung et al., 2010). La variacidn de las respuestas vasoconstrictoras que se
han reportado puede reflejar diferencias en el disefio experimental, la cepa de rata
utilizada, la duracion de la administracion con fructosa, la forma en la que se midieron las

respuestas vasculares o el tejido vascular utilizado en estudios in vitro.
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Conclusiones

10 CONCLUSIONES

El H.S revierte la hipertension y la disfuncion vascular presentes en la resistencia a la
insulina inducida por fructosa 15%, sugiriendo que el H,S influye en la regulacion del
metabolismo y del sistema cardiovascular. Estos hallazgos podrian tener un potencial uso

terapéutico.
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Perspectivas

11 PERSPECTIVAS

11.1 Investigar como el tratamiento crénico con NaHS disminuye parcialmente la
resistencia a la insulina y estd implicado en la disminuciéon de variables
hemodindmicas como la presion arterial.

11.2 Elucidar el mecanismo mediante el cual el tratamiento con HsS revierte las
respuestas producidas por el consumo de fructosa en la funcién vascular.

11.3 Identificar la expresion de la enzima CSE en aorta toracica en ratas sin
tratamiento y ratas con resistencia a insulina (tratamiento con fructosa).

114 Evaluar la participacién de canales i6énicos que podrian probablemente

estar involucrados en los mecanismos de H»S.
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13. ANEXOS

13.1 Actividad académica

e Simposio “El Desafio de las Neurociencias en Latinoamérica”. Centro de

Investigacion y de Estudios Avanzados del I.P.N. Ciudad de México, México. 2018.

13.2 Congreso

e Congress on Experimental Biology. Orlando, Florida. 2019.

13.3 Articulo

e Apoyo en el Proyecto de Servicio Social: “Potential vascular a1-adrenoceptor

blocking properties of metformin in rat aorta and tail artery.”
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