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Resumen

El sulfuro de hidrégeno juega un papel importante en la regulacion del sistema
cardiovascular, secrecion de insulina y regulacion de la glucosa. El objetivo de
este estudio fue examinar los efectos del tratamiento cronico con sulfhidrato
de sodio (NaHS), L-Cisteina (L-Cys) y DL-Propargilglicina (DL-PPG) sobre los
cambios inducidos por la dieta rica en grasas en las variables zoométricas,
hormonales, hemodindmicas, asi como en los cambios cardiovasculares,
como hipertension. Para tal propdsito, 36 ratas Wistar macho (7-8 semanas)
recibieron una dieta normal en grasas (DN, n=6) o dieta rica en grasas (DRG,
n=30) durante 12 semanas. Posteriormente, el grupo de DRG se dividié en 5
subgrupos que recibieron inyecciones i.p. diarias durante 4 semanas de: (1)
nada,; (2) vehiculo (PBS, 1 ml/kg); (3) NaHS (5.6 mg/kg); (4) L-Cys (300 mg/kg);
(5) DL-PPG (1 mg/kg). Se determinaron niveles de glucosa, insulina, leptina 'y
grelina mediante ELISA. Se midié la presion arterial por el método
pletismografico en animales conscientes y se evaluo la funcién cardiovascular
con el modelo de rata descerebrada y desmedulada. Por ultimo, se obtuvieron
y pesaron el corazon, higado, tejido adiposo visceral y epididimal. La DRG
incrementd las variables zoométricas y metabdlicas; las primeras fueron
revertidas por los tratamientos con NaHS y L-Cys, mientras que las segundas
mejoraron con el tratamiento de DL-PPG. Las variables hemodinamicas
incrementaron con la DRG, que revirtio el tratamiento con NaHS. En ratas
descerebradas y desmeduladas, la DRG indujo un aumento en las respuestas
vasopresoras inducidas por estimulacion simpatica y metoxamina (agonista
selectivo a1), respuestas que fueron disminuidas por el tratamiento con NaHS
y L-Cys. Concluimos que el tratamiento con NaHS y L-Cys son efectivos en
mejorar los cambios zoométricos y hemodinamicos inducidos por la DRG;
mientras que el tratamiento con DL-PPG revirti6 Unicamente los cambios

metabodlicos.
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Abstract

Hydrogen sulfide plays an important role in the regulation of the cardiovascular
system, insulin secretion and regulation of glucose homeostasis. The aim of the
present study was to examine the effects of a chronic treatment with sodium
hydrosulfide (NaHS), L-Cysteine (L-Cys) and DL-Propargylglycine (DL-PAG) over
the changes induced by a high fat diet in zoometric, hormonal, haemodynamic
variables as well as cardiovascular changes in Wistar rats. For this purpose, male
Wistar rats received normal fat diet (NFD, n=6) or high fat diet (HFD, n=30) for 12
weeks. Then, HFD rats were divided into 5 subgroups which received daily i.p.
injections during 4 weeks of: (1) nothing; (2) vehicle (PBS, 1 ml/kg); (3) NaHS (5.6
mg/kg); (4) L-Cys (300 mg/kg); (5) DL-PAG (1 mg/kg). Oral glucose tolerance test
and leptin, ghrelin and insulin hormone assays were determined. Blood pressure
was measured by plethysmograph method in conscious animals and the
cardiovascular function was evaluated in pithed rats. Then, heart, liver and adipose
tissue were weighted. HFD significantly increased zoometric and metabolic variables
compared to NFD; the first ones were diminished by NaHS and L-Cys treatments,
while the second ones were ameliorated with DL-PAG treatment. HFD significantly
increased haemodynamic variables, which were totally reversed by NaHS treatment.
In pithed rats, HFD induced an increase in vasopressor responses induced by
sympathetic stimulation and methoxamine (ai-adrenoceptor agonist) compared to
NFD. These responses were significantly decreased by chronic administration of
NaHS and L-Cys. Taken together, we concluded that chronic treatments with NaHS
and L-Cys are effective in reducing adipose tissue and ameliorating the
cardiovascular changes induced by obesity; while DL-PAG treatment reverted

metabolic changes.
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Capitulo 1. Introduccion

1. Introduccién

1.1 Obesidad
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como: “una

acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud’.

En 2016, a nivel mundial, el 13% de la poblacibn mayor de 18 afios presento
obesidad y el 39%, sobrepeso (WHO, 2018). Se estima que para el 2020 mas del
60% de la poblacion padecera sobrepeso y obesidad (Blackstone, 2016). En 2016,
mas de 41 millones de nifios menores de 5 afios padecian sobrepeso u obesidad
(WHO, 2018), los cuales posiblemente padeceran obesidad en su adolescencia y/o

adultez.

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2016 (Gutiérrez et al., 2012)
reporté que la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en personas
mayores de 20 afios fue de un 72.5%. Esto de acuerdo con los puntos de corte del
indice de Masa Corporal (IMC) propuestos por la OMS, donde 25-29.9kg/m? indica
sobrepeso y 230kg/m?, obesidad (Gutiérrez et al., 2012). El IMC es una relacion

entre el peso del individuo en kg sobre la estatura en m2.

Las causas de la obesidad son complejas al tratarse de una enfermedad
multifactorial, donde se encuentran involucrados diversos factores como: herencia
y nutrigenémica, ya que nuestras elecciones nutricionales y estilo de vida pueden
influir en la activacién o desactivacion de genes inductores de obesidad; actividad
fisica inadecuada, inflamacién, estrés, patégenos y obesdgenos (Mahan et al.,
2013). Los obesodgenos son compuestos exdgenos que alteran el metabolismo
normal de los lipidos y almacenamiento de grasas, un ejemplo de estos son el
bifenilo A y los ftalatos que se encuentran presentes en los plasticos de envases de

alimentos (Mahan et al., 2013).
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En relacion a la dltima causa, los malos habitos de alimentacién son importantes
para el desarrollo de obesidad, como el consumo excesivo de calorias. Siendo que
la etiologia de la obesidad es un desequilibrio entre la energia ingerida de los
alimentos y el gasto energético, reflejando un balance energético positivo. No solo

es la cantidad de calorias consumidas, sino que también la calidad de las mismas.

Cuando se trata de una dieta rica en grasas, los alimentos tienden a ser
energéticamente densos por lo que se presenta una mayor ingesta de calorias. La
densidad energética es la cantidad de energia contenida en cierta cantidad de
alimento (kcal/g) (Bray, 2004a). Por ejemplo, un alimento con alto contenido de
grasa es tiene una mayor densidad energética que un alimento con alto contenido
de proteina. Esto debido a que un gramo de grasa aporta 9 kcal, mientras que un
gramo de proteina aporta 4 kcal. Se presenta un consumo de grandes cantidades
de grasa debido a la alta densidad energética, a que esta puede afectar la sensacién
de saciedad o a la alta palatabilidad del alimento, ya que la grasa modifica la textura

de los alimentos y le da mas sabor (Bell et al., 1998).

1.1.1 Factores que regulan el apetito y la saciedad

La alimentacion y el control de peso son regulados por muchos factores como puede
ser el llenado gastrico, donde la distencion del tracto gastrointestinal envia sefales
inhibitorias que disminuyen el deseo por el alimento. Este control también incluye

factores enddécrinos y neuronales.
1.1.1.1 Factores enddécrinos
Al respecto, en la Tabla 1 se muestran las caracteristicas fisiologicas de algunas

hormonas gastrointestinales como incretinas, insulina, leptina, grelina vy

colecistocinina (CCK).



Capitulo 1. Introduccion

Tabla 1. Caracteristicas y funciones de las hormonas liberadas por el sistema digestivo.

Modificado de (Mahan et al., 2013).

Son péptidos gastrointestinales que tras la
ingesta de alimentos incrementan la cantidad de
insulina liberada por las células B-pancreaticas.

Ralentizan la velocidad del vaciado gastrico
pudiendo reducir la ingesta alimenticia. Las
incretinas inhiben la liberacién de glucagén por
las células a-pancreaticas.

Es liberada por el tubo digestivo cuando las
proteinas y grasas alcanzan el intestino delgado.
Estimula la contraccion de la vesicula biliar y la
secrecion de enzimas pancreaticas. Se han
encontrado receptores para CCK a nivel de tubo
digestivo y cerebral, en este ultimo inhibe la
ingesta alimenticia.

Esta hormona actta en el SNC y SNP para
modular la ingesta de alimentos. Participa en la
sintesis y almacenamiento de grasas. En
individuos obesos con RI o deficiencia de esta
poseen un sistema de provisién de glucosa
alterado. Las concentraciones preprandiales de
insulina aumentan de manera proporcional al
grado de obesidad, en contraste muchos
individuos obesos presentan resistencia a la

insulina debido a la falta de respuesta de los

receptores.
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Es una adipocitocina secretada por el tejido
adiposo relacionada con el porcentaje de grasa
corporal. En la obesidad, pierde la capacidad de
inhibir la ingesta y aumentar el gasto energeético.
Actla sobre el hipotalamo estimulando el
hambre y la ingesta. Su concentracion es mayor
en individuos delgados y disminuye en
individuos obesos.

1.1.1.2 Factores neuronales

Existen sistemas controladores de corto y largo plazo que regulan tanto la ingesta
de alimentos como el almacenamiento y gasto de energia para el mantenimiento

adecuado del abastecimiento de energia.

El nlcleo arcuato del hipotdlamo es la principal region del sistema nervioso central
(SNC) involucrado en la regulacion del apetito (Qiu et al., 2017). En este sitio actian
muchas hormonas liberadas por el sistema gastrointestinal y el tejido adiposo (ver
Tabla 1), que regulan el consumo de alimento y el gasto energético. El hipotalamo
recibe: (1) sefiales del tracto gastrointestinal que provee informacién sensorial sobre
el llenado gastrico; (2) sefiales quimicas de los nutrientes en sangre que indican
saciedad; (3) sefiales de hormonas gastrointestinales y del tejido adiposo; y (4)
sefales de la corteza cerebral que influencian el comportamiento alimenticio (vista,
olfato, gusto) (Hall, 2016).

En la Figura 1 se ilustra que existen dos tipos de neuronas en el nlcleo arcuato que
regulan el apetito y el gasto de energia: (1) neuronas orexigénicas NPY/AgRP

(Neuropéptido Y/ Péptido relacionado a Agouti); y (2) neuronas anorexigénicas

4
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POMC/CART (pro-opiomelanocortina/Transcripto regulado de cocaina vy
anfetaminas). Estos grupos celulares presentan proyecciones dendriticas hacia la
eminencia media, un oOrgano circunventricular localizado fuera de la barrera
hematoencefalica, lo que permite la deteccion de niveles plasmaticos de leptina,

insulina y glucosa (Qiu et al., 2017).

Consuma de
7 alimentos
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Neuronas
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Figura 1. Control del balance energético a nivel central. LepR, receptor de leptina; Yir, receptor de

neuropéptido Y. Tomado de (Hall, 2016).

Las neuronas POMC/CART pueden ser estimuladas por insulina, leptina o CCK y
liberan hormona estimulante de a-melanocitos (a-MSH). La a-MSH liberada
estimula los receptores MCR-3 y MCR-4 (receptores a melanocortina) localizados
en las neuronas del nudcleo paraventricular (PVN), los cuales activan redes
neuronales que proyectan hacia el nucleo del tracto solitario. La activacion de los

receptores a melanocortina incrementa la actividad simpatica y el gasto energético,
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de esta manera disminuye el consumo de alimentos. La insulina, leptina y CCK son

hormonas inhibitorias de las neuronas NPY/AgRP (Hall, 2016).

Por el contrario, la grelina activa las neuronas NPY/AgRP. EI AgRP es un
antagonista natural de MCR-3 y MCR-4, que al unirse con el receptor incrementa el
consumo de alimentos al inhibir los efectos de la a-MSH. EI NPY inhibe las neuronas
POMC/CART e incrementa el consumo de alimentos al unirse a su receptor Y1r en
las neuronas del NPV (Hall, 2016).

1.1.1.2.1 Grelina

Kojima et al, en 1999 (Kojima et al., 1999) identificaron a esta hormona peptidica
gastrointestinal como un ligando enddgeno del receptor de secretagogos de
hormona de crecimiento 1a (GHS-R1a). Primeramente la grelina se identific6 como
un secretagogo endogeno de la hormona de crecimiento (GH), posteriormente, fue
identificada como un neuropéptido que promueve el apetito y consumo de alimentos
por estimulacion del SNC (Collden et al., 2017).

La grelina, un péptido de 28 aminoacidos, es una hormona gastrointestinal liberada
principalmente por las células parietales del estomago (Hall, 2016), aunque las
células productoras de grelina igualmente se encuentran presentes en intestino,
hipotalamo e islotes pancreéticos (Ahima, 2006). Los niveles de grelina aumentan
durante el ayuno y disminuyen rapidamente después de la ingesta de alimentos
(Hall, 2016).

Para que la grelina ejerza su efecto se requiere de una modificaciébn post-
transduccional, conocida como acilacion, que se lleva a cabo por la enzima grelina
o-acetiltransferasa (GOAT) para la unién y activacién del receptor. El receptor esta
principalmente expresado en cerebro y en menor proporcién en érganos periféricos
como rifién, bazo, pancreas y glandula adrenal. En las neuronas hipotalamicas

NPY/AgRP, la grelina aumenta los niveles intracelulares de AMPK, el cual apaga
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las vias de consumo de ATP para activar las vias de generacion del mismo (glucosa

y oxidacion de acidos grasos) (Collden et al., 2017)

Dentro de las funciones de la grelina, aparte de la estimulacion del consumo de
alimentos, se encuentran: aumento en la motilidad y secrecion de acido gastrico;
modula la sensacion de los sabores; estrés y ansiedad; metabolismo de la glucosa;
y termogénesis de tejido adiposo pardo. En estudios realizados en animales, la
administracion de grelina aumenta la ingesta de alimentos, lo que sugiere que se

trata de una hormona orexigénica (Hall, 2016).

El uso terapéutico potencial de la grelina es para el tratamiento de la obesidad. Se
ha establecido que con un antagonista de grelina, D-Lys-3-GHRP-6, se puede
reducir el consumo de alimento, asi como, promover la pérdida de peso a corto

plazo, en ratones obesos (Collden et al., 2017).

1.1.1.2.2 Leptina

La leptina es secretada predominantemente por adipocitos y en pequeias
cantidades por células epiteliales gastricas y de la placenta (Boyadjieva, 2009). Se
encuentra presente en suero en proporcion directa a la cantidad de tejido adiposo
(Enriori et al., 2006).

La principal funcion de la leptina es enviar sefiales de la cantidad de energia
almacenada en el cuerpo hacia el SNC. La leptina regula el consumo de alimentos
al unirse a receptores en el SNC modulando asi la actividad de las nheuronas POMC
(Enriori et al., 2006). Ademas de sus efectos ya reportados, la leptina tiene efectos
sobre el eje reproductivo, donde es necesaria para su maduracion, asi mismo esta

involucrada en el desarrollo cerebral (Rexford y Jeffrey, 2000).

La isoforma larga de los receptores a leptina (LepRb) se encuentra altamente

expresada en regiones del hipotalamo que median la homeostasis energética, como
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lo son: el nucleo arcuato, nucleo hipotalamico ventromedial y dorsomedial (EImquist
et al., 1998). La union del péptido al LepRb activa vias de sefializacion como
JAK2/STAT3 y STAT5 o IRS/PI3K. Esta hormona modula la actividad tanto de las
neuronas POMC como de las neuronas AgRP. Tiene la capacidad de reducir la
expresion de mRNA NPY/AgRP inhibiendo asi la actividad de las neuronas
NPY/AgRP. Por lo contrario, la leptina aumenta la expresion de mRNA POMC,
promoviendo la liberacion de a-MSH (Enriori et al., 2006).

La leptina regula el metabolismo y el peso corporal. Esta documentado en la
literatura que la obesidad inducida por dieta se debe a un estado de resistencia a la
leptina (Handjieva-Darlenska y Boyadjieva, 2009). El término resistencia a la leptina
se utiliza para definir un estado de obesidad con hiperleptinemia o cuando se
presenta una disminucion de los efectos de la leptina incluso cuando esta es
producida por el organismo (Crujeiras et al., 2015). Esto se ha atribuido a multiples
factores como el transporte alterado a través de la barrera hematoencefalica, una
disrupcién en la sefalizacién en el hipotdlamo por supresor de la sefializacién de
citosinas 3 (SOCS3), inflamacién o estrés del reticulo endoplasmico (Park y Ahima,
2014).

1.1.1.2.3 Insulina

Es una hormona peptidica secretada por las células B en los islotes pancreaticos de
Langerhans como respuesta a un aumento en los niveles de glucosa en sangre. Su
funcién principal es mantener dentro del rango normal los niveles de glucosa en
sangre. La insulina favorece la entrada de glucosa a las células del musculo y tejido
adiposo; ademas, inhibe la gluconeogénesis hepatica (Olivares-Reyes y Arellano-
Plancarte, 2008).

El principal estimulo para la liberacién de insulina es el aumento en la concentraciéon
de glucosa extracelular. Para ello, la glucosa es captada de manera independiente

de insulina por el transportador de glucosa 2 (GLUT-2) localizado en las células B-
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pancreaticas. Dentro de las células, la glucosa es metabolizada causando un
aumento en la proporcion de ATP/ADP, lo cual lleva a la inhibicion de los canales
de potasio dependientes de ATP (Katp). Al inactivarse el canal Katp la célula se
despolariza y activa los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L, aumentando
asi la concentraciéon de Ca?* intracelular. EI Ca?* intracelular estimula la fusiéon de
los granulos de insulina con la membrana plasmatica para que sea liberada
(Beltowski et al., 2018).

El péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y el péptido insulinotropico dependiente
de glucosa (GIP) inducen la liberacion de insulina sobre las células B-pancreéticas.
El GIP es secretado por las células K del duodeno y yeyuno tras detectar la
presencia de glucosa y lipidos en el duodeno; mientras que el GLP-1 se secreta por
las células enterocromafines tipo L por efecto de la glucosa, la cual ingresa por
transporte facilitado mediante un transportador sodio (Na)-glucosa. Ambos péptidos
se unen a sus receptores en las células B y activan a la adenilato ciclasa (AC),
incrementando los niveles de AMPc, lo cual aumenta el Ca?* intracelular,

favoreciendo la liberacion de insulina (Beltowski et al., 2018).

Otro mecanismo que induce la liberacion de insulina es la union de &cidos grasos
de cadena larga a su receptor GPR40, también conocido como FFA1L, localizado en
las células . Este receptor acoplado a Gq al ser activado produce un aumento del
Ca?* intracelular mediante inositol trifosfato (IP3) para la liberacién de insulina
(Morgan y Dhayal, 2009).

Los canales Kartp han sido identificados como blancos del sulfuro de hidrégeno
(H2S). Por lo tanto, se sugiere como un mecanismo mediante el cual el H2S inhibe
la secrecion de insulina a la activacion de los canales Karte. ElI H2S activa los canales
Katp favoreciendo la salida de K* de la célula. Esta se hiperpolariza y produce el
cierre de los canales de Ca?* dependientes de voltaje. De esta manera, la
concentracion de Ca?* intracelular disminuye y se inhibe la liberacién de insulina
(Beltowski et al., 2018).
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El receptor a insulina se encuentra altamente expresado en las neuronas
POMC/CART. Al unirse la insulina con su receptor se produce la fosforilacion de los
sustratos del receptor de insulina (IRS) llevando a la activacion de la fosfatidilinositol
3 cinasa (PI3K) desencadenando la transcripcion de genes, apertura de canales y
translocacion de proteinas dentro de la neurona POMC/CART (Morton et al., 2006;

Qiu et al., 2017) e inhibe el consumo de alimentos (ver figura 1).

1.1.1 Alteraciones inducidas por la obesidad

La obesidad conlleva a un incremento en la adiposidad abdominal, que esta
asociada con el riesgo de padecer desdrdenes como cirrosis, infarto, hipertension o
enfermedad renal, entre otras (Figura 2) (Mahan et al., 2013). Asimismo, las
personas con obesidad presentan un mayor riesgo de padecer diferentes
comorbilidades como pueden ser: diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial,
infertilidad, desarrollo de tumores o accidente cerebrovascular (Williams et al.,
2015).

También, el aumento de la adiposidad lleva a cambios end6crinos. Hormonas como
la leptina, insulina, cortisol y progesterona se encuentran elevadas. Por el contrario,
la hormona de crecimiento, grelina y adiponectina se encuentran disminuidas (Bray,
2004b).

1.1.1.2  Alteraciones antropométricas

La obesidad es un exceso en la acumulacion de grasa que alcanza niveles
perjudiciales para la salud. La obesidad se clasifica en diferentes categorias
basadas en una relacion entre el peso del individuo y su estatura, lo que se conoce
como indice de masa corporal (IMC). Un IMC de 25 a 29.9 kg/m? indica sobrepeso,
mientras que un IMC 2 30 kg/m? indica obesidad. La grasa almacenada,

principalmente de manera de triglicéridos, es la reserva de energia en el tejido
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adiposo. El exceso de energia se almacena en los adipocitos, los cuales crecen en

tamafio y niumero.
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Figura 2. Complicaciones de la obesidad. Tomada de (Mahan et al., 2013).

El tejido adiposo creado a partir del exceso de energia se acumula alrededor de los
organos internos y debajo de la piel, a diferencia de la grasa esencial que se
almacena en pequefias cantidades en corazon, musculos, pulmones, higado,

sistema nervioso y en la médula 6sea (Mahan et al., 2013).
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1.1.1.1 Alteraciones metabodlicas

Durante la obesidad, los niveles de las hormonas reguladoras del apetito como la
grelina, leptina e insulina se encuentran en un desbalance. Los niveles de grelina

aumentan durante el ayuno y disminuyen después del consumo de alimentos.

Ademas, cuando los individuos presentan sobrepeso se ha observado que los
niveles de grelina se encuentran disminuidos comparados con aquellos de

individuos con normopeso (Shiiya et al., 2002).

Por otra parte, los niveles de leptina estan relacionados con la cantidad de grasa
presente en el cuerpo y refleja su estado energético. Los niveles de leptina varian
de acuerdo al ciclo circadiano, disminuyendo en el ayuno y aumentando después
del consumo de alimentos. En la obesidad, se produce una resistencia a la leptina
induciendo un aumento en los niveles de esta hormona. Se ha demostrado que en
la obesidad inducida por dieta la administracion de leptina exdgena no disminuyo el

consumo de alimentos (Crujeiras et al., 2015).

De igual manera, la obesidad estéa relacionada con la resistencia a la insulina y los
elevados niveles de la misma. De hecho se ha propuesto que la resistencia a la
insulina puede ser debido a un defecto en la translocacion, anclaje o fusién de las
vesiculas contenedoras del transportador de glucosa 4 (GLUT4) con la membrana
plasmatica (Kahny Flier, 2000).

1.1.1.3 Alteraciones cardiovasculares
A nivel mundial, las enfermedades cardiovasculares como el infarto cerebral o el
infarto al miocardio relacionadas con el exceso de peso corporal causaron

aproximadamente el 41% de las muertes y el 34% de la reduccidn en la esperanza
de vida (Collaborators et al., 2017).

12
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Por lo tanto, la obesidad es un factor de riesgo para sufrir un infarto al miocardio o
un evento cerebrovascular. La obesidad induce la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias del tejido adiposo como leptina, adiponectina y marcadores de
inflamacion incluyendo IL-6 y TNFa. Ademas, también se genera resistencia a la
insulina, disfuncion endotelial y generacion de especies reactivas de oxigeno. Todos
estos mecanismos pueden contribuir al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares durante la obesidad (Van Gaal et al., 2006).

1.1.1.3.1 Hipertension arterial

Una de las enfermedades cardiovasculares que se desarrolla durante la obesidad
es la hipertension arterial sistémica. Esta es un padecimiento multifactorial que se
define por un aumento sostenido de la presion arterial sistolica (la presion durante
la fase de contraccion del ciclo cardiaco), la presion arterial diastdlica (la presion
durante la fase de relajacion del ciclo cardiaco) o ambas, siendo = 140/90 mmHg
respectivamente (NOM-030-SSA2-2009).

Tabla 2. Clasificacidn de la hipertensidn arterial. (Tomada de NOM-030-SSA2-2009).

<120 <80

120 a 129 80a 84
130 a 139 85 a 89
140 a 159 90 a 99
160 a 179 100 a 109
=180 =110

La obesidad esta altamente relacionada con una actividad simpética incrementada
(Bray, 2004a), un incremento del flujo sanguineo y el gasto cardiaco; asi como, un
incremento en la reabsorcion de sodio renal induciendo hipertension (Re, R., 2009).

