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RESUMEN 

La inflamación y el estrés oxidativo desempeñan un papel importante en la 

disfunción endotelial y son factores clave en la progresión de las enfermedades 

cardiovasculares. Cucumis sativus (pepino) es una planta perteneciente a la 

familia de las Cucurbitaceas, que ha reportado tener propiedades antioxidantes, 

antiinflamatorias, hipoglicemiantes y antihipertensivas. El objetivo de este estudio 

fue evaluar las subfracciones SF1, SF2 y SF3 de la fracción acuosa de C. sativus 

y su combinación para el control de la disfunción endotelial inducida por 

angiotensina II, tanto in vitro como in vivo. Para las evaluaciones in vitro, se 

utilizaron las células endoteliales de microvasculatura humana-1 (HMEC-1). Estas 

se cultivaron con diferentes concentraciones de Ang II y las subfracciones. La 

concentración de interleucina 6 (IL-6) como medida de inflamación. Para identificar 

las combinaciones de SF más efectivas, se cultivaron células HMEC-1 como se 

describió anteriormente en presencia de cuatro combinaciones (C1, C2, C3 y C4) 

de SF1 y SF3. Luego, se evaluaron los efectos de la combinación más efectiva 

(medida por la producción de IL-6) sobre la expresión de moléculas de adhesión, 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la biodisponibilidad del 

óxido nítrico (NO). Además, se realizó un análisis de espectrometría de masas 

para identificar los compuestos activos. Finalmente se dio tratamiento con la 

combinación 4 (C4) a ratones con disfunción endotelial y se evaluó la presión 

arterial, la concentración de citocinas, histopatología y perfil renal, y remodelado 

vascular. Los resultados indicaron que ambas subfracciones SF1 y SF3 

disminuyeron la producción de IL-6 inducida por Ang II, y C4 (SF1 y SF3, 10 μg / 

ml cada una) fue la combinación más efectiva para inhibir la producción de IL-6. 

Además, C4 impidió la expresión de moléculas de adhesión, redujo la producción 

de ROS y aumentó la biodisponibilidad del NO. La glicina, la arginina, la 

asparagina, la lisina y el ácido aspártico fueron los componentes principales de 

ambas subfracciones. En el modelo in vivo, la C4 normalizó la presión arterial 

sistólica y diastólica, reguló la producción de la citocina proinflamatoria IL-1 y 

aumentó la de la citocina anti-inflamatoria IL-10 en riñón. Además, revirtió el 

remodelado vascular en arterias hepáticas y aorta, y disminuyó el daño renal y 
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hepático. Estos resultados demuestran que C4 tiene efectos que controlan el 

estrés oxidante, la inflamación, el remodelado vascular y el daño tisular asociados 

a la disfunción endotelial y podría ser candidato para el desarrollo de un 

fitomedicamento para el tratamiento de esta patología. 
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ABSTRACT 

Inflammation and oxidative stress play major roles in endothelial dysfunction and 

are key factors in the progression of cardiovascular diseases. Cucumis sativus 

(cucumber) is a plant from the Cucurbitaceae family, which has been reported to 

have antioxidant, antiinflammatory, hypoglycemic and antihypertensive properties. 

The aim of this study was to evaluate in vitro the effect of three subfractions (SFs) 

from the Cucumis sativus aqueous fraction to reduce inflammatory factors and 

oxidative stress induced by angiotensin II (Ang II) in human microvascular 

endothelial cells-1 (HMEC-1) cells. The cells were cultured with different 

concentrations of Ang II and the subfractions. IL-6 (Interleukin 6) concentration was 

quantified as a measure of inflammation. To identify the most effective SF 

combinations, HMEC-1 cells were cultured as described above in the presence of 

four combinations of SF1 and SF3. Then, the effects of the most effective 

combination on the expression of adhesion molecules, the production of reactive 

oxygen species (ROS), and the bioavailability of nitric oxide (NO) were evaluated. 

In addition, a mass spectrometry analysis was performed to identify the active 

compounds. Both SF1 and SF3 subfractions decreased the induction of IL-6 by 

Ang II, and C4 (SF1 and SF3, 10 µg/mL each) was the most effective combination 

to inhibit the production of IL-6. Additionally, C4 prevented the expression of 

adhesion molecules, reduced the production of ROS, and increased the 

bioavailability of NO. Glycine, arginine, asparagine, lysine, and aspartic acid were 

the main components of both subfractions. In vivo, C4 normalized systolic and 

diastolic blood pressure, decreased the production of the proinflammatory cytokine 

IL-1β and increased IL-10 in the kidney. Moreover, the C4 reversed vascular 

remodeling in hepatic and aortic arteries and decreasing renal and hepatic 

damage. These results demonstrate that C4 has effects that control oxidative 

stress, inflammation, vascular remodeling and tissue damage associated with 

endothelial dysfunction and could be potentially useful to the treatment of this 

pathology. 
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1. INTRODUCCION  

1.1 El endotelio  

Los vasos sanguíneos están formados por una capa adventicia, una capa media 

formada por células del músculo liso vascular (CMLV) y en la parte más interna se 

localiza la capa íntima, formada por el endotelio. Este último, es una monocapa 

continua de células endoteliales que tapizan la cara luminal interna de las arterias, 

las venas, los capilares y los vasos linfáticos, formando una estructura muy 

organizada que asegura el acoplamiento funcional entre ellas (Esteller et al., 2005; 

Kolka y Bergman., 2012).  

 

Figura 1. Estructura de los vasos sanguíneos. Los vasos están conformados por tres capas, 1) 

la íntima, donde está el endotelio, 2) la media, donde están las células de músculo liso vascular y 

3) la adventicia. Tomado de Martini F, 2009. 

Como tal, tiene dos grandes funciones, la primera es la de regular el tránsito de 

7.2 litros diarios de sangre, permitiendo la salida de una cantidad inferior al 0.1% 

de líquidos hacia los tejidos. La segunda, es coordinar la funcionalidad de células 
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asociadas tanto a los vasos sanguíneos (células de músculo liso vascular y 

fibroblastos), como de las que no forman parte de ellos (linfocitos, monocitos, 

neutrófilos, eosinófilos, basófilos), lo cual hace que el endotelio sea un tejido 

estructuralmente simple pero funcionalmente complejo (Klabunde R, 2005; 

Márquez et al., 2009; Kolka y Bergman., 2012).  

Para llevar a cabo sus funciones, posee diferentes receptores que le permiten 

captar señales físicas, químicas, hormonales e inmunológicas. A estas señales 

puede responder sintetizando, almacenando y liberando diferentes moléculas que 

cumplen funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas, por lo que forma parte de 

los grandes sistemas homeostáticos del organismo (neuroinmunoendocrinológico) 

(Márquez et al., 2009; Esteller et al., 2005; Kolka y Bergman, 2012). 

1.1.1 Funciones del endotelio 

La función del endotelio depende del tipo de vaso y de la ubicación en la que se 

encuentre (Klabunde R, 2005; Márquez et al., 2009). Así, el endotelio vascular no 

es simplemente una barrera que separa la sangre de la pared vascular, sino que 

también participa en diversas funciones, entre las que destacan:  

• El mantenimiento del tono vascular y de la presión arterial, mediante la liberación 

de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras (Davignon y Ganz, 2004; 

Márquez et al., 2009, Kolka y Bergman, 2012).  

• La capacidad de expresar moléculas de adhesión que a su vez controlan el 

reclutamiento de neutrófilos, monocitos y linfocitos efectores a la íntima y 

adventicia, donde serán activados participando en el proceso inflamatorio 

(Pacurari et al., 2014; Muniyappa y Sowers, 2013).  

• La creación de una superficie no trombogénica por la síntesis de inhibidores de la 

agregación plaquetaria (Márquez et al., 2009; Versteeg et al., 2013). 
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• Regulación del remodelado vascular, al sintetizar y liberar factores de 

crecimiento que promueven la proliferación de las células del músculo liso 

vascular (CMLV) (Forstermann et al., 2012; Pacurari et al., 2014). 

2.1.1.1 Angiotensina II y el tono vascular 

La angiotensina II (Ang II) es un péptido biológicamente importante del sistema 

renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) (Liang et. al., 2015), pues induce varios 

efectos biológicos como vasoconstricción, incremento de contractilidad miocárdica, 

proliferación celular y retención de agua-sodio. La formación de la Ang II comienza 

con la síntesis de su precursor, el angiotensinógeno dentro del hígado. Este viaja 

al riñón a través de los vasos sanguíneos para ser catalizado por la renina, 

proteasa que se sintetiza y almacena en el aparato yuxtaglomerular (área 

especializada de las nefronas). El angiotensinógeno catalizado por la renina se 

convierte en un decapéptido de 14 aminoácidos denominado angiotensina I (Ang 

I). Posteriormente Ang I es catalizado por la enzima convertidora de Angiotensina 

(ECA) liberada por las células endoteliales a nivel pulmonar quedando como un 

octapéptido denominado Ang II (Pérez-Díaz et. al., 2006; Nishida et al., 2010; 

Pacurari et al., 2014). Por otra parte, la Ang II se puede formar de manera local en 

vasos sanguíneos, el riñón, corazón y cerebro a través de vías no dependientes 

de ECA (Santeliz et. al., 2008).  

La Ang II actúa principalmente a través de dos receptores diferentes de 7 dominios 

transmembranales: el receptor de Ang II tipo 1 (AT1R) y el receptor de Ang II tipo 

2 (AT2R) (Lemarie y Schiffrin, 2010). Cuando la Ang II se une al AT1R en las 

células de músculo liso vascular (CMLV) se activa la proteína G acoplada al 

receptor, a su vez, ésta activa a la fosfolipasa C (PLC) que genera diacilglicerol 

(DAG) e inositol trifosfato (IP3). Este último induce la salida del Ca2+ del retículo 

sarcoplásmico, el Ca2+ forma un complejo con la calmodulina y juntos activan a la 

cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK), luego esta fosforila a la miosina, 

induciendo así la contracción. El mecanismo de vasodilatación es a través del 

óxido nítrico (ON), el cual se genera por la óxido nítrico sintasa (eNOS) en las 

células endoteliales. El ON difunde libremente hacia las células de músculo liso 
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vascular y activa a la guanilato ciclasa (GC), ésta cicla al GTP en GMPc, y este 

segundo mensajero activa a una cinasa que posteriormente fosforila y activa a la 

fosfatasa G que desfosforila a la miosina conduciendo así a la vasodilatación 

(Figura 2) (Márquez et al., 2009; Lanz et al., 2010).  

 

Figura 2. Regulación del tono vascular. La angiotensina II (Ang II) se une a su receptor 

AT1R en las células del músculo liso vascular y desencadena la señalización que conduce 

al incremento en los niveles de calcio intracelular, lo cual conduce a la vasoconstricción 

(flechas rojas). El ON generado por la eNOS en las células endoteliales difunde libremente 

hacia la célula del músculo liso vascular y promueve la vasodilatación (flechas negras). 

1.2 DISFUNCIÓN ENDOTELIAL 

La disfunción endotelial es un marcador de daño vascular y es el precursor de 

diversas enfermedades cardiovasculares (hipertensión, disfunción renal y 

enfermedades cerebro-vasculares), que son la principal causa de defunción a nivel 

mundial (Davignon y Ganz, 2004). Se calcula que en el 2012 murieron 

aproximadamente 17.5 millones de personas, representando el 30% de las 

muertes registradas a nivel mundial y se estima que para el 2030, se tenga un 

registro de 23.6 millones de personas fallecidas por enfermedades 

cardiovasculares (ECV) (OMS, 2016). Además, más del 75% de las defunciones 

por ECV se producen en países de ingresos bajos y medios (OMS, 2015;) como lo 
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es México, que tan solo en el 2014 registró 633 mil muertes (63.8%) 

correspondiente a ECV e hipertensión (INEGI, 2014).  

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición de medio camino 2016 

(ENSANUT 2016) en México uno de cada 4 adultos padece hipertensión arterial 

(25.5%), presentándose ligeramente más en mujeres (26.1%) que en hombres 

(24.9%). Esto generó un impacto económico de 76,193 millones de pesos 

gastados en el 2016, cifra que representa el 29% de los ingresos totales del 

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS, 2016). 

1.2.1. Características de la disfunción endotelial 

La disfunción endotelial puede definirse como el desequilibrio entre la síntesis, 

liberación o efecto de los factores sintetizados por las células endoteliales 

(Endemann y Schiffrin, 2004; Muniyappa y Sowers, 2013), lo que dirige a la 

pérdida de la capacidad del endotelio de modular las funciones fisiológicas del 

lecho vascular (Lemarie and Schiffrin, 2010; Cho et al., 2018). La disfunción 

endotelial se caracteriza por: 

1) Desregulación del tono vascular y de la presión arterial, mediante la disminución 

de la biodisponibilidad del Óxido Nítrico (ON), que actúa como vasodilatador 

(Böhm y Pernow, 2007; Endemann y Schiffrin, 2004; Kolka y Bergman., 2012). 

2) Aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) como el 

anión superóxido (O2•–) y el peroxinitrito (ONOO-), que conducen a un estado de 

estrés oxidante (Kietadisorn et al., 2012; Guzik et al., 2007; Forstermann et al., 

2012). 

3) Favorecer un estado protrombótico al promover la casada de la coagulación y 

disminuir la cascada fribrinolítica (Doller et al., 2009; Yagi S., et al., 2010; Brown et 

al., 2000). 

4) Adquisición de un fenotipo proinflamatorio, principalmente por la activación del 

factor de transcripción NF-κB (Guzik et al., 2007; Schiffrin E.L., 2005), por lo que 

se inicia la producción de: 
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- Moléculas de adhesión, como E-selectina, P-selectina, la molécula de 

adhesión vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesión intercelular-1 

(ICAM-1) (Margetic S. 2012, Muniyappa y Sowers, 2013; Schiffrin et al., 

2013). 

- Citocinas proinflamatorias, como la interleucina 1 beta (IL-1β) e IL-6 y el 

Factor de necrosis tumoral (TNFα) (Harrison et al., 2011; Muniyappa y 

Sowers, 2013). 

- Quimiocinas, como la IL-8 (CCL8) y la proteína quimioatrayente de 

monocitos, MCP-1 (CCL2) (Muniyappa y Sowers, 2013; Endemann y 

Schiffrin, 2004). 

-  Metaloproteinasas, como la MMP-2 y MMP-9 (Endemann y Schiffrin, 

2004; Gorman et al., 2014). 

- Ciclooxigenasa 2 (COX-2), favoreciendo la producción de prostaglandinas 

(PGE2) y tromboxanos (TXA2) (Márquez et al., 2009; Jaimes et al., 2010; 

Bernatova I., 2014; Pacurari et al., 2014). 

La disfunción endotelial tiene un origen multifactorial, y puede ser inducida por 

incremento en las concentraciones de glucosa, triglicéridos, LDL y VLDL, leptina, 

ROS, endotelina-1, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), proteína C 

reactiva, IL-6 y de manera relevante por la Ang II (Montezano et al., 2014; Jaimes 

et al., 2009; Márquez et al., 2009; Schiffrin et al., 2002; Kho et al., 2014; 

Matsumoto et al., 2014). 

1.2.1.1.  Estrés oxidativo 

En el sistema vascular, los ROS como el O2•-, peróxido de hidrógeno (H2O2), 

hidroxilo (HO) y peroxinitrito (ONOO-) son producidas por células endoteliales, las 

células de músculo liso vascular y las células inflamatorias infiltradas en el tejido 

perivascular. Las principales fuentes generadoras de ROS en la disfunción 

endotelial son la NADH oxidasa, la succinato deshidrogenasa en la mitocondria, la 

xantina oxidasa y la eNOS desacoplada (Guo et al., 2013; Maron et al., 2012). 
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La NADH oxidasa endotelial es un complejo enzimático que puede ser estimulada 

por diversos factores como: 

• Factores físicos (presión de cizalla). 

• Agentes vasoactivos (Ang II, endotelina-1, aldosterona). 

• Factores de crecimiento (VEGF, EGF, PDGF, IGF). 

• Hormonas (insulina).  

• Elementos de la respuesta inmune (TNF-α, IL-6, IL-1 β). 

• Otros (ácidos grasos libres, glucosa, LDLox) (Touyz R., 2004a y 2004b; 

Montezano et al., 2010; Schramm et al., 2012; Guzik et al., 2007; Hoch et al., 

2009).  

 

Figura 3.  El estrés oxidante induce disfunción endotelial. Diversos factores y 

condiciones incrementan la producción de ROS, los cuales superan a los mecanismos 

antioxidantes de las células, lo que promueve el remodelado vascular, la agregación 

plaquetaria, la pérdida del tono vascular, la inflamación y la proliferación de las células 

del músculo liso vascular, es decir, promueve el desarrollo de la disfunción endotelial. 

Tomada de Cai y Harrison, 2000). 
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Las células endoteliales sanas metabolizan el oxígeno y generan ROS 

potencialmente nocivos, pero la tasa de formación de agentes oxidantes está 

equilibrada con la tasa de su eliminación (Wattanapitayakul et al., 2000; Touyz R. 

2004b). Ese potencial antioxidante de las células se debe a la actividad de las 

enzimas: Superóxido Dismutasa (SOD) responsable de dismutar al O2•- en H2O2, 

la Catalasa, que transforma al O2•- en H2O y O2, y la Glutatión Peroxidasa, que 

cataliza la reacción para convertir al H2O2 en H2O (Touyz R., 2004b; Schramm et 

al., 2012). Sin embargo, el desequilibrio entre agentes prooxidantes y 

antioxidantes (Figura 3), dan origen al estrés oxidante.  

 

Figura 4. Efecto de la Ang II sobre las células endoteliales y CMLV. Las flechas 

verdes indican los mecanismos de vasocontracción y vasodilatación inducidos por la Ang 

II para regular la presión arterial. Las flechas azules indican las señales promovidas por 

la Ang II en un estado de hipertensión. 
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Como ya se mencionó, la Ang II tiene un efecto prooxidante, que se debe a que 

una vez que se une al receptor AT1R en las células endoteliales y CMLV, estimula 

a la fosfolipasa C y D (PLC y PLD), las cuales producen DAG e IP3. Estos 

mediadores activan a la Proteína Cinasa Activada por Calcio (PKC) que puede 

fosforilar a la subunidad p47phox de la NADH oxidasa y activarla. Por 

consecuencia, se incrementa la generación de ROS (O2•- y H2O2) que, al superar a 

los mecanismos antioxidantes propios de la célula, generan estrés oxidante (Lyle 

& Griendling, 2006; Schramm et al., 2012). El O2•- por un lado, secuestra al ON y 

genera peroxinitrito, y por otro desacopla a la eNOS, teniendo como consecuencia 

la pérdida del tono vascular con lo que se favorece el estado vasoconstrictor, que 

conducirá a la hipertensión (Figura 4) (Wattanapitayakul et al., 2000; Cai y 

Harrison et al.,., 2000; Marchesi et al., 2008; Harrison et al., 2011; Hoch et al., 

2009; Schramm et al., 2012; Cai H., 2002; Touyz, 2004; Guzik et al., 2007; 

Mollnau et al., 2002). Por otro lado, el estrés oxidante puede contribuir al efecto 

proinflamatorio, a través de la activación del NF-κB (Gloire et al., 2006; Nakajima 

et al., 2013; Ma et al., 2015; Hoch et al., 2009; Guzik et al., 2007; Marchesi et al., 

2009).  

1.2.1.2. Inflamación y NF-κB. 

La familia del Factor de Transcripción NF-κB está representada por cinco 

miembros: p50, p65 (RelA), c-Rel, p52 y RelB, que forman homo- o 

heterodímeros, siendo la forma más común de respuesta a stress la de p50/p65. 

En células en reposo, éstos factores de transcripción se encuentran secuestrados 

en el citoplasma en una forma inactiva, ya que se encuentran asociados con el 

Inhibidor de NF-κB (IkB) (Douillette et al., 2006; Hoesel et al., 2013). Cuando la 

Ang II se une al AT1R en las células endoteliales, promueve la señalización de las 

Proteín Cinasas Activadas por Mitógenos (MAPKs) que conducen a la activación 

de la Cinasa del Inhibidor de NF-κB (IKK) que fosforila a IkB, que en esa condición 

libera al dímero del NF-κB y este transloca al núcleo (Urso et al., 2011).  

Otra forma de activar al NF-κB es a través de los ROS, ya que este factor de 

transcripción es sensible al estado redox (oxido-reducción) y los ROS lo pueden 
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regular a través de la formación de enlaces disulfuro en los dominios de unión al 

ADN. Además, el O2•- y el H2O2 pueden oxidar los residuos de cisteína de los 

sitios activos para fosfatasas (se inactivan) y cinasas (se activan), como las 

Cinasas Reguladas por Señales Extracelulares (ERK), serina-treonina cinasas y 

Proteín Cinasas Activadas por Estrés (SAPK), que promueven la remoción del IkB 

del NF-κB (Irani et al., 2000; Rhee et al., 2000; Morgan et al., 2011; Tabet et al., 

2008; Schramm et al., 2012; Hoesel et al., 2013; Indra et al., 2013; Pueyo et al., 

2000).  Una vez que NF-κB transloca al núcleo se une a la secuencia promotora 

de una variedad de genes, que en general dirigen la expresión de moléculas de 

adhesión como E- y P-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, así como la producción de 

quimiocinas (CCL8, CCL2), citocinas (TNFα, IL-1β e IL-6), proteína C reactiva y 

Ciclooxigenanasa 2 (COX-2) (Figura 5). Este ambiente induce el reclutamiento y 

activación de monocitos los cuales extravasan hacia la capa íntima y media del 

vaso y liberan moléculas efectoras, promoviendo el efecto prooxidante y el 

proinflamatorio que lleva  al daño tisular (Hoch et al., 2009; Lanz et al., 2010; 

Harrison et al., 2011; Guzik et al., 2007; Touyz R., 2004; Marchesi et al., 2008; 

Nishida et al., 2010; Guo et al., 2011).  

En el riñón se induce el reclutamiento de más linfocitos TH17 y neutrófilos por las 

células mesangiales favoreciendo así la disfunción vascular y renal (Harrison et 

al., 2011), lo que lleva a la proliferación mesangial, glomerulonefritis, hipertrofia y 

esclerosis glomerular y túbulointersticial (Paust et al., 2009; Tian et al., 2012). 
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Figura 5. Vías de señalización en la activación del NF-κB. La activación de los 

receptores para factores de crecimiento (GFRs), LDL oxidadas (LOX-1), Angiotensina 

(AT1R) y otros receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), receptores para citocinas y 

otros receptores que dirigen a la activación de Rac-1, Protein cinasa C (PKC) y/o 

producción de mensajeros lipídicos, inducen la activación de la NADPH oxidasa. Los 

ROS producidos modifican la fosforilación de proteínas, la expresión de genes sensibles 

al estado redox, inducen daño, median el crecimiento, proliferación, migración y 

numerosos procesos. MAPKs–proteinas cinasas activadas por mitógenos; AP-1 – 

Proteína Activadora-1; NF-κB – Factor nuclear-κB; (R)AGE – (receptor de) productos 

finales de la glicación avanzada. Modificada de Schramm et al., 2012. 

1.2.1.3. Remodelado vascular 

Durante un estado inflamatorio, en la pared de los vasos sanguíneos se producen 

cambios morfológicos como consecuencia de estímulos nocivos que inducen la 

reorganización de las estructuras vasculares, tanto celulares como de matriz 

extracelular (MEC), este proceso es conocido como remodelado vascular arterial y 

es el principal responsable del estrechamiento de la luz vascular (Renna N., 2013).  
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El remodelado vascular de las arterias grandes, pero especialmente las de la 

microvasculatura, contribuyen de manera importante al desarrollo de la 

hipertensión. Los cambios se basan en dos aspectos: (1) remodelación eutrófica 

hacia el interior, en la que el diámetro externo y el lumen disminuyen, la relación 

entre capa media/lumen aumenta, y el área de la sección transversal de la capa 

media permanece inalterada; y (2) remodelación hipertrófica, en la que la capa  

media se engrosa e invade el lumen, lo que da como resultado un aumento en el 

área de la sección transversal de la capa media y la relación media/lumen 

(Intengan y Schiffrin, 2001). 

Se ha reportado que la Ang II promueve el remodelado vascular a través de la 

unión al AT1R de la célula endotelial, esa unión estimula la producción de 

metaloproteinasas (MMP) y la activación del receptor para el Factor de 

Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) aunado a la producción de Factores de 

Crecimiento, como el Epidérmico (EGF), el Derivado de Plaquetas (PDGF) y el 

Semejante a la Insulina (IGF), los cuales promueven la proliferación de las CMLV 

promoviendo el engrosamiento de la pared vascular y el remodelado vascular, lo 

cual contribuye a la hipertensión (Touyz; 2005; Nakai et al., 2013; Gorman et al., 

2014; Intengan and Schiffrin, 2001).  

2.  ANTECEDENTES 

2.1 Tratamientos farmacológicos  

En la actualidad no existe un tratamiento dirigido al control de la disfunción 

endotelial, pero si existen tratamientos para el control de cada uno de sus 

componentes (Radenković et al., 2013). Entre estos medicamentos están los 

antihipertensivos, antioxidantes, antiinflamatorios y antitrombóticos/ 

anticoagulantes. Dentro de los antihipertensivos están los inhibidores de la ECA 

(captopril, enalapril y fosinopril) y los antagonistas del AT1R, los ARA-ll 

(candesartán, telmisartán, valsartán, losartán, etc) (Davignon y Gnaz, 2004; Nadar 

et al., 2004). Pese a que estos tratamientos logran mejorar en parte la función del 

endotelio, no lo llevan a las condiciones normales incluso cuando se administran 
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de manera conjunta, además producen efectos secundarios adversos como: 

nauseas, mareos, cansancio, dolor estomacal, muscular o en articulaciones, 

gastritis, pérdida del apetito, pérdida de la memoria, cefalea, convulsiones, 

moretones, sarpullido, ampollas en la piel, problemas visuales, dificultad para 

respirar, entre otros. Dentro de los antiinflamatorios está el etanercept (un 

antagonista de TNF-α) y el infliximab que es un anticuerpo monoclonal que induce 

la apoptosis de linfocitos que se encuentran anormalmente activados y regula la 

presión arterial. Por lo anterior es importante generar nuevos tratamientos para la 

terapéutica integral de la disfunción endotelial (Schiffrin y Touyz, 2003; Silva et al., 

2009; Shao et al., 2003; Venegas-Pont et al., 2010; Filho et al., 2013; Palloshi et 

al., 2004).   

2.2 Tratamientos alternos  

En la medicina tradicional se han utilizado diferentes extractos de plantas para el 

tratamiento de una amplia gama de enfermedades. Los efectos benéficos de estos 

productos naturales han sido atribuidos, en parte, a sus efectos directos sobre los 

vasos sanguíneos y en particular sobre las células endoteliales, restaurando sus 

funciones (Duarte et al., 2001; Appel et al., 1997). Entre los desórdenes que este 

tipo de extractos ayudan a controlar figuran la hipertensión, el estrés oxidante, la 

inflamación y el remodelado vascular, todos ellos característicos de la disfunción 

endotelial. Entre los diversos compuestos activos de los extractos se encuentran 

los polifenoles, polisacáridos y aminoácidos (Hendra et al., 2011).  

2.2.1. Flavonoides, polisacáridos y aminoácidos  

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas con propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias (Hendra et al., 2011). Se ha reportado que los 

flavonoides como la Vitexina (Figura 6A), Isovitexina (Figura 6B), Orientina (Figura 

6C), isoorientina (Figura 6D), Quercetina (Figura 6E), Kaempferol (Figura 6F) entre 

otros, tienen la capacidad de reducir la expresión de la NADH oxidasa, citocinas 

proinflamatorias, moléculas de adhesión y de inhibir la endotelina 1 y la COX-2. 

Además, pueden reducir el estrés oxidante e incrementar la expresión de la eNOS, 
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es decir, contrarrestar la disfunción endotelial (Balasuriya et al., 2011; Olszanecki 

et al., 2008; Tan et al., 2014; Jiwajinda et al., 2002; Lombardo et al., 2014;  

Machha et al., 2005; Mukherjee et al., 2013). 

 

Figura 6. Estructuras químicas de algunos flavonoides. A) Vitexina, B)Isovitexina, C) 

Orientina, D) Isoorientina, E) Quercetina y F) Kaempferol. 

Por otro lado, los polisacáridos también han presentado efectos sobre la 

disfunción endotelial y la hipertensión (Lee et al., 2013). Xie en el 2004 reportó que 

los polisacáridos del extracto de la baya del ginseng americana tienen 

propiedades anti-hiperglucemiantes, mientras que los del hongo Pleurotus 

nebrodensis mostraron efecto anti-hipertensivo al inhibir la vía de la conversión de 

la angiotensina (Miyazawa et al., 2008) y los de Lycium Barbarum contrarrestan la 

hipertensión ocular aguda además de tener un efecto neuroprotector (Mi et al., 

2013). 

Por otro lado, los aminoácidos también podrían ser los responsables de los 

efectos para contrarrestar la disfunción endotelial, ya que se ha reportado que los 

aminoácidos de Panax ginseng presentan actividad antioxidante (Kuo et al., 2003; 

Cho et al., 2008), y los de las flores de Camellia sinensis podrían influir en los 

efectos anti-inflamatorios y anti-oxidantes reportados para la planta (Wang et al., 

2010). Además, se ha reportado que la glicina (Figura 7A) tiene la capacidad de 
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disminuir la producción de ROS y la activación de la cinasa c-Jun N-terminal 1 

(JNK1), IKK y la del factor de transcripción CHOP que participa en el estrés de 

retículo endoplasmático. Además, disminuye la producción de TNFα, MCP-1, 

CD68, el infiltrado celular y la activación de las células Kupffer. Mientras que 

incrementa la cantidad de glutatión sintetasa, SOD y eNOS, así como también 

promueve la vasodilatación y disminuye la hipertensión arterial (Zhou.et al., 2016; 

Ruiz-Ramírez A et al., 2014; Xu et al., 2008; El Hafidi et al., 2004). Por otro lado, la 

arginina (Figura 7B) se ha reportado que disminuye la expresión de la caspasa 3 y 

9, TNFα, IL-1β, IL-8, ROS y la activación de la subunidad p65 del NF-κB, además 

de que incrementa la SOD, la catalasa y los niveles de ON (Wang et al., 2015; 

Coronel I et al., 2010; Dhawan et al.,2005; Carlström et al., 2013). Además, los 

aminoácidos de cadena ramificada, es decir, la leucina (Figura 7C), isoleucina 

(Figura 7D) y la valina (Figura 7E), han demostrado disminuir los niveles de  TNF-

α, IL-1β, IL-8, MMP-9 y ROS y también disminuye la activación de NF-κB; mientras 

que promueven la expresión de IkB, IL-10 y TGF (Feng  et al., 2017;  Mi et al., 

2015). 

       

 

Figura 7. Estructuras químicas de algunos aminoácidos. A) Glicina, B) Arginina, C) 

Leucina, D) Isoleucina y E) Valina. 
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2.3 Cucumis sativus 

Cucumis sativus (pepino) es una planta perteneciente a la familia Cucurbitaceae, 

la cual comprende especies que poseen propiedades con potencial terapéutico. 

Su clasificación es: 

Reino: Plantae 

    División: Magnoliophyta 

         Clase: Magnoliopsida 

              Orden: Violales 

                    Familia: Cucurbitaceae 

                          Género: Cucumis L., 1753 

                                 Especie: Cucumis sativus L., 1753 

Se ha reportado que C. sativus presenta actividades anti-oxidantes, anti-

cancerígenas, anti-inflamatorias, hipoglucemiantes, hipolipemiantes y diuréticas 

(Mukherjee et al., 2013; Kumar et al., 2010; Singh et al., 2010; Salahuddin y 

Jalalpure; 2010).  El extracto acuoso de C. sativus tiene efectos antioxidantes y 

analgésicos a la concentración de 500 mg/ml y 500 mg/kg, respectivamente. Esos 

efectos fueron similares a los del ácido ascórbico como captador de radicales 

libres y como los del diclofenaco de sodio como analgésico, y posiblemente esas 

propiedades sean debidas a la presencia de flavonoides y taninos (Kumar et al. 

2010). También el extracto metanólico y la isovitexina aislada de las hojas de 

pepino, han reportado tener actividad antioxidante (Pedras et al., 2003; Gill et al., 

2009) 

En nuestro grupo de investigación se ha evaluado el efecto de la fracción acuosa y 

acetoetílica de C. sativus sobre la presión arterial, estado inflamatorio y daño 

renal, en un modelo murino de hipertensión. A ratones C57Bl/6J se les indujo 

hipertensión a través de la administración crónica de Ang II durante 8 semanas, 

posteriormente se les dio tratamiento con los extractos durante 8 semanas más en 

paralelo a la continua administración de Ang II. Al final de los tratamientos se 

obtuvieron los riñones para determinar los niveles de citocinas e ICAM-1, y riñones 
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e hígado para evaluar daño orgánico. Con base en los resultados obtenidos se 

observó que los extractos normalizaron la presión tanto sistólica como diastólica. 

Particularmente, la fracción acuosa incrementó las concentraciones de la citocina 

reguladora IL-10 en riñón. Por otro lado, ambas fracciones redujeron la expresión 

de la molécula de adhesión ICAM-1, aunque la fracción acuosa lo hizo de manera 

más evidente. También en riñón, esa misma fracción fue capaz de revertir el daño 

mesangial, disminuyó el edema y el infiltrado leucocitario (Núñez O., 2013). 

Además, en evaluaciones in vitro, en las que se cultivaron esplenocitos en un 

ambiente inductor de células TH17, ambas fracciones tuvieron la capacidad de 

inducir a los linfocitos a un fenotipo CD4+Foxp3+ (Méndez M., 2014). 

3.  JUSTIFICACIÓN 

La disfunción endotelial se caracteriza por tener deterioro en la vasodilatación y 

presentar un perfil de remodelado vascular, prooxidante y proinflamatorio, siendo 

estos últimos los principales inductores de la fisiopatología que la componen. 

La disfunción endotelial es un problema importante a nivel mundial, ya que se 

asocia con el desarrollo de varias enfermedades de gran impacto en los índices de 

mortalidad, como lo son la aterosclerosis, hipertensión, diabetes, infarto de 

miocardio, enfermedad cerebrovascular e insuficiencia renal crónica. Por ello, el 

desarrollo de tratamientos enfocados al control de la disfunción endotelial está 

emergiendo como la llave de terapias que pueden interferir en el desarrollo de 

diversas enfermedades cardiovasculares. 

Aunque existen múltiples tratamientos farmacológicos que pueden ayudar en el 

control de las alteraciones de la disfunción endotelial, no las abarcan de manera 

integral. Para hacerlo se recurre a la prescripción de varios fármacos a la par, lo 

que resulta en un incremento en la gama de los efectos secundarios que pueden 

provocar. Por lo que se requiere del desarrollo de nuevos tratamientos 

terapéuticos enfocados al control integral de las patologías asociadas a la 

disfunción endotelial. Tratamientos alternos con estas características son los 

extractos y fracciones de plantas, los cuales han demostrado tener propiedades 
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para regular el tono vascular, el estrés oxidante y la inflamación (Kuo et al., 2003; 

Cho et al., 2008; Wang et al., 2010). 

Estudios previos en nuestro grupo de investigación han mostrado que la fracción 

acuosa de Cucumis sativus tiene la capacidad de regular la presión arterial, los 

niveles de la molécula de adhesión ICAM-1 y revertir el daño en riñón de ratones 

hipertensos (Núñez O., 2013). Además, en evaluaciones in vitro, esa fracción 

indujo a los esplenocitos hacia un fenotipo CD4+Foxp3+ pese a que el ambiente 

era proinflamatorio (Méndez M., 2014). Por lo que la fracción acuosa de C. sativus 

se coloca como candidato para el desarrollo de un fito-medicamento para el 

control integral de la disfunción endotelial. Motivo por el cual surge la pregunta de 

investigación del presente trabajo: ¿Las subfracciones F1, F2 y F3 de la fracción 

acuosa de C. sativus y su combinación controlan la disfunción endotelial? 

4.  HIPOTESIS 

Las subfracciones F1, F2, F3 de la fracción acuosa de C. sativus (pepino) y su 

combinación controlan la disfunción endotelial. 

5.  OBJETIVO 

Evaluar las subfracciones F1, F2 y F3 de la fracción acuosa de C. sativus y su 

combinación para el control de la disfunción endotelial inducida por angiotensina II. 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

- Identificar in vitro las subfracciones efectivas de la fracción acuosa de C. 

sativus (AQ-Cs) capaces de controlar el estado proinflamