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RESUMEN
La resistencia a la insulina (RI) es definida como una condicién metabdlica en la que

las funciones fisiologicas de la insulina se encuentran dafiadas y representa un paso
previo a la aparicion de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). La DMT2 se caracteriza por
un estado de hiperglucemia (HG), cuando no es controlada pueden aparecer
complicaciones vasculares como la disfuncion vascular en la cual se encuentra
involucrado el sistema renina-angiotensina. En el sistema cardiovascular se ha
estudiado un gasotransmisor conocido como sulfuro de hidrégeno (H2S), el cual se
caracteriza por sus efectos relajantes. El objetivo de este estudio fue evaluar los
efectos de la administracion durante 4 semanas de sulfhidrato de sodio (NaHS;
donador inorganico de H2S) y DL-propargilglicina [DL-PPG; inhibidor de la
cistationina—y-liasa (CSE)] sobre las respuestas vasculares reguladas por el
sistema renina-angiotensina (SRA) en la aorta toracica de ratas con RI y ratas con
HG. En este trabajo se utilizaron 60 ratas macho de la cepa Wistar (7 semanas de
edad) y 60 ratas macho de la cepa Wistar en etapa neonatal. Las ratas de 7
semanas de edad se dividieron en dos grupos: 1) control (agua filtrada del grifo,
n=12) y 2) fructosa 15% p/v (n=48, grupo RI). Las ratas neonatas se dividieron en
dos grupos que recibieron: 1) buffer de citratos (n=12) y 2) estreptozotocina (STZ,
70 mg/kg, i.p.; n=48, grupo HG). Después de 16 semanas (ratas con RIl) y 12
semanas (ratas con HG), el grupo principal se dividié en 4 subgrupos (n=12 cada
uno), los cuales no recibieron ningun tratamiento (grupo 1) o una inyeccion diaria
(i.p.), durante 4 semanas, de: vehiculo (PBS, 1 mL/kg, grupo 2), NaHS (5.6 mg/kg,
grupo 3) o DL-PPG (10 mg/kg, grupo 4). Al finalizar el tiempo de los tratamientos
farmacolégicos, los niveles de glucosa en sangre, los niveles de angiotensina-(1-7)
[Ang-(1-7)] y angiotensina Il (Ang Il) en suero, asi como las respuestas vasculares
a Ang-(1-7), Ang Il y la expresion en la aorta toracica de ECA, ECA2, receptores
AT, AT2 y Mas fueron evaluados. Los resultados mostraron que el consumo de
fructosa generd: 1) hiperinsulinemia, 2) aumento del indice HOMA, y 3) decremento
del indice Matsuda en ratas del grupo de RI. Por otro lado, la administracion de STZ
provoco hiperglucemia. Al evaluar las respuestas vasculares relacionadas con el

SRA, encontramos que el modelo de Rl y el modelo de HG produjeron: 1)
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disminucién en las respuestas relajantes inducidas por Ang-(1-7), 2) aumento en la
expresion del receptor AT: y 3) disminucion en la expresiéon de ECA2 y de los
receptores Mas y AT».. Estos modelos presentaron cambios en las respuestas
contractiles inducidas por Ang II: el modelo de RI incrementd esas respuestas
mientras que el modelo de HG las disminuyd. De manera interesante, el tratamiento
con NaHS reestablecioé estas respuestas a niveles similares al control en ambos
modelos metabdlicos. Incluso en el modelo de RI, el NaHS disminuyo las respuestas
contractiles inducidas por Ang Il y en el modelo de HG, el NaHS incrementé las
respuestas relajantes inducidas por Ang-(1-7) al compararse ambos contra su grupo
control. Finalmente, el tratamiento con DL-PPG sélo presenté efectos en el modelo
de RI, en donde se observo una ligera disminucién en las respuestas contractiles
inducidas por Ang Il y una expresiéon disminuida del receptor AT:. Por lo tanto, estos
resultados indican que el NaHS puede mejorar la funcién vascular durante la Rl y la
HG a través de la regulaciéon del SRA.




ABSTRACT
Insulin resistance (IR) is a metabolic condition in which the physiological functions

of insulin are damaged and represents a step prior to the appearance of Type 2
Diabetes Mellitus (T2DM). T2DM is characterized by a state of hyperglycemia (HG).
When it is not controlled, vascular complications may appear, such as vascular
dysfunction in which the renin-angiotensin system is involved. A gasotransmitter
known as hydrogen sulfide (H2S) has been studied in the cardiovascular system,
which is characterized by its relaxing effects. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effects of chronic administration of sodium hydrosulfide (NaHS;
inorganic H>S donor) and DL- propargylglycine [DL-PPG; cystathionine-y-lyase
(CSE)] inhibitor on renin-angiotensin system (RAS)-regulated vascular responses in
the thoracic aorta of IR and HG rats. In this work, 60 male Wistar rats (7 weeks old)
and 60 neonatal male Wistar rats were used. The 7-week-old rats were divided into
two groups: 1) control (filtered tap water, n=12) and 2) 15% w/v fructose (n=48, IR
group). Neonatal rats were divided into two groups that received: 1) citrate buffer
(n=12) and 2) streptozotocin (STZ, 70 mg/kg, i.p.; n=48, HG group). After 16 weeks
and 12 weeks, the IR group, and the HG group, respectively, were divided into 4
subgroups (n=12 each), which received i.p. injections for 4 weeks of: 1) no treatment,
2) vehicle (PBS, 1 mL /kg), 3) NaHS (5.6 mg/kg), and 4) DL-PPG (10 mg/kg). At the
end of the pharmacological treatment, blood glucose levels, serum angiotensin-(1-
7) [Ang-(1-7)] and angiotensin Il (Ang II) levels, as well as vascular responses to
Ang-(1-7), Ang Il and the expression in the thoracic aorta of ACE, ACE2, ATi, AT>
and Mas receptors were evaluated. The results showed that fructose consumption
generated: 1) hyperinsulinemia, 2) increase in the HOMA index, and 3) decrease of
the Matsuda index. On the other hand, the administration of STZ caused
hyperglycemia. When evaluating the vascular responses related to the RAS, we
found that the IR model and the HG model produced: 1) decrease in the relaxant
responses induced by Ang-(1-7), 2) increased expression of the AT; receptor, 3)
decrease Ang-(1-7) levels and expression of ACE2 and Mas and AT> receptors.
These models presented changes in the contractile responses induced by Ang Ii;

the IR model increased those responses while the HG model decreased them.
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Interestingly, NaHS treatment restored these responses to levels like control in both
metabolic models. In the IR model, NaHS decreased contractile responses induced
by Ang II, while in the HG model, NaHS increased the relaxing responses induced
by Ang-(1-7). Finally, treatment with DL-PPG only showed effects in the IR model,
where a slight decrease in the contractile responses induced by Ang Il and
decreased expression of the AT: receptor was observed. Taking these results
together, we conclude that NaHS can improve vascular function during IR and HG

through regulation of the RAS.
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1. INTRODUCCION

1.1. Insulina
La insulina es una hormona polipeptidica secretada por las células 3 de los islotes

de Langerhans del pancreas. Estda compuesta por 51 aminoacidos, los cuales se
encuentran distribuidos en dos cadenas: 1) cadena A que tiene 21 aminoacidos y
2) cadena B compuesta por 30 aminoacidos. La cadena A y B se encuentran unidas
por tres puentes disulfuro (Tofteng et al., 2008). La insulina tiene funciones
importantes en el metabolismo humano, principalmente manteniendo normales los
niveles de glucosa en sangre (De Meyts, 2000). Para mantener la homeostasis de
la glucosa, la insulina puede: 1) inhibir la produccion hepatica de glucosa, lo cual
puede ser de manera directa cuando la insulina actia sobre su receptor hepatico
originando la disminucién de la glucogendlisis (Edgerton et al., 2006) o de manera
indirecta a través de la reduccion de los acidos grasos libres circulantes (Perry et
al., 2015), inhibicion de la lipolisis o por supresion de la secrecion de glucagon
(Lewis et al., 1997); 2) promover la captacion de glucosa por el tejido muscular
esquelético y el tejido adiposo, generalmente por un aumento en la translocaciéon
del transportador de glucosa 4 (GLUT4) a la membrana plasmatica, lo que mejora
el transporte de glucosa a los miocitos y la fosforilacion de glucosa intracelular
(Wasserman & Ayala, 2005); 3) favorecer la sintesis de triglicéridos en los
adipocitos, lo cual se produce porque la insulina puede regular de manera negativa
la via lipolitica (Czech et al., 2013).

1.1.1. Receptor de insulinay mecanismo de sefializacion

La activacion del receptor de insulina desencadena una sefalizacion de multiples
vias que estan relacionadas con el metabolismo y crecimiento celular. Los
receptores de insulina son receptores con actividad de cinasa de tirosina, es decir,
se activan mediante procesos de dimerizacion seguidos de fosforilacion en dominios
de cinasa de tirosina (Zhao et al., 2023). Una vez que la insulina se une al receptor
de insulina (IR), se favorece la fosforilacion de uno de los sustratos del receptor de

insulina (IRS1, IRS2 e IRS4), esto produce la activacion del fosfatidilinositol-3-
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cinasa (PI3K) y la produccion del fosfatidilinositol 3,4-5 trifosfato (PIP3). PI3K es una
de las enzimas clave en la funcién de la insulina debido a que su activacién
contribuye a que la cinasa tipo 1 dependiente de PIP3 (PDK1) pueda activar a la
proteina cinasa B, la cual es conocida como Akt (Boucher et al., 2014). Akt influye
en: 1) la inhibicion de la lipélisis y la gluconeogénesis (Du et al., 2018); 2) la
activacion de la sintesis de proteinas a través de mTOR, el cual, a su vez regula
respuestas del factor de crecimiento, privacion de nutrientes y estrés celular (Duvel
et al., 2010); 3) la sintesis de glucdgeno a través de la inhibicion de la enzima
glucogeno cinasa-3 beta (GSK-3) (Kim et al., 2004); y 4) la inhibicion de factores
relacionados con procesos de la apoptosis como BaCl, FoxO, GSK-3 y MST1
(Tzivion et al., 2011). De acuerdo con los estudios realizados para conocer la
estructura de Akt, se ha reportado que existen tres isoformas, las cuales tienen un
domino que puede ser reconocido por PI3P y asi Akt pueda ejercer sus efectos. De
las tres isoformas reportadas, la isoforma tipo 2 (Akt2) es la mas abundante en los
organos insulinodependientes regulando los procesos metabdlicos y, es por esta
razon que es la isoforma mas estudiada en modelos metabdlicos (Cho et al., 2001;
Schultze et al., 2011).

La activacion de la via PI3K/Akt también participa en el sistema cardiovascular,
debido a que se produce una unidn entre Akt y la enzima sintasa de oxido nitrico
endotelial (eNOS), ayudando a generar 6xido nitrico (NO) (Mustapha et al., 2022).
La via de sefalizacion de la insulina también esta relacionada con procesos de
crecimiento, supervivencia y diferenciacion celular dependientes de esta hormona.
Esto sucede cuando el IRS activa el complejo GRB2/SOS que desencadena la
activacion de la casacada Ras/Raf/MAPK (Boucher et al., 2014).

Debido a que la insulina ejerce sus efectos principalmente sobre 3 érganos (higado,
tejido adiposo y musculo esquelético), se ha descrito que la activacion de esta via
permite la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica, lo cual contribuye a
la captacion de glucosa en el musculo y adipocitos principalmente (Rowland et al.,
2011). Por otro lado, en el higado también se ha reportado que al activarse el
receptor de insulina se induce la activacion de la proteina de unién al elemento

regulado por esteroles (SREBP), la cual incrementa la oxidacion de glucosa y la
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sintesis de acidos grasos en el higado. En apoyo a esto ultimo, la activacién de USF
y LXR también contribuye a la sintesis de acidos grasos (Fritsche et al., 2008; Shao
& Espenshade, 2012).
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Fig. 1. Mecanismo de sefializacion del receptor de insulina. Al unirse la insulina a su
receptor se activan multiples vias de sefalizacion, pero las principales son la via PISK/AKT
y la via de la proteina cinasa activada por mitégenos. Sustrato del receptor de insulina,
(IRS); proteina tipo 2 unida al factor de crecimiento, (Grb2); fosfatidilinositol 3-cinasa,
(PI3K); proteina cinasa B, (AKT); proteina cinasa activada por mitégenos (MEK); cinasas
activadas por sefiales extracelulares (ERK). Figura creada con Biorender.com.

1.1.2. Resistencia alainsulina
La resistencia a la accion de la insulina se presenta cuando los tejidos sensibles a

la insulina (tejido adiposo, higado y masculo esquelético) no responden a los niveles
circulantes normales de insulina. Para compensar esta respuesta inadecuada, las
células B pancredticas aumentan la produccién de insulina que conduce a
hiperinsulinemia. Sin embargo, los niveles de glucosa en sangre se mantienen

normales (Mercurio et al., 2012). La hiperinsulinemia es una caracteristica de los
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pacientes con resistencia a la insulina y se presenta particularmente después de
una comida rica en carbohidratos. La resistencia a la insulina también se relaciona
con defectos en las vias de sefalizacion. Al respecto se ha reportado que el IRS es
un nodo importante para que se pueda generar una via de sefializacioén correcta y
de ser dafiado se podria presentar resistencia a la insulina (James et al., 2021). La
resistencia a la insulina es un estado metabdlico catalogado como el principal
contribuyente a la aparicion y progresion de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)
(DeFronzo & Tripathy, 2009), debido a que conforme progresa, la insulina comienza
a perder sus efectos y ya no puede regular el metabolismo de la glucosa, lo que
genera que la glucosa no pueda ser utilizada por los tejidos sensibles a la insulina
y procesos como la gluconeogénesis hepatica aumentan, induciendo un incremento
en los niveles de glucosa (Bazotte et al., 2014).

La mayoria de las ocasiones las personas desconocen que tienen resistencia a la
insulina o DMT2. En este sentido, las pruebas para conocer los niveles de glucosa
e insulina son importantes. La Rl se puede determinar a través de la sensibilidad
periférica a la insulina in vivo, para lo cual se puede emplear el clamp
hiperinsulinémico-euglucémico, este método es de los mas empleados debido a su
alta sensibilidad para evaluar la captacién de glucosa. Sin embargo, una de sus
principales desventajas es que es dificil de realizar. En la clinica se utilizan métodos
menos invasivos como por ejemplo la prueba de insulina en ayunas, la prueba de
liberacion de insulina y la prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) (Sharma et
al., 2020). También se suelen aplicar indices para conocer la existencia de Rl, tal
es el caso del indice HOMA (Evaluacion del Modelo Homeostético) y el indice
Matsuda-DeFronzo. El indice HOMA es utilizado para la evaluacién de la funcién de
las células B y la sensibilidad a la insulina, para realizar esto el indice HOMA
considera los niveles de glucosa e insulina en ayuno (Tang et al., 2015). Este indice
necesita de una calibracion previa que considera la funcién de las células 8 en un

100% y una resistencia a la insulina normal de 1 considerando la siguiente formula:

Insulina en ayunas (%) * Glucosa en ayunas (mTol)
HOMA = o
( )|
L %)



Otro parametro que es utilizado para la determinacion de la resistencia a la insulina
es el indice Matsuda-DeFronzo. Este indice fue descrito por Matsuda y DeFronzo
en 1999 (Matsuda & DeFronzo, 1999). Para obtener el indice Matsuda-DeFronzo se
realiza una curva de tolerancia a la glucosa oral y con base en los valores obtenidos

de glucosa e insulina se utiliza la siguiente formula:

10 000
V[(IPA % GPA) * (xGPC * xIPC)]

Matsuda — DeFronzo = ISI — compuesto =

De acuerdo con la formula:

IPA= insulina plasmética en ayuno (uU/mL)

GPA= glucosa plasmatica en ayuno (mg/dL)

XGPC= promedio de la concentracion plasmatica

xIPC= promedio de la concentracion de insulina plasmatica

Los puntos de corte para determinar la existencia de resistencia a la insulina se
presentan cuando el indice HOMA es mayor a 2.5 (Martinez Basila et al., 2011) y
cuando el indice Matsuda es menor a 2.5 (Takahara et al., 2013).

1.2. Diabetes mellitus tipo 2
La diabetes mellitus tipo 2 se define como un trastorno metabdlico complejo que se

caracteriza por un estado de hiperglucemia (HG) crénica que es mediada por una
disminucién en la produccién o en la funcion de la insulina (ElSayed et al., 2023).
En el afio 2019 la DMT2 afectd a 463 millones de pacientes en todo el mundo y se
estima que para el afio 2030 esté cifra incremente a 578 millones (Saeedi et al.,
2019). La Federacion Internacional de Diabetes (FID) reportdé que de los pacientes
gue presentan diabetes, un 87-91% de los pacientes estan clasificados con DMT2,
mientras que de 4-12% pertenecen a pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1)
y del 1-3% entran en la clasificacion de diferentes tipos de diabetes (International
Diabetes Federation, 2019).
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A la DMT2 también se le conoce como diabetes no insulino-dependiente o diabetes
de inicio en la edad adulta. Como se mencionaba en apartados anteriores, aparece
posterior a la resistencia a la insulina (Tan et al., 2019).

Existen distintas pruebas y parametros para poder diagnosticar diabetes, por
ejemplo:

e Glucosa Plasmatica en Ayunas (GPA). Cuando una persona se encuentra en
ayuno, el glucagén es el encargado de liberar glucosa del higado hacia el
torrente sanguineo, mientras que la insulina estara regulando estos niveles
de glucosa, sin embargo, cuando la persona es diabética, la insulina no podréa
regular los niveles de glucosa y aparecera la hiperglucemia (Debra, 2021).
En esta prueba se considera que el paciente no es diabético si los niveles de
glucosa sanguinea en ayunas son menores de 100 mg/dL (5.6 mmol/L), sin
embargo, si los niveles son iguales a 126 mg/dL o mayores, se considera que
el paciente es diabético (ElSayed et al., 2023).

e PTGO: Evalla la capacidad del cuerpo para metabolizar la glucosa, por lo
que, para realizar esta prueba, se toman valores previo y posterior a un
consumo de glucosa, en adultos generalmente son 75 g de glucosa y en
nifos se calcula la cantidad de glucosa a administrarse con base en su peso
(Close, 2021). De acuerdo con los valores de glucosa obtenidos a las 2 horas,
un nivel de glucosa sanguinea inferior a 140 mg/dL (7.8 mmol/L) se considera
normal, mientras que un nivel de glucosa de 200 mg/dL (11.1 mmol/L) o
mayor indica diabetes (ElSayed et al., 2023).

e Examen aleatorio de glucosa: Esta prueba se realiza a cualquier hora del dia,
cuando los niveles de glucosa sanguinea sean de 200 mg/dL (11.1 mmol/L)
indican la existencia de Diabetes (ElSayed et al., 2023).

¢ Hemoglobina glucosilada (HbAlc): Esta prueba da a conocer los niveles de
glucosa en sangre durante los ultimos 2 a 3 meses. Esto quiere decir, que la
prueba de HbAlc mide el porcentaje de glucosa que se encuentra unida a la
hemoglobina (Close, 2021). Cuando los niveles son menores de 5.7% se
consideran normales y niveles de 6.5% o mayores indican que el paciente

presenta diabetes (ElSayed et al., 2023).
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Con respecto a los tratamientos para DMT2, estos son diferentes para cada
paciente ya que depende de sus niveles de glucosa y de las complicaciones que
presente. Los medicamentos mas conocidos para tratar DMT2 son: metformina,
sulfonilureas, tiazolidinedionas, inhibidores de la dipeptidil peptidasa 1V, agonistas
del receptor del péptido similar a glucagon tipo 1, inhibidores del cotransportador de
sodio y glucosa tipo 2 (SGLT2) (ElSayed et al., 2023).

1.3. Complicaciones vasculares en los modelos de Rl y DMT2

Como se mencionod en el apartado 1.1.1, la activacion del receptor de insulina puede
desencadenar diferentes vias de sefializacion. Una de estas vias involucra la
activacion de AKT, que esta relacionada con la liberacion de NO, un gasotransmisor
esencial para inducir respuestas relajantes en el sistema cardiovascular (Zeng et
al., 2000). Por lo tanto, la insulina desempefia un papel importante sobre la funcién
vascular. Sin embargo, cuando se presenta RI se produce un dafio en la via de
sefalizacion de la insulina lo cual puede llegar a afectar la produccion de NO y
consecuentemente modificar sus efectos provocando disfuncién vascular (Du et al.,
2013). En apoyo a esto, en el trabajo realizado por Mahmoud et al. (2012) se reportd
gue las respuestas contractiles inducidas por fenilefrina y cloruro de potasio, asi
como las respuestas relajantes inducidas por acetilcolina, incrementaron y
disminuyeron, respectivamente. Estos efectos fueron observados en ratas Wistar
macho con Rl inducida por el consumo de fructosa 10% por 8 semanas (Mahmoud
etal., 2012). Similar a estos resultados, en un modelo de Rl inducido por el consumo
de fructosa 10% en el agua de beber durante 8 semanas, en ratas macho Sprague-
Dawley, se observé un incremento en la presion arterial, colesterol y triglicéridos,
ademas de un decremento en las respuestas relajantes a acetilcolina en la aorta
toracica (S et al., 2021). Efectos similares se han presentado en modelos de DMT2
debido a que la hiperglucemia es un factor de riesgo importante para la funcién
vascular. De hecho, la disfuncidn vascular es un parametro descrito con frecuencia
en modelos de DMT2 (Melo et al., 2021). En este sentido, en un modelo de DMT2
inducido por un consumo rico en grasay la administracién de estreptozotocina (STZ)
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se reportd disfuncion vascular y dafios en mediadores inflamatorios, principalmente
en el receptor de la proteina 3 (NRLP3) y el factor nuclear NF-kB (He et al., 2021).
Otras complicaciones vasculares que se pueden presentar en un paciente diabético
son: 1) enfermedad de la arteria coronaria, que, representa una de las principales
causas de muerte en todo el mundo. La enfermedad de la arteria coronaria es una
afeccion en la que el suministro de sangre y oxigeno al miocardio es inadecuado,
debido a la oclusion de las arterias coronarias (Dalen et al., 2014); 2) enfermedad
arterial periférica, la cual es generalmente causada por ateroesclerosis (Aysert Yildiz
et al., 2018); y, 3) enfermedad cerebrovascular, que, se caracteriza por afectar los
vasos sanguineos del cerebro, incluyendo isquemia-reperfusion o hemorragia
(Writing Group et al., 2016).