13
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Los principales reguladores de la presion arterial son: (1) el sistema nervioso
simpético (SNS) para el control a corto plazo y (2) los rifiones para control a largo
plazo. Cuando se presenta una disminucion en la presion arterial (PA) el SNS libera
noradrenalina (NA), la cual actua sobre los receptores ai-adrenérgicos de los vasos
sanguineos para inducir la vasoconstriccion, aumentando asi la resistencia
periférica y elevando la PA. Durante la obesidad se produce una hiperestimulacién
del SNS, resultando en un aumento de la PA (Mahan L.K., 2013).

Ademas, durante la obesidad, una mayor cantidad de grasa visceral sintetiza
cantidades elevadas de angiotensindgeno, el cual activa el sistema renina-
angiotensina (SRA) y eleva la PA. La angiotensina Il promueve la hipertrofia y
disfuncion de adipocitos, que van a producir mayor cantidad de leptina y menos
adiponectina. Asimismo, las altas concentraciones de leptina circulantes activan el
SNS (Mahan L.K., 2013).

La activacion del SNS se ha considerado como una parte importante de la
patogénesis de la hipertension en individuos obesos. Una ingesta alta de calorias
incrementa los niveles de NA en tejidos periféricos, debido a que aumenta los
niveles basales de NA en plasma, lo cual amplifica el efecto de NA plasmatica en
respuesta a un estimulo (Seki y Hosono, 2015) . Se ha sugerido que el contenido
alto de grasas y carbohidratos en la dieta puede estimular de manera aguda los
receptores ai- y B- adrenérgicos (Kotsis et al., 2010). Ademas, en los vasos
sanguineos de resistencia se ha reportado una sobre activacion de los nervios
simpaticos perivasculares que rodean a los vasos sanguineos de resistencia
(Haddock y Hill, 2011).

1.2  Sulfuro de hidrégeno (H2S)

El sulfuro de hidrégeno (H2S) junto con el 6xido nitrico (NO) y el monédxido de

carbono (CO), conforman la familia de los gasotransmisores (Donald, 2016).

14



Capitulo 1. Introduccion

Para que una molécula sea considerada como un gasotransmisor, debe cumplir con

la siguiente clasificacion (Wang, 2002):

(1) Debe ser una molécula gaseosa pequefia;

(2) Que permee libremente las membranas;

(3) Debe ser producida enddégena y enzimaticamente, y su generacion debe ser
regulada;

(4) Tener funciones especificas definidas;

(5) Sus efectos celulares pueden o no estar mediados por segundos mensajeros,

pero deben tener blancos moleculares o celulares especificos.

El H2S es producido enddégenamente en el organismo principalmente mediante tres

vias enziméticas (Figura 3):

(1) Cistationina y-liasa (CSE);

(2) Cistationina B-sintetasa (CBS); y

(3) Cistationina aminotransferasa - 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa (CAT - 3-
MST).

La CSE y la CBS son enzimas dependientes de piridoxal-5"-fosfato (PLP) y utilizan
a la L-Cisteina como sustrato, mientras que 3-MST es no dependiente de PLP vy
como sustrato utiliza 3-mercaptopiruvato (Moore y Whiteman, 2015). La enzima
CSE se expresa predominantemente en el sistema cardiovascular, especialmente
en miocardio y células de musculo liso vascular; mientras que la enzima CBS se
expresa preferentemente en sistema nervioso central. La 3-MST es una enzima
citosélica y mitocondrial, teniendo mayor presencia en la mitocondria y se expresa

en cerebro y endotelio vascular (Yu et al., 2014).
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Figura 3. Sintesis enddgena del H,S. El sustrato para la produccidn de H,S es L-Cisteina. La generacion
de H.S que deriva de la enzima CBS estd asociada con la condensacion de homocisteina a L-cisteina
para producir cistationina y H,;S. La enzima CSE cataliza la transformacién de L-cisteina hacia
piruvato, amonio y tiocisteina, este Ultimo es degradado a cisteina y H,S. CAT estimula la liberacion
de 3-mercaptopiruvato y L-glutamato a través de la reaccidon de L-cisteina a a-cetoglutarato. 3-
mercaptopiruvato es finalmente catalizado hacia acido sulfurico, piruvato y tiosulfato por la enzima
3-MST. CSE, Cistationina y-liasa; CBS, Cistationina B-sintetasa; CAT, Cistationina aminotransferasa;

3-MST, 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa. Modificado de (Yu et al., 2014).

Los vasos sanguineos expresan enzimas productoras de H2S y responden a esta
molécula mediante la relajacion. La CBS es necesaria para la transulfhidracion de
homocisteina para la produccion de cistationina y H2S. A su vez, la CSE es la
principal enzima catalizadora en la transformacion de L-cisteina hacia H2S en el
sistema cardiovascular, produciendo amonio y piruvato como subproductos. De
igual manera, las enzimas CAT y 3-MST, estan involucradas en la produccion de
H2S en el sistema cardiovascular. La CAT es una enzima que utiliza PLP como
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cofactor y se ha detectado en células endoteliales vasculares; mientras que la 3-
MST tiene como cofactor al zinc y se ha localizado tanto en células endoteliales
como ceélulas del masculo liso en aorta toracica de rata (Moore y Whiteman, 2015)
(Figura 4).

(A) NH, Q
e CSE + PLP H,C
b — o
0 . 0
L-Cisteina E“ﬁa t NH Piruvato

v

(B) NH, O
! OH CBS+PLP /\/lL
& » Ho OH
I“) NH.'A
L-Cisteina 2R +H:0 Serina
(C) NH, 0 o
\/klf% CAT+PLP 3-MST+Zn M ﬁ\)\
0 (@] (@]
L-Cisteina 3-mercaptopiruvato " Piruvato
+ Glutation

Figura 4. Reacciones de las enzimas productoras de H.S. (A) Reaccidon enzimatica de la cistationina
gamma liasa. (B) Reaccion enzimatica de la cisteina beta sintetasa. (C) Reaccion enzimatica de la
Cistationina aminotransferasa/3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa. Modificada de Moore y

Whiteman, 2015.

La sintesis de H2S mediante CSE se produce por medio de la activacion de
receptores muscarinicos por acetilcolina (ACh) en las células endoteliales
vasculares, lo cual induce un aumento de Ca?* intracelular. Posteriormente, la
calmodulina activada por Ca?* estimula a la CSE para la producciéon de H2S. Esta
enzima es inhibida por DL-Propargilglicina (DL-PPG) y B-ciano-L-alanina (BCA).
Ademas, la expresion del gen CSE en el sistema cardiovascular puede también

inhibirse por insulina (Moore y Whiteman, 2015).
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Ademas de las vias enziméticas, el H2S puede ser producido por vias no
enzimaticas. El H2S puede ser sintetizado a partir de glucosa mediante la glucdlisis
o de fosfogluconato mediante la NADPH oxidasa. La glucosa reacciona con la
metionina, homocisteina o cisteina para producir compuestos gaseosos de sulfuro.

También el Hz2S puede ser producido a través de la reduccion directa de glutation.

Ademas, la formacion de H2S a partir de tiosulfato resulta de una reaccion reductiva
que involucra a un donador de hidrégeno, el piruvato (Kolluru et al., 2013).
Asimismo, puede ser sintetizado por bacterias reductoras de sulfuro que se

encuentran en la microbiota de mamiferos (Tomasova et al., 2016).

Finalmente, el H2S puede ser oxidado en la mitocondria a tiosulfato y sulfito para

ser excretado en la orina en forma de sulfato (Figura 5).

1.2.1 Efecto vasodilatador del H2S

En los dltimos 20 afios han surgido estudios demostrando que el Hz2S tiene funciones
importantes en varios érganos y sistemas (Wang, 2012a). Por ejemplo, es un
neuromodulador (Abe y Kimura, 1996) y regula la funcion cardiovascular (Zhao, W.
et al., 2001).

Se ha reportado previamente que concentraciones fisiologicas relevantes de H2S
inducen la relajacion de tejido aortico de rata y una reduccibn momentanea de la
presion arterial. Estos efectos fueron mediados por la estimulacion directa de
canales Katp y la subsecuente hiperpolarizacion de las células de musculo liso

vascular (Moore y Whiteman, 2015).
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Figura 5. Rutas de degradacion del H,S. El H,S es oxidado hacia tiosulfato, seguido de la produccion
de sulfitos, los cuales son convertidos a sulfatos. La tiol-S-metiltransferasa (TSM) cataliza la
conversion de H,S a dimetilsulfuro. Ademas, el H,S puede interactuar con hemoglobina para la

formacién de sulfohemoglobina. Tomado de (Yu et al., 2014).

De esta manera, la relajacion de los vasos sanguineos inducida por Hz2S tiene como
blanco celular los canales Katp en las células del musculo liso vascular (Figura 6).
La apertura de los canales Katp induce la hiperpolarizacion de la célula, cerrando
los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L, lo cual lleva a una disminucién
de las concentraciones intracelulares de Ca?* llevando asi a la relajacion celular y

por lo tanto, a la dilatacion de los vasos sanguineos (Hermann A., 2012).
Se ha reconocido la importancia fisiologica del H2S en el sistema cardiovascular y

se ha demostrado que el H2S protege el corazdbn por medio de acciones

antioxidantes, anti-apoptoticas y anti-inflamatorias (Seki y Hosono, 2015).
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CI/HCOs

Canales Kvz

cGMP

Canales
KaTp

Figura 6. Sefalizacidon del H,S en la relajaciéon de las células de musculo liso vascular (CMLV).

Modificado de Moore y Whiteman, 2015.

La CSE es la enzima que mayor cantidad de H2S produce en el musculo liso y
endotelio de los vasos sanguineos, asi como en el tejido adiposo perivascular
(PVAT). El H2S interactia con el NO y actia de manera similar al factor relajante
derivado de endotelio y al factor hiperpolarizante derivado de endotelio (Moore y
Whiteman, 2015), que estimulan los canales Katr mediante la apertura de canales
de potasio activados por Ca?* de pequefia conductancia (Wang, 2012b). Tiene un
papel importante en la regulacion del tono vascular y presion arterial al causar
hiperpolarizacion y vasorelajacion de las células de musculo liso vascular (Hart,
2011).

También se ha demostrado que un bolo i.v. de NaHS provoca una caida
momentanea de la presion arterial en ratas anestesiadas (Ali et al., 2006). La
administracion exdégena de H2S disminuye la presion arterial en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) (Zhao, X. et al., 2008). A su vez, una slla
dosis de GYY4137 mejor6 la hipertension inducida por L-NAME en rata y el
tratamiento cronico con GYY4137 satisfactoriamente redujo la presion arterial de
ratas SHR (Li et al., 2008).

1.2.2 Herramientas farmacoldgicas para el estudio del H2S

Para el estudio de los efectos fisioldégicos del H2S, existen varias herramientas
farmacoldgicas (Papapetropoulos et al., 2015b). Por ejemplo, se encuentran los

donadores de H2S que incluyen a: (1) los donadores inorganicos como el sulfhidrato
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de sodio (NaHS) y el sulfuro de sodio (Na2S), (2) los donadores organicos de origen
natural como los dialildisulfuros y trialildisulfuros presentes en algunos vegetales, y
(3) los donadores sintéticos como el GYY4137.

La L-cisteina y sus analogos (S-alil cisteina, S-propargil cisteina y N-acetil cisteina)
pueden también generar H2S por la via CSE/CBS, aunque la cantidad de H2S
producido depende de los niveles enddgenos de la enzima presente

(Papapetropoulos et al., 2015a).

Ademas, se han descrito algunos inhibidores de las enzimas como la DL-
propargilglicina (inhibidor irreversible de la CSE), el &cido amino oxiacético (inhibidor
no selectivo de la CBS); y la hidroxilamina, inhibidor de ambas enzimas, CSE y CBS.
Es importante mencionar que, aunque es ampliamente empleada la mezcla
racémica de la DL-propargilglicina, unicamente la L-propargilglicina inhibe a la CSE
mientras que la D-propargilglicina es un sustrato suicida de la D-amino &acido
oxidasa, esto significa que la D-propargilglicina inactiva irreversiblemente a la D-
amino acido oxidasa, produciendo asi poliuria, glucosuria y aminoaciduria (Konno
et al., 2000).

1.2.3 Sulfhidracién de proteinas

Uno de los mecanismos por el cual el H2S sefializa es a través de un proceso
denominado sulfhidracion o persulfidracion que funciona de manera analoga a la
nitrosilacion. Este mecanismo se basa en la modificacion de residuos de cisteina en
las proteinas blanco (Mustafa et al., 2009). El primer paso es una reaccion de
oxidacion de los residuos de cisteina, ya que el H2S no puede modificar
directamente los residuos reducidos (Paul y Snyder, 2015b).
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1.2.3.1 S-sulfhidracion de canales Katp

La vasodilatacion inducida por H2S se debe principalmente a la activacién de
calanes Karp por medio de la sulfidracion del residuo C34 en la subunidad Kir6.1 en
las células de musculo liso. De esta manera, se evita la union con ATP y se
promueve la union de fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2). Se induce la apertura
de los canales Katp y por lo tanto, la relajacién de las células (Moore y Whiteman,
2015).

Ademas, otros estudios han demostrado que la vasodilatacion inducida por H2S
interacciona con la via del NO. Este efecto puede ser debido a la inhibicion de la
fosfodiesterasa 5 y por lo tanto, elevando los niveles de cGMP o por reaccién directa
con el NO, lo que lleva a la formacion de nitroxilo (HNO) activando asi la cascada
de sefializacion HNO-TRPA1-CGRP (Eberhardt et al., 2014).

Mientras que el NO tiene como blanco el grupo SH de la L-cisteina para formar -
SON, el H2S media la conversion de —SH a grupos persulfuros —SSH. Este cambio
aumenta la reactividad de la L-cisteina para ser modificada mientras que la

nitrosilacioén disminuye la reactividad de la L-cisteina.

El H2S termodinamicamente no puede reaccionar directamente con el grupo —SH
de la L-cisteina, primero debe ser oxidado, posiblemente cuando se generan
especies reactivas de oxigeno en respuesta a un estimulo fisioldgico (Paul y Snyder,
2015a).

El H2S genera persulfuros cuando reacciona con grupos tiol oxidados y disulfuro. La
sulfhidracion puede ocurrir en varias formas: (1) ataque nucleofilico del sulfuro sobre
los residuos de cisteina oxidados tales como &cidos sulfénicos de cisteina (cys-
SOH) o disulfuros de cisteina (-S-S-); (2) a través de la reaccion entre especies

oxidadas de sulfuro como polisulfuros o cisteina-tioles, y (3) a través de la reaccién
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del disulfuro de hidrégeno (H2S2) con un grupo tiol de cisteina. Ademas, el H2S

puede generar polisulfuros.

La sulfhidracion es una modificacion altamente prevalente y participa en una
variedad de procesos fisioldgicos que incluyen desde la regulacién de la presion

arterial hasta la funcién neural.

1.2.4 Relacion del H2S con las enfermedades metabdlicas

En la dltima década se ha descrito que el H2S interviene en enfermedades
metabolicas tales como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y las complicaciones
asociadas a estas (Popov, 2013), por lo tanto, existen algunos estudios que han
tratado de relacionar el H2S con estas enfermedades metabdlicas. Evidencia
reportada por Feng et al. (2009) demostraron que: (1) el tejido adiposo contiene la
enzima CSE y produce enddgenamente H2S; y (2) el H2S actiia como un factor
autocrino e inhibe la recaptura de glucosa en el adipocito posiblemente por la via
PI3K (Feng et al., 2009). En congruencia con estos hallazgos, en las células
pancredticas, el Hz2S inhibe la exocitosis de insulina posiblemente al activar a los
canales de potasio Karp, produciendo una disminucion de K* intracelular e
induciendo la hiperpolarizacion de la célula, lo que causa una disminucién de la
conductancia al Ca?* e inhibe la exocitosis de los granulos de insulina (Untereiner y
Wu, 2017). En contraste, otros reportes indican que el H2S incrementa la recaptura
de glucosa en tejido adiposo (Cai et al., 2016; Manna y Jain, 2011) y mejora la
resistencia a la insulina (Beltowski et al., 2018). Asi, la obesidad y diabetes se han
relacionado con la disfuncion o con el metabolismo alterado de la via CSE/H2S
(Tabla 3).

Ademas, aun existe controversia en relacion al aumento o disminucion de los niveles
de H2S durante la obesidad. Por ejemplo, un aumento de la adiposidad induce la
disminucién de los niveles plasméticos de H2S en sujetos con sobrepeso (Whiteman

et al., 2010). Ademas, en pacientes con hipertrigliceridemia se observd una
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reduccion de H2S en plasma, mientras que en ratones con una dieta rica en grasas,
el tratamiento con NaHS redujo los niveles de triglicéridos posiblemente a través de
una via mediada por AMPK-Tor (Sun et al., 2015). Asimismo, en el raton, el
tratamiento con una dieta rica en grasas por 8 semanas redujo la expresion de las
enzimas CSE y 3-MST, asi como, la biosintesis de H2S en el higado (Peh et al.,
2014). Consistente con estos datos, en ratones obesos se ha reportado una
reduccion de la biodisponibilidad de H2S en macrofagos de tejido adiposo. Los
macrofagos liberan citocinas pro-inflamatorias y contribuyen a la inflamacion
observada en la obesidad y el H2S puede atenuar la produccion de estas citocinas

(Velmurugan et al., 2015).

Por otra parte, existen estudios que proponen un aumento en los niveles de H2S
durante la obesidad. En ratas diabéticas y obesas de la cepa Zucker se encontro:
(1) un incremento del RNAm y de la proteina de la enzima CSE en los islotes
pancreaticos; y (2) el tratamiento con un inhibidor de la CSE (propargilglicina; PPG)
incrementd la liberacion de insulina y disminuyd la hiperglicemia. Con estos
resultados, los autores concluyeron gue durante la diabetes en ratas Zucker obesas
existe una sobre-expresion de CSE y sobreproduccion de Hz2S que podria contribuir
a la fisiopatologia de la diabetes (Wu, L. et al., 2009). Asimismo, en adipocitos de
ratones con obesidad inducida por una dieta rica en grasas se observé que el H2S
inhibi6é la lipdlisis estimulada por isoproterenol aunque paradoéjicamente el H2S
mejoré la resistencia a la insulina (Geng et al., 2013). Los autores concluyeron que
el H2S tiene efectos diferentes sobre la funciébn metabdlica y endocrina de los
adipocitos (Geng et al., 2013). En ratas con resistencia a la insulina inducida por
fructosa, la expresion de la enzima CSE y la produccion de H2S fue incrementada
en tejido adiposo, sugiriendo que existe una sobre activacion del sistema CSE/H2S
en el tejido adiposo con resistencia a la insulina (Feng et al., 2009).
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Tabla 3. Evidencia controversial sobre el aumento o disminucion del H2S durante la obesidad

o resistencia a la insulina.

Modelo

Ratas Zucker
obesas y
diabéticas (6-18
semanas de edad)

Resistencia a la
insulina inducida
por fructosa (10%)
en ratas durante

12 semanas

T H2S

Ratones con dieta
rica en grasas
(60%) durante 5

sémanas

Ratas con dieta
rica en grasas
durante 4

semanas

25

Efecto

Sobreexpresion
de la enzima CSE
y sobreproduccion

de H2S

Sobreactivacion
del sistema
CSE/H2S en tejido

adiposo

Aumento del
MRNA y niveles
proteicos de CBS
y CSE en higado.
Por lo tanto,
aumento de la
produccion de
H2S

Incremento en la
produccioén de
H2S en tejido

adiposo

perivascular

Referencia

(Wu, L. etal.,
2009)

(Feng et al., 2009)

(Hwang et al.,
2013)

(Beltowski, 2015)
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T ewn [ o | Reeenca

Disminucion de la

expresion de CSE
y 3-MST en
higado, asicomo  (Peh et al., 2014)

Ratones con dieta
rica en grasas
(16%) durante 8-
16 semanas

de la sintesis de
H2S en el mismo

organo

_ Disminucion de la
Ratones con dieta - -
: biodisponibilidad
rica en grasas (Velmurugan et
del H2S en los
(60%) durante 20 ’ al., 2015)
macrofagos del
semanas 5 _
tejido adiposo

Ratas con dieta Disminucion de la

rica en grasas actividad de las (Bravo et al.,
(57%) durante 18 enzimas CBS 'y 2011)
semanas CSE en higado

En congruencia con sus efectos benéficos sobre la resistencia a la insulina, en
ratones KO-CSE con dieta rica en grasas se observoé: (1) intolerancia a la glucosa;
(2) hiperglicemia; (3) disminucién en la secrecion de insulina y (4) aumento de
apoptosis en las células B-pancreaticas. Estos datos sugieren que el H2S protege a
las células B-pancreéaticas de la glucotoxicidad inducida por una dieta rica en grasas
(Okamoto et al., 2013).
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2. Justificacion, hipoétesis y objetivos

2.1 Justificacion

Los datos presentados sugieren que el sistema CSE/H2S modula la funcién
cardiovascular y metabdlica, en cuanto a niveles hormonales y almacenamiento de
lipidos. Sin embargo, hay controversia sobre los efectos de la dieta en la produccién
de H2S. Por lo tanto, aun se desconoce el papel del H2S sobre las alteraciones
cardiovasculares y metabdlicas que se generan durante la obesidad inducida por

dieta rica en grasas.

2.2  Hipotesis

La administracion crénica de un donador de H2S, sulfhidrato de sodio (NaHS), asi
como del sustrato de las enzimas productoras de H2S, L-Cisteina, disminuiran las
alteraciones cardiovasculares y metabdlicas producidas por una dieta rica en
grasas. Mientras que la administracidén crénica de un inhibidor de la enzima CSE,
DL-Propargilglicina (DL-PPG), no tendra efecto o exacerbard las alteraciones
producidas por la dieta.

2.3 Obijetivo general

Evaluar las alteraciones cardiovasculares y metabdlicas producidas por una dieta

rica en grasas, asi como, los cambios producidos sobre las alteraciones mediante

la administraciéon cronica de NaHS, L-Cisteina y DL-Propargilglicina.

2.3.1 Objetivos particulares

a. ldentificar las alteraciones metabdlicas y cardiovasculares producidas por la

dieta rica en grasas.
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b. Determinar los efectos de los siguientes tratamientos cronicos sobre las

alteraciones cardiovasculares y metabdlicas:

o o o

Vehiculo (PBS),

NaHS (donador de H2S),

L-Cisteina (sustrato de CSE, CBS y 3-MST),
DL-Propargilglicina (inhibidor de CSE).

28



Capitulo 3. Materiales y métodos.

3. Materiales y métodos

3.1 Animales

Se utilizaron 36 ratas macho de la cepa Wistar con un rango de peso inicial de 220
a 300 g. Los animales fueron alojados en jaulas de plastico en un cuarto con
temperatura y humedad controlada (22 + 1 °C, 50% HR) con periodos de luz-
oscuridad 12/12 h con alimento, de acuerdo con su tratamiento, y agua ad libitum,
ubicado en el bioterio del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
(CINVESTAV Unidad Coapa). Todos los animales, procedimientos y el presente
proyecto de investigacion fueron realizados bajo los lineamientos establecidos en la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 sobre especificaciones técnicas para
la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, y de acuerdo con la

Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio en EUA.

3.2 Disefio experimental

Los animales fueron divididos en dos grupos (ver Figura 7). El grupo 1 (n=6) recibio
una dieta normal (DN) durante 16 semanasy el grupo 2 (n=30) recibi6é una dieta rica
en grasas (DRG) durante 16 semanas. La dieta rica en grasa se dio por un periodo
inicial de 12 semanas para inducir la obesidad. Posteriormente, sin suspender la
DRG, el grupo 2 fue dividido en 5 subgrupos que recibieron por via intraperitoneal
(i.p.) durante 4 semanas tratamiento cronico con: (1) nada (control); (2) PBS
(vehiculo de NaHS, L-Cys y DL-PPG; 1 ml/kg); (3) NaHS (donador de H:S; 5.6
mg/kg); (4) DL-PPG (inhibidor de la CSE; 1 mg/kg); y (5) L-Cisteina (sustrato de la
enzima CSE; 300 mg/kg). El grupo con dieta normal se mantuvo por el mismo
periodo de tiempo total (16 semanas), pero este no recibio tratamiento
farmacoldgico. El vehiculo que se utilizé fue buffer de fosfatos (PBS) a un pH de 7.4

y una temperatura de 25°C.
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La dieta normal consistié en Formulab Diet 5008 y para la dieta rica en grasas, este
mismo alimento fue adicionado con manteca de cerdo y Nutella® (300 g y 150 g,
respectivamente, por cada 550 g de alimento estandar molido). La composicion de

la dieta control se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicién de la dieta normal y dieta rica en grasas. DN, dieta normal, DRG, dieta rica en

grasas; Kcal, kilocalorias.

100 g DN 100 g DRG

% gramos kcal % gramos kcal
Carbohidratos 50.3 50.3 201.2 26.37 36 144
Proteinas 23.6 23.6 94.4 10.14 13.8 55.4
Lipidos 6.7 6.7 60.3 63.5 38.5 346.8
Kcal totales 355.9 546.1

DN

> DN Control
(n=6)

DRG Control
(n=6)

36 Ratas Wistar
macho

Vehiculo
(1ml/kg; n=6)

DRG NaHS
(n=30) (5.6mg/kg; n=6)

L-Cys
(300mg/kg; n=6)

DL-PPG
(1mg/kg; n=6)

Figura 7. Protocolo experimental. DN, dieta normal; DRG, dieta rica en grasas; NaHS, sulfhidrato de

sodio; L-Cys, L-cisteina; DL-PPG, DL-propargilglicina.

30



Capitulo 3. Materiales y métodos.

Semana 0 Semana 12 Semana 16
Tratamiento con DN o Inician tratamientaos Terminan tratamentos
ORG farmacolipicos en grupos farmaoldgicos en grupos

con DRG
(Inyecciones |p. diarias)

|

ton DRG

|

[valuacion de caracteristicas
metabdlicas (gralina y leptina
en ayun, FTOG vinsuling) en
prupos ON v DRG,
Medicidn de frecuencia
cardlaca y presidn arterial en

toclos los grupos.

|

Fealuacion de caracteristicas
metabdiicas (greling y leptina
cn ayuno, FTOG ¢ insulina) ¢n
grupos con lralamienlo
farmacologico.
Medicion g2 frecuencia
cardlaca y prasién arterial,

evaluavian de la lungion
cardiovastular y recoler ion
de tejidos en todos los grupos.

Figura 8. Curso temporal. DN, dieta normal; DRG, dieta rica en grasas; PTOG, prueba de tolerancia

oral a la glucosa.

3.3 Determinacion de los niveles plasméticos de hormonas y prueba de

tolerancia oral a la glucosa.

Se tomaron muestras de sangre después de 12 horas de ayuno a las 12 semanas
(grupos controles) y a las 16 semanas (grupos con tratamiento) (ver figura 8). Las
muestras se dejaron coagular siguiendo las instrucciones de los Kits
correspondientes y fueron centrifugadas. El suero se separé para realizar la
medicion de los niveles de hormonas, los cuales se hicieron por duplicado mediante
un inmunoensayo enzimatico especifico utilizando kits comerciales: Mouse/Rat
Leptin Immunoassay Quantikine® ELISA (R&D systems, USA) y Rat/Mouse Ghrelin
(Total) ELISA Kit (Merck, Germany).

Posteriormente, los animales recibieron una carga de glucosa de 1 g/kg de peso
para realizar la prueba de tolerancia oral a la glucosa donde se midieron niveles de
glucosa e insulina en el tiempo 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. En cada uno

de los tiempos se obtuvo una gota de sangre para medir los niveles de glucosa
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utilizando un medidor de glucosa Accu-Check Active, Serie GN06854230. También
se obtuvieron 1.5 ml de sangre para la medicién de los niveles de insulina Rat Insulin
ELISA (ALPCO, USA) en cada uno de los tiempos.

3.3.1 Grelina

Las moléculas de grelina son inestables en suero o plasma de rata. Por lo cual, el
kit recomienda adicionar Pefabloc y acidificar las muestras para mayor proteccion

de la molécula.

Por lo tanto, se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1. La sangre se drend directamente de la cola del animal en un tubo de 1.5 ml
gue no contenia anticoagulante.

2. Se dej6 coagular durante 30 minutos y posteriormente se centrifugaron las
muestras a 2000 — 3000 x g durante 15 minutos.

3. Se separo el suero de las muestras y se afiadieron 2.5 pL de Pefablocy 11.1
pL de HCI por cada 100 pL de suero obtenido.

4. Se guardaron en Revco a -74°C para ser analizadas al dia siguiente.

5. Se continud el protocolo correspondiente a Rat/Mouse Ghrelin (Total) ELISA

Kit (Merck, Germany).

3.3.2 Leptina

Las muestras de suero fueron diluidas para el ensayo de leptina. Por lo que se

llevaron a cabo los siguientes pasos:

1. La sangre se drend directamente de la cola del animal en un tubo de 1.5 ml
gue no contenia anticoagulante.
2. Se dej6 coagular la sangre durante 2 horas a temperatura ambiente.

3. Posteriormente se centrifugaron a 2000 x g durante 20 minutos.
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4. Se separo el suero y se almacenaron las muestras en el Revco a -74°C para
ser analizadas al dia siguiente.

5. Las muestras se diluyeron a una concentracion 1:10 siguiendo las
instrucciones del kit.

6. Posteriormente se siguio el protocolo correspondiente a Mouse/Rat Leptin
Immunoassay Quantikine® ELISA (R&D systems, USA)

3.3.3 Insulina

Para la medicion de la insulina se utiliz6 suero, debido a esto, los pasos a seguir

fueron:

1. La sangre se drend directamente de la cola del animal en un tubo de 1.5 ml
gue no contenia anticoagulante.

2. Se dejo coagular durante 30 minutos a temperatura ambiente y 30 minutos
en refrigeracion.
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 2000 x g durante 15 minutos.

4. Se separo el suero y las muestras se almacenaron en el Revco a -74°C para
ser analizadas al dia siguiente.

5. Posteriormente se siguié el protocolo correspondiente a Rat Insulin ELISA
(ALPCO, USA).

3.4  Determinacion de la presioén arterial

Esta variable se determiné en ratas conscientes a las 12 semanas (figura 8), antes
del inicio del tratamiento, y a las 16 semanas, al final del tratamiento, por el método
pletismografico (Pressure Meter LE5001, Panlab Harvard Apparatus, Cornella,

Espafia).

Las ratas se inmovilizaron por un periodo de tiempo corto en cajas de acrilico y se

expuso la cola a una lampara de calentamiento por 15 minutos. Después, un sensor
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optico se coloco en la cola de las ratas, el cual fue insuflado para detener el flujo
sanguineo. La presion liberada permitié detectar la presion arterial sistolica (PAS) a
través del sensor. A partir de la PAS se calcularon los valores de presion arterial
diastolica (PAD) y presion arterial media (PAM). Los valores representan el

promedio de 3 mediciones por rata.

3.5 Evaluacién de la funcion cardiovascular en ratas descerebradas y

desmeduladas

A las 16 semanas, los animales de cada grupo (n=6; cada uno) se anestesiaron con
Isofluorano (3%). La trdquea fue canulada y las ratas fueron descerebradas y
desmeduladas mediante la insercion de un estilete de acero inoxidable a través de
la orbita ocular y el foramen magnum atravesando todo el canal vertebral (Gillespie,
J. y Muir, 1967). Posteriormente, se les realiz6 una traqueostomia para ser
ventilados artificialmente con aire ambiental utilizando una bomba de presion
positiva (7025 rodent ventilator, Ugo Basile, Comerio, VA, Italy) a 80 respiraciones
por minuto con un volumen de 13.6 ml/Kg (Kleinman y Radford, 1964). Después de
realizar una vagosimpatectomia bilateral se colocaron canulas en: (1) la arteria
carétida para el registro de la presion arterial y la frecuencia cardiaca por medio de
un transductor de sefial (P23 XL, Grass Technologies, Warwick, RIl, U.S.A.); y (2) la
vena femoral derecha para la administracion de farmacos. La presion sanguinea y
frecuencia cardiaca fueron registrados simultdneamente utilizando una unidad de
adquisicién de datos (MP150A-CE, Biopac Systems Inc., Goleta, CA) y el software
Acgnowledge v3.8.1 (Biopac Systems Inc., Goleta, CA).

El estilete de acero inoxidable fue reemplazado por un electrodo esmaltado excepto
1 cm localizado a 9 cm de la punta a la altura de las vértebras toracicas T7-To para
estimular selectivamente los nervios simpaticos de los vasos sanguineos (Gillespie
et al., 1970). Antes de la estimulacion, los animales recibieron un bolo i.v. de
galamina (25 mg/Kg) para evitar los espasmos musculares inducidos

eléctricamente. El tono simpatico vasopresor fue estimulado con un estimulador de
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pulsos cuadrados S88X (Grass Technologies, Warwick, RI, U.S.A.) aplicando trenes
monofésicos de 10 s de pulsos cuadrados (2 ms, 60 V), a frecuencias de
estimulacién crecientes: (1) 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3y 10 Hz.

A cada animal se le realiz6 el protocolo de descerebracion y desmedulacion
anteriormente descrito. Después de dicho procedimiento, a cada animal se le
realizaron 4 curvas de respuestas vasopresoras inducidas por: (1) estimulacion
selectiva del tono simpatico vasopresor (0.03, 0.1, 0.3, 1, 3y 10 Hz); (2) bolos i.v.
de noradrenalina exégena (ligando enddégeno; 0.03, 0.1, 0.3, 1, y 3 pg/Kg); (3) bolos
i.v. de metoxamina (agonista ai; 1, 3, 10, 30 y 100 ug/Kg); y (4) bolos i.v. de UK
14,340 (agonista az; 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 pg/Kg).

3.6  Obtencién de 6rganos

Al término de la evaluacién de la funcion cardiovascular se sacrificaron los animales
para obtener los siguientes érganos: corazon, higado y tejido adiposo (visceral y

epididimal).

Para lo cual, se realizé una incisién abdominal para exponer la cavidad abdominal.
Posteriormente se abri el peritoneo para obtener el tejido adiposo visceral, tejido
adiposo epididimal e higado. Por ultimo, se abri6 la cavidad toracica para obtener el
corazon. Los érganos fueron pesados inmediatamente después de su recoleccién y

posteriormente desechados.

3.7 Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como la media + e.e.m. de 6 animales. Las diferencias
de los cambios de peso, presién arterial y niveles hormonales entre el grupo de NFD
y HFD a las 12 semanas fueron evaluadas por t-test una vez que los datos hayan
pasado la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk); en caso contrario, fueron evaluados

por una prueba no paramétrica como la de U-Mann-Whitney. Las diferencias de los
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cambios en la curva de tolerancia a la glucosa oral y curva de insulina fueron
evaluadas por una prueba post-hoc de Tukey’s, una vez que el andlisis de varianza
de dos vias de medidas repetidas (Two-Way RM ANOVA) haya revelado diferencias

entre las poblaciones. La significancia estadistica fue aceptada cuando P<0.05.

3.8 Compuestos utilizados

Ademas del anestésico Isoflorano (Fluriso™, Vet Ones, Boise, ID, U.S.A.), los
compuestos utilizados en este estudio fueron: sulfhidrato de sodio monohidratado
(NaHS), L-cisteina, DL-Propargilglicina, galamina, bitartrato de noradrenalina,
metoxamina y UK 14,304. Todos los compuestos se obtuvieron de Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, U.S.A)).

La noradrenalina, metoxamina, UK 14,304 y galamina se disolvieron en solucion

salina fisiolégica. NaHS, L-cisteina y DL-propargilglicina se disolvieron en buffer de

fosfatos (PBS), pH 7.4 y 25°C; se prepararon soluciones nuevas todos los dias.
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4. Resultados

4.1 Variables zoométricas

Se midieron variables zoométricas como lo son el peso corporal de los animales, el
peso del corazoén, higado y tejido adiposo visceral y epididimal. En la Tabla 5 se
muestran los cambios en las variables zoométricas inducidos por la dieta rica en
grasas y por los tratamientos farmacologicos. La dieta rica en grasas produjo un
aumento significativo del peso corporal y del higado, asi como del tejido adiposo
visceral y epididimal. Por el contrario, la dieta rica en grasas no produjo cambios en
el peso del corazén, cuando se comparé con el grupo de dieta normal.

De manera interesante, el tratamiento cronico con NaHS y L-Cys produjo un
incremento de peso menor comparado con el grupo de dieta rica en grasas control.
Mientras que el tratamiento con DL-PPG no logr6 cambiar esta variable.
Adicionalmente, el peso del higado fue significativamente disminuido por el
tratamiento crénico con NaHS, L-Cys y DL-PPG cuando se compardé con el vehiculo
y dieta rica en grasas control. Todos los tratamientos crénicos disminuyeron
significativamente tejido adiposo visceral cuando se compararon contra la dieta rica
en grasas control. Mientras que el tratamiento crénico con NaHS y L-Cys
disminuyeron significativamente esta misma variable comparado con el grupo que
recibié vehiculo. El tejido adiposo epididimal fue disminuido de manera significativa
por el tratamiento con NaHS. De manera controversial, esta variable fue
significativamente incrementada por el tratamiento con DL-PPG cuando fue
comparado con vehiculo. Por dltimo, ningan tratamiento produjo cambios sobre el

peso del corazon.
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Tabla 5. Efecto de: (1) la dieta normal y la dieta rica en grasas controles y (2) los tratamientos
crénicos durante 4 semanas con vehiculo (1 ml/kg), NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys (300 mg/kg) y DL-PPG

(1 mg/kg) sobre algunas variables zoométricas después de 16 semanas de dieta.

Variables zoométricas

Grupo Peso Corazon Higado TAV TAE
DN

492.7+£17.1 | 1.8+0.08 17.8+1 6.8+0.6 7.310.4
control
DRG

568.3t24.42 | 1.840.1 20.1+£1.52 | 26.2+4.04% | 16.7+2.12
control
DRG+

552.9+23.9 2+0.1 19.4+1.5 | 17.03+2.1° | 15.02+1.6
Vehiculo
DRG+

490.7+10.5° 1.9+0.1 17.5+0.8°¢ | 14.8+2.3P¢ | 11.9+1.1
NaHS
DRG+

490.3+£27.9° 2+0.2 17.2+0.8°¢ | 10.2+1.5P¢ | 12.1+1.7
L-Cys
DRG+

501.7+49.7 | 2.03+0.1 | 14.5+0.6°¢ | 18.8+2.1° 20+1.9°
DL-PPG

Cada valor representa la media + e.e.m de 6 animales. ?, P<0.05 vs DN control; °, P<0.05 vs DRG
control; ¢, P<0.05 vs Vehiculo. DN, dieta normal; DRG, dieta rica en grasas; TAV, tejido adiposo

visceral; TAE, tejido adiposo epididimal.

4.2 Variables metabdlicas

Las variables metabdlicas que se midieron en este estudio fueron los niveles
plasmaticos en ayuno de grelina, leptina, insulina y glucosa. También se realizé una
prueba de tolerancia oral a la glucosa y con estos datos se calcularon el indice
HOMA e indice Matsuda.

Como se muestra en la Tabla 6, la dieta rica en grasas: (1) redujo de manera

significativa los niveles de grelina total e indice Matsuda; y (2) incrementd
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significativamente los niveles de leptina, insulina y glucosa en ayuno, asi como del
indice HOMA cuando se comparé con la dieta normal en grasas. Es importante
resaltar que estas variables se midieron después de 12 semanas de recibir una dieta

normal o dieta rica en grasas.

Tabla 6. Efecto de: (1) la dieta normal y la dieta rica en grasas controles (12 semanas) y (2) de los
tratamientos crénicos durante 4 semanas con vehiculo (1 ml/kg), NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys (300

mg/kg) y DL-PPG (1 mg/kg) (16 semanas) sobre algunas variables metabdlicas.

DN DRG DRG

Control  Control  Vehiculo NaHS L-Cys DL-PPG

Variables metabolicas

Grelina
2.8+0.2 0.89+0.12 1.04+0.1 1.07+0.06 0.94+0.09 0.92+0.15
(ng/ml)
Leptina 687.8 7,969.9 6,969.1 4,329.5 4456.8 4063
(ng/ml) +137.1 +876.82 +1197.2 +679.30¢ +632.9b +803.6°¢
Insulina
0.31+0.03 0.9+0.62 0.94+0.18 1.3+0.3 0.8+0.1 0.52+0.3
(ng/ml)
Glucosa
80.3+4.5 111.2+5.52 117.7+5.9 102.2+4.5 115.5+5.7 95.5+5.5¢
(mg/dl)
indice
1.9+0.1 6.9+2.12 7.8+1.5 9.5+2.9 11.215+4.5 1.4+0.3bc
HOMA
indice
5.1+0.7 2.4+0.72 1.6+0.2 1.5+0.3 1.5+0.4 6.2+1.2bc
Matsuda

Cada dato representa la media + e.e.m. de 6 animales. 2, P<0.05 vs DN control; ®, P<0.05 vs DRG

control; ¢, P<0.05 vs Vehiculo.

Todos los tratamientos, a excepcion del vehiculo, indujeron una reduccion parcial y
significativa de los niveles de leptina en ayuno comparado con vehiculo o dieta rica
en grasas control. De manera sorprendente, el tratamiento crénico con DL-PPG
disminuyo significativamente los niveles de glucosa en ayuno y el indice HOMA, y
aumento el indice Matsuda. Por otra parte, el tratamiento cronico con NaHS o L-cys
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no modifico las demas variables metabodlicas. En el caso de los tratamientos
cronicos, las variables se midieron a las 16 semanas, cuando se finalizaron los

tratamientos.

La Figura 9 muestra el area bajo la curva (ABC) del efecto de la dieta normal y dieta
rica en grasas (panel superior), asi como de los tratamientos crénicos (panel inferior)
sobre los niveles de glucosa e insulina plasmatica durante la prueba de tolerancia
oral a la glucosa (PTOG). Después de las 12 semanas, la alimentacion con dieta
rica en grasas incrementd significativamente los niveles de glucosa sanguinea
(Figura 9A) y los niveles de insulina plasmaticos (Figura 9B) durante la PTOG
comparado con la dieta normal en grasas. En contraste, el tratamiento cronico
durante 4 semanas con vehiculo, NaHS, L-Cys o DL-PPG en ratas con dieta rica en
grasas no modificaron los niveles de glucosa sanguinea (Figura 9C) o de insulina

plasmatica (Figura 9D) cuando se compar6 con vehiculo.

4.1 Variables hemodinamicas

En la Tabla 7 se muestra el efecto de la dieta normal, DRG vy los tratamientos
cronicos (vehiculo, NaHS, L-Cys y DL-PPG) en diferentes variables hemodinamicas
medidas a las 12 y 16 semanas en animales conscientes. Estas variables fueron la
frecuencia cardiaca (FC), presion arterial sistolica (PAS), diastélica (PAD) y media
(PAM).

Después de 12 semanas de alimentacion con una dieta rica en grasas, se presento
un aumento significativo en todas las variables hemodinamicas en el grupo de DRG
control cuando se compar6é con el grupo de dieta normal en grasas. Dicho

incremento se mantuvo hasta las 16 semanas de alimentacion con DRG.

Centrandonos en los tratamientos farmacoldgicos, las comparaciones se realizaron
entre los valores obtenidos antes y después del tratamiento crénico. De manera

interesante, el tratamiento con NaHS significativamente disminuyd todas las
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variables hemodindmicas cuando se comparo con los resultados obtenidos a las 12
semanas. Notablemente, estos valores obtenidos a las 16 semanas fueron similares
a los obtenidos en el grupo de dieta normal en grasas a las 16 semanas. El
tratamiento crénico con L-Cys significativamente disminuyd la presion arterial
sistélica y media, mientras que el DL-PPG significativamente incremento la

frecuencia cardiaca comparado con los mismos tratamientos a las 12 semanas.
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Figura 9. Area bajo la curva de glucosa e insulina. Area bajo la curva del efecto de: (1) dieta rica en
grasas (panel superior); y (2) administraciones i.p. diarias durante 4 semanas de vehiculo (1 ml/kg),
NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys (300 mg/kg) y DL-PPG (1 mg/kg) en ratas con dieta rica en grasas (panel

inferior) sobre los niveles de glucosa e insulina durante la PTOG. *, P<0.05 vs DN control.
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Tabla 7. Efecto de: (1) la dieta normal y dieta rica en grasas controles; y (2) los tratamientos crénicos
con vehiculo (1 ml/kg), NaHS (5.6 mg/kg), L-Cys (300 mg/kg) y DL-PPG (1 mg/kg) sobre las variables

hemodindmicas a las 12 y 16 semanas.

12 semanas 16 semanas
FC PAS PAD PAM FC PAS PAD PAM
(ppm)  (mmHg) (mmHg) (mmHg) : (ppm) (mmHg) (mmHg) (mm Hg)
DN 38218 10313 81+0.9 8712 35510 11343 81+0.5 91+1
Control
DRG
423+15° 160+4° 131+6° 140452 416+10° 164162 130442 141452
Control
DRG Tratamiento farmacolégico
DRG +
. 399430 15914 12643 13743 419120 165+2 11743 13242
Vehiculo
DRG + b b b b
NaHs 411+19 14612 115+2 12512 336120 11312 81+0.8 92+1
DRG + b b
L-Cys 390+12 164413 12144 13514 364+15 14245 10945 11945
DRG + b
DL-PPG 35345 16512 11743 13242 394+12 15943 11941 13241

Cada valor representa la media + e.e.m. de 6 animales. 2, P<0.05 vs DN; °, P<0.05 vs 12 semanas del
mismo tratamiento. FC, frecuencia cardiaca; PAS, presidn arterial sistdlica; PAM, presion arterial

media; PAD, presién arterial diastdlica.

4.1 Evaluacién de la funciéon cardiovascular

En la Figura 10 se puede observar el efecto de la DRG sobre las respuestas
vasopresoras inducidas por estimulacion del sistema nervioso simpatico y bolos i.v.
de noradrenalina, metoxamina y UK 14,304. En ratas alimentadas con dieta normal
en grasa durante 16 semanas, la estimulacion eléctrica del tono simpatico o la
administracion i.v. de noradrenalina, metoxamina y UK 14,304 producen
incrementos en la presion arterial diastolica dependientes de la frecuencia o

dependientes de la dosis, segun corresponda.

De manera interesante, la DRG durante 16 semanas incremento significativamente

las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion eléctrica (1 y 3 Hz) y por
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metoxamina (100 pg/kg), sin generar cambios significativos en las respuestas
vasopresoras inducidas por noradrenalina o UK 14,304 cuando se comparé con el

grupo de dieta normal.
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Figura 10. Efecto de la dieta rica en grasas (16 semanas) sobre las respuestas vasopresoras inducidas
por: (A) estimulaciéon simpdtica; (B) noradrenalina, ligando enddgeno a-adrenérgico; (C)
metoxamina, agonista al; (D) UK 14,304, agonista a2. Cada punto representa la media + e.e.m. de

6 animales. Cada punto representa la media * e.e.m. de 6 animales. *, P<0.05 vs DN.

Los efectos de inyecciones i.p. diarias de vehiculo, NaHS, L-Cys y DL-PPG, durante
4 semanas, sobre las respuestas cardiovasculares inducidas por estimulaciéon
simpética y administraciones de bolos i.v. de noradrenalina, metoxamina y UK
14,304 en ratas alimentadas con DRG, se muestra en las figuras 11-14.

Como se observa en la Figura 11, la administracion crénica de vehiculo (PBS) no
afectd de manera significativa las respuestas vasopresoras inducidas por
estimulacion simpéatica o administraciones de bolos i.v. de metoxamina,
noradrenalina o UK 14,304 cuando se comparé con las respuestas obtenidas del

grupo de dieta rica en grasas control.
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Figura 11. Efecto del tratamiento crénico con vehiculo (1 ml/kg) sobre las respuestas inducidas por:
(A) estimulacién simpatica; (B) noradrenalina; (C) metoxamina; y (D) UK 14,304. Cada punto

representa la media + e.e.m. de 6 animales.

En la Figura 12 se muestra el efecto cronico del tratamiento con NaHS (5.6 mg/kg)
sobre las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacién del sistema nervioso
simpético. De manera interesante, la administracién crénica de NaHS: (1) redujo de
manera significativa las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion
eléctrica a las frecuencias de 1 y 3 Hz; (2) redujo de manera significativa las
respuestas vasopresoras inducidas por 0.3 pg/kg de noradrenalina y 30 pug/kg de
metoxamina; y (3) no modificé las respuestas inducidas por UK 14,304, cuando se

comparé con el vehiculo.

Asimismo, la Figura 13 muestra el efecto del tratamiento crénico con L-Cys (300
mg/kg) sobre las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion del sistema
L-Cys

vasopresoras inducidas por estimulacién eléctrica a 1 y 3 Hz, y aquellas inducidas

nervioso simpatico. disminuy6é significativamente las respuestas

por 30 pg/kg de metoxamina, cuando se compara con el vehiculo. En contraste, L-
Cys no produjo cambios significativos en las respuestas vasopresoras inducidas por
noradrenalina o UK 14,304.
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Figura 12. Efecto del tratamiento crénico con NaHS (5.6 mg/kg) sobre las respuestas inducidas por:

(A) estimulacién simpatica; (B) noradrenalina; (C) metoxamina; y (D) UK 14,304. Cada punto

representa la media + e.e.m. de 6 animales. *, P<0.05 vs vehiculo.
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Figura 13. Efecto del tratamiento crénico con L-Cys (300 mg/kg) sobre las respuestas inducidas por:

(A) estimulacién simpatica; (B) noradrenalina; (C) metoxamina; y (D) UK 14,304. Cada punto

representa la media + e.e.m. de 6 animales. *, P<0.05 vs vehiculo.
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La Figura 14 muestra el efecto de la administracion cronica de DL-PPG (1 mg/kg)
sobre las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacidn del sistema nervioso
simpético. DL-PPG disminuyd de manera significativa las respuestas vasopresoras
inducidas por 30 pg/kg de metoxamina comparado con el vehiculo. Ademas, este
inhibidor no modificé las respuestas inducidas por estimulacion eléctrica o

administraciones i.v. de noradrenalina y UK 14,304.
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Figura 14. Efecto del tratamiento crénico con DL-PPG (1 mg/kg) sobre las respuestas inducidas por:
(A) estimulacion simpatica; (B) noradrenalina; (C) metoxamina; y (D) UK 14,304. Cada punto

representa la media + e.e.m. de 6 animales. *, P<0.05 vs vehiculo.

Por dltimo, las respuestas taquicardicas inducidas por administraciones i.v. de
noradrenalina se representan en la figura 15-16. La dieta rica en grasas indujo un
incremento en las respuestas taquicardicas a 0.3-3 pg/kg de noradrenalina
comparado con la dieta normal (Figura 15). De manera interesante, el tratamiento
cronico con vehiculo indujo una disminucion significativa en la frecuencia cardiaca
a 1 ug/kg de noradrenalina comparado con el grupo de dieta rica en grasas control
y el tratamiento crénico con L-Cys (300 mg/kg) disminuyé significativamente las

respuestas taquicardicas inducidas por 1-3 ug/kg de noradrenalina mientras que el

46



Capitulo 4. Resultados

tratamiento cronico con NaHS o DL-PPG no tuvieron efecto sobre estas respuestas
(figura 16).
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Figura 15. Efecto de la dieta normal (DN) y la dieta rica en grasas (DRG) sobre las respuestas
taquicdrdicas inducidas por bolos i.v. de noradrenalina. Cada punto representa la media + E.E.M. de

6 animales. *, P<0.05 vs. DN control. DN, dieta normal; DRG, dieta rica en grasas.
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Figura 16. Efecto de las inyecciones i.p. diarias durante 4 semanas de: (A) Vehiculo (1 ml/kg), (B)
NaHS (5.6 mg/kg), (C) L-Cys (300 mg/kg) y (D) DL-PPG (1 mg/kg) sobre las respuestas taquicardicas
inducidas por bolos i.v. de noradrenalina en ratas con dieta rica en grasas. Cada punto representa
la media + E.E.M. de 6 animales. #, P<0.05 vs. DRG control; *, P<0.05 vs. Vehiculo. DRG, dieta rica en

grasas.
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5. Discusion

51 General

El sulfuro de hidrogeno (H2S) fue identificado quimicamente desde hace mas de 300
aflos como un gas que generaba intoxicacion en trabajadores de las alcantarillas de
Paris en el siglo XVIII. En los ultimos afios se ha generado informacion creciente
del papel fisiologico del sulfuro de hidrogeno en varios Organos y sistemas
incluyendo el sistema cardiovascular. Desde los afios 80s se sospechaba de su
posible funcion fisiolégica (Toohey, 1989) aunque fue en 1996 cuando Abe y Kimura
reportaron que el H2S incrementé la potenciacion a largo plazo (LTP) en neuronas
de hipocampo, un evento involucrado en la memoria. El primer reporte que
evidencia su funcion vascular fue reportado por Hosoki et al (1997) en la que
demuestran que el NaHS produce relajacibn de manera dependiente de la
concentracion en la vena porta y en la aorta toracica. Ademas, Zhao et al. (2001)
sugirieron que en la rata anestesiada, el H2S produjo relajacion de la arteria. Esta
relajacion fue sensible a la glibenclamida, un bloqueador de los canales de potasio
dependientes de ATP (Katp); lo cual indica que en presencia de glibenclamida el
H2S no indujo relajacion en la arteria. De manera interesante, se ha propuesto que
el H2S puede tener efectos cardioprotectores ya que atenua el dafio al miocardio
inducido por isquemia/reperfusion (Elrod et al., 2007). Estos hallazgos en animales
han sido trasladados a pacientes con insuficiencia cardiaca porque el SG-1002 (una
prodroga de H2S de larga duracién), a dosis de 200, 400 y 800 mg/dia durante 7
dias mejoraron algunos marcadores moleculares de dafio por insuficiencia cardiaca

en seres humanos (Polhemus et al., 2015).

Hay evidencia que sugiere un rol del H2S en enfermedades cardiovasculares como
lo son el dafio por isquemia-reperfusion (Elrod et al., 2007; Zhu et al., 2007), infarto
(Qu et al.,, 2008) e hipertension (Meng et al., 2015; Yang et al.,, 2008).
Recientemente, se ha sugerido una relacién entre el H2S y las enfermedades

metabdlicas incluyendo la resistencia a la insulina, diabetes mellitus y obesidad
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(Brancaleone et al., 2008). Uno de los primeros estudios que relacionan el H2S con
la diabetes fue realizado por Brancaleone et al. (2008), donde observé una
reduccion progresiva de los niveles plasmaticos de H2S, un incremento en el RNAm
de las enzimas CBS y CSE y una reduccion de las respuestas relajantes de la L-
Cys, pero no sobre las inducidas por el NaHS, en ratones diabéticos no obesos.
Ademas, los efectos de la dieta rica en grasas en la produccién de H2S y la
expresion de las enzimas sintetizadoras en diferentes tejidos han sido
recientemente revisados (Beltowski et al., 2018). Asi, una dieta rica en grasas (35%
grasas) en ratas Wistar macho durante 18 semanas produjo una regulacion a la baja
de las enzimas CBS y CSE en el higado (Bravo et al., 2011); mientras que una dieta
rica en grasas (16%) dada a ratones durante 16 semanas disminuyé la expresién
de la enzima CSE asi como la produccion de H2S en higado, rifion y pulmon (Peh
et al.,, 2014). Estos resultados sugieren una regulacion a la baja del sistema
CSE/CBS y una reduccion en la produccion de H2S en animales alimentados con
una dieta rica en grasas. Debido a que nuestro modelo de dieta rica en grasas tuvo
una duracién de 16 semanas y debido a los datos obtenidos, se relaciona con los
datos obtenidos en los estudios mencionados anteriormente, donde se encontré una

disminucién de la expresion de las enzimas productoras de H2S.

5.2  Efecto de la dieta rica en grasas y tratamientos cronicos con vehiculo,

NaHS, L-cisteina y DL-PPG sobre las variables zoométricas

Notablemente, nuestros resultados demuestran que la administracién crénica de
NaHS durante 4 semanas redujo el peso corporal de los animales alimentados con
dieta rica en grasas (Tabla 5). Con esto a consideracion, Wu et al. (2006) demostrd
que 4 semanas de tratamiento crénico con NaHS (50 pmol/kg equivalentes a 2.8
mg/kg) en ratones con dieta rica en grasas significativamente disminuy6 el peso
corporal y los niveles de triglicéridos renales, lo que sugiere un papel importante del
H2S en el metabolismo de lipidos (Wu, D. et al., 2016). Este hallazgo podria explicar
la pérdida de peso y de tejido adiposo en nuestro modelo experimental después de

la administracion cronica de NaHS y L-Cys. También podria estar explicando la
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disminucién del peso del higado. Sin embargo, no fue posible medir los niveles de
triglicéridos en sangre. Al finalizar las 12 semanas de dieta rica en grasas, se
pusieron a los animales en ayuno durante 12 horas para medir triglicéridos mediante
tiras para triglicéridos Accutrend® Triglycerides (Roche) para Accutrend® Plus
(Roche), pero el medidor indicaba niveles bajos de triglicéridos sin dar un namero

(en pantalla indicaba “Low”), por lo tanto se tuvo que dejar esta variable de lado.

Desafortunadamente, el mecanismo exacto por el cual el H2S regula el metabolismo
de los lipidos necesita mas investigacion (Wu, D. et al., 2016). Sin embargo, se han
planteado diferentes hipoétesis sobre el efecto del H2S en los adipocitos: (1)
incrementos en PIP3 y el metabolismo de la glucosa (Manna y Jain, 2011), (2)
incremento en la actividad de PPARY por sulfhidracion directa en el sitio C139 (Cai
et al., 2016); (3) una disminucién en la activacion de la metaloproteinasa ADAM17
inducida por alta concentracion de glucosa (Hu et al., 2017); y (4) estimulacion de
la lipolisis dependiente de cAMP-PKA (Beltowski y Jamroz-Wisniewska, 2016).
Estos efectos estarian aumentando el metabolismo de lipidos, por lo cual nosotros
encontramos una disminucién en la cantidad de tejido adiposo visceral. Sin
embargo, debe estudiarse méas a fondo el mecanismo por el cual el tratamiento
cronico con NaHS esta induciendo esta disminucién, y si es mediante los efectos

mencionados anteriormente.

5.3 Efecto de la dieta rica en grasas y tratamientos cronicos sobre las

variables metabdlicas

Bajo nuestras condiciones experimentales, nuestros resultados demostraron que
tras 12 semanas de alimentacion con una dieta rica en grasas, los animales
desarrollaron obesidad, hiperglicemia, hiperleptinemia y resistencia a la insulina
(Tabla 6).

Ademas, nuestros resultados muestran que el tratamiento crénico con NaHS y L-

Cys durante 4 semanas disminuy6 significativamente los niveles de leptina en
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ayuno. Ciertamente nuestros datos no permiten sugerir un mecanismo. Sin
embargo, en un modelo de raton Cdol’ (cisteina dioxigenasa; una enzima
necesaria para catabolizar la L-Cys a &cido sulfinico de L-Cys y que constituye el
primer paso del catabolismo de la L-Cys) se ha sugerido que los niveles elevados
de cisteina promueven el metabolismo de la cisteina hacia la desulfhidracion, lo que
lleva a una mayor produccion de H2S. Este incremento en los niveles de H2S puede
ser la causa de la disminucion en los niveles de leptina mediante la eliminacion de
la expresion de leptina (Ng et al.,, 2017). Adicionalmente, otro estudio midid la
expresion de la leptina y de su receptor en un cultivo celular hiperglucémico tratado
con 400 pM (29.6 pg/ml) de NaHS por 30 minutos. De manera interesante, el NaHS
redujo tanto la expresion de la leptina como de su receptor (Zhuang et al., 2014)
demostrando asi el efecto del H2S sobre la leptina; sin embargo, el mecanismo

exacto mediante el cual el H2S esta ejerciendo este efecto aun es desconocido.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Geng et al (Geng et al., 2013), el
tratamiento con DL-PPG disminuyé la glucosa en ayuno y niveles de insulina, asi
como el indice HOMA posiblemente activando la via de AMPK (Geng et al., 2013).

En la literatura se ha propuesto un aumento significativo en la sensibilidad a la
insulina por el H2S en el tejido adiposo blanco en un modelo de resistencia a la
insulina inducido por fructosa (Feng et al., 2009; Geng et al., 2013) mientras que
una alteracion en la utilizacién de glucosa se ha sugerido en los hepatocitos (Zhang
et al., 2013). En contraste, bajo nuestras condiciones experimentales, el tratamiento
cronico con NaHS o L-Cys no modificé el indice HOMA o los niveles de insulina
plasmatica (Tabla 6). Por lo tanto, el efecto del H2S sobre la resistencia a la insulina
puede variar dependiendo de las condiciones experimentales, ya que en nuestro

estudio no se observaron modificaciones en las curvas de tolerancia a la glucosa.

52



Capitulo 5. Discusion.

5.4 Efecto de la dieta rica en grasas y tratamientos cronicos sobre las

variables hemodinamicas

Los valores normales de frecuencia cardiaca, presion arterial sistolica y diastélica
en una rata adulta, son: 350-450 Ipm (FC), 84-134 mmHg (PAS) y 60 mm Hg (PAD)
(Wolfensohn y Lloyd, 2003). Basado en los datos anteriores, la dieta rica en grasas
produjo hipertension después de las 12 semanas, la cual se mantuvo, con un ligero

aumento, hasta las 16 semanas (Tabla 7).

Consistente con nuestros resultados, se ha reportado que las dietas que contienen
mayor cantidad de acidos grasos saturados elevan la presién arterial y exacerban
la hipertension espontanea (Aguila y Mandarim-de-Lacerda, 2003). Ademas, la
obesidad esta asociada con disfuncion endotelial, excitacion simpética e
hipertension (Gheibi et al., 2018).

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento cronico con NaHS durante 4
semanas revirtio la hipertension arterial y el incremento en la frecuencia cardiaca
inducido por la dieta rica en grasas (Tabla 7). Recientemente, se ha sugerido que el
tratamiento cronico con NaHS reduce el estrés oxidativo y disminuye la disfuncion
endotelial en un modelo experimental de diabetes inducida por estreptozotocina en
ratones (Gheibi et al., 2018). Ademas, la administracion de donadores de H2S redujo
la presion arterial en diferentes modelos animales (Gheibi et al., 2018), como son:
(1) ratas espontaneamente hipertensas (Zhao, X. et al., 2008), (2) ratas Dahl
sensibles a la sal (Huang et al.,, 2015) y (3) hipertensién inducida por la
administracion de L-NAME, un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (Zhong et al.,
2003). A su vez, consistente con nuestros hallazgos, se observé hipertension en un
modelo de raton knock-out de CSE que cuando se inyectan bolos i.v. de NaHS,
induce decrementos transitorios en la presién arterial sistolica dependientes de la

dosis en ratones anestesiados (Yang et al., 2008).
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También observamos que tras el tratamiento crénico con L-Cys, la presion arterial
sistdlica y media disminuy0 significativamente (Tabla 7). Asimismo, otros estudios
han demostrado que la administracion diaria de N-acetilcisteina (NAC), un analogo
estable de cisteina, disminuyé la presion arterial en diferentes modelos
experimentales de hipertension (Vasdev et al., 2009). En SHR, se ha demostrado el
efecto antihipertensivo de NAC (Vasdev et al., 2009). Ademas, el tratamiento oral
durante dos semanas con NAC en el agua de beber (4 g/kg de peso corporal al dia)
redujo la presion arterial sistolica (Cabassia et al., 2001) y este mismo tratamiento
durante cuatro semanas redujo la presion arterial media (Girouard et al., 2003). Una
posible explicacion del efecto antihipertensivo de la L-Cisteina se ha propuesto en
la via de relajacion dependiente de endotelio mediante la reduccién en la relacién
GSSG/GSH (Cabassia et al., 2001). Sin embargo, también es probable que el NAC
aumente los niveles de H2S porque NAC es un analogo de cisteina que es
transformado directamente a cisteina. Por lo tanto, los resultados anteriores se
pueden correlacionar a los efectos obtenidos en nuestro modelo al término del

tratamiento cronico con L-Cisteina (Vasdev et al., 2009).

Como se esperaba, contrario a NaHS, DL-PPG incremento la frecuencia cardiaca

aunque no modificé significativamente la presion arterial.

5.5 NaHS y L-Cys pueden revertir los cambios cardiovasculares inducidos

por la dieta rica en grasas

Se ha propuesto que durante la obesidad hay una deplecién de Hz2S en los vasos
sanguineos pequefios (Candela et al., 2016) y una reduccion en la produccion de
H2S (Katsouda et al., 2017).

Nuestros resultados indican que las respuestas vasopresoras inducidas por la
estimulacion simpatica (1 y 3 Hz) y la metoxamina (100 ug/kg) fueron incrementadas
significativamente en animales tratados con una dieta rica en grasa (Figura 10).

Estos resultados en principio podrian indicar que en animales que recibieron una
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dieta rica en grasas, las respuestas contractiles fueron exacerbadas sugiriendo que
probablemente se presenta un aumento del tono simpético y/o un aumento de las
respuestas contractiles mediadas por los receptores ai-adrenérgicos (Jiang et al.,
2016).

De manera interesante, la administracion cronica de NaHS (Figura 12) o L-Cys
(Figura 13) durante 4 semanas revirtio el incremento de las respuestas
vasopresoras inducidas por estimulacion simpética, noradrenalina exdégena o
metoxamina. La interpretacion mas sencilla de estos resultados es que ambos
tratamientos son capaces de revertir las respuestas exacerbadas inducidas por la
estimulacién del sistema nervioso simpéatico en animales con una dieta rica en
grasas. En este punto, se debe admitir que nuestros datos no nos permiten sugerir
algun posible mecanismo por el cual sucede esta reversion. Sin embargo, es posible
especular que el NaHS o la L-Cys incrementa los niveles de H2S y que éste
gasotransmisor produzca cambios que pueden incluir: (1) una disminucién del tono
simpético como previamente ha sido reportado (Centurion et al., 2016); (2) una
reduccion de la expresion de los receptores ai-adrenérgicos; o (3) una reduccion en
el mecanismo de sefializacion intracelular de los receptores ai-adrenérigcos.

Al respecto, nuestro grupo de investigacibn encontré evidencia de que la
administracion aguda de NaHS inhibe el tono simpatico vasopesor en un modelo de
rata descerebrada y desmedulada, cuando las respuestas vasopresoras son
inducidas con estimulacién eléctrica (Centurion et al., 2016). Sin embargo, es
importante mencionar que el sulfuro de hidrogeno genera mecanismos de
sefializacion intracelular a través de: (1) la sulfhidracion de proteinas; (2) la
generacion de polisulfuros; o (3) la sulfactacién de los complejos mitocondriales
(Centurion et al., 2016).

Por otra parte, nuestros resultados también indican que la respuestas taquicardicas
inducidas por la noradrenalina exdgena fueron exacerbadas por la dieta rica en
grasas (Figura 15) probablemente por un incremento en el tono simpatico cardiaco

inducido por la leptina (Kuo et al., 2003; Re, R. N., 2009). De manera interesante,
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estos incrementos en el ritmo cardiaco inducido por la obesidad fueron reducidos
por la administracién cronica de NaHS (Figura 16B) o L-Cys (Figura 16C) sugiriendo
que probablemente el tratamiento cronico de estos compuestos genera H2S y que
reduzca las respuestas taquicardicas. La L-Cys es el sustrato de las enzimas
productoras de sulfuro CBS, CSE y 3-MST (Courtney-Martin y Pencharz, 2016). En
un estudio realizado en hepatocitos aislados se sugiri6 que una alta
biodisponibilidad de cisteina favorece el catabolismo de la L-Cys hacia sulfato
(Stipanuk et al., 1992). Por lo tanto, la dosis de L-Cys (300 mg/kg) podria favorecer
el catabolismo hacia H2S, explicando asi por qué obtuvimos resultados similares
entre los tratamientos cronicos con NaHS (Figuras 12 y 16B) y L-Cys (Figuras 13y
16C) sobre la estimulacién del sistema nervioso simpatico.

Se debe admitir que el DL-PPG produjo el mismo efecto, es decir una reduccion de
las respuestas taquicardicas a la noradrenalina. Ciertamente no tenemos una
explicacion clara de este efecto ya que se esperaba una exacerbacion de las
respuestas vasopresoras a estimulacion simpatica o sobre las respuestas
taquicardicas a noradrenalina. Al respecto, el efecto vasodilatador del H2S se ha
sido estudiado en anillos adrticos aislado de rata con tejido adiposo perivascular.
Asi, los anillos pretratados con H2S mostraron una menor contraccion cuando se
administraron concentraciones crecientes de fenilefrina. Por otra parte, PPG (100
mmol/l) revirtioé la reduccion de la tension vascular de los anillos estimulados con
fenilefrina. A pesar de que no se vieron diferencias entre el tratamiento con DL-PPG
(Figura 16D) y vehiculo, la dosis elegida pudo no ser suficiente para producir el
efecto esperado (Fang et al., 2009). Asi, no se puede descartar categoricamente
gue la dosis de PPG no haya sido suficiente para inhibir por completo a la enzima
CSE. Otros estudios han reportado la dosis de 30 mg/kg de DL-PPG para inhibir a
la enzima CSE (Geng et al., 2013; Oosterhuis et al., 2015; Wu, L. et al., 2009). Sin
embargo, en estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio encontramos
gue esta dosis fue letal después de 5 dias de tratamiento. Al respecto, algunos

autores reportan que 10-15 mg/kg es suficiente para inhibir a dicha enzima en
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condiciones in vivo (Marcin Magierowski y Tomasz Brzozowski, Comunicacion

personal).
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6. Conclusién
El H2S revierte los cambios zoométricos y hemodinamicos inducidos por la dieta rica

en grasas, sugiriendo un papel importante de este gasotransmisor sobre la

regulacion del metabolismo y del sistema cardiovascular durante la obesidad.
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Perspectivas

Determinar mediante Western Blot la expresion de las enzimas productoras
de H2S:

o A tiempo basal,

o Alas 12 semanas de dieta normal y dieta rica en grasas,

o Al término de los tratamientos crénicos con NaHS, L-Cys y DL-PPG.

Elucidar el mecanismo mediante el cual el tratamiento con H2S disminuye el

tejido adiposo.

Identificar como el tratamiento crénico con NaHS puede disminuir la presion
arterial, ya que puede ser debido a diferentes situaciones:
o Disminucion del tejido adiposo. Por lo tanto hay una menor liberacion
de leptina, la cual activa al SNS.
o Regulacién a la baja de la expresion de leptina. Por lo tanto se revierte
la resistencia a la leptina, induce una pérdida de peso y ese puede ser
el motivo en la disminucién de la hipertension arterial.

o Sulfhidracion de proteinas a nivel SNS preunional.
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Cardiovascular pharmacology

Pharmacological evidence that metformin blocks the vasopressor responses M) |
mediated by stimulation of a;- and a,-adrenoceptors in pithed rats LﬂJ

Sadl Huerta de la Cruz, Grecia J. Medina-Terol, Jesiis H. Beltrdn-Ornelas, Carolina B. Gomez,
Yaltzir Morato-Valderrama, Araceli Sdnchez-Léopez, David Centurién '

Depar de Farmacobiologfa. Cimy

Unidod Coapa, Ceda. de los Tenorios 235, Col. Granjas-Coapa, Del. Thalpan, C.P. 14330 México D.F.. Mexio

ARTICLEINFO

ABSTRACT

Chemicol componrads sudied v s arnicle

Gallamine triethiodide (PubChens LD: 6172)

Methoxamine hydrochloride (PubChem 1D:

&081)

( = ynoeadrenaline bitartrate (PubChem 1D

207812)

5 Bromo-N2-imidazolin 2.41) - &

quinoxalinamine, 5-Bromo-N-(4,5-diydro-1H-
dazol 2.41) ~ & Mnamine (UX

14,304, lmnuidhe) (PubChem ID: 2435)

1.1-dimethy! biguansde hydrochlorid

(metformin) (PubChem m 14219)

Keywords:

ay zadrenccepeors

Blood pressure

Cardiovascular

Hypotension

Metformin

1t has been reported that metformin reduces blood pressure although the mechanisms have not been described.
Indeed, several mechanisms could be impla ndu&mthmmmmadmpmumhlbuhnol
sympathetic outflow. Therefore, this study was designed to & the capability of in to block the
vasopressor respoases induced by a, r-adrenoceptor agonists or selective electrical stimulation of sympathetic
omﬂow Fnr!!bmmmmkubmmalheuxed ﬁth:dunlmnlam!landmhtmnglmk
lation of the P ic outflow or drugs ad ion. The effect of L.v. bolus injection of
mﬂfomﬂn(lmandsmmmnoﬂsvdude(bdtmledm)ws died on the P
induced by: (1) selective sympathetic stimulation (0.03-3 Hz); (2) exogenous noradrenaline (0.03-3 ug/tx) ('!)

methoxamine (1-100 pg/kg); and (4) UK 14,304 (0.1-30 pg/kg). The tachycardic resp o d

mnbomvsnpmdm of metformin. The vasopr induced by selective clectrical sti-
lation of sympath itf] mdnﬂlnnbedh,’mﬂfmmh(l”md!lﬁmm)mdmmdmchnpd
in presence of vehicle. M r, the pressor Induced by exop noradrenaline, methoxamine

lndll(Hmmhe-dcpen&mﬂymhhtdbyu bdmin;emauofmuhnm(lmlulMOwkgjlnd
were not affected by vehicle. Metformin practically did not block the tachy P

except at the dose of 3 pg/kg. Taken together, these lts that formin s capable to block
vascular a, ,—nhmpushnm(uxdhtb—adnammmﬁunhnmh-bmmuumhn at least in
part, on the hypotensi induced by metf
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