1.4. Factores relajantes y contractiles
El endotelio funciona como barrera entre la sangre y los tejidos, pero ademas, tiene

funciones metabdlicas y enddcrinas (Godo & Shimokawa, 2017). Entre las funciones
principales del endotelio se encuentra el sintetizar y liberar factores que contribuyen
al mantenimiento del tono vascular que se define como la contraccion de los vasos
sanguineos de forma parcial inducido por el musculo liso. El tono vascular esta
mediado por diferentes mecanismos como neuronales, hormonales y metabdlicos
gue pueden regularse a nivel del sistema nervioso central y local. A su vez, estos
mecanismos se modulan por los factores liberados por el endotelio; los cuales
pueden ser factores relajantes o contractiles (Vanhoutte et al., 2017).

El principal factor relajante derivado del endotelio es el NO, el cual se produce a
partir del aminoacido L-arginina y la participacion de la eNOS. El NO liberado del
endotelio puede atravesar musculo liso y desencadenar vias de sefalizacion que
contribuyen a la obtencion de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) y finalmente
vasorrelajacion (Vanhoutte et al., 2017). También un factor relajante importante es
la prostaciclina (PGl2), que es producida a partir del acido araquidénico por la via
de la ciclooxigenasa (Baber et al., 2005). Otros factores relajantes son: péptidos
del sistema renina-angiotensina (SRA) como angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)],

peroxido de hidrégeno (H202), monodxido de carbono (CO), sulfuro de hidrégeno
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(H2S), productos del citrocromo P450 (CYP450) como los acidos
epoxieicosatrienoincos (EETs) y péptidos vasodilatadores como el péptido
natriurético tipo C (PNC) (Triggle et al., 2012) (Tabla 1).

Asimismo, las células endoteliales son capaces de liberar factores contractiles como
por ejemplo las endotelinas que son los agentes vasoconstrictores mas conocidos,
siendo la isoforma tipo 1 (ET-1) la mas abundante en el endotelio y por lo tanto a la
gue principalmente se le atribuyen los efectos contractiles del endotelio. Un péptido
clave en la regulacion del tono vascular, es la angiotensina Il (Ang Il), que produce
sus efectos contractiles a través de la unién al receptor tipo | de angiotensina Il
(AT1). Los tromboxanos A2 (TXA2) son otros factores que contribuyen a las
respuestas contractiles.

La integridad del endotelio también es importante para la funcidén de estos factores
ya que se ha reportado que la acetilcolina (ACh) y la trombina pueden ejercer
efectos relajantes o contractiles dependiendo de la condicion del endotelio, es decir,
cuando el endotelio esta dafiado el efecto relajante, la mayoria de las veces, se
pierde (De la Serna, 2010).

Ademas de estos factores, las células endoteliales pueden liberar: sulfatos
heparinoides, factor de crecimiento transformador-beta (TGF-B), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico
(FGFDb), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor activador de
plasminogeno tisular (t-PAF), inhibidor del factor activador de plasmindgeno tisular
tipo 1 (PAI-1), especies reactivas de oxigeno (ROS), interleucinas, quimiocinas,

moléculas de adhesion de monocitos, entre otras (De la Serna, 2010).

Tabla 1. Factores relajantes y contractiles liberados por el endotelio.

Factores relajantes Factores contractiles
NO, CO, H.S Ang Il
PGl TXA2
PNC ET-1
Adrenomedulina
Ang-(1-7)
EETs
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1.5. Disfuncion vascular
En el apartado 1.3 se menciond que una de las complicaciones mas importantes

durante la Rl y la DMT2 es la disfuncion vascular, la cual es definida como el
desequilibrio en la produccion de factores contractiles y factores relajantes. Ademas
de presentarse durante la Rl y DMT2, la disfuncion vascular también puede
presentarse en: 1) complicaciones microvasculares como retinopatia diabética,
neuropatia y nefropatia diabéticas; y, 2) complicaciones macrovasculares como
enfermedad coronaria, evento cerebrovascular, enfermedad arterial periférica (van
den Born et al., 2016; Vanhoultte et al., 2017).

1.6. Anglly Ang-(1-7)
El SRA tiene péptidos que ejercen efectos relajantes y contractiles que contribuyen

en la regulacion del tono vascular, evitando que aparezca la disfuncion vascular. La
Ang Il puede: 1) inhibir mecanismos vasodilatadores; 2) producir vasoconstriccion
per se (Patel et al., 2023); y 3) activar al sistema vasoconstrictor de la endotelina
(Lin et al., 2014). Se ha propuesto que una mayor actividad del SRA produce un
aumento del estrés oxidante y formacion de especies reactivas de oxigeno, que a
su vez afectan la utilizacion de la glucosa y la presion arterial en un contexto de
hipertension arterial y diabetes (Ahmad et al., 2014). De manera similar, también se
ha reportado que el SRA puede incrementar la actividad del sistema nervioso
simpatico (Tran, Yuen, et al., 2009). El SRA no solo produce Ang II, también incluye
la formacion de otros péptidos como la Ang-(1-7) que tiene efectos contrarios a Ang
Il'y podria, por lo tanto, mantener un equilibrio en las respuestas (Dominici et al.,
2020).

La actividad del SRA estd determinada por la renina, una enzima producida y
secretada por el rifion. Esta enzima escinde al angiotensindgeno en angiotensina |
(Ang 1) y, posteriormente, mediante la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
se genera Ang ll, el principal péptido efector del sistema. La Ang | puede ser
metabolizada por la ECA tipo 2 (ECA2) produciendo a la angiotensina-(1-9) [Ang-
(1-9)]. Ademas, sobre la Ang Il puede actuar la neprilisina o endopeptidasa neutra
(NEP) y favorecer la formacién de Ang-(1-7). Adicionalmente, la ECA2 convierte a

la Ang Il en Ang-(1-7); al que se le han atribuido una variedad de acciones
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fisiologicas contrarias a las producidas por la Ang Il. La Ang Il es sustrato de otras
enzimas como: la glutamil aminopeptidasa (Aminopeptidasa A o APA) y la dipeptidil
peptidasa 3 (DPP3) que generan angiotensina lll (Ang Ill) y angiotensina IV (Ang
IV), respectivamente. La Ang | también puede ser sustrato de la carboxipeptidasa
A3 (CPA3) y de la catepsina A (CTSA) dando como producto a la Ang-(1-9) o de
enzimas como la prolil endopeptidasa (PREP), thimet oligopeptidasa 1 (THOP1),
metalo-endopeptidasa de  membrana (MME), neurolisina (NLM) vy
prolilcarboxipeptidasa (PrCP) produciendo a la Ang-(1-7) (Fig. 2) (Mirabito Colafella
et al., 2019; Paz Ocaranza et al., 2020).

La Ang Il ejerce sus efectos a través de la activacion del receptor AT1 y receptor de
angiotensina tipo 2 (AT>), los cuales ejercen sus funciones a través de la activacion
de las proteinas Gqg y Gi, respectivamente. La unién de Ang Il al receptor AT
promueve la vasoconstriccion, fibrosis, crecimiento y migracién celular, incremento
del estrés oxidante e inflamacion. Por otro lado, cuando la Ang Il se une al receptor
AT ejerce los efectos contrarios, principalmente vasorrelajacion (Hunyady & Catt,
2006; Steckelings et al., 2022). Los efectos de Ang-(1-7) son ejercidos a través de
su unién al receptor Mas que esta acoplado a una proteina G y posee acciones
contrarias a Ang Il. Se ha reportado que Ang-(1-7) favorece la liberacién de NO para

lo cual se requiere la fosforilacién/desfosforilacion de eNOS (Sampaio et al., 2007).
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Fig. 2. Esquema representativo de la sintesis de los péptidos del Sistema Renina-
Angiotensina. Enzima convertidora de angiotensina, (ECA); ECA tipo 2, (ECA2); receptor
de angiotensina Il tipo 1 (ATi); receptor de angiotensina Il tipo 2 (AT,); receptor de
angiotensina IV, (AT); receptor Mas, (Mas); receptor D acoplado a proteina G relacionado
con Mas, (MrgD); aminopeptidasa A, (APA); aminopeptidasa N, (APN); endopeptidasa
neutra, (NEP); aspartato descarboxilasa, (AD). Figura creada con Biorender.com.

1.7. Participacion de Ang Il y Ang-(1-7) en modelos de Rl y DMT2
Como se menciono en el apartado anterior, el SRA esta implicado en la regulacion

de las respuestas contractiles y relajantes, principalmente los péptidos Ang Il y Ang-
(1-7), por lo que un defecto en la expresion de estos receptores puede contribuir al
dafio de la funcion vascular (Vanhoutte et al., 2017). En apoyo a esto, existe
evidencia de la influencia que tienen los péptidos Ang Il y Ang-(1-7) en modelos
metabdlicos. Se ha reportado que estos péptidos pueden interferir en la via de
sefalizacion de la insulina en los 6rganos insulinodependientes (Dominici et al.,
2014).

En el sentido de la funcién vascular, en ratas Sprague-Dawley se ha demostrado
que la RI producida por la administracion de fructosa durante 8 semanas (Shinozaki
et al., 2004), asi como la induccion de sindrome metabdlico, por el consumo de una
dieta rica en grasas durante 4 semanas (Ghatta & Ramarao, 2004), incrementaron
las respuestas contractiles inducidas por Ang Il cuando se comparo contra el grupo

control. En marcado contraste, se ha reportado que en ratas Wistar macho a las
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cuales se les indujo DMT1 por la administracién de STZ (65 mg/kg), las respuestas
contractiles inducidas por Ang Il no se modificaron al compararse contra el grupo
control (Kobayashi et al., 2006). Una posible explicacion de los efectos ejercidos por
Ang Il en modelos de Rl y DMT2 es la diferencia en la densidad de los receptores y
la expresion de ECA (Graus-Nunes & Souza-Mello, 2019; Lee et al., 2008).
También hay evidencia de los efectos de Ang-(1-7) en modelos de Rl y diabetes.
En este sentido, en anillos adrticos de ratas Sprague-Dawley machos con RI, la cual
fue producida por el consumo durante 12 semanas de una dieta rica en grasas, las
respuestas relajantes a la Ang-(1-7) fueron menores en comparacion con el grupo
control (Karpe & Tikoo, 2014), lo cual es similar a las respuestas observadas en
anillos de arteria carétida de ratas Wistar macho que recibieron STZ (55 mg/kg) para
la inducciéon de DMT1. De acuerdo con lo descrito en la bibliografia, los autores
relacionaron estos efectos con la disminucion en la expresion del sistema
Mas/ECA2 (Pernomian et al., 2014).

Otros receptores que no se descartan en estos modelos metabdlicos son los
receptores AT> de Ang Il. Al respecto, en un modelo de obesidad en ratas Zucker,
se reportd que al activarse el receptor ATz se produjo una atenuacién del receptor
AT1 y un aumento en la actividad del eje ECA2/Ang-(1-7) /Mas (Ali et al., 2013). De
manera interesante, en un modelo de ratones hembra diabéticos, la activacion del
receptor ATz previno los dafios ocasionados por la diabetes a través de mecanismos

que implican la participacién del NO (Dominici et al., 2020).
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Tabla 2. Estudios que muestran los efectos de modelos metabolicos como la Rl y
la diabetes sobre la expresion de ECA/ECA2 y receptores AT, AT2 y Mas.

Modelo Efecto Referencias
Disminucion en las

Ratas con resistencia a respuestas relajantes
la insulina inducida por inducidas por Ang-(1-7), (Karpe & Tikoo, 2014)

dieta rica en grasas expresion de ECA2 y

receptor Mas
Incremento en los niveles
de Ang I, expresion de

. _ . _ ECA y receptor ATs. .
mellitus tipo 1 inducida (Qiao et al., 2015)

_ Disminucion en niveles
por STZ (60 mg/kg, i.p.)

Ratas con diabetes

de Ang-(1-7), expresiéon
de ECA2 y receptor Mas

Ratas con resistencia a Incremento en las
la insulina inducida por el  respuestas contractiles

_ _ (Shinozaki et al., 2004)
consumo de fructosa al  inducidas por Ang Il y del

60% durante 8 semanas receptor AT:
Ratas con diabetes Disminucion en la
inducida por STZ (65 expresion de ECA2 (Shin et al., 2017)
mag/kg, i.p.)

2. Sulfuro de hidrégeno

2.1. Generalidades
El H2S es un gasotransmisor incoloro, inflamable y con un olor particular a huevo

podrido (Szabo, 2012). En la tabla 3 se muestran algunas de las propiedades
fisicoquimicas y termodinamicas del H.S (Filipovic et al., 2018). Se considera al H>S
como un gasotransmisor porque cumple los siguientes criterios (Wang, 2014):

% Es una molécula pequefia de gas.
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% Es permeable a las membranas celulares.

X/
L X4

En células puede ser generado enddgenamente durante situaciones
fisiologicas y patologicas.

+ Tiene funciones determinadas a concentraciones fisiologicas, por lo cual, se
pueden observar efectos en diferentes sistemas.

 Estd implicado en la transduccién de sefiales debido a que presenta sitios de
accion especificos.

% La administracion de donadores de H>S ha sido utilizada para estudiar su
funcién y se ha observado que estos donadores inducen respuestas que son
semejantes a los que produce el H>S endégenamente.

Debido a estas caracteristicas, es considerado como el tercer gasotransmisor, junto
al NO y al monoxido de carbono (CO) (Vandiver & Snyder, 2012).

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas y termodinamicas del HS.

Propiedades fisicoquimicas y termodinamicas basicas del H,S
Temperatura de ebullicion -60 °C
110 Mm/atm, 25 °C
210 Mm/atm, 0 °C
Densidad (25°C, 1 atm) 1.36 kg/m?
Dosis letal >500 ppm

Solubilidad en H.O

Los estudios sobre el H>S inician en el afio 1713, cuando se describieron sus efectos
toxicologicos por el médico Bernardino Ramazzini en su libro “Enfermedades de los
Trabajadores” (De Morbis Artificum Diatriba). El médico describio que la enfermedad
gue presentaban los trabajadores del alcantarillado se caracterizaba por inflamacién
de los ojos, infeccion y ceguera, estas caracteristicas se asociaron con el “gas” que
se encontraba en las alcantarillas (Felton, 1997). En el afio 1770 en Paris, se
empezaron a presentar casos de inflamacién de mucosas y asfixias que eran
similares a lo descrito por el médico Bernardino. Posteriormente en 1775 se realizd
un experimento en el que se combind sulfuro ferroso (pirita) con acido mineral,
generando el H>S (Nicholls & Kim, 1981). Sin embargo, no fue hasta el afio 1806
cuando se confirmd que este era el gas que se encontraba en el alcantarillado. A

partir de estos estudios se empez06 a considerar al H.S como un gas téxico y los
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estudios siempre estuvieron basados en la toxicologia (Beauchamp et al., 1984;
Szabo, 2018). Dentro de los estudios toxicologicos, se encontraron concentraciones
importantes de H>S en cerebro de seres humanos (Goodwin et al.,, 1989) y de
animales (Warenycia et al., 1989).

En 1996 se expuso al H.S como un gas presente en funciones fisiologicas del
organismo. Efectivamente, Abe y Kimura reportaron los efectos electrofisiol6gicos
del H>S sobre la neurotransmision glutamatérgica en hipocampo. Asimismo,
encontraron la expresién de la enzima cistationina-B-sintetasa (CBS) en tejido
cerebral (Abe & Kimura, 1996). Una vez que se encontrd la expresion de esta
enzima en tejido cerebral, se decidié continuar investigando otras enzimas que
pudieran producir H>S y se encontro que la enzima cistationina—y-liasa (CSE) era
la encargada de producir H2S en algunos 6rganos como higado, rifion, aorta e iledn
de cobayo y que ademas esa enzima podia producir efectos relajantes
(Dombkowski et al., 2004; Finkelstein, 1990; Ishii et al.,, 2004). Finalmente se
encontraron las enzimas 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MST) vy
cistationina-amino transferasa (CAT) en homogenados de cerebro de ratones que
presentaban una delecion para la enzima CBS. Por lo tanto, estas dos enzimas
también son responsables de la produccion de H.S y actualmente son también
estudiadas (Cooper, 1983; Shibuya et al., 2009; Taniguchi & Kimura, 1974).

2.2. Sintesis
El H2S es sintetizado a partir del aminoacido L-Cisteina de manera endoégena y

enzimatica por medio de 3 enzimas: 1) CSE, 2) CBS y 3) 3-MST en conjunto con
CAT (Fig. 3) (Zaorska et al., 2020). Se ha descrito, que las enzimas CBS y CSE
necesitan de fosfato de piridoxal-5’ (PLP). Con respecto a su expresion, CBS se
expresa especialmente en sistema nervioso central, pero también se ha encontrado
en higado y rifion, mientras que la enzima CSE se ha reportado que se expresa
importantemente en el sistema cardiovascular, aorta toracica, arterias como la
mesentérica y pulmonar, vena porta (Bucci et al., 2012). Aungque también se ha
llegado a describir en 6rganos como el higado, rifién, intestino delgado y pancreas

(Kimura, 2014). Por otro lado, la enzima 3-MST es regulada por calcio y puede
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inhibirse por aspartato. Con respecto a su expresion, ésta se encuentra en el epitelio
tubular proximal del rifion, hepatocitos, células cardiacas y neurogliales (Huang &
Moore, 2015).

Otra via por la cual se puede producir H2S es la via no enzimatica (Fig. 3), la cual
puede presentarse por diferentes mecanismos: 1) la reduccion quimica del azufre
de sulfatos (Cao et al., 2019), 2) a partir de la microbiota, debido a que ciertas
bacterias utilizan los polisulfuros organicos como el ajo y la cebolla para la liberacion
de H.S (Wallace et al., 2018) y 3) a partir de los eritrocitos, los cuales pueden

convertir el azufre en iones sulfhidrilo, HS- (Yang et al., 2019).

Vias no
enzimaticas

Vias
enzimaticas

W ' L-cisteina () . I

st H;S I _ _-/'»
50 H,0 L-Serina @i o0~ \'O
N = o

NH
2 a-cetobutirato

D

3-mercaptopiruvato

O\=s

H.S

Bacterias
sulfatoreductoras
intestinales

e -

Eritrocitos

Reduccién quimica <’S>

Fig. 3. Sintesis del H,S. El H>S puede producirse a través de dos vias: la enzimatica y la
no enzimatica. Cuando se produce por via enzimatica, su precursor es el aminoacido L-
cisteina sobre el cual actian diferentes enzimas como la CBS, la CSE y la 3-MST junto con
CAT. Por otro lado, en la via no enzimatica el H,S se produce a través de: 1) bacterias
sulfatoreductoras; 2) eritrocitos que convierten el azufre en HS-; y 3) reacciones quimicas
del azufre. Sulfuro de hidrégeno (H.S); Cistationina—y-liasa, (CSE); cistationina-3-
sintetasa, (CBS); 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa, (3-MST); cistationina-amino
transferasa, (CAT). Figura modificada de (Huerta de la Cruz et al., 2023). Figura creada con
Biorender.com

Mitocondria
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2.3. Persulfuracion de proteinas
Se ha descrito que el H>S puede ejercer sus efectos a través de un mecanismo

conocido como persulfuracion. La persulfuracion es una modificacion
postraduccional de las proteinas sobre los residuos de cisteina oxidados (Filipovic
et al., 2018). La persulfuraciébn puede ocurrir de diferentes maneras como se
muestra en la figura 4. Sin embargo, termodindmicamente, el H2S no reacciona de
manera directa con los grupos tioles de las proteinas (Fig. 4A). A diferencia de esto,
el H2S si puede reaccionar con: los acidos sulfénicos (Fig. 4B), cisteinas S-
nitrosadas dando lugar a la formacion de acido tionitroso (HSNO) o nitroxilo (HNO)
(Fig. 4C), con disulfuros de cisteina (Fig. 4D) y con persulfuros, los cuales realizan
una reaccion de desplazamiento (Fig. 4E) (Zhang et al., 2017). De esta manera, el
grupo tiol de la cisteina debe estar oxidado para que se lleve a cabo la persulfuraciéon
de proteinas (Filipovic et al., 2018).

Recientemente se reporté la existencia de unas 1591 proteinas en las células
endoteliales que sufren de persulfuracién y a las cuales se les denominoé sulfhidroma
(Bibli et al., 2021).
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Fig. 4. Mecanismo de persulfuracion del H,S. La persulfuracion es un mecanismo
propuesto para explicar los efectos que ejerce el H,S, esta reaccion puede ocurrir entre:
ausencia de grupos tioles (A), acidos sulfonicos (B), grupos S-nitrosados (C), disulfuros de
cisteina (D) y entre persulfuros (E). Figura modificada de (Zhang et al., 2017). Figura creada
con Biorender.com.

2.4. Catabolismo
El tiempo de vida media del H>S puede ser desde segundos a minutos. Cuando el

H>S se encuentra en solucion acuosa, el 20% es H>S no disociado, mientras que el
80% es el anion HS-. Para que esto suceda tiene que tenerse un pH de 7.4 y una
temperatura de 37°C. El H2S es un acido débil que puede disociarse en H* y HS-,

esta reaccion tiene un pKai de 7 a 37°C. A su vez el HS- se disocia en H*y S, este
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proceso tiene un pKaz de 17, lo cual se puede observar en la siguiente reaccion
(Wang, 2012):

H.SoH' + HS «2H* + S2.

El HoS pasa por un proceso de catabolismo una vez que ejerce sus efectos
fisiologicos y ya no es necesario para el organismo. Estos procesos de catabolismo
se pueden dar por 3 vias (Fig. 5): 1) por oxidacion mitocondrial, en la cual el H2S es
convertido a tiosulfato, consecutivamente este producto se transforma en sulfito y al
final se forma sulfato (Mishanina et al., 2015), 2) por procesos de metilacion
citosdlica, lo cual es realizado por la enzima S-metiltransferasa (TSM) que induce a
la formacion de dimetilsulfuro y 3) por la unién a hemoglobina, formandose un

compuesto llamado sulfohemoglobina (Yu et al., 2014).

S-Adenosil S-Adenosil

homocisteina Metionina ( Hemog|obina

Dimetilsulfuro H.S L :{ Sulfohemoglobina

Tiosulfato

l

Sulfito

|

Sulfato

Mitocondria

Fig. 5. Catabolismo del H;S. El H,S se metaboliza por tres vias: 1) por formacion de
sulfato; 2) por formacién de dimetilsulfuro; y 3) por formacién sulfohemoglobina. Sulfuro de
hidrégeno, (H2S); S-metiltransferasa (TSM). Figura modificada de (Huerta de la Cruz et al.,
2023). Figura creada con Biorender.com
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2.5. Donadores
Para el estudio de los efectos biolégicos del H2>S se han empleado donadores de

H.S. Los donadores de H>S son compuestos que liberan H>S y se han estado
utilizando en estudios de investigacion en los cuales se ha demostrado sus efectos
fisioldgicos.

Los donadores de H>S contienen principalmente dos grupos: 1) donadores
inorganicos, y 2) donadores organicos (Papapetropoulos et al., 2015). En el grupo
de los donadores inorganicos se encuentran las sales como el sulfhidrato de sodio
(NaHS), el sulfuro de sodio (Na2S) y el sulfuro de calcio (CaS), los cuales al estar
en disolucién acuosa provocan la liberacion del H2S. Una de sus ventajas es que el
H.S se produce rapidamente y no hay formacion de otros productos que puedan
interferir, por lo que estas sales son de las mas utilizadas en la investigacion. Sin
embargo, entre sus desventajas se encuentran: 1) dificultad para determinar la
concentracion exacta de H>S que hay en disolucion y 2) la volatilidad al estar
preparado por lo que se debe usar de manera inmediata (Yang et al., 2022).

Por otro lado, el grupo de donadores organicos puede ser dividido en compuestos
de origen natural y compuestos de origen sintético (Papapetropoulos et al., 2015).
Algunos compuestos naturales que liberan H>S son el ajo y la cebolla debido a que
contienen alicina que al entrar en procesos de digestion la alicina se descompone
en dialil sulfuro (DAS), dialil disulfuro (DADS) vy dialil trisulfuro (DATS), los cuales
son los responsables de la liberacion de H>S. Una de las grandes desventajas de
estos donadores es la formacién de otros productos, es decir, al estar en disolucion
acuosa no se produce unicamente H.S, lo cual hace muy dificil saber si los efectos
observados son debidos a H2S u otros compuestos (Abe et al., 2020).

Los donadores organicos sintéticos incluyen: 1) generadores espontaneos como el
reactivo de Lawesson, 2) GYY4137 y otros derivados del fosfoinodiotiato, 3)
donadores hibridos NO/H>S y 4) polimeros y formulaciones farmaceéuticas
especiales (geles) (Szabo & Papapetropoulos, 2017).

El GYY4137 es un donador de H»S utilizado en la investigacion, pero a diferencia
de las sales este compuesto puede liberar H2S por mas tiempo (horas), es decir, los

procesos de hidrolisis del H2S se dan de manera lenta (L. Li et al., 2008; Martelli et
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al., 2014). Este compuesto ha sido empleado en algunos modelos de enfermedades
cardiovasculares, por ejemplo, en un modelo de isquemia-reperfusion. De manera
interesante, se observo que el GYY4137 disminuy6 los infartos, la apoptosis vy el
estrés oxidante (Qiu et al., 2018), y se han evaluado sus efectos sobre la
ateroesclerosis (Liu et al., 2013), fibrosis miocardica (Meng et al., 2015), entre otros.
Un donador producido por la modificacion de GYY4137 es el donador JK. Para que
este donador pueda liberar H>S tiene que realizar una ciclacion intracelular la cual
depende del pH. La liberacién es mayor cuando se encuentra en un medio acido,
mientras que en medios con condiciones neutras la liberacion sera lenta o similar a
GYY4137 (Kang et al., 2016).

Finalmente, el SG-1002 es un profarmaco sintético que libera H,S y se ha estudiado
en enfermedades como la insuficiencia cardiaca congestiva mostrando efectos

benéficos (Polhemus et al., 2015).

2.6. Efectos fisiolégicos del Hz2S sobre el sistema cardiovascular
El H>S tiene funciones muy importantes en diferentes sistemas, pero uno de los

sistemas mas estudiados es el sistema cardiovascular (Zhao et al., 2001). La
regulacion de la angiogénesis es un ejemplo de la influencia que tiene el H2S en el
sistema cardiovascular (Papapetropoulos et al., 2009). Asi, se ha reportado que la
inhibicion de CSE puede atenuar los procesos de proliferacion y migraciéon de las
células endoteliales (Coletta et al., 2012).

Con respecto a la relacion que existe entre el H.S y algunas enfermedades del
sistema cardiovascular, muchos estudios han descrito una disminucién de los
niveles de H>S en modelos animales de ateroesclerosis (Zhang et al., 2020).
Ademas, en pacientes con enfermedad arterial coronaria se han encontrado niveles
bajos de H>S y niveles altos de cistationina, la cual indica que la actividad de CSE
es baja (Dhar et al., 2018). En el corazén aislado de rata, el NaHS produce
respuestas cronotrépicas e inotropicas negativas (Geng et al., 2013).

Al H2S se le ha considerado como un factor relajante (Yang et al., 2008), debido a
gue puede disminuir la presion arterial (efectos antihipertensivos) y relajar vasos

sanguineos como la aorta a través de la apertura de los canales de potasio
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dependientes de ATP (K*atp) (Sitdikova et al., 2011), los canales de conductancia
intermedia (IKCa) (Centeno et al., 2019) y canales de potasio de conductancia baja
(SKCa) (Mustafa et al., 2011), asi como la supresion de la inflamacion vascular o la
liberacion de renina (Kohn et al., 2012). Estudios mas recientes han intentado
demostrar los efectos del H>S en el sistema linfatico, encontrando que, en vasos
linfaticos de bovinos y toros, el NaHS indujo relajacion la cual era inhibida cuando
se elimind el endotelio. Los autores reportan que el efecto observado en respuesta
al NaHS involucra vias que activan a la enzima eNOS y los canales de K*arp (Lobov,
2020a, 2020b).

2.7. Efectos del H2S en modelos de Rl e hiperglucemia
El primer estimulo para que las células [ del pancreas secreten insulina es el

incremento de glucosa extracelular. En condiciones fisiolégicas normales, esta
glucosa extracelular sera transportada dentro de las células B a través de los
glucotransportadores o transportadores de glucosa (GLUT). Una vez dentro se
desencadenan mecanismos relacionados con el incremento en los niveles de
adenosin trifosfato (ATP), lo cual resultara en la inhibicion de los canales de K*arp.
Esta inhibicion induce una despolarizacién de la membrana lo cual a su vez activa
a los canales de calcio dependientes de voltaje (L-VDCC) generando la entrada de
calcio a la célula y finalmente la liberacion de insulina almacenada en vesiculas
(Beltowski et al., 2018).

De acuerdo con la literatura, se cree que el H>S podria estar involucrado en la
regulacion de la liberacién de insulina en las células B a través de los canales de
K*aTp, aunque el mecanismo no es completamente claro. Se ha sugerido que el H>S
podria estar inhibiendo estos canales a través de los procesos de S-sulfhidracion lo
cual generaria el cierre de los L-VDCC vy la disminucion en la liberacion de insulina
(Fig. 6) (Beltowski et al., 2018).

En ratas Sprague-Dawley con RI inducida por el consumo de fructosa 10% durante
12 semanas, se presento un incremento en los niveles de H2S en el tejido adiposo
de los animales control y un decremento de estos niveles en los animales con RI.

Adicional a estos resultados, se ha reportado que el H>S disminuy6 la Rl e
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incremento los niveles de fosforilacién de proteinas implicadas en la sefializacion
de esta hormona en un modelo celular de RI inducido por acido palmitico (Chen et
al., 2017). En este sentido, se consider0 estudiar la relacion entre el H2S vy la
insulina, asi como su influencia en modelos con caracteristicas similares a la
diabetes. Al respecto, en ratones macho C57BL6/J con diabetes inducida por STZ
(60 mg/kg/dia durante 2 semanas), la administracion de sulfhidrato de sodio (NaHS
100 pM/kg/dia), durante 4 semanas, demostré que revierte la disfuncion vascular
inducida por la diabetes (Ng et al., 2017). Ademas, Okamoto et al. (2013) expusieron
en su trabajo que, en ratones CSE-KO alimentados con dieta rica en grasa durante
8 semanas, los niveles de glucosa en sangre incrementaron y los niveles de insulina
se redujeron. Asimismo, cuando los animales fueron tratados con NaHS, los valores
de glucosa e insulina fueron distintos a los que se presentaron previo al tratamiento.
Por lo que, estos datos sugieren posibles aplicaciones del NaHS sobre el
incremento en los niveles de glucosa lo cual podria favorecer el desarrollo de DMT2
(Okamoto et al., 2013).

En el trabajo realizado en la tesis de maestria (Silva-Velasco, 2019), se observé que
la Rl inducida por fructosa (15%) genero hipertension arterial y disminucion en las
respuestas relajantes inducidas por carbacol (CCh). De manera interesante, la
hipertension arterial y la disminucion en las respuestas relajantes fueron
disminuidas por el tratamiento cronico con NaHS. Sin embargo, las respuestas
contractiles inducidas por noradrenalina no fueron modificadas. Este Ultimo
hallazgo, sugiere que probablemente otros mecanismos como el SRA estén

involucrados.
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Glucosa GLUT 2

Célula B O

/ @ L-VDCC

. Ca?_+
Insulina @ ®

Fig. 6. Regulacion de laliberacion de lainsulina mediada por H2S. Se ha descrito que
el H.S puede regular la liberacién de insulina a través de la apertura de los canales K*arp,
lo cual hace que los canales L-VDCC se cierren y ocurra una disminucién en los niveles de
insulina extracelular. Glucotransportador tipo 2, (GLUT 2); canal de potasio dependiente de
ATP, (K*atp); canales de calcio dependientes de voltaje, (L-VDCC); calcio (Ca?*); adenosin
trifosfato, (ATP). Las flechas negras indican la realizacion del mecanismo, mientras que las
flechas rojas indican su inhibicién. Figura modificada de (Beltowski et al., 2018). Figura
creada con Biorender.com.

2.8. Relacién entre el H2S y la Ang II/Ang-(1-7)
La informacion sobre la relacion que tiene el H2S con la Ang Il y la Ang-(1-7) es

escasa. Sin embargo, hay algunos reportes que demuestran la influencia del H.>S
sobre las respuestas ejercidas por Ang Il y Ang-(1-7). En ratones C57B16/J machos,
que recibieron durante 2 semanas una infusién de Ang Il (0.7 mg/kg/dia) por medio
de una bomba osmoética implantada subcutaneamente, se presentd un incremento
en la presion arterial sistdlica y una disminucion en las respuestas relajantes

inducidas por ACh cuando se compard contra un grupo control. De manera
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interesante, en los animales que recibieron NaHS se revirtieron los efectos
generados por Ang Il (Al-Magableh et al., 2015). Ademas, se ha reportado que en
un modelo de ratas con hipertension renovascular, los cambios generados por la
Ang Il tales como la produccion de ROS, el incremento en la presion arterial sistélica
y el incremento en la expresion de los receptores AT fueron revertidos por la
administracion de NaHS (56 micromol/kg/dia), lo cual indicaria la participacion del
H>S sobre la Ang Il e incluso sobre los receptores de este péptido (Xue et al., 2015).
Contrario a estos efectos inhibitorios del NaHS sobre la accion de la Ang I, se ha
descrito que la administracion de este donador puede inducir un incremento en la
expresion de ECA2 y en la produccion de Ang-(1-7) en arterias carotidas de ratones
con aterosclerosis (Lin et al., 2017). Sin embargo, aun no se ha estudiado a fondo
si el H2S puede alterar las respuestas relajantes a la Ang-(1-7) o las respuestas

contractiles a la Ang |l.

Tabla 4. Estudios que muestran la relacion del H2S y Ang-(1-7) /Ang I

Modelo Dosis de Efecto Referencias
donador de
sulfuro

Ratones macho Reduce presion
con hipertension y arterial, estrés
. estrgs oxidante NaHS 10 OX|dante,.dano (Al-Magableh et
inducido por Ang lI M/ka/dia endotelial y al., 2015)
(0.7 mg/kg/dia por WG protege v

2 semanas)

Ratones macho
con aterosclerosis

biodisponibilidad
de 6xido nitrico

Incremento en la
expresion de

_inducidapor e g mgrkgidia  CCA2YANG-(17) i et an 2017)
ligadura parcial y en arteria carétida
dieta rica en
grasas
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3. JUSTIFICACION

Cuando la resistencia a la insulina no es controlada puede evolucionar a diabetes
mellitus tipo 2, la cual es una enfermedad metabdlica que representa un serio
problema de salud publica a nivel mundial. La angiotensina-(1-7), asi como la
angiotensina Il, estan involucradas en patologias cardiovasculares (hipertension
arterial, ateroesclerosis, etc.) y metabdlicas (resistencia a la insulina, sindrome
metabadlico, diabetes, etc.).

Estudios recientes han atribuido al sulfuro de hidrégeno efectos cardiovasculares.
Sin embargo, no existe evidencia del papel que ese gas tiene sobre los efectos de
angiotensina-(1-7) y angiotensina Il en modelos de resistencia a la insulina e
hiperglucemia. Por lo que, indagar en la relacidbn de estas moléculas podria
proporcionar nuevos blancos terapéuticos para enfermedades metabdlicas

principalmente.
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4. HIPOTESIS

La administracion crénica de NaHS disminuira la disfuncion vascular de tal manera
que inhibira:

1) La disminucion en las respuestas relajantes inducidas por Ang-(1-7) y el
incremento en las respuestas contractiles inducidas por Ang Il en el modelo
de Rly en el modelo de HG.

2) Ladisminucion en la expresion de ECA2 y receptores ATz y Mas en el modelo
de Rl y en el modelo de HG.

3) Elincremento en la expresién de ECA 'y el receptor AT1 en el modelo de Rl y

en el modelo de HG.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar los efectos de la administracion cronica de NaHS sobre las respuestas
vasculares generadas por angiotensina-(1-7) y angiotensina Il, asi como la
expresion de ECA, ECA2 y de los receptores AT, AT2 y Mas durante la Rl y la HG.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Determinar en la aorta toracica de ratas control, ratas con Rl inducida por
fructosa (15% p/v) y en ratas con HG inducida por STZ:
* Las respuestas vasculares generadas por concentraciones acumulativas de
angiotensina-(1-7) y angiotensina Il.
* Los niveles de angiotensina-(1-7) y angiotensina Il en muestras de suero.

* La expresion de receptores AT1, AT2 y Mas y enzimas ECA y ECA2.

5.2.2. Determinar en aorta toracica de ratas con Rl inducida por fructosa (15%
p/v) y en ratas con HG inducida por STZ el efecto de la administracion
cronica de vehiculo (PBS), NaHS y DL-PPG sobre:

* Las respuestas vasculares generadas por concentraciones acumulativas de
angiotensina-(1-7) y angiotensina Il.
* Los niveles de angiotensina-(1-7) y angiotensina Il en muestras de suero.

* La expresion de receptores AT1, AT2 y Mas y enzimas ECA y ECA2.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales
Para el modelo de resistencia a la insulina se utilizaron 60 ratas macho de la cepa

Wistar (7 semanas de edad) y para el modelo de hiperglucemia se utilizaron 60 ratas
macho de la cepa Wistar en etapa neonatal (3-4 dias de nacidas). Las ratas de
ambos modelos experimentales se mantuvieron en jaulas de plastico, dentro de un
cuarto bajo condiciones de temperatura (22 = 2°C) y humedad (50%) ya
estandarizadas. Ademas, se les reguld el ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h y fueron
provistas de comida (LabDiet 5010) y agua ad libitum. Los neonatos se mantuvieron
con la madre hasta los 21 dias y después de este tiempo se realiz6 el destete.

El protocolo realizado en este proyecto siguio lo establecido por la Norma Oficial
Mexicana para el Uso y Bienestar de Animales de Laboratorio (NOM-062-ZOO-
1999), en congruencia con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de Estados Unidos de América y con el Comité Institucional de Cuidado
y Uso de Animales de Experimentacion (National Research Council Committee for
the Update of the Guide for the & Use of Laboratory, 2011). Este trabajo fue
financiado por Conacyt México (No. 252702).

6.2. Induccion del modelo de resistencia a lainsulina por consumo de
fructosa (15% p/v) y administracion crénica de tratamientos
farmacologicos

Los animales fueron seleccionados aleatoriamente y se dividieron en dos grupos.

El grupo 1 se utiliz6 como control (n=12) y recibié una dieta regular (alimento
LabDiet 5010) y agua del grifo a voluntad, durante 20 semanas. El grupo 2 (n=48)
fue alimentado con alimento regular (alimento LabDiet 5010) y con una solucion de
fructosa 15% p/v durante 20 semanas (Fig. 7A).

En la semana 16, el grupo tratado con fructosa 15% p/v se subdividi6 en 4
subgrupos (n=12 cada uno) a los cuales se les administré todos los dias, durante 4
semanas, por via intraperitoneal (i.p.) los siguientes compuestos: 1) sin tratamiento
(grupo control de fructosa), 2) vehiculo (PBS 1 mL/kg), 3) NaHS (5.6 mg/kg) o 4)
DL-PPG (10 mg/kg) (Fig. 7A'y 7B). Las dosis de NaHS y DL-PPG empleadas en
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este trabajo han mostrado efectos benéficos en el sistema cardiovascular en
diferentes modelos experimentales (Al-Magableh et al., 2015; Gomez et al., 2019;
Huerta de la Cruz et al., 2022).

Este modelo fue previamente estandarizado en el laboratorio, por lo que la
determinacioén de las variables metabdlicas (niveles de glucosa e insulina en suero,
indice HOMA y Matsuda-DeFronzo) unicamente se realizaron en el grupo control
sin fructosa y en el grupo control con fructosa a las 16 semanas con la finalidad de
comprobar la existencia de resistencia a la insulina y poder iniciar con los

tratamientos farmacolégicos en ese tiempo.
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A) Disefio experimental

Grupo 1
Control/vehiculo de
fructosa
(Agua)
n=12

Ratas Wistar macho
n=60

Grupo 2
R
(Fructosa 15%)
n=48

Sin tratamiento
n=12

Vehiculo; PBS
(1 mL/kg, i.p.)
n=12

B) Curso temporal modelo Resistencia a la insulina

Induccion de
resistenciaala
insulinacon 'y
fructosa 15% p/v
n=60

4

Tratamientos
farmacologicos

NaHS
(5.6 mg/kg, i.p.)
n=12

DL-PPG
(10 myg/kg, i.p.)
n=12

1
v

@

Semanas

Variables
metabdlicas

Respuestas relajantes a
Ang(1-7) y respuestas
contractiles a Ang Il

Expresion de receptor Mas,
AT, AT,y enzimas ECA,
ECA2

Fig. 7. (A) Disefio experimental y (B) Curso temporal del modelo de resistencia a la insulina.
Los animales consumieron fructosa 15% p/v en el agua de beber durante 16 semanas, posterior a
este tiempo se determinaron las variables metabdlicas y los animales se dividieron en diferentes
grupos para la administracion de los tratamientos farmacolégicos durante 4 semanas. Al término de
los tratamientos farmacoldgicos, los animales fueron sacrificados y los niveles de angiotensinas
fueron determinados en muestras de suero. Ademas, se obtuvo la aorta toracica para determinar la
funcion vascular y la expresion de proteinas. Buffer de fosfatos salino (PBS, 1 mL/kg, i.p.); sulfhidrato
de sodio (NaHS, 5.6 mg/kg, i.p.); DL-propargilglicina (DL-PPG 10 mg/kg, i.p.); resistencia a la
insulina, (RI); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)]; angiotensina Il, (Ang Il); prueba de tolerancia a la
glucosa oral, (PTGO); enzima convertidora de angiotensina, ECA; enzima convertidora de

angiotensina tipo 2, (ECA2).

n=6

Funcidn vascular

Western Blot
n=6

Aorta

n=12

[

Suero
n=6

:

Niveles de Ang-(1-7)
y Ang Il
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6.3. Induccidn de hiperglucemia por STZ y administracion cronica de
tratamientos farmacoldgicos
Se utilizaron ratas neonatas machos de la cepa Wistar (3-4 dias) y se dividieron en

dos grupos. El grupo 1 fue utilizado como control (n=12) y recibié una dosis Unica
de buffer de citratos (vehiculo de STZ; 0.1M, pH=4.5). Al grupo 2 (n=48) se le
administré una dosis Unica de STZ (70 mg/kg) [grupo de hiperglucemia, (grupo HG)],
ambos tratamientos por via i.p. Los 2 grupos fueron alimentados con alimento
regular (LabDiet 5010) y agua del grifo, durante 12 semanas (Fig. 8A).

En la semana 12, el grupo 2 (grupo HG) se subdividié en 4 subgrupos (n=12 cada
uno) a los cuales se les administrd todos los dias durante 4 semanas por via i.p. los
siguientes compuestos: 1) sin tratamiento (grupo control de diabetes); 2) vehiculo
(PBS 1mL/kg); 3) NaHS (5.6 mg/kg) o 4) DL-PPG (10 mg/kg) (Fig. 8A 'y 8B).
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A) Disefio experimental

Grupo 1
Control
(buffer de citratos)
n=12
Ratas Wistar macho | Sintratamiento
n=60
Vehiculo; PBS
— (1 mL/kg,i.p.)
Grupo 2 n=12
Hiperglucemia (HG)
n=48 NaHS
— (5.6 mg/kg, i.p.)
n=12
DL-PPG
- (10 mgrkg, i.p.)
n=12

B) Curso temporal modelo de hiperglucemia

Induccién de ]

hiperglucemia con 4/
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(STZ,70 mg/kg,) «
n=60
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Ve r--- Tratamientos . ...
} ] farmacoldgicos
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O, @? (8

}"--
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®
3
D
=
D
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Aorta Suero
PTGO n=12 heg
Respuestas relajantes a Funcion vascular ¢

Ang-(1-7) y respuestas n=6 —

contractiles a Ang Il Niveles de Ang-(1-7)

y Ang Il
Expresién de receptor Mas,
AT, AT,y enzimas ECA, || Westemn Blot
ECA2 v n=6

Fig. 8. (A) Disefio experimental y B) Curso temporal del modelo de hiperglucemia. Los
neonatos recibieron una dosis Unica de STZ, 70 mg/kg, i.p., al tercer o cuarto dia de nacidos.
Después de 12 semanas se realizé una PTGO y se inicid la administracion de los tratamientos
farmacolégicos durante 4 semanas. Al término de los tratamientos farmacolédgicos, los animales
fueron sacrificados y los niveles de angiotensinas fueron determinados en muestras de suero.
Ademas, se obtuvo la aorta torécica para determinar la funcién vascular y la expresion de proteinas.
Buffer de fosfatos salino (PBS, 1 mL/Kkg, i.p.); sulfhidrato de sodio (NaHS, 5.6 mg/kg, i.p.); DL-
propargilglicina (DL-PPG 10 mg/kg, i.p.); hiperglucemia, (HG); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)];
angiotensina Il, (Ang Il); prueba de tolerancia a la glucosa oral, (PTGO); enzima convertidora de
angiotensina, (ECA); enzima convertidora de angiotensina tipo 2, (ECA2).
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6.4. Pruebade tolerancia ala glucosa oral (PTGO)
Para la prueba de tolerancia a la glucosa oral, los animales tuvieron un ayuno de 12

horas. Posterior a este tiempo, se determinaron los valores de glucosa por medio
de un glucémetro y tiras reactivas a glucosa (AccuCheck®, Roche de México) al
minuto 0 (antes de la administracion de glucosa) y a los 30, 60, 90 y 120 minutos
después de la administracion de glucosa (2 g/kg/via oral). Esta determinacion se
realizo a las 16 semanas en el grupo control (vehiculo de fructosa) y en el grupo RI
y a las 12 semanas en el grupo control (buffer de citratos) y en el grupo de HG. En
el modelo de HG, se considerd que las ratas eran hiperglucémicas cuando los
valores fueron mayores de 250 mg/dL (Hernandez-Munive et al., 2019) después de
30 0 60 minutos de la administracion de glucosa.

6.5. Evaluacion de la funcion vascular en la aorta toracica de ratas
Wistar macho con resistencia a la insulina e hiperglucemia
Después de 20 semanas (modelo de RI inducido por fructosa 15% p/v) y 16

semanas (modelo de HG inducido por STZ 70 mg/kg), las ratas fueron anestesiadas
con isoflurano (3%) y sacrificadas por decapitaciéon (Fig. 7B y 8B). Posteriormente,
se realiz6 una extraccion de la aorta toracica y se retiro el tejido adiposo. Una vez
gue la aorta estaba limpia, se cortaron anillos con una longitud de aproximadamente
3 mm cada uno. Los anillos se montaron en camaras para O0rgano aislado que
contienen una solucion de Krebs-Ringer con la siguiente composiciéon (mM): NacCl
119.5, dextrosa 12, NaHCO3 24.9, KCIl 4.74, MgSO4 7H20 1.18, KH2PO4 1.18, CaCl;
2H>0 2.5 y EDTA 0.026. Los anillos de la aorta toracica fueron colocados entre dos
ganchos de Nikrom, uno de ellos se instalé en el fondo de la camara y el otro fue
puesto sobre el transductor de tension (Grass, modelo FTO3, Grass Inst., USA),
esto nos permiti6 conocer los cambios en la tensién de los anillos a través del
sistema de adquisicion de datos (Biopac Systems, Inc. Modelo MP 100). Previo a
iniciar con el protocolo experimental, fue necesario mantener a los anillos con una
temperatura de 37°C, cuidar que el pH de la solucion de Krebs-Ringer fuera de 7.4
y mantener un burbujeo constante de 95% O, y 5% COo..

Cuando se tuvieron las condiciones optimas para iniciar con el experimento, los

anillos fueron estabilizados durante 30 minutos con una tension de 2.5 g. Después,
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para conocer que la estabilizacion era correcta y que los anillos iban a responder,
se estimularon con noradrenalina (NA) (1x10-7 M). Cuando se obtuvo la respuesta
deseada, se realizaron lavados. Posteriormente, se realizé una segunda curva con
NA (1x107 M), cuando se present6 el efecto maximo los anillos fueron estimulados
con ACh (1x10° M) durante 5 minutos, lo cual también permitié conocer si los anillos
tenian endotelio. La tercera estimulacion se realizé con KCI 80 mM. Para determinar
la relajacion de los anillos, se realizé una curva concentracion-respuesta a Ang-(1-
7) con incrementos de medios logaritmos (1x10° M a 1x10® M), estas
concentraciones se colocaron de forma acumulativa, es decir, se inicid la
estimulacion con la menor concentracion hasta llegar a la mayor concentracion.
Después de esta curva se hizo un lavado y una vez que la respuesta regresoé a su
estado basal se evalu6 la contraccion de los anillos. Las respuestas contractiles
fueron evaluadas con una curva concentracion-respuesta a Ang Il, de la misma
manera que la curva anterior; las concentraciones fueron colocadas de manera

acumulativa iniciando de la menor a la mayor concentracion (1x10° M a 1x10° M)
(Fig. 9).

8 T Ang-(1-7)

ACh . -
| Lavado | 1%10° M | Lavado | 1x10°-1x10° M
6 =+ l l l X107 M

Tension (g)
Y
L
1

T t t t t t

0 4+ 1X$(?7M 1X1N(?7M BL;(EnlM ‘IX1I\IOA7M 1x10’£‘-n1gx|:05M
—
30 min

Fig. 9. Protocolo experimental para evaluar la funcién vascular. Este experimento se
realizé con las aortas toracicas de los animales del modelo de Rl y del modelo de HG. La
determinacién de la relajacion se realiz6 con una curva concentracion-respuesta de Ang-
(1-7) y la evaluacion de la contraccion se realizd con una curva concentracién-respuesta de
Ang Il. Noradrenalina, (NA); acetilcolina (ACh); cloruro de potasio (KCI); angiotensina-(1-7),
[Ang-(1-7)]; angiotensina Il, (Ang II).
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6.6. Determinacion de los niveles de angiotensina-(1-7) y angiotensina Il
Después de 20 y 16 semanas de haber realizado la induccion de los modelos y de

administrar los tratamientos farmacolégicos, los niveles de Ang-(1-7) y Ang Il fueron
determinados por medio del método de electroforesis capilar en aortas de animales
con Rl o HG (Fig. 7B y 8B). Las muestras de suero (50 pL) fueron diluidas en
metanol frio (1:10 v/v) y la mezcla obtenida fue centrifugada a 16,000 g/4°C durante
16 minutos. Al sobrenadante se le agregé acido acético frio (20%), se homogenizo
y se centrifug6 a 16,000 g/4°C durante 16 minutos. El sobrenadante fue diluido (1:10
v/v) con hidréoxido de sodio 0.1M. Finalmente, las muestras obtenidas de este
procedimiento fueron filtradas a traveés de filtros de nitrocelulosa (0.45 pm) y
analizados por electroforesis capilar (P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis
System, Beckman Coulter, CA, USA). Las concentraciones fueron obtenidas
interpolando los valores de las muestras con valores de curvas estandar de Ang-(1-
7) y Ang Il (ambas obtenidas de Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Los datos son

expresados como pmol/mL (Tenorio-Lopez et al., 2010).

6.7. Determinacién de la expresion de receptores (AT1, AT2y Mas) y
enzimas (ECAy ECA2)
Al final del tiempo estipulado para inducir resistencia a insulina (20 semanas) e

hiperglucemia (16 semanas), se determiné la expresion de los receptores (AT1, AT>
y Mas) y enzimas (ECA y ECA2) a través de la técnica de Western blot (Fig. 10).

1. Obtencion de muestras. Posterior a los tratamientos farmacolégicos con
vehiculo (PBS), NaHS o DL-PPG, los animales fueron sacrificados. Se realizé
una incision sobre el térax de la rata con la finalidad de extraer la aorta
toracica. La aorta se mantuvo en solucién salina para limpiarla de sangre y
tejido adiposo, una vez que la aorta estaba limpia, se colocé en un tubo
eppendorf que se mantuvo a -70°C para después realizar la homogenizacion.

2. Homogenizacion. Las muestras fueron homogenizadas en 300 uL de buffer
Complete (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Triton 100-x 1%, deoxicolato de sodio
5% y SDS 0.1%) el cual contiene inhibidores de proteasas (Complete™, Mini,
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich; Cat. No. 4693159001)
e inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP™; Sigma-Aldrich; Cat. No.
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4906845001). En seguida, las muestras se homogenizaron con el polytron
en el nivel maximo (30000 rpm) durante aproximadamente 30 segundos y se
dejaron reposar en hielo 15 segundos. Las muestras fueron centrifugadas a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se coloco6 en otro tubo y
se almacené a -70 °C hasta que la cuantificacién de proteinas totales fuera
a ser realizada.

. Cuantificacion de proteinas. Fue realizada por medio del método de Lowry.
Inicialmente se realizé una curva patrén utilizando albumina (0.00, 0.01, 0.1,
0.2, 0.44, 0.8 y 1.0 mg/mL) como referencia. Las muestras se prepararon en
una dilucion 1:10 (5 uL de muestra y 45 yL de agua). En una placa, se
colocaron en cada pozo 10 uL de muestra preparada anteriormente y 10 pL
de cada una de las concentraciones de proteina que se prepararon para la
curva. Posteriormente se colocaron los reactivos de la reaccion Lowry.

. Inmunoblot. Se colocé el volumen de muestra que contenia 30 ug de proteina
en un gel desnaturalizante SDS-PAGE al 10%. A continuacion, se realizo la
electroforesis a 50 volts y cuando las muestras alcanzaron el gel separador,
el voltaje se cambié a 120 volts durante aproximadamente 1 hora y media o
hasta obtener la separacion deseada. Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, 0.45 um, Millipore, Billerica
MA, USA) a 10 volts durante 60 minutos en una placa para transferencia
semi-seca, posteriormente las membranas fueron bloqueadas con leche 5%
(Bio-Rad, Hercules CA, USA) en TBS-Tween 0.2% con pH de 7.4 durante 60
minutos a temperatura ambiente.

Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario correspondiente, receptor AT: (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology; Cat. No. SC-515884), receptor AT, (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology; Cat. No. SC-9040) y receptor Mas (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology; Cat. No. SC-390453), ECA (1:500; Santa Cruz Biotechnology;
Cat. No. SC-23908) y ECA2 (1:500; Santa Cruz Biotechnology; Cat. No. SC-
390851). Al dia siguiente, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo

secundario anti-mouse (1:1000; Santa Cruz Biotechnology) durante 90

58

——
| —



minutos a temperatura ambiente. Las membranas fueron re-incubadas con
anticuerpo monoclonal -actina (1:1000; Santa Cruz Biotechnology; Cat. No.
SC-47778) con la finalidad de realizar la normalizacion de la expresion de las
proteinas. La sefial de los inmunoblots se detectdé mediante
quimioluminiscencia (ChemiDoctm XRS+ ImagingSystem, Bio-Rad, CA). El
andlisis de las bandas se realiz6 por densitometria (ImageLabrv, BioRad, CA,
EUA) (Fig. 4).
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Fig. 10. Procedimiento experimental de la técnica de Western Blot. Se obtuvieron las
aortas toracicas de los grupos experimentales y se homogeneizaron. Las muestras se
cargaron en un gel de poliacrilamida al 10%, después se realizd una electroforesis para
separarlas con base en su peso molecular. El gel que contenia las muestras separadas fue
transferido a una membrana de PVDF. La membrana fue blogueada con leche al 5%. La
membrana fue incubada toda la noche con los anticuerpos primarios correspondientes y al
siguiente dia fue incubada con su anticuerpo secundario. El revelado de las proteinas se
realiz6 por quimioluminiscencia y posteriormente por densitometria. Receptor de
angiotensina Il tipo 1, (AT1); receptor de angiotensina Il tipo 2, (AT2); receptor Mas (Mas);
enzima convertidora de angiotensina, (ECA); enzima convertidora de angiotensina tipo 2,
(ECA2).
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6.8. Farmacos
Los compuestos utilizados en el presente estudio fueron: sulfhidrato de sodio

monohidratado (NaHS) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.), DL-
propargilglicina (DL-PPG) (PubChem CID: 95575), angiotensina-(1-7) (PubChem
CID: 123805), angiotensina II (PubChem CID: 172198), (*)-bitartrato de
noradrenalina (PubChem CID: 168929), acetilcolina (PubChem CID: 60311) y
estreptozotocina (PubChem CID: 29327). La solucion de Krebs-Ringer fue
preparada con agua Milli-Q®. La noradrenalina, angiotensina-(1-7) y angiotensina Il
fueron disueltas en solucién salina fisioldégica. El NaHS y DL-PPG fueron disueltos
en PBS, pH 7.4 a 25°C.Las soluciones de NaHS y DL-PPG, utilizadas como

tratamiento, fueron preparadas diariamente.

6.9. Analisis estadistico
Todos los resultados de este trabajo se presentan como la media + error estandar

de la media (e.e.m). El area bajo la curva (ABC) obtenida a partir de la PTGO de los
niveles de glucosa e insulina, fue determinada por el método de los trapezoides. El
ABC de los grupos fue comparada contra el grupo control por medio de un ANOVA
de una via. Ademas, para las curvas concentracidn-respuesta de las respuestas
relajantes inducidas por Ang-(1-7) y de las respuestas contractiles inducidas por
Ang I, se realiz6 una regresion no lineal de una curva logistica de 4 parametros de
acuerdo con la siguiente formula:

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"[(LogEC50-X)*HillSlope)].

HillSlope: describe la pendiente de la curva

Top y bottom: mesetas en el eje Y

Esta regresibn no lineal permiti6 determinar el logaritmo negativo de la
concentracion efectiva 50 (pECso) y el efecto maximo (Emax) de cada uno de los
tratamientos.

Los niveles en suero de Ang-(1-7) y Ang Il y la expresién de las proteinas en aorta
fueron comparados entre los grupos y analizados con una prueba de ANOVA
seguido de una prueba post-hoc de Tukey. Se considerd una diferencia

estadisticamente significativa cuando P<0.05.
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7. RESULTADOS
7.1. Variables metabolicas

7.1.1. Efecto de laresistencia a la insulina e hiperglucemia sobre las
variables metabdlicas
La figura 11 muestra los cursos temporales y el ABC de los resultados obtenidos de

los niveles de glucosa (Fig. 11Ay 11C) e insulina (Fig. 11 By 11D) durante la PTGO,
determinados después de 16 semanas de consumo de fructosa 15% p/v (grupo RI).
El consumo crénico de fructosa 15% p/v, durante 16 semanas no modifico
significativamente (t(10=1.664; p=0.135) el ABC de los niveles de glucosa sanguinea
obtenidos durante la PTGO cuando se compar6 contra el grupo control (Fig. 11C).
Por otro lado, el consumo de fructosa 15% p/v increment6 de forma significativa el
ABC de insulina durante la PTGO cuando se compar6 contra el grupo control
(ta0)=4.349; p=0.002, Fig. 11D). Estos resultados nos indican la existencia de
hiperinsulinemia en el grupo que consumio fructosa 15% p/v (grupo RI) durante 16

semanas.
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Fig. 11. Area bajo la curva de los valores de: (A) glucosa sanguineay (B) insulina
plasmatica obtenida durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO). Cada
barra representa la media + e.e.m de 5 animales. Resistencia a la insulina (RI). *, p<0.05
vs control. Prueba de t, seguida de una prueba post-hoc de Tukey.

En latabla 5 se muestran los valores de glucosa e insulina basal y los indices HOMA

y Matsuda-DeFronzo. El consumo de fructosa 15% p/v (grupo RI) durante 16
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semanas: 1) no cambié los valores basales de glucosa (t10=0.547;p=0.6), 2)
incremento significativamente los valores basales de insulina (t10=2.944; p=0.019)
y el indice HOMA (t10=2.954; p=0.018) y 3) disminuy6 de manera estadisticamente
significativa el indice Matsuda-DeFronzo (t10=3.116; p=0.014) cuando se comparo

contra el grupo control.

Tabla 5. Efecto de la administracion cronica de fructosa 15% p/v durante 16
semanas sobre los niveles de glucosa e insulina basales, asi como el indice HOMA
y Matsuda-DeFronzo en ratas Wistar macho.

Glucosa Insulina indice HOMA indice Matsuda
(mg/dL) (LUI/mL)
Control 82.8+43 84+14 1.7+0.3 3.4+0.5
Fructosa 15%
87.0+6.3 18.6 + 3.2* 40+0.7* 1.6 +0.2*
(grupo RI)

Los valores representan la media + e.e.m. de 5 animales. *, p<0.05 vs. control. Resistencia

a la insulina (RI).

La DMT2 es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por presentar un
incremento en los niveles de glucosa (hiperglucemia). Por lo tanto, con la finalidad
de conocer si nuestro modelo de hiperglucemia inducido por la administracion
neonatal de STZ (70 mg/kg) cumplia con esta caracteristica, decidimos determinar
los niveles de glucosa sanguinea.

Los resultados (Fig. 12) muestran los niveles de glucosa sanguinea obtenidos
durante la PTGO en ratas Wistar macho que recibieron, a los 3 dias de nacidos, el
vehiculo de STZ (buffer de citratos) o STZ (70 mg/kg, i.p.). Después de 12 y 16
semanas de haber recibido STZ, los niveles de glucosa sanguinea fueron
determinados en estos animales. Como se puede observar, el tratamiento con STZ
(70 mg/kg) incrementd de manera significativa los niveles de glucosa sanguinea a
partir del minuto 15 y hasta el minuto 120 durante la PTGO a las 12 semanas (F,5=
9.503; p<0.001, Fig. 12A). Al obtener el ABC se confirmé este incremento en los
niveles de glucosa (t10=7.016; p<0.001, Fig. 12B). Este efecto observado a las 12
semanas se mantuvo a las 16 semanas (Fq 5= 4.667; p=0.001, Fig. 12A, t10)=5.831;
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p<0.001, Fig. 12B) cuando se compard contra el grupo vehiculo. Estos datos nos
muestran que la administracién de STZ en los neonatos de 3-4 dias de edad induce

hiperglucemia, la cual es evidente a las 12 semanas y permanece a las 16 semanas.
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Fig. 12. Efecto de la administracion de vehiculo (buffer de citratos) o STZ (70 mg/kg)
neonatal sobre: (A) el curso temporal y (B) el area bajo la curva obtenido durante la
prueba de tolerancia a la glucosa oral a las 12 y a las 16 semanas en ratas Wistar
macho. Cada barra representa la media £ e.e.m. de 6 animales. *, p<0.05 vs vehiculo
utilizando ANOVA de dos vias, *#, p<0.001 vs vehiculo utilizando ANOVA de una via
seguida de una prueba post-hoc de Tukey. Hiperglucemia, (HG); estreptozotocina, (STZ).
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7.1.2. Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre los niveles de
glucosa en el modelo de hiperglucemia
Se ha reportado que las respuestas vasculares en modelos de diabetes estan

relacionadas con los niveles de glucosa, en este sentido, con la finalidad de conocer
si los tratamientos farmacologicos modifican los niveles de glucosa en nuestro
modelo de HG, en la figura 13 se muestran las concentraciones de glucosa
sanguinea obtenidos durante la PTGO (Fig. 13A) y el ABC de estos datos (Fig. 13B),
asi como los niveles de glucosa obtenidos de manera espontanea en ratas Wistar
macho hiperglucémicas a las cuales se les administré durante 4 semanas: 1) el
vehiculo de sulfhidrato de sodio (PBS 1 mL/kg), 2) el donador inorganico de sulfuro
de hidrégeno [sulfhidrato de sodio (NaHS 5.6 mg/kg)] o 3) el inhibidor de la enzima
CSE (DL-PPG 10 mg/kg). Los resultados indican que el tratamiento con PBS
(F15=0.300; p=0.911, Fig. 13A) no modifico significativamente las concentraciones
de glucosa sanguinea cuando se comparé con el grupo HG que no recibié
tratamiento farmacologico. Ademas, los tratamientos con NaHS (F(,5=0.590;
p=0.708, Fig. 13A) y DL-PPG (F(5=0.614; p=0.689, Fig. 13A) no modificaron las
concentraciones de glucosa sanguinea durante la PTGO cuando se compararon
contra el vehiculo (HG + PBS). En congruencia con lo anterior, ninguno de los
tratamientos farmacologicos modifico los valores del ABC de la glucosa (p=0.888,

Fig. 13B) al ser comparados contra el vehiculo (HG + PBS).
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Fig. 13. Efecto de la administraciéon de los tratamientos farmacol6gicos sobre: (A) el
curso temporal; (B) el area bajo la curva obtenido durante la PTGO y (C) glucosa
espontanea. Cada barra representa la media £ e.e.m. de 6 animales. Hiperglucemia, (HG).
Buffer de fosfatos salino (PBS, 1 mL/kg, i.p.); sulfhidrato de sodio (NaHS, 5.6 mg/kg, i.p.);
DL-Propargilglicina (DL-PPG 10 mg/kg, i.p.).
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7.2. Funcidén vascular

7.2.1. Efecto de laresistencia ala insulina inducida por fructosa 15% p/v
sobre las respuestas vasculares inducidas por Ang-(1-7) y Ang Il en
la aorta toracica de la rata

La figura 14 muestra las respuestas relajantes inducidas por concentraciones

acumulativas de Ang-(1-7) (Fig. 14A) y las respuestas contractiles inducidas por
concentraciones acumulativas de Ang Il (Fig. 14B) en la aorta toracica de ratas
Wistar macho que recibieron fructosa 15% p/v o0 agua (control) durante 20 semanas.
Ademas, se calculd la pECso y el Emax (Tabla 6). En los animales control, la Ang-(1-
7) produjo una respuesta relajante de manera dependiente de la concentracion con
un Emax de 43.10% £ 1.48% y una pECsode 6.68 £ 0.03 (Fig. 14A, tabla 6). El Emax
de las respuestas relajantes inducidas por Ang-(1-7) disminuyé de manera
significativa en el grupo RI al compararse con el grupo control (23% = 2.10%,
p=0.04, Fig. 14A, tabla 6). Por otra parte, las respuestas contractiles inducidas por
Ang Il produjeron una contraccion dependiente de la concentracion en el grupo
control con un Emax de 0.49 g + 0.02 g y una pECso de 7.40 + 0.09. Estas respuestas
presentaron un incremento significativo en el Emax (0.80 g £ 0.15 g, p=0.04, Fig. 14B,
tabla 6) del grupo RI con respecto al grupo control. Estos resultados comprueban
gue nuestro modelo de RI induce disfuncion vascular, por lo que fue posible iniciar

con la administracion de los tratamientos farmacolégicos.
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Fig. 14. Efecto de la administracién crénica de fructosa 15% p/v (grupo RI) o de agua
(control) durante 20 semanas sobre: (A) las respuestas relajantes inducidas por Ang-
(2-7), y (B) las respuestas contractiles inducidas por Ang Il en la aorta toracica de
ratas Wistar macho. Cada punto representa la media = e.e.m. de 6 animales. Resistencia
alainsulina, (RI), noradrenalina, (NA); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)]; angiotensina Il, (Ang

).
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7.2.2. Efecto de los tratamientos farmacolédgicos sobre las respuestas
relajantes inducidas por Ang-(1-7) en la aorta torécica de ratas con
resistencia alainsulina

En la figura 15 y en la tabla 6 se muestran los efectos de las respuestas relajantes

inducidas por concentraciones acumulativas de Ang-(1-7) en la aorta toracica de
ratas Wistar macho con RI. Adicional a nuestro grupo control de RI, las ratas que
presentaban hiperinsulinemia (resistencia a la insulina), se dividieron y recibieron
durante 4 semanas por viai.p.: 1) el vehiculo de sulfhidrato de sodio (PBS, 1 mL/kg),
2) el sulfhidrato de sodio (NaHS, 5.6 mg/kg) y 3) el inhibidor de la enzima CSE (DL-
PPG, 10 mg/kg). Las respuestas relajantes provocadas por Ang-(1-7) en el grupo
RI + PBS no fueron diferentes a las respuestas producidas por el grupo con Rl
(Emax=21.00% + 2.30%, p=0.67; pECs0=7.01 + 0.14, p=0.96, Fig. 15A, tabla 6).
Marcadamente, en el grupo RI + NaHS incrementd el Emax de las respuestas
relajantes inducidas por Ang-(1-7) al compararse contra el grupo RI + PBS
(Emax=26.00% + 1.7%, p=0.03; pECs50=7.70 £ 0.11, p=0.12, Fig. 15B, tabla 6). Por
otro lado, el Emax del grupo RI + DL-PPG disminuy6 de forma significativa cuando
se compard contra el grupo Rl + PBS (Emax=13.60% + 1.08%, p=0.03; pECs0=7.70
+0.17, p=0.13, Fig. 15C, tabla 6).
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Fig. 15. Efecto de la administracién durante 4 semanas por via i.p. de: (A) vehiculo
(PBS, 1 mL/kg), (B) NaHS (5.6 mg/kg) y (C) DL-PPG (10 mg/kg) sobre las respuestas
relajantes inducidas por Ang-(1-7) en la aorta toracica de ratas Wistar macho con
resistencia a la insulina. Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 animales.
Resistencia a la insulina, (RI), noradrenalina, (NA); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)]; buffer
de fosfatos salino, (PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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7.2.3. Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre las respuestas
contrdctiles inducidas por Ang Il en la aorta torécica de ratas con
resistencia alainsulina

En la figura 16 y en la tabla 6 se muestran los datos correspondientes a las

respuestas contractiles inducidas por concentraciones acumulativas de Ang Il en la
aorta torcica de ratas con RI. Adicional a nuestro grupo control de R, las ratas que
presentaban hiperinsulinemia (resistencia a la insulina), se dividieron y recibieron
durante 4 semanas por viai.p.: 1) el vehiculo de sulfhidrato de sodio (PBS, 1 mL/kg),
2) el sulfhidrato de sodio (NaHS, 5.6 mg/kg) y 3) el inhibidor de la enzima CSE (DL-
PPG, 10 mg/kg).

La administracion de vehiculo (Rl + PBS) no modifico significativamente las
respuestas contractiles cuando se comparé contra el grupo Rl (Emax=0.70 g + 0.08
g, p=0.47; pECs0=7.50 % 0.18, p=0.58, Fig. 16A, tabla 6). En contraste, en el grupo
RI + NaHS se observo una disminucién significativa del Emax y la pECso de las
respuestas contractiles inducidas por Ang Il cuando se comparo contra el vehiculo
(Emax=0.20 g + 0.02 g, p=0.04; pECs50=7.10 % 0.10, p=0.04, Fig. 16B, tabla 6). Por
altimo y de manera poco esperada, la administracién del inhibidor DL-PPG
disminuyd significativamente la pECso sin afectar el Emax de las respuestas
contractiles al compararse contra el vehiculo (Emax=0.60 g + 0.03 g, p=0.46;
PECs50=6.30 * 0.35, p=0.02, Fig. 16C, tabla 6).
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7.2.4. Efecto de la hiperglucemia inducida por STZ sobre las respuestas

vasculares inducidas por Ang-(1-7) y Ang Il en la aorta torécica de
la rata

Los resultados de la figura 17 ilustran las respuestas relajantes inducidas por
concentraciones acumulativas de Ang-(1-7) (Fig. 17A) y las respuestas contractiles
inducidas por concentraciones acumulativas de Ang Il (Fig. 17B) en la aorta toracica
de ratas Wistar macho que fueron tratadas con STZ (70 mg/kg) por via
intraperitoneal a los 3 dias de nacimiento (grupo HG). Los resultados muestran que,
en los animales control, tratados con vehiculo (buffer de citratos), la Ang-(1-7)
produjo una respuesta relajante dependiente de la concentracion (Emax=52.30% +
3.3%; pECs50=6.84 + 0.07, Fig. 17A, tabla 6). Estas respuestas fueron reducidas en
el grupo HG (Emax=16.20% * 0.5%, p=0.02; pECs0=7.23 + 0.05, p=0.08, Fig. 17A,
tabla 6). Por otra parte, las respuestas contractiles inducidas por Ang Il produjeron
una contraccién dependiente de la concentracién en el grupo control (Emax=0.53 g +
0.03 g, p=0.47; pECs0=7.24 + 0.07, Fig. 17B, tabla 6) y estas respuestas fueron
disminuidas en el grupo HG (Emax=0.43 g + 0.03 g, p=0.03; pEC50=6.90 + 0.07,
p=0.02, Fig. 17B, tabla 6).
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Fig. 17. Efecto de la hiperglucemia inducida por STZ sobre: (A) las respuestas
relajantes inducidas por Ang-(1-7) y (B) las respuestas contractiles inducidas por Ang
Il en la aorta toracica de ratas Wistar macho. Cada punto representa la media + e.e.m.
de 6 animales. Hiperglucemia, (HG), noradrenalina, (NA); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)];
angiotensina Il, (Ang I1).
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7.2.5. Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre las respuestas
relajantes inducidas por Ang-(1-7) en la aorta torécica de ratas con
hiperglucemia

En la figura 18 y en la tabla 6 se presentan los resultados de las respuestas

relajantes inducidas por concentraciones acumulativas de Ang-(1-7) en la aorta
toracica de ratas Wistar macho con HG. Adicional a nuestro grupo control de HG,
las ratas que presentaban hiperglucemia, se dividieron y recibieron durante 4
semanas por via i.p.: 1) el vehiculo de sulfhidrato de sodio (PBS, 1 mL/kg), 2) el
sulfhidrato de sodio (NaHS, 5.6 mg/kg) y 3) el inhibidor de la enzima CSE (DL-PPG,
10 mg/kg). Las respuestas relajantes inducidas por Ang-(1-7) en el grupo HG + PBS
no fueron diferentes a las respuestas producidas por el grupo HG (Emax=16.81% +
1.20%, p=0.6; pECs0=7.10 £ 0.1, p=0.47, Fig. 18A, tabla 6). El grupo HG + NaHS
incremento significativamente el Emax y la pECso de las respuestas relajantes
inducidas por Ang-(1-7) al compararse contra el grupo HG + PBS (Emax=69.70% +
12.2%, p=0.02; pECs0=7.44 + 0.2, p=0.04, Fig. 18B, tabla 6). El grupo HG + DL-PPG
no presentd diferencias en el Emax ni en la pECso de las respuestas relajantes al
compararse contra el grupo HG + PBS (Emax=14.63% + 0.2%, p=0.33; pEC50=7.20
+ 0.14, p=0.47, Fig. 18C, tabla 6).
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Fig. 18. Efecto de la administracion durante 4 semanas por via i.p. de: (A) vehiculo
(PBS, 1 mL/kg), (B) NaHS (5.6 mg/kg) y (C) DL-PPG (10 mg/kg) sobre las respuestas
relajantes inducidas por Ang-(1-7) en la aorta toracica de ratas Wistar macho con
hiperglucemia. Cada punto representa la media = e.e.m. de 6 animales. Hiperglucemia,
(HG), noradrenalina, (NA); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)]; buffer de fosfatos salino, (PBS);
sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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7.2.6. Efecto de los tratamientos farmacoldgicos sobre las respuestas
contrdctiles inducidas por Ang Il en la aorta torécica de ratas con
hiperglucemia

La figura 19 muestra las respuestas contractiles inducidas por Ang Il en ratas con

HG y sin tratamiento farmacoldgico y ratas hiperglucémicas que recibieron durante
4 semanas por via i.p.: 1) el vehiculo de sulfhidrato de sodio (PBS, 1 mL/kg), 2) el
donador inorganico de sulfuro de hidrogeno (sulfhidrato de sodio, NaHS, 5.6 mg/kg)
y 3) el inhibidor de la enzima CSE (DL-PPG, 10 mg/kg). Las respuestas contractiles
inducidas por Ang Il no presentaron cambios en el grupo que recibié PBS cuando
se compararon contra el grupo HG (Emax=0.45 g + 0.03 g, p=0.74; pECs0=6.93 +
0.08, p=0.54, Fig. 19A, tabla 6). El tratamiento con NaHS incrementd
significativamente el Emax Y la pECso de las respuestas contractiles cuando se
compararon contra el grupo HG + PBS (Emax=0.55 g + 0.14 g, p=0.04; pEC50=7.26
+0.26, p=0.04, Fig. 19B, tabla 6). Finalmente, el tratamiento con DL-PPG (10 mg/kg)
no produjo cambios significativos sobre las respuestas contractiles con respecto al
grupo HG + PBS (Emax=0.40 g + 0.05 g, p=0.58; pECs50=7.10 + 0.13, p=0.35, Fig.
19C, tabla 6).
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Fig. 19. Efecto de la administracion durante 4 semanas por via i.p. de: (A) vehiculo
(PBS, 1 mL/kg), (B) NaHS, (5.6 mg/kg) y (C) DL-PPG (10 mg/kg) sobre las respuestas
contractiles inducidas por Ang Il en la aorta toracica de ratas Wistar macho con
hiperglucemia. Cada punto representa la media = e.e.m. de 6 animales. Buffer de fosfatos
salino, (PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-propargilglicina, (DL-PPG); angiotensina ll,
(Ang II).
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Tabla 6. Logaritmo negativo de la concentracion efectiva 50 (pECso) y efecto
méaximo (Emax) de las respuestas relajantes inducidas por Ang-(1-7) y las respuestas
contractiles inducidas por Ang Il en animales con Rl y HG, asi como la
administracion de vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas), NaHS (5.6 mg/kg
durante 4 semanas) y DL-PPG (10 mg/kg durante 4 semanas).

Respuestas relajantes a Respuestas contractiles a

Ang-(1-7) Ang I
Modelo experimental pECso Emax (%) PECso Emax (9)
Resistencia a la insulina
Control 6.68 £ 0.03 43.10 +1.48 7.40 £ 0.09 0.49 +0.02
RI 7.01+0.13 23.00 % 2.10* 7.40 £0.23 0.80 £ 0.15*
Rl + PBS 7.01+0.14 21.00 = 2.30* 7.50+0.18 0.70 £ 0.08*
RI + NaHS 7.70+0.11 26.00 + 1.7# 7.10 £ 0.10* 0.20 + 0.02%
RI + DL-PPG 7.70£0.17 13.60 + 1.08* 6.30 + 0.35% 0.60 £ 0.03
Hiperglucemia
Control 6.84 + 0.07 52.30+3.3 7.24 + 0.07 0.53+0.03
HG 7.23+0.05 16.20 + 0.5% 6.90 + 0.07% 0.43 +0.03%
HG + PBS 7.10+0.1 16.81 + 1.2% 6.93 + 0.08% 0.45 +0.03%
HG + NaHS 7.44 +0.2% 69.70 + 12.2% 7.26 +0.26° 0.55 +0.14°
HG + DL-PGG 7.20+0.14 14.63+£0.2 7.10+0.13 0.40+0.05

Cada punto representa media + e.e.m. de 6 animales. *, p< 0.05 vs control; &, p<
0.05 vs control #, p<0.05 vs RI + PBS; ¥, p<0.01 vs HG + PBS. Resistencia a la
insulina, (RI); Hiperglucemia, (HG); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)]; angiotensina |l,
(Ang II); buffer de fosfatos salino, (PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-
propargilglicina, (DL-PPG).
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7.3. Niveles de angiotensinas

7.3.1. Efecto de laresistencia ala insulina, hiperglucemiay los
tratamientos farmacolégicos sobre los niveles de Ang-(1-7) y Ang Il
en muestras de suero

En este trabajo se decidié evaluar los niveles de angiotensinas debido a que se ha

reportado que durante las enfermedades metabdlicas los niveles de Ang-(1-7) y Ang
Il pueden verse modificados, lo cual también nos ayudaria a explicar los cambios
observados en la funcién vascular durante la Rl y la HG. En las figuras 20 y 21 se
muestra su efecto sobre los niveles de Ang-(1-7) y Ang Il. El analisis muestra que
los niveles de Ang-(1-7) disminuyeron (p=0.028, Fig. 20A), mientras que los niveles
de Ang Il incrementaron (p=0.006, Fig. 20B) en el grupo RI, cuando se comparé
contra el grupo control. Los niveles de Ang-(1-7) (p=0.99, Fig. 20A) y de Ang I
(p=0.941, Fig. 20B) en el grupo RI + PBS no fueron estadisticamente diferentes a
los resultados obtenidos por el grupo RI. En marcado contraste, el grupo RI + NaHS
incrementd de manera significativa los niveles de Ang-(1-7) (p<0.001, Fig. 20A) y
disminuyo de manera significativa los niveles de Ang Il (p<0.001, Fig. 20B), mientras
gue el grupo RI + DL-PPG no modificé los niveles de Ang-(1-7) (p=0.793, Fig. 20A)
ni los niveles de Ang Il (p=0.965, Fig. 20B), al compararse contra el grupo RI + PBS.
En el modelo de HG inducido por STZ, los niveles de Ang-(1-7) (p<0.001, Fig. 21A)
y Ang Il (p=0.042, Fig. 21B) disminuyeron significativamente cuando se compararon
contra el grupo control. Este efecto no presenté cambios en el grupo HG + PBS
(p=0.99 para Ang-(1-7) y p=0.991 para Ang Il). De manera interesante, los cambios
fueron restablecidos en el grupo HG + NaHS (p<0.001 para Ang-(1-7) y p=0.013
para Ang Il). Finalmente, el grupo HG + DL-PPG no modifico los niveles de Ang-(1-
7) (p=0.895, Fig. 21A) ni los niveles de Ang Il (p=0.983, Fig. 21B), al compararse
contra el grupo HG + PBS.
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Fig. 20. Efecto de la resistencia a la insulina inducida por fructosa 15% y de la
administracién crénicadurante 4 semanas de los tratamientos farmacoldgicos sobre:
(A) los niveles de Ang-(1-7) y (B) sobre los niveles de Ang Il en suero. Cada punto
representa la media + e.e.m. de 6 animales. *, p<0.05, **, p<0.01 vs control; *# p<0.001 vs
HG + PBS. ANOVA de una via, seguida de una prueba post-hoc de Tukey. Resistencia a
la insulina, (RI); angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)]; angiotensina Il, (Ang II); buffer de fosfatos
salino, (PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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Fig. 21. Efecto de la hiperglucemia inducida por STZ neonatal y de la administracion
crénica durante 4 semanas de los tratamientos farmacolégicos sobre: (A) los niveles
de Ang-(1-7) y (B) sobre los niveles de Ang Il en suero. Cada barra representa la media
+ e.e.m. de 6 animales. *, p<0.05, ***, p<0.001 vs control; *, p<0.01, ** p<0.001 vs HG +
PBS. ANOVA de una via, seguida de una prueba post-hoc de Tukey. Hiperglucemia, (HG);
angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)]; angiotensina Il, (Ang ll); buffer de fosfatos salino, (PBS);
sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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7.4. Western Blot

7.4.1. Determinacion de la expresion de receptores (AT1, AT2y Mas) y
enzimas (ECA y ECA2) por Western blot en aorta toracica de
animales con resistencia a la insulina inducida por fructosa 15%y
animales con tratamiento farmacoldgico

Para conocer si la Rl y los tratamientos farmacolégicos influyen sobre la expresion

de enzimas y receptores involucrados en el sistema renina-angiotensina, en las
figuras 22 y 23 se muestran el efecto de la RI, asi como los tratamientos
farmacolégicos administrados por via i.p. durante 4 semanas de: 1) vehiculo (PBS
1 mL/kg), 2) NaHS (5.6 mg/kg) y 3) DL-PPG (10 mg/kg) sobre la expresion de ECA2
y del receptor Mas y sobre la expresion de ECA asi como la expresién sobre los
receptores AT1y AT». El grupo con RI: 1) disminuy6 significativamente la expresion
de ECA2 (p=0.032, Fig. 22B), la expresion del receptor Mas (p<0.001, Fig. 22C) y
la expresion de AT, (p=0.038, Fig. 23D), y 2) incrementd significativamente la
expresion de ECA (p=0.006, Fig. 23B) y de AT: (p=0.003, Fig. 23C), al compararse
contra el grupo control. El grupo RI + PBS no modificd ninguno de estos parametros.
El grupo RI + NaHS incrementé la expresiéon de ECA2 (p=0.011, Fig. 22B), del
receptor Mas (p<0.001, Fig. 22C) y de ATz (p=0.024, Fig. 23D). Por otro lado, el
grupo Rl + NaHS, disminuyo la expresion de ECA (p=0.042, Fig. 23B) y de AT:
(p<0.001, Fig. 23C) cuando se comparo contra el grupo Rl + PBS. El grupo RI + DL-
PPG no presenté cambios en la expresion de ECA2 (p=0.999, Fig. 22B), ECA
(p=0.724, Fig. 23B), receptor Mas (p=0.911, Fig. 22C) y AT (p=0.694, Fig. 23D),
pero si disminuyo la expresion de AT: (p=0.021, Fig. 23C) cuando se comparo

contra el grupo RI + PBS.
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Fig. 22. Efecto de la resistencia a la insulina inducida por fructosa 15% y de la
administracion cronica durante 4 semanas de los tratamientos farmacoldgicos sobre
los cambios en la expresion de ECA2 y Mas en la aorta toracica. (A) Blot representativo
de la expresion de ECA2 y Mas. (B) Cambios en la expresién de ECA2 y (C) Cambios en
la expresion del receptor Mas. Cada barra representa la media + e.e.m. de 6 animales. *,
p<0.05, *** p<0.001 vs control; #, p<0.01, ** p<0.001 vs Rl + PBS. ANOVA de una via,
seguida de una prueba post-hoc de Tukey. Resistencia a la insulina, (RI); enzima
convertidora de angiotensina tipo 2 (ECA2); receptor Mas (Mas); buffer de fosfatos salino,
(PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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Fig. 23. Efecto de la resistencia a la insulina inducida por fructosa 15% y de la
administracion cronica durante 4 semanas de los tratamientos farmacoldgicos sobre
los cambios en la expresion de ECA, ATi1 y AT, en la aorta toracica. (A) Blot
representativo de la expresion de ECA, AT1 y AT,, (B) Cambios en la expresion de ECA,
(C) Cambios en la expresion de ATi1,y (D) Cambios en la expresion de AT,. Cada barra
representa la media + e.e.m. de 6 animales. *, p<0.05, ***, p<0.01, ***, p<0.001 vs control;
# p<0.05, ** p<0.001 vs RI + PBS. ANOVA de una via, seguida de una prueba post-hoc
de Tukey. Resistencia a la insulina, (RI); enzima convertidora de angiotensina (ECA);
receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1); receptor tipo 2 de angiotensina Il (AT>); buffer de
fosfatos salino, (PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS); DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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7.4.2. Determinacién de la expresion de receptores (ATi, AT2y Mas) y
enzimas (ECA y ECA2) por Western blot en aorta toracica de
animales con hiperglucemia inducida por STZ y animales con
tratamiento farmacoldgico

Para conocer si la HG y los tratamientos farmacoldgicos influyen en la expresion de

enzimas y receptores involucrados en el sistema renina-angiotensina, en las figuras
24 y 25 se muestra el efecto de HG, vehiculo (PBS 1 mL/kg durante 4 semanas,
i.p.), NaHS (5.6 mg/kg durante 4 semanas, i.p.) y DL-PPG (10 mg/kg durante 4
semanas, i.p.) sobre la expresion de ECA2 y del receptor Mas (Fig. 24) y sobre la
expresion de ECA y de los receptores AT:1 y AT, (Fig. 25). En la figura 24, los
resultados indican que el grupo HG disminuyé significativamente la expresion de
ECA2 y Mas al compararse contra el grupo control (p=0.01 y p<0.001,
respectivamente). Estos cambios no fueron modificados por la administracion del
vehiculo (HG + PBS). El grupo HG + NaHS incrementé significativamente la
expresion de ECA2 (p=0.002, Fig. 24B) y del receptor Mas (p=0.003, Fig. 24C). En
contraste, el grupo HG + DL-PPG no presenté cambios en la expresion de ECA2
(p=0.911, Fig. 24B) y del receptor Mas (p=0.99, Fig. 24C) al compararse contra el
grupo HG + PBS.

Por otro lado, en la figura 25, los resultados muestran que el grupo HG y los grupos
que recibieron los tratamientos farmacolégicos no alteraron la expresion de ECA
con respecto al grupo control. El grupo HG incrementd la expresion de AT: al
compararse contra el grupo control (p<0.001, Fig. 25C); estos cambios no fueron
modificados por la administracion del vehiculo (HG + PBS). El grupo HG + NaHS
disminuy6 de manera significativa la expresion de AT, (p=0.033, Fig. 25C) y el grupo
HG + DL-PPG (p=0.975, Fig. 25C) no cambio la expresion de AT al compararse
contra el grupo HG + PBS.

En el grupo HG, la expresion de AT, disminuyé de manera estadisticamente
significativa (p=0.001, Fig. 25D) al compararse contra el grupo control, este efecto
no presentdé cambios en el grupo HG + PBS (p=0.999, Fig. 25D). El grupo HG +
NaHS incrementd significativamente la expresion del ATz (p<0.001, Fig. 25D) a

diferencia de lo observado en el grupo HG + DL-PPG (p=0.877, Fig. 25D) en el que
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no se presentaron diferencias significativas, al compararse contra el grupo HG +
PBS.
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Fig. 24. Efecto de la hiperglucemiainducida por STZ neonatal y de la administracion
crénica durante 4 semanas de los tratamientos farmacolédgicos sobre los cambios en
la expresién de ECA2 y Mas en la aorta toracica. (A) Blot representativo de la expresion
de ECA2 y Mas. (B) Cambios en la expresion de ECA2 y (C) Cambios en la expresion del
receptor Mas. Cada barra representa la media = e.e.m. de 6 animales. **, p<0.01, ***
p<0.001 vs control; *#*, p<0.01 vs HG + PBS. ANOVA de una via, seguida de una prueba
post-hoc de Tukey. Hiperglucemia, (HG); enzima convertidora de angiotensina tipo 2
(ECA2); receptor Mas (Mas); buffer de fosfatos salino, (PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS);
DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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Fig. 25. Efecto de la hiperglucemiainducida por STZ neonatal y de la administracion
crénica durante 4 semanas de los tratamientos farmacolégicos sobre los cambios en
la expresion de ECA, AT, y AT, en la aorta toracica. (A) Blot representativo de la
expresion de ECA, AT: y AT,, (B) Cambios en la expresién de ECA, (C) Cambios en la
expresion de AT1y (D) Cambios en la expresion de AT,. Cada barra representa la media +
e.e.m. de 6 animales. ***, p<0.001 vs control; # p<0.05, *#, p<0.001 vs HG + PBS. ANOVA
de una via, seguida de una prueba post-hoc de Tukey. Hiperglucemia, (HG); enzima
convertidora de angiotensina (ECA); receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1); receptor tipo
2 de angiotensina Il (AT2); buffer de fosfatos salino, (PBS); sulfhidrato de sodio, (NaHS);
DL-propargilglicina, (DL-PPG).
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

Variable Control
Glucosa 82.8+4.3
Insulina 84+14
indice HOMA 1.7+0.3
indice Matsuda 34+05
Respuestas
relajantes a 43.1 £ 1.48%
Ang-(1-7)
Respuestas
contractiles a 0.49+0.02 g
Ang Il

Expresion ECA o7 2,13 40,

Expresion
ECA2 112+3.7%
Expresién de
receptor AT+ 97.3+4%
Expresion del
receptor ATz 87.5£10.1%

Expresion del

receptor Mas  123.7+12%

Rl + PBS

4186 +3.2
440£07

‘1.610.2

J21£2.3%

40.70+0.08 g

t

193.2+9.1%
‘33.2i9.8%
f1 30+14.2%
‘58110.5%

‘30.614.7%

Modelo RI

RI + NaHS

Sin cambios

426 +1.7%

4020002

“I 27+16.3%
*11 0.5£27%
‘91 .6£6.6%

t

89.7+4.5%

*90.417.8%

Rl + DL-PPG

$13.60+1.08%

‘0.60i0.03 g

192.9£11.6%

32.2+13%
‘1 07.1£4.5%

47+3.5%

30.6+4.8%

Control

103.5+11

52.3+3.3% ‘16.8111 2%

Modelo HG
HG + PBS HG + NaHS
42033411 2442313 5
$69.70+12.2%

053:0.03g V045:003g 10555014 g

153.5£5.%

114.3£10.7% ‘55.811 5.2%

97.319.2%

90.2+7.3% ‘ 56.7£7.2%

125.745.5% ‘48.83113.5% * 134.9+14.5%

Parametro no determinado f Incremento Yy disminucion con respecto a control 4 Incremento y g disminucion con respecto a control

t

152.7+5.9% ‘ 145.2+3.1%
* 126.9+16.8%
J 154.3+17%

t

92.4+3.3%

224.6x13%

HG + DL-PPG

262.67+14.8

14.63+0.2%

0.40+0.05 g

150.8+6.5%

64.4+12.8%

23349.4%

61.2+7.7%

49.9+11.2%

La tabla muestra los resultados obtenidos después de la administracion de los tratamientos farmacolégicos en el modelo de Rl inducido por fructosa 15% y en el modelo

HG inducido por STZ neonatal.
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9. DISCUSION

9.1. Efecto delafructosay de la estreptozotocina sobre las variables
metabodlicas
De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro modelo de RI inducido por el

consumo de fructosa al 15% p/v, se observa que no hay un cambio en los niveles
de glucosa durante la PTGO, pero si se presenta un estado de hiperinsulinemia. En
congruencia con estos resultados se ha descrito que el consumo de fructosa, en un
alto porcentaje, contribuye al desarrollo de hiperinsulinemia (Hannou et al., 2018).
Este efecto de hiperinsulinemia puede actuar como mecanismo compensador del
pancreas durante la resistencia a la insulina (Sesti, 2006). Es decir, las células {3 del
pancreas continlan secretando insulina y se consigue la regulacioén de los niveles
de glucosa. Sin embargo, la insulina secretada tiene dafiadas sus funciones
fisiologicas normales o existe un defecto en su via de sefializacion, lo cual lleva a
que el pancreas no regule de manera correcta la cantidad de insulina que esta
secretando y se presente un estado de hiperinsulinemia (Motta et al., 2017;
Sommese et al., 2016; Yin et al., 2013). El consumo de fructosa puede inducir Rl a
través de algunos mecanismos como: 1) favorecer el incremento de triglicéridos, lo
cual genera un dafio hepatico inicial que avanza hasta producir Rl a nivel periférico
(Samuel, 2011), 2) disminuir la fosforilacion de AKT y dafar la via de sefalizacion
de insulina (P. Li et al., 2008) y 3) disminucién en la fosforilacion de residuos de
tirosina del IRS, que al igual que el punto anterior, puede provocar un dafio en la via
de sefializacion de la insulina (Bezerra et al., 2000; Ropelle et al., 2006; Samuel,
2011).

Continuando con la evaluacion de las variables metabdlicas, en nuestro modelo de
HG donde se administrd6 STZ, se observo que la administracion neonatal de STZ
incremento significativamente los niveles sanguineos de glucosa durante la PTGO
en ratas adultas a las 12 semanas después de su administracién. Similar a nuestros
resultados, existe evidencia que la administraciéon de STZ en los primeros dias
posteriores al nacimiento de los animales, puede dafiar las células B pancreaticas y
generar HG (Goyal et al., 2011; Portha et al., 1989). Debido a que el estado de HG
es la principal caracteristica de la DMT2, es importante cuidar estos niveles para

evitar complicaciones micro y macrovasculares (Goyal & Jialal, 2021). Asimismo,
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evaluamos el efecto del tratamiento con NaHS o DL-PPG sobre los niveles
sanguineos de glucosa. Nuestros resultados no mostraron cambios en los niveles
de glucosa con los tratamientos administrados. Ciertamente, el efecto del NaHS
sobre los niveles de glucosa es controversial. Asi, algunos estudios, demuestran
efectos metabdlicos benéficos por la administracion de un donador del H,S durante
la RI (Beltowski et al., 2018). Sin embargo, también se ha demostrado que la
administracion de NaHS durante 9 semanas aument6 los niveles de glucosa sérica
en un modelo de ratas Wistar macho adulto con DMT2 inducida por una dieta rica
en grasas y la administracion de STZ (30 mg/kg, i.p.) (Gheibi et al., 2019). Ademas,
en un estudio donde se emple6 DL-PPG (40 mg/kg/dia, i.p., durante 30 dias), los
resultados indicaron que ese tratamiento protegio contra la HG en ratones a los que
se les administré6 STZ (Yang et al., 2011). La probable ausencia de cambios en
nuestro trabajo podria deberse a las diferencias entre los modelos experimentales,
el momento en el que se administré el NaHS o la cepa utilizada (Ghasemi & Jeddi,
2023). Debido a esto, la posibilidad de un efecto a largo plazo (més alla de las 16
semanas) o el uso de una dosis diferente de los tratamientos farmacologicos sobre

los niveles de glucosa, no puede ser excluido categoricamente.

9.2. Laresistenciaalainsulina e hiperglucemia afectan las respuestas
vasculares mediadas por el sistema renina-angiotensina en las
aortas toracicas

La disfuncion vascular es el desequilibrio en la produccién de factores relajantes y

contractiles y es una de las complicaciones vasculares mas comunes gque se
presenta en la Rl e HG (Melo et al., 2021). Estos mecanismos subyacen a las
complicaciones microvasculares y macrovasculares de la DMT2. Una de las
razones principales por las que se presenta disfuncion vascular es por el dafio en la
produccion del NO (Shimokawa & Godo, 2016). Sin embargo, debido a que no es el
anico factor producido para la regulacion del tono vascular, el estudio de otros
péptidos como Ang-(1-7) y Ang Il también contribuyen a conocer el estado en el que
se encuentra la funcién vascular (Vanhoutte et al., 2017). En apoyo a esto, en las
enfermedades metabdlicas como la Rl (Karpe & Tikoo, 2014; Viswanad et al., 2006),
el sindrome metabdlico (Ghatta & Ramarao, 2004) y la diabetes (Pernomian et al.,
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2014) se ha reportado un decremento en la relajacion inducida por Ang-(1-7) y un
aumento en la contraccion inducida por Ang Il. Nuestros resultados muestran que
las respuestas relajantes a Ang-(1-7) disminuyeron de manera significativa en el
modelo de RI inducido por fructosa 15% p/vy en el modelo de HG inducido por STZ,
lo cual probablemente sea debido a: 1) cambios en la expresion de receptores y
enzimas relacionados con el eje ECA2/Ang-(1-7)/Mas (Pernomian et al., 2014; Qiao
et al., 2015; S et al., 2021), 2) incremento en ROS (Dornas et al., 2017; Pernomian
et al., 2012; Xu et al., 2022), y 3) disminucion en la produccién de NO, en este
sentido se ha reportado que la Ang-(1-7) puede regular a la NOS, por lo que al haber
disfuncion vascular esta regulacion se podria ver afectada (Xu et al., 2022).

Continuando con la determinacion de la funcién vascular, en el modelo de R, las
respuestas contractiles inducidas por Ang Il incrementaron significativamente.
Nuestros resultados coinciden con lo demostrado en un modelo experimental de RI
inducido en ratas a través del consumo de fructosa 60% durante 8 semanas en el
cual se observd un incremento significativo en la contraccion inducida por Ang Il
(Shinozaki et al., 2004). Ademas, en ese mismo trabajo, los autores reportan un
incremento en la expresion de los receptores ATy, lo que confirma que los cambios
en la contraccion estan relacionados con los receptores y con el sistema que regula
a Ang Il (Shinozaki et al., 2004). Sin embargo, podrian existir otros mecanismos
relacionados con estas respuestas incluyendo: 1) un incremento en la formacién de
peroxinitritos, debido a que esta reportado que el consumo de fructosa contribuye
al incremento de aniones superoxido los cuales pueden reaccionar con NO y
consecuentemente formar peroxinitritos (Malakul et al., 2018), y 2) una interaccién
de Ang Il con otros factores contractiles como ET-1 (Lin et al., 2014; Tran, MacLeod,
et al., 2009). Por otro lado, en el modelo de HG, las respuestas contractiles
disminuyeron. En apoyo con nuestro trabajo, en arterias mesentéricas de animales
diabéticos se ha observado un decremento en las respuestas contractiles inducidas
por Ang Il (Chin et al., 2007). Estos efectos observados en nuestras condiciones
podrian estar relacionadas con: 1) cambios en la expresion con el receptor AT; de
Ang Il (Pernomian et al., 2012; Qiao et al., 2015); 2) diferencias en la expresion de

las proteinas G que a su vez afectan la cascada de sefializacion de los receptores
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(Siddiqui & Hussain, 2007); y 3) dafio de otros sistemas contractiles que implican a
los receptores ai-adrenérgicos (Edith-Rodriguez et al., 2013; Schulingkamp et al.,
2005). Debido al interés que se tenia en el SRA se determinaron los niveles de Ang-
(1-7) y Ang Il en suero de ratas de ambos modelos experimentales, los resultados
obtenidos concuerdan con reportes previos en animales diabéticos (Ding et al.,
2016; Singh et al., 2008; Vallon et al., 1995), animales con sindrome metabdlico
(Pedrosa et al., 2023) y animales con RI (Andrade et al., 2020).

Debido a esos resultados, se evalud la expresion de ECA y ECA2 y de los
receptores Mas, AT1, AT. Nuestros datos muestran que la expresién de ECA2 y del
receptor Mas presenté un decremento significativo en la aorta bajo condiciones de
Rl e HG, lo cual es similar a lo observado en tejidos como el corazén e higado de
animales diabéticos (Moon et al., 2008; Shin et al., 2017; Wang et al., 2021) y en
vasos sanguineos renales de animales con sindrome metabolico (Wang et al.,
2015). Nuestros resultados nos sugieren que la Rl inducida por fructosa 15% p/v y
la HG inducida por STZ podria estar afectando la sintesis de Ang-(1-7) a través del
dafio en la expresion de ECAZ2, lo que podria explicar la disminucion observada del
nivel sérico de este péptido. Ademas, esto contribuye a la disminucion de las
respuestas relajantes que estan reguladas por el receptor Mas, el cual también
presentd una disminucion en la expresion. Por lo que el eje ECA2/Ang-(1-7)/Mas si
esta involucrado en el decremento de las respuestas relajantes en ambos modelos
experimentales.

Por otro lado, en el modelo de RI, se presenté un incremento en la expresion de
ECA y del receptor AT1 y un decremento en la expresion del receptor ATz, lo cual
concuerda con resultados observados en ratas que consumieron fructosa 10% p/v
durante 9 semanas (Bundalo et al., 2016). Nuevamente, estos resultados proponen
gue la sintesis de Ang Il esta regulada por ECA y que las respuestas contractiles
inducidas por Ang Il se ven influenciadas por la expresion del receptor AT1 en el
modelo de RI. Este incremento en la expresion de ECA también ayuda a explicar el
por qué se presenta un decremento en las respuestas relajantes inducidas por Ang-
(1-7), ya que se ha descrito que la Ang-(1-7) es degradada por ECA, sin embargo,

se necesitan mas estudios para apoyar esta idea en nuestro trabajo (Batlle et al.,
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2012; Steckelings et al., 2022). En contraste, en el modelo de HG, la expresion de
ECA no mostr6 cambios. Al respecto, se ha sugerido que en el sistema
cardiovascular se puede presentar un deterioro en la expresion de esta enzima
debido al dafio que causa la diabetes lo cual puede ocurrir desde la primer semana
de la enfermedad (Crespo et al., 2003). Con respecto a los resultados obtenidos en
la expresion de los receptores AT1 y AT», existe evidencia de resultados similares
en tejido cardiaco de ratas diabéticas (Qiao et al., 2015). A pesar de la ausencia de
cambios en ECA, se podria sugerir que los efectos observados en la funcion
vascular de las respuestas contractiles, en el modelo de HG, podrian ser debidos
principalmente a los cambios observados en la expresion de los receptores ATy y
AT, e incluso formacion de heterodimeros entre el receptor ATz y el receptor Mas
(Leonhardt et al., 2017).

9.3. Efectos de los tratamientos farmacolégicos sobre las respuestas
vasculares mediadas por el sistema renina-angiotensina en las
aortas toréacicas

Nuestro estudio analiz6 el efecto de la administracién i.p. durante 4 semanas de

NaHS (5.6 mg/kg) y DL-PPG (10 mg/kg) sobre las respuestas relajantes a Ang-(1-
7) y las respuestas contractiles en la aorta toracica de ratas con Rl y ratas con HG.
Asimismo, se determind la expresién de ECA, ECA2, ATy, AT, y Mas.

De acuerdo con lo observado en los resultados, la administracion de NaHS
restablecié las respuestas relajantes en ambos modelos metabdlicos (Rl y HG), lo
cual en parte podria ser debido al incremento en los niveles de suero de Ang-(1-7)
y la expresibn de ECA2. En apoyo a estos resultados, Lin y colaboradores
reportaron que el tratamiento con NaHS promovio la expresion de ECA2 en la arteria
cardtida (Lin et al., 2017). De manera interesante en el modelo de HG observamos
un Emax mayor en el grupo tratado con NaHS que en el grupo control (tabla 6). Esto
podria ser debido a: 1) la uniébn de Ang-(1-7) a otros receptores, ya que se ha
descrito que el receptor Mas no es el Unico receptor encargado de las respuestas
relajantes de Ang-(1-7), por lo que existen otros receptores como el receptor MrgD
(Tetzner et al., 2016); y 2) formacion de heterodimeros, debido a que el receptor

Mas puede formar heterodimeros con el receptor AT, generando una disminucion
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en la presién arterial, lo cual también contribuye al mejoramiento de las respuestas
relajantes (Patel & Hussain, 2018). Con respecto a las respuestas contractiles
inducidas por Ang Il en el modelo de RI, la administracion de NaHS disminuyé la
contraccion, lo cual podria estar relacionado con una disminucion en la expresion
de los receptores AT:. Ademas, de manera interesante, en este modelo de RI
encontramos que la administracion de NaHS redujo aun mas las respuestas
contractiles que el grupo control, lo que nos lleva a pensar que ademas de que el
H>S pueda estar actuando sobre ECA y ATy, también podria interferir sobre otros
compuestos implicados en el SRA. En un modelo de hipertension renovascular se
reportd que el tratamiento con NaHS (5.6 mg/kg) puede modular la liberacion de
renina a través de la disminucion en la produccion de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), siendo la renina una enzima importante para la produccion de Ang Il que
afectaria las respuestas contractiles mediadas por AT (Lu et al., 2010).

En el modelo de HG, la administraciéon de NaHS disminuyd la expresién del receptor
AT1 e incrementd la expresion de AT2, ademas reestablecio los niveles de Ang Il en
suero a pesar de que no hubo cambios significativos en la expresion de ECA. Estos
efectos podrian contribuir al mejoramiento de las respuestas contractiles por parte
del NaHS. Incluso el incremento en la expresion del receptor ATz en el grupo HG +
NaHS, podria ser otra propuesta para explicar por qué las respuestas relajantes son
mayores en comparacion con el grupo HG.

Los resultados de las respuestas contractiles inducidas por Ang Il después de la
administracion de NaHS en ratas con Rl y en ratas con HG, nos sugieren que: 1)
existe una interacciéon entre el H.S y Ang Il, lo cual ha llegado a describirse en
modelos de hipertensién en los que se observa una reduccién en la presion arterial
y estrés oxidante, ademas de un incremento en las respuestas relajantes inducidas
por ACh, en ese trabajo los autores sugieren que el H2S puede ejercer sus efectos
protectores inhibiendo los mecanismos de Ang Il e incluso una posible interaccién
con el receptor AT: (Al-Magableh et al., 2015), 2) la presencia de los efectos
antioxidantes de H.S, debido a que el H2S es un potente reductor quimico de un

electron relacionado con los radicales libres (Carballal et al., 2011; Ng et al., 2017)
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y 3) el H2S podria estar inhibiendo a ECA a través de la interacciéon con Zn?* y asi
inhibir la actividad enziméatica de ECA (Laggner et al., 2007).

Otra observacion importante que encontramos en nuestro trabajo es que los
resultados indican que el NaHS mejora la funcion vascular sin afectar los niveles de
glucosa en sangre, lo cual muestra que la regulacion se da de forma independiente.
Durante la HG se producen ROS, por lo que, podria pensarse que el tratamiento
con NaHS esta mejorando la funcién vascular a través de sus efectos antioxidantes,
lo cual se ha demostrado en otros modelos que no son metabolicos (Al-Magableh
et al., 2015; Lopez-Preza et al., 2023).

Finalmente, evaluamos los efectos del tratamiento con DL-PPG en el modelo de RI
y en el de HG. En nuestro modelo de RI encontramos que la administracion de DL-
PPG disminuyé significativamente la pECso de las respuestas contractiles y la
expresion del receptor AT:. La disminucion en la expresion de este receptor podria
estar relacionada con el efecto disminuido en la contraccion. Ademas, esto nos
permite conocer que bajo nuestras condiciones experimentales en el modelo de RI,
el H2S podria tener efectos duales, lo cual se ha llegado a observar en modelos
metabolicos (Geng et al., 2013). En este punto, es importante mencionar que la
produccion de H2S en los vasos sanguineos no depende unicamente de la enzima
CSE, sino también de las enzimas CBS y 3-MST (Cirino et al., 2023). Contrario a
esto, en el modelo de HG, la administraciéon de DL-PPG no produjo cambios al
compararse contra el grupo HG + PBS, lo cual nos indicaria que en el modelo de
HG los efectos benéficos son mayormente regulados por el H2S exdgeno.

Es cierto que no podemos comparar ambos modelos porque fueron inducidos de
manera diferente. Sin embargo, este trabajo nos permite conocer los efectos del
H>S sobre las respuestas vasculares mediadas por SRA en un estado de RI que es
el paso previo al establecimiento de la DMT2 y en un estado donde se incrementa
la glucosa, lo cual demuestra una vez mas que el HzS tiene funciones importantes

en el sistema cardiovascular.

Con la finalidad de dar a conocer nuestros resultados de manera esquematica, en

la Fig. 26 y 27 se presenta una explicacion de los resultados obtenidos y de los
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posibles mecanismos que se podrian estar activando en el modelo de Rl y en el
modelo de HG, respectivamente. En ambas figuras de lado izquierdo se encuentra
la funciodn fisiolégica normal del vaso y del lado izquierdo la patologia.

En la Fig. 26 se muestra que en condiciones fisiologicas normales el SRA funciona
de manera adecuada, es decir, la expresion de ECA y ECA2 permite la sintesis de
los péptidos Ang Il y Ang-(1-7), los cuales a su vez se unen a sus respectivos
receptores como AT:1 y AT, para Ang Il y el receptor Mas para Ang-(1-7), de tal
manera que la regulacion de la funcion vascular se encuentra funcionando de
manera correcta. En nuestros resultados demostramos que cuando se desarrollaba
RI los niveles de Ang-(1-7) disminuian y los niveles de Ang Il incrementaban
significativamente, ademas de esto la expresion de los receptores AT, y Mas
disminuyeron y la expresién del receptor AT increment6 de manera significativa, 1o
cual probablemente contribuya a un dafio en la via de sefalizacion y
consecuentemente se presente disfuncién vascular. De manera interesante, el
tratamiento con NaHS revirtid estas respuestas lo cual nos indica que este
gasotransmisor podria estar previniendo el desarrollo de Rl. Ademas, es importante
mencionar que en este modelo observamos que el H2S puede tener efectos duales,
ya que el tratamiento cronico con DL-PPG disminuyd la expresion de los receptores
AT:1y la pECso de las respuestas contractiles inducidas por Ang Il.

Por otro lado, en la Fig. 27 se presenta el modelo de HG, de lado izquierdo tenemos
la funcion fisiologica normal del SRA como se describié en la Fig. 26. Cuando se
indujo HG observamos que los niveles de Ang-(1-7), Ang Il, expresion de ECA2,
ATi, Mas y AT» disminuyeron significativamente lo cual contribuiria a que se
presente disfuncion vascular. Nuevamente en este modelo el H2S revirtio los efectos

generados por la HG.
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Fig. 26. Resumen de resultados y posibles mecanismos involucrados en el modelo
de resistencia a la insulina. Durante la Rl se presenta una disminucion en las respuestas
relajantes y un incremento en las respuestas contractiles, probablemente por la reducciéon
en los receptores Mas, expresion de ECA2, niveles de Ang-(1-7) e incremento en niveles
de Ang Il y receptores AT, lo cual fue restablecido por el H,S. En este modelo observamos
los efectos duales del H;S debido a que DL-PPG modificd la expresion de AT: y las
respuestas contractiles. Resistencia a la insulina, (RI); fosfatidilinositol 3-cinasa, (PI3K);
proteina cinasa B, (AKT); 6xido nitrico sintasa endotelial, (eNOS); 6xido nitrico, (NO);
enzima convertidora de angiotensina tipo 2, (ECA2); diacilglicerol, (DAG); fosfolipasa C,
(PLC); proteina quinasa C, (PKC); inositol polifosfato 5-fosfatasa, (PIP2).
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Fig. 27. Resumen de resultados y posibles mecanismos involucrados en el modelo
de hiperglucemia. Durante la HG se presenta una disminucién en las respuestas relajantes
y contractiles, probablemente por la reduccién en los receptores Mas, expresion de ECA2,
niveles de Ang-(1-7) y niveles de Ang Il, lo cual fue restablecido por el H,S. Hiperglucemia,
(HG); fosfatidilinositol 3-cinasa, (PI3K); proteina cinasa B, (AKT); 6xido nitrico sintasa
endotelial, (eNOS); 6xido nitrico, (NO); enzima convertidora de angiotensina tipo 2, (ECA2);
diacilglicerol, (DAG); fosfolipasa C, (PLC); proteina quinasa C, (PKC); inositol polifosfato 5-
fosfatasa, (PIP2).




10.CONCLUSION

Los resultados obtenidos bajo nuestras condiciones experimentales indican que
durante la resistencia a la insulina y la hiperglucemia se altera el SRA y sus
respuestas vasculares. ElI donador de sulfuro de hidrégeno (NaHS) mejora de
manera significativa la funcion vascular a través de la estimulacion del eje
ECA2/Ang-(1-7) /Mas y la disminucion del eje ECA/Ang II/AT1. Ademas, el sulfuro
de hidrégeno tiene efectos duales durante la resistencia a la insulina. Estos datos
contribuyen a la evidencia de que el H»S influye en las complicaciones vasculares

ocasionadas por estas enfermedades metabdlicas.
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11. PERSPECTIVAS

11.1.

11.2.

11.8.

11.4.

11.5.

11.6.

Debido a que en el modelo de HG no observamos cambios en los niveles
de glucosa al administrar los tratamientos farmacoldgicos lo cual difiere
con algunos reportes, seria interesante analizar otras dosis de NaHS que
pudieran modificar los niveles de glucosa.

Los cambios vasculares observados podrian indicarnos que las enzimas
encargadas de la produccion de HzS se encuentran afectadas, por lo que,
seria interesante analizar la expresion de estas enzimas en la aorta
toracica de animales hiperglucémicos y animales con resistencia a la
insulina.

Cuando los receptores de Ang-(1-7) y Ang Il se activan, desencadenan
una via de sefializacion que a su vez activa otras enzimas, dado que en
ambos modelos encontramos cambios en la expresion de los receptores
ATi, AT, y Mas seria necesario determinar la expresion de algunas
enzimas como IP3, eNOS y AKT para tener conocimiento del punto donde
posiblemente podria ocurrir el dafio en la via de sefializacién.

En modelos metabdlicos, como los empleados en este trabajo, se ha
reportado un incremento en el estrés oxidante, por lo que determinar ROS
contribuiria a proponer otro mecanismo por el cual se esté presentando
un dafio a nivel vascular.

Debido a que en el modelo de HG observamos que el tratamiento con
NaHS incrementd las respuestas relajantes inducidas por Ang-(1-7),
incluso un poco mas que las respuestas observadas en el grupo control,
se podria evaluar la formacion de heterodimeros, principalmente los que
se forman entre el receptor AT, y Mas dado que se ha reportado que esos
heterodimeros pueden disminuir las respuestas altas de presion arterial.
En nuestro laboratorio se han probado dosis de DL-PPG de 1 mg/kg en
un modelo de obesidad. Dado que en el modelo de RI observamos
cambios con el tratamiento de DL-PPG (10 mg/kg), seria importante
evaluar los efectos de otras dosis en este modelo debido a que aportaria

mas informacion sobre los efectos duales del H»S.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Hyperglycemia (HG) impairs the renin-angiotensin system (RAS), which may contribute to vascular dysfunction.
H"d"’g?cﬂ"_ﬁd" Besides, hydrogen sulfide (HzS) exerts beneficial cardiovascular effects in metabolic diseases. Therefore, our
H}‘ws emia

study aimed to determine the effects of chronic administration of sodium hydrosulfide (NaHS; inorganic HaS
donor) and DL-Propargylglycine [DL-PAG; cystathionine-y-lyase (CSE) inhibitor] on the RAS-mediated vascular
responses impairments observed in thoracic aortas from male diabetic Wistar rats. For that purpose, neonatal rats
were divided into two groups that received: 1) citrate buffer (n = 12) or 2) streptozotocin (5TZ, 70 mg/kg; n =
48) on the third postnatal day. After 12 weeks, diabetic animals were divided into 4 subgroups (n = 12 each) that
received daily i.p. injections during 4 weeks of: 1) non-treatment; 2) vehicle (PBS, 1 mL/kg); 3) NaHS (5.6 mg/
kg); and 4) DL-PAG (10 mg/skg). After treatments (16 weeks), blood glucose, angiotensin-(1=7) [Ang-(1-7)], and
angiotensin II (Ang IT) levels, vascular responses to Ang-(1—7) and Ang II, and the expression of angiotensin ATy,
ATs, and Mas receptors, angiotensin converting enzyme (ACE) and ACE type 2 (ACE2) were determined. HG
induced: 1) increased blood glucose levels and expression of angiotensin I AT, receptor; 2) impaired Ang-(1-7)
and Ang Il mediated vascular responses; 3) decreased angiotensin levels and expression of angiotensin I1 ATz and
angiotensin-(1—7) Mas receptors, and ACE2; and 4) no changes in ACE expression. Interestingly, NaHS, but not
DL-PAG, reversed HG-induced impairments, except for blood glucose level changes. These results suggest that
NaHS restores vascular function in streptozotocin-induced HG through RAS modulation.

Vascular dysfunction
Renin-Angiotensin System
Angiotensin receptors

1. Introduction

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a complex metabolic disorder
characterized by chronic hyperglycemia mediated by a decrease in in-
sulin production [1]. T2DM is considered a growing eritical public
health problem since it affected 463 million patients worldwide in 2019,
with an expected increase to 578 million by 2030 [2]. Moreover, hy-
perglycemia (HG) is a significant risk factor for vascular function im-
pairments. Indeed, vascular dysfunction characterized by a reduction of
relaxing factors and an increase in the production of contractile factors is
a well-documented characteristic of HG or T2DM [ 3]. The most common
relaxing and contractile factors are nitric oxide (NO) and endothelin 1.
However, there are also vasoactive peptides derived from the
Renin-Angiotensin System (RAS) that are involved in vascular tone

* Corresponding authors.
E-mail addresses: alici:

hitps://doi.org/10.1016/]. peptides. 2023.171001

regulation, such as angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7) and angiotensin II
(Ang II)] [4]. Ang II is produced by angiotensin converting enzyme
(ACE) and exerts contractile and vasorelaxant responses through the
interaction with Angiotensin I1 type 1 (AT) and type 2 (AT2) receptors,
respectively [5]. Ang-{1—7) is produced by ACE type 2 (ACE2) and in-
duces vasorelaxant effects after the activation of Angiotensin-(1—7) Mas
receptor [6].

Due to the relevance of HG, it is necessary to find new molecules to
decrease the vascular impairments observed during this condition. In
this sense, hydrogen sulfide (HsS), a novel gasotransmitter synthesized
by cystathionine-y-lyase (CSE), cystathionine-f-synthase (CBS), and 3-
mercaptopiruvate sulfurtransferase (3-MST), exerts antioxidant effect
[7] and modulates neurotransmission [8] alongside its vasorelaxant
properties [9]. In this regard, HaS has been shown to restore endothelial
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function by decreasing oxidative stress and increasing NO bioavail-
ability in a mouse model of streptozocin (STZ)-induced diabetes [10].
Significantly, changes in the expression of the receptors or enzymes that
produce Ang-(1-7) and Ang II have been associated with vascular
dysfunction in diabetic animal models [11]. In this context, NaHS (so-
dium hydrosulfide) treatment decreases blood pressure, vascular
dysfunction, and oxidative stress in Ang ll-induced hypertensive mice
[12] and increases ACE2 expression and Ang-(1-7) levels in an
atherosclerosis mouse model [ 13]. However, the interaction of HyS with
RAS-mediated vascular responses during diabetes remains largely un-
known. Therefore, this study was designed to evaluate the effect of
NaHS$, an HsS donor, on 1) blood glucose, Ang-(1—7), and Ang II levels;
2) vascular responses to Ang-(1—7) and Ang II; and 3) the expression of
angiotensin II ATy, ATz receptors and angiotensin-(1—7) Mas receptor,
ACE, and ACE2 in thoracic aortas from male Wistar rats with
hyperglycemia.

2. Material and methods
2.1. Animals

Sixty neonatal male Wistar rats (3-4 days old) were used in this
work. Dams and neonatal male Wistar rats were housed in plastic cages,
maintained under standardized conditions (22 + 2 °C, 50% humidity,
and 12/12 h light-dark cycle), and provided with food and water ad
libitum (Fig. 1A). Animals were housed with dams until 21 days old. All
animal procedures and the protocols of the present study were approved
by the Institutional Ethies Committee (Cicual-Cinvestav) following the
regulations established by the Mexican Official Norm for the Use and
Welfare of Laboratory Animals (NOM-062-Z00-1999) and the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals in the USA [14].

2.2, Induction of type 2 diabetes mellitus by STZ

On the third or fourth postnatal day, male neonate rats were selected
and randomly divided into two groups. Group 1 was used as a control (n
= 12) and received a single administration of citrate buffer containing
sodium citrate dehydrate and citric acid monohydrate, 0.1 M, pH= 4.5
(1 mL/100 g; STZ vehicle). Group 2 received a single dose of §TZ (70
mg/kg: n = 48). Both treatments were injected intraperitoneally (i.p.).

2.3. Oral glucose tolerance test

In order to determine the effect of STZ administration on glucose
tolerance, an oral glucose tolerance test (OGTT) was performed after 12
weeks of STZ administration. For that purpose, animals fasted for 12 h,
glucose levels were measured in tail blood samples using a glucometer
and glucose strips (AccuCheck®, Roche, Mexico), at 0 (before), 15, 30,
60, 90, and 120 min after oral glucose (2 g/kg) load. Hyperglycemia was
considered when blood glucose levels were > 250 mg/dL. Once we
established that STZ administration induced hyperglycemia, we assessed
the effect of the pharmacological treatments on this impairment.
Therefore, an OGTT was performed in treated and non-treated animals
at week 16 (at the end of the pharmacological treatment) (Fig. 1B). The
animals that did not present levels > 250 mg/dL after 60 min of oral
glucose were excluded.

2.4. Administration of pharmacological treatments

Once we confirmed that STZ induces hyperglycemia during the
OGTT at week 12, the animals (group 2) were randomly divided into
four subgroups (n = 12 each) that received daily i.p. injections during
four weeks of 1) non-treatment (diabetic control group); 2) vehicle
(phosphate buffer saline; PBS, 1 mL/kg); 3) sodium hydrosulfide (NaHS
5.6 mg/kg) and 4) DL-propargylglycine (DL-PAG 10 mg/kg) (Fig. 1A
and B). Similar, NaHS and DL-PAG doses have shown cardiovascular
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effects [15,16]. Particularly, we and others have demonstrated benefi-
cial cardiovascular effects of NaHS 5.6 mg/kg in different experimental
maodels [12,17,18].

2.5. Vascular function in aortic rings

2.5.1. Tissue preparation

At the end of pharmacological treatment (week 16), six rats in each
group were anesthetized with isoflurane (3%) and euthanized by
decapitation. Next, the descending thoracic aorta was dissected and
placed in Krebs-Ringer solution with the following composition (mM):
NaCl (119.5), dextrose (12), NaHCO; (24.9), KCI (4.74), MgS0y 7 Hz0
(1.18), KHzPO4 (1.18), CaCly (H20)2 (2.5), and EDTA (0.026), and
adjusted at a pH of 7.4 to assess in vitro vascular function, as previously
described [19]. The thoracic aorta was cleaned of perivascular adipose
tissue, blood, and connective tissiie. The aorta with endothelium was cut
into rings of 3 mm in length. Aortic rings were horizontally mounted
with nichrome wire in organ bath chambers containing 2.5 mL Krebs--
Ringer's solution at 37 °C and continually gassed with 95% 0, and 5%
CO2. Changes in vessel tension were recorded isometrically by a
force-displacement transducer (FTO3, Grass Instrument Co., U.S.A)
connected to a data acquisition unit (MP 100; Biopac Systems Inc.,
Goleta CA, U.S.A).

2.5.2. Isometric tension studies

The rings were kept under a resting tension of 2.5 g (24.32 mN) for
30 min. After this time, the contraction capacity was evaluated with
norepinephrine (NE) at a concentration of 1 x 1077 M. After a washout,
rings were pre-contracted with norepinephrine 1 x 1077 M, and eu-
mulative concentrations of Ang-(1—-7) (1 x10™° M-1 x 10~% M) were
added to the organ bath to evaluate relaxant responses of the aorta.
Lastly, cumulative concentrations of Ang 11 (1 x 107 M-1 x107% M)
were added to the organ bath to evaluate the contractile responses.

2.6. Determination of angiotensin-(1—7) and angiotensin II levels by
capillary electrophoresis

After 16 weeks, serum Ang-(1—7) and Ang II levels were determined
by capillary electrophoresis in the control, the diabetic, and the diabetic
groups with pharmacological treatment. Serum samples (50 pL) were
diluted in cold methanol (1:10 v/v), and the resulting mix was centri-
fuged for 16 min at 16,000 g/4 °C. The supernatant was exposed to ice-
cold acetic acid (20%), homogenized, and centrifuged for 16 min at
16,000 g/4 °C. The supernatant was diluted (1:10 v/v) with sodium
hydroxide 0.1 M. Finally, the samples were filtered through 0.45 pm
nitrocellulose filters and analyzed by capillary electrophoresis (P/ACE
MDQ Capillary Electrophoresis System, Beckman Coulter, CA, USA). The
concentrations were obtained by interpolating sample values with
standard curves of Ang-(1—7) and Ang Il (both from Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Data are expressed as pmol/mL [20].

2.7. Protein expression by western blot

Western blot analysis was used to assess the changes in angiotensin II
ATy, ATz receptors, and anglotensin-{1—7) Mas receptor, ACE, and
ACEZ2 in the rat thoracic aorta. The remaining six animals of each group
were anesthetized and decapitated to collect the thoracic aorta. The
tissue was stored at — 70 °C until further processing and evaluation.
Frozen aortic samples were homogenized in a lysis buffer containing
250 mM Tris-HCl (pH 7.4), 2.5 mM EDTA, and protease inhibitors
(10 pg/mL leupeptin and 20 pg/mL aprotinin) at 4 *C. After that, the
samples were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C. Total pro-
tein in thoracic aortas was quantified by Lowry assay. Protein samples
(30 pg) were separated by denaturing in a 10% SDS- PAGE gel at 120 V
for 90 min. Then, separated proteins were transferred to a poly-
vinylidene fluoride (PVDF) membrane (0.45 pm, Millipore, Billerica
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A) Experimental protocol
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Fig. 1. A) Experimental protocol of hyperglycemic groups and pharmacologieal treatments. Phosphate-buffered saline (PBS, 1 mL/kg, i.p.); sodium hydrosulfide
(NaHS, 5.6 mg/kg, i.p.); and DL-Propargylglycine (DL-PAG, 10 mgskg, i.p.). B) Timeline of the experimental design used to determine the effect of chronic
administration of NaHS on blood glucose, vascular function, Ang-(1-7) and Ang II levels, and protein expression. On the third or fourth day after birth, male
neonates received a single dose of STZ (70 mg/kg, i.p.). After 12 weeks, an OGTT was performed, and pharmacological treatment was started in the animals that
presented hyperglycemia. At the end of the pharmacological treatments, animals were euthanized, and the angiotensin levels were determined in serum samples.
Thoracic aortas were obtained to perform the isolated tissue bath assays and protein expression. Ang-(1-7), Angiotensin-(1-7); Ang II, Angiotensin II; OGTT, oral
glucose tolerance test; ACE, angiotensin converting enzyme; ACE2, ACE type 2; HG, hyperglycemia.
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MA, USA) and blocked with 5% non-fat milk (Bio-Rad, Hercules CA,
USA) in TBS-Tween 0.2% at pH 7.4 for 60 min. The membranes were
incubated overnight at 4 °C with primary antibodies diluted in 1% non-
fat milk against angiotensin Il AT;-ATa receptors (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology; Cat. No. SC-515884 and Cat. No.SC-9040), ACE and
ACE2 (1:500; Santa Cruz Biotechnology; Cat. No. SC-23908; Cat. No. SC-
390851, respectively), and angiotensin-(1-7) Mas receptor (1:1000;
Santa Cruz Biotechnology; Cat. No. SC-390453). The next day, mem-
branes were washed and incubated with secondary antibodies for
90 min at room temperature (anti-mouse peroxidase-labeled; 1:1000,
Santa Cruz Biotechnology). Blots were washed, and the protein signal
was detected using the enhanced chemiluminescent detection system
(Santa Cruz Biotechnology). Blots were stripped and re-incubated with
monoclonal f-actin antibody (1:10000; Santa Cruz Biotechnology; Cat.
MNo. SC-47778) as a protein loading control to normalize protein
expression levels. Protein signals were quantified by densitometry using
image analysis software (Image Lab Software Version 5.2.1, Bio-Rad,
Hercules, CA).
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2.8. Drugs

The compounds used in this study were: sodium hydrosulfide mon-
ohydrate (PubChem CID: 28015), DL-Propargylglycine (PubChem CID:
95575), angiotensin-(1-7) (PubChem CID: 123805), angiotensin II
(PubChem CID: 172198), ( =) norepinephrine bitartrate (PubChem
CID: 168929) and streptozotoein (PubChem CID: 29327). Krebs-Ringer
solution was prepared with ultrapure Milli-Q® water. Angiotensin-
(1-7) and angiotensin II were dissolved in a physiological saline solu-
tion. Sodium hydrosulfide monohydrate and DL-Propargylglycine were
dissolved in PBS, pH 7.4, at 25 °C. New solutions were prepared every
single day.

2.9. Data presentation and statistical analysis

Results are presented as mean + S.EM. Blood glucose levels are
shown as time course and the area under the curve (AUC) of OGTT data.
For differences in blood glucose levels during OGTT, two-way analysis of
variance (ANOVA) of time and treatment was performed, and signifi-
cance was determined using Tukey's post-hoc test. The AUC was
calculated using the trapezoid rule. The comparison between control

B) Glucose
12 weeks 16 weeks
_ i
£ -E- 60000 "
& 2 s
= = 40000
3 -
- - -
é 2 s
E E 20000
s LI
Vehicle  STZ {HG) Vehicle  STZ (HG)
»)
) Glucose
__ 60000
£ -
£
'ﬁ— 40000+
»
-
-l
E 20000-
Q
=
<
U-
HG PBS MaHs DL-PAG
L ———
HG

Fig. 2. Time course and the area under the curve (AUC) of blood glucose levels obtained during oral glucose tolerance test (OGTT) carried out at 12 and 16 weeks (A
and B) in animals that received STZ (HG group) and its vehicle (citrate buffer), and animals with STZ (HG) plus pharmacological treatment (C and D). HG, Hy-
perglycemia; STZ, streptozotocin; PBS, phosphate buffer saline; NaHS, sodium hydrosulfide; DL-PAG, DL-Propargylglycine. Each value represents the mean
+ standard error of 12 animals. =, p < 0.05; ** , p < 0.01 vs vehicle by Two-Way ANOVA, **¥, p < 0.001 vs vehicle by One-Way ANOVA followed by Tukey’s post-

hoe test.
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and HG groups was evaluated by t-test and the comparison between the
groups was evaluated by one-way ANOVA. The relaxant and contractile
concentration-responses curves elicited by Ang-(1-7) and Ang II,
respectively, were analyzed. The negative logarithm of the effective
concentration 50 (pECsg) and the maximum efficacy (Ep,,) in
concentration-responses curves were calculated by the sigmoidal (4-
parameter) non-linear regression curve fit using GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA). Ang-(1-7) and Ang II levels were
compared between groups and analyzed by ANOVA followed by a
Tukey's post-hoc test. Lastly, protein expression was evaluated by
ANOVA with Tukey's post-hoc test. Statistical significance was accepted
when p < 0.05.
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3. Results

3.1. NaHS administration does not affect STZ-induced blood glucose
levels impairments

Since T2DM is a metabolic condition characterized by chronic hy-
perglycemia, we determined blood glucose levels at week 12 during the
OGTT in STZ-administered rats. Our results show that treatment with
STZ (HG group), but not its vehicle, significantly increased blood
glucose levels from 15 to 120 min during the OGTT at 12 weeks
(Fq1,5= 17.454; p < 0.001, Fig. 2A), which was verified with the AUC
(p < 0.001, Fig. 2B). This effect was also observed 16 weeks after STZ
administration (F(; 5= 8.603; p < 0.001, Fig. 2A; p < 0.001, Fig. 2B).
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Fig. 3. Effect of i.p. administration of vehicle (PBS, 1 mL/kg), NaHS (5.6 mg/kg), and DL-PAG (10 mg/kg) during 4 weeks on relaxant responses induced by Ang-
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These results confirm hyperglycemia in rats after STZ treatment, as
previously described [21]. After that, we evaluated whether the phar-
macological treatments restored blood glucose levels. Our findings
demonstrated that NaHS (Fpy 5= 0.917; p = 0.472, Fig. 2C), DL-PAG
(Frus=1.316; p=0261, Fig. 2€), or its vehicle (Fjyg=0.428;
p = 0.828, Fig. 2C) did not change the hyperglycemia observed in the
HG group during time course and AUC (p = 0.748, Fig. 2D).

3.2. NaHS administration restores vascular dysfunction induced by HG

As hyperglycemia can modify vascular function and the RAS regu-
lates vascular tone, we assessed the vascular responses to Ang-(1-7) and
Ang I after STZ administration (Figs. 3 and 4). For that purpose, we first
determined the effect of HG on the relaxing responses induced by Ang-
(1—7) in the isolated aortic rings. The concentration-response curves for
Ang-(1-7) in the control group showed relaxation in a concentration-
dependent manner (Fig. 3A) with an Epgy of 52.30% + 3.3% and a
pECsy of 6.84 £ 0.07 (Table 1). Conversely, the HG group showed a
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significant decrease in Eggy (16.20% + 0.5%, p = 0.02) without signif-
icant changes in pECgg (7.23 £ 0.05, p = 0.08) compared to the control
group (Table 1, Fig. 3A), these results may suggest that STZ adminis-
tration impairs relaxing responses to Ang-(1-7). As expected, PBS
treatment in the HG + PBS group showed no effect on relaxant responses
to Ang-(1-7) when compared with the HG group (E,,=16.81%
+1.2%, p=0.6; pECgy =7.10+ 0.1, p=0.47; Table 1, Fig. 3B).
Interestingly, the relaxant responses to Ang-(1-7) in the HG + NaHS
group were significantly increased when compared with the HG + PBS
group (Epay=69.70% + 12.2%, p = 0.02; pEC5p =7.44 £ 0.2, p = 0.04;
Table 1, Fig. 3C). In contrast, the HG + DL- PAG group did not show an
effect on relaxant responses to Ang-{1—7) when compared with the HG
+ PBS group (Emam=14.63% + 0.2%, p = 0.33; pECso =7.20 + 0.14,
p=0.47; Table 1, Fig. 3D). Taken together, these results imply that
exogenous, but not endogenous, HaS regulates vascular responses to
Ang-(1-7) under HG conditions.

Subsequently, we evaluated the contractile responses induced by
Ang I1 (AT; agonist). The concentration-response curves for Ang I in the

B)

0.8+
- HG
2 HG +PBS
0.6
0.44
0.24
0.0-

I T T 1
-9 -8 -7 -6

Log Ang Il [M]
D)
987 A HG+PBS
- HG + DL-PAG
0.6
0.4
0.2
0.0~

I L] I 1
-9 -8 -7 -6
Log Ang Il [M]

Fig. 4. Effect of i.p. administration of vehicle (PBS, 1 mL/kg), NaHS (5.6 mg/kg), and DL-PAG (10 mg/kg) during 4 weeks on contractile responses induced by Ang
I1. Each value represents the mean + standard error of 6 animals. PBS, phosphate buffer saline; NaHS, sodium hydrosulfide; DL-PAG, DL-Propargylglycine; Ang I,

angiotensin II, HG, hyperglycemia.
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Table 1

The negative logarithm of the effective concentration 50 (pECsg) and the
maximum efficacy (Eqg,) of the vasorelaxant responses induced by Ang-(1-7)
and vasocontractile responses induced by Ang 11 in animals treated with: 1) non-
treatment (control); 2) HG induced by STZ; or 3) daily i.p. injections for 4 weeks
of vehicle (PBS, 1 mL/kg), NaHS (5.6 mg/kg) and DL-PAG (10 mg/kg).

Vasorelaxant responses to Vasocontractile responses to

Ang- (1-7) Ang 1T

PECsp Epay (%) PECsp Emax (8)
HG
Control 6.84£0.07 5230+33 7.24 £ 0.07 0.53+0.03
HG 7.23 £ 0.05 16.20 £ 0.5 * 6.90 £ 0.07 * 0.43+003*
HG + PBS 7.10 £ 0.1 1681 +£12*% 693+£0.08* 045+003*
HG + NaHS 744 £0.2° 69.70+122%  726+0.26° 0550147
HG + DL-PAG  7.20 £0.14 1463+02 7.10 £0.13 0.40 £ 0.05

Each wvalue represents mean % standard error. of & animals. *, P < 0.05 vs.

Control; #, P < 0.05 vs T2DM 4 PBS. HG, Hyperglycemia; PBS, phosphate
buffer saline; NaHS sodium hydrosulfide; DL-PAG, DL-Propargylglycine; Ang-
(1-7), angiotensin-(1-7) and Ang 11, angiotensin IL

control group induced concentration-dependent responses with an Epgy
of 0.53 g +0.03 g and pECsp of 7.24 + 0.07 (Table 1). The values from
the HG group showed a significant decrease in Epgy (0.43 g +£0.03 g,
p = 0.03) and pECsg (6.90 + 0.07, p = 0.02) compared to the control
group (Table 1, Fig. 4A). The HG + PBS group showed no change on
contractile responses to Ang Il when compared with the HG group
(Emax=0.45g £ 0.03g, p=0.74 pECsy =6.93+0.08, p=0.54;
Table 1, Fig. 4B). These results demonstrate that the reduction in
vascular responses to Ang Il observed in the HG group was not affected
by vehicle treatment. On the other hand, the contractile responses to
Ang Il in the HG + NaHS group were significantly increased when
compared with the HG + PBS group (Ema=0.55 £ 0.14, p = 0.04;
PECsy =7.26 + 0.26, p = 0.04; Table 1, Fig. 4C). In contrast, the HG
+ DL- PAG group produced no effect on the contractile responses to Ang
II when compared with the HG + PBS group (Emg=0.40+ 0.05,
p = 0.58; pECsg =7.10 £ 0.13, p = 0.35; Table 1, Fig. 4D). Thus, our
data demonstrate that the impaired vascular response to Ang 11 in HG
conditions are modified only by exogenous HaS.

3.3. NaHS administration restores angiotensin levels during HG

As a potential explanation for the changes observed in vascular re-
sponses to Ang-(1-7) and Ang 11 during HG, we evaluated Ang-(1-7)
(Fig. 5A) and Ang II (Fig. SB) levels in serum samples in all the experi-
mental groups. Our results show that serum levels of Ang-(1-7)
(p < 0.001, Fig. 5A) and Ang II (p = 0.042, Fig. 5B) were significantly
decreased in the HG group when compared with the control group. This
phenomenon remained unaffected in the HG + PBS group [Ang-(1-7),
p=0.99, Fig. 5A; Ang II, p = 0.991, Fiz. 5B] and the DL-PAG group
[Ang-(1-7), p = 0.895, Fiz. 5A; Ang II, p = 0.983, Fig. 5B] but was
reversed in the HG + NaHS [Ang-(1-7), p < 0.001; Fig. 5A; Ang I,
p = 0.013, Fig. 5B] compared to the HG + PBS group.

3.4. NaHS administration reverses the decrease of ACE2/anglotensin-
(1—7) Mas receptor expression in thoracic aortas from HG

Since we found that serum levels and vascular responses to Ang-
(1—7) were decreased, we decided to evaluate the expression of ACE2
and angiotensin-(1—7) Mas receptor as a potential mechanism to Ang-
(1-7)induced relaxation impairments during HG. Therefore, we
assessed the effect of HG induced by STZ and pharmacological treat-
ments on the expression of ACE2 (Fig. 6A and 6B) and the angiotensin-
(1—7) Mas receptor (Fig. 6A and 6 C) in the thoracic aorta at week 16.

The results indicate that the protein expression of ACE2 and Ang-
(1—7) Mas receptor was significantly decreased in the HG group when
compared with the control group [ACE2, p = 0.01, Fig. 6B; Ang-(1-7)
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Fig. 5. Effect of chronic administration of NaHS on (A) angiotensin-(1-7) and
(B) angiotensin II levels obtained after 16 weeks in serum samples. Each value
represents the mean £ standard error of 6 animals. *, p < 0.05, *** p < 0.001
vs control and **, p < 0.01, ***, p < 0.001 vs HG + PBS by One-Way ANOVA
followed by Tukey's post-hoc test.

Mas receptor, p < 0.001, Fig. 6C]. These changes were not modified in
the HG + PBS group. On the other side, the expression of ACE2 and the
angiotensin-(1-7) Mas receptor significantly increased in the HG
+ NaHS group [ACE2, p = 0.002, Fig. 6B; Ang-(1—7) Mas receptor,
p=0.003, Fig. 6C], but not in the HG + DL-PAG group [ACE2,
p=0.911, Fig. 6B; Ang-(1—7) Mas receptor, p = 0.99, Fiz. 6C] when
compared to the group that received the vehicle (HG + PBS). These
results suggest that NaHS administration improves serum levels and
vascular relaxation to Ang-(1-7) by restoring ACE2 and angiotensin-
(1-7) Mas receptor expression.

3.5. NaHS administration regulates the expression of angiotensin I AT,
AT3 receptors, and the expression of ACE during HG

Our results show that serum levels and vascular responses to Ang II
are decreased in the HG group. Therefore, we ought to determine the
effect of HG and the pharmacological treatments on the protein
expression of angiotensin II ATy and ATz receptors and ACE in the
thoracic aorta at 16 weeks. We found that the protein expression of ACE
did not change either in the HG group or the groups that received the
pharmacological treatments (Fig. 7A and Fig. 7B). On the other hand, we
found an increase in the expression of the angiotensin II AT, receptor in
the HG group when compared to the control group (p < 0.001, Fig. 7A
and C); that remained unaffected in the HG + PBS group. Interestingly,
the protein expression of the angiotensin Il AT, receptor was signifi-
cantly decreased in the group HG + NaHS (p = 0.033, Fig. 7A and C)
with no significant changes in the HG + DL-PAG group (p = 0.975,
Fig. 7A and C) when compared with the HG +PBS group. Lastly, the HG
group showed a decrease in the protein expression of the angiotensin II
AT; receptor (p = 0.001, Fiz. 7A and D) compared to the control group,
which remained unaffected after PBS administration (p = 0.999, Fig. 7A




D.L. Silva-Velasco et al.

Peptides 164 (2023) 171001

Fig. 6. Effect of chronic administration of

A) HG
Control HG PBS _NaHS DL-PAG
Acez MR SRR L e ST B e R o s0kDa
Mas ‘. ‘.. - .- W% sw» 31kDa
R-actin

C)

200+

2

ACE2/B-actin
(% relative intensity)
Mas/B-actin
(% relative intensity)
8
L

T ———— —. — ——. w43 kDa

NaHS on ACE2 and angiotensin-(1-7) Mas re-
ceptor expression changes in the thoracic aorta
of hyperglycemic Is. (A) Rep i
blot of ACE2 and angiotensin-(1-7) Mas re-
ceptor expression. Effect of pharmacological
treatment on (B) ACE2 enzyme and (C) angio-
tensin-(1-7) Mas receptor changes. Each value
represents the mean + standard error of 6 ani-
mals. **p < 0.01, ***p <0.001 vs control
group and **, p < 0.01 vs HG + PBS by One-
Way ANOVA followed by Tukey's post-hoc
test. PBS, phosphate buffer saline; NaHS, so-
dium  hydrosulfide; DL-PAG,  DL-Prop-
argylglycine; ACE2, angiotensin converting
enzyme type 2; HG, hyperglycemia.

ive

504
0-
Control HG PBS NaHS DL-PAG Control HG PBS NaHS DL-PAG
HG HG
A) B) Fig. 7. Effect of chronic administration of
i NaHS on enzyme ACE and ang 11 AT,,
R W e P ~ 300 AT, receptors expression changes in the
R -‘g thoracic aorta of hyperglycemic animals. (A)
ACE S S — W 10koa £ 200 Representative blot of ACE, angiotensin Il AT,
AT, IR L e e e 2002 ‘2 and AT, receptors expression. Effect of phar-
T - ————— . mm% Salges o Sl 8
) ' angiotensin Il AT, receptor, and (D) angiotensin
Boactin  A————— O

(% relative
-
o
o

II AT, receptor changes. Each value represents
the mean <+ standard error of 6 animals.
*#* p < 0.001 vs control group and *, p < 0.05,

0
Control HG PBS NaHS DL-PAG "**, p<0.001 vs HG +PBS by One-Way
ANOVA followed by Tukey's post-hoc test.
HG PBS, phosphate buffer saline; NaHS, sodium
C) D) hydrosulfide; DL-PAG, DL-Propargylglycine;
s # e AC!%, zmg}otensm convemn.g enzyme; ATI.
300 — — 150 | o | rmq angiotensin II type I receptor; AT, angiotensin
> > 11 type II receptor; HG, hyperglycemia.
] — e @
£ 8 200 TE | N £ 5 100
S E= \ g E
a g =N \ a9
52 o = [ \ <3
=% 0 = =2
< g 100 — = \ < g 50
IR N
= || & g

Control Control

NaHS DL-PAG
HG

and D). On the other hand, the HG + NaHS group showed a significant
increase in the protein expression of the angiotensin II AT, receptor
(p < 0.001, Fig. 7A and D) that was not observed in the HG + DL-PAG
group (p = 0.877, Fig. 7A and D) when compared to HG + PBS group.

4. Discussion
4.1. NaHS does not decrease hyperglycemia

Type 2 Diabetes Mellitus is characterized by increased blood glucose
levels (hyperglycemia). Several experimental models are based on STZ

NaHS DL-PAG
HG

injections that impair beta-pancreatic functions inducing hyperglyce-
mia. In this context, the administration of STZ within the first postnatal
days triggers the development of T2DM [21]. According to this, our
results show that the STZ administration to male Wistar rats on postnatal
days 3-4 promotes an increase in blood glucose levels, as previously
demonstrated [22]. As the hyperglycemic state during T2DM is associ-
ated with cardiovascular complications, managing glucose levels during
T2DM is essential to prevent microvascular and macrovascular com-
plications [23]. Therefore, we tested whether NaHS or DL-PAG admin-
istration could regulate glucose levels in STZ-treated rats. Our results
demonstrate that hyperglycemia was not prevented by either NaHS or
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DL-PAG treatment. Conversely, previous reports have shown beneficial
metabolic effects through Kjip chanmel activation by HS donor
administration during insulin resistance [24]. However, NaHS admin-
istration for 9 weeks increased serum glucose levels in an adult male
Wistar rat model with T2DM induced by a high-fat diet (HFD) along with
STZ administration (30 mg/kg, ip.) [25]. Moreover,
DL-Propargylglycine treatment (40 mg/kg/day, i.p.) for 30 days pro-
tected against hyperglycemia in mice with STZ [26]. Despite these
previous reports, we did not observe changes after the pharmacological
treatment, probably due to differences in the experimental model, the
timing of the NaHS administration, or the strain used. In this sense, we
cannot exclude the possibility of a long-term effect (i.e., beyond week
16) of the pharmacological treatment on glucose levels.

4.2. HG impairs the RAS-mediated vascular responses in thoracic aortas

Vascular dysfunetion is a common feature of hyperglycemic state and
is defined as an imbalance in the produetion of relaxing and contractile
factors [3]. Vascular dysfunction is mainly attributed to nitric oxide
imbalance [27]. However, changes in vasoactive peptides derived from
the RAS, such as Ang-(1—7) and Ang II, may also contribute to vascular
dysfunction [4]. In this regard, a decrease in vasorelaxation to
Ang-(1-7) and an inerease in Ang [I-induced contractile responses have
been reported in metabolic diseases, including insulin resistance [28,
29], metabolic syndrome [30] and diabetes [31]. According to this, our
results show that vascular responses to Ang-(1-7) are significantly
decreased during STZ-induced HG probably due to: 1) changes in the
expression of receptors and enzymes that favour signalling pathways
and production of these peptides [31.32]; 2) an increase in reactive
oxygen species [33,34], and 3) a lower NO production rate, since
Ang-(1-7) upregulates nitric oxide synthase [34]. Conversely, we found
that Ang Il-induced contractile responses decreased in the HG group. In
the same line of evidence, a previous study showed that contractile re-
sponses to Ang II decreased in mesenteric from diabetic animals [35].
Although we have no clear-cut explanation for this finding, the differ-
ences observed in the Ang Il-mediated contractile responses under
metabolie conditions could be mediated by: 1) changes in the expression
of angiotensin I1 ATy receptor [32,32]; 2) changes in the expression of G
proteins that affect the extent of receptor-initiated cellular signal and
function [36]; 3) impairments of other contractile systems, such as
wy-adrenergic receptors [37,38]. To fully characterize the changes in the
RAS, we first determined Ang-(1-7) and Ang II serum levels in
STZ-induced HG animals. Our results showed that both Ang-(1-7) and
Ang II serum levels decreased in hyperglycemic animals, as previously
demonstrated [39-41]. Thus, we assessed the protein expression of
Ang-(1-7), Ang II synthetizing enzymes (i.e., ACE2 and ACE, respec-
tively) and angiotensin-(1—7) Mas, angiotensin I AT; and ATj re-
ceptors. Our data demonstrated that ACE2 and the angiotensin-(1-7)
Mas receptor decreased in the thoracic aortas of hyperglycemic animals,
as previously shown in the kidney and hearts of diabetic animals
[42-44]. On the other hand, we found that ACE expression did not
change at week 16 after hyperglycemia induction. In this sense, it has
been suggested that ACE deteriorates the cardiovascular system in the
first week of diabetes with no further changes in its activity or expres-
sion at week 4 [45]. Lastly, our results demonstrate that the angiotensin
II ATy receptor increased in the thoracic aortas of hyperglycemic rats,
whereas the angiotensin Il AT; receptor decreased. Similar results have
been shown in cardiac tissue from STZ-induced diabetes models [32].
Taken together, our study reveals that STZ-induced HG alters Ang-(1-7)
synthesis by impairing ACE2 protein expression, which promotes a
decrease in this peptide serum level. Moreover, the impairment in the
vasorelaxant responses to Ang-(1-7) is mediated by a decrease in
angiotensin-(1—7) Mas receptor protein expression. Conversely, Ang I1
serum level, but not ACE protein expression, was diminished in HG rats.
Despite this, it is possible to suggest that the angiotensin Il ATy and AT,
receptor protein expression changes may underlie the alteration in Ang
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H-induced contractile responses during STZ-induced HG.

4.3. NaHS administration reverses vascular dysfunction induced by HG
through RAS

It is well known that HaS prevents the vascular dysfunction observed
in several pathologies [12,46,10]. This beneficial effect is mainly
attributed to the HyS-indueed vascular regulation through: 1) the acti-
vation of potassium channels such as Kirp [47]; 2) inhibition of phos-
phodiesterase 5 [48]; 3) restoration of NO-mediated relaxing responses
[46]. However, the effect of HzS on regulating RAS-mediated vascular
function has been poorly evaluated under pathological conditions. In
this regard, we investigated the effect of NaHS chronic administration
(5.6 mg/kg, ip. for 4 weeks) on the RAS impairments observed in
thoracic aortas from hyperglycemic rats (HG + NaHS group). Thus, we
demonstrated that NaHS administration restored Ang-(1-7)-induced
vasorelaxant responses probably due to the restoration of Ang-(1-7)
serum levels and the expression of the ACE2 and the angiotensin-(1-7)
Mas receptor. In support of this, Lin et al. [13] previously reported that
the administration of NaHS promoted the expression of ACE2 in the
carotid artery [13]. We acknowledge that the angiotensin-(1-7) Mas
receptor is not the only receptor mediating Ang-(1-7) vasorelaxant
responses. Indeed, Ang-(1-7) also binds Mas-related G protein-coupled
receptor member D (MrgD receptor) [49], and angiotensin-(1-7) Mas
receptor can form heterodimers with angiotensin II ATy receptor [50],
resulting in vasorelaxation. On the other hand, we found that NaHS
chronic treatment decreased angiotensin II AT; receptor and increased
angiotensin II ATa receptor protein expression. Additionally, our data
show a restoration of Ang II serum levels after NaHS treatment with no
changes in ACE protein expression. These findings may contribute to
re-establishing the contractile responses to Ang II. Moreover, the in-
crease in the expression of the angiotensin IT AT, receptor could explain,
at least in part, why the relaxing responses in the HG + NaHS are more
significant when compared to the HG control group. It should be
admitted that NaHS effects on the contractile responses in the thoracic
aorta from hyperglycemic rats could also be mediated by: 1) a direct
interaction between HS and angiotensin I ATy receptor [12]; 2)
HaS-induced antioxidant effects [10]; or 3) ACE inhibition [51].

Interestingly, we observed that NaHS ameliorated wvascular
dysfunction without altering blood glucose level, suggesting that RAS
system affects vascular impairment independently of blood glucose
level. According to this, the treatment with HzS improved vascular
function in thoracie aortas from STZ-induced hyperglycemic rats
without affecting hyperglycemia [52]. Since hyperglycemic conditions
are highly associated with an overproduction of reactive oxygen species
[53], it is possible to suggest that NaHS treatment, in our study, could be
restoring vascular function by decreasing the oxidative stress rather than
modulating glucose levels. In this sense, we and others have previously
demonstrated that decreasing oxidative stress promotes an improve-
ment of vascular responses [54,46.55].

Lastly, we did not find any significant change in vascular function in
the HG-induced impairments of the RAS after the pharmacological
treatment with DL-PAG. To the best of our knowledge, this is the first
study evaluating the effect of CSE inhibition on RAS-mediated vascular
function. However, a previous study has shown that DL-PAG adminis-
tration did not modify the relaxing responses to acetylcholine in an
angiotensin II-induced hypertension model [12]. We acknowledge that
the inhibition of CSE would be expected to trigger an effect on vascular
responses due to its regulatory role on vascular function [56]. However,
it should be mentioned that H,S production in blood vessels depends not
only on CSE enzyme but also on 3-MST and CBS enzymes [57]. More-
over, it has been demonstrated that the expression of the CSE enzyme is
decreased in the aortas of spontaneously hypertensive rats [58], and
periaortic adipose tissue after a high caloric diet [59]. Based on this, it is
possible to suggest that CSE enzyme could be reduced under our
experimental conditions limiting the effect of DL-PAG. In this context,
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the absence of effects observed in the HG + DL-PAG group suggests that
endogenous CSE-derived H3S does not mediate the RAS-induced
vascular responses and highlights the potential role of exogenous HaS
as a potential avenue for HG-induced vascular complications.

At this point, we should admit that H,S is a gasotransmitter with
significant implications in the cardiovascular system [60]. Particularly,
H,S treatment reversed atherosclerosis induced by partial ligation of the
carotid artery by regulating angiotensin-converting enzyme type 2 [13].
Moreover, H,S synthesis is impaired in pati with heart failure [61]
and unstable angina [62]. Although we did not evaluate these potential
effects in our study, it is possible that NaHS treatment in hyperglycemic
rats could also prevent the development of cardiovascular events such as
atherosclerosis and angiopathy. However, more studies addressing these
possibilities are still required.

5. Conclusion

Our results demonstrate that hyperglycemia impairs the RAS and its
associated vascular responses in thoracic aortas. Moreover, exogenous
but not endogenous, HaS ameliorates hyperglycemia-induced RAS al-
terations and, consequently, improves the vascular responses to Ang-
(1-7) and Ang I1. Altogether, these findings shed further light on the
potential role of HzS in treating the vascular complications observed
during hyperglycemia.
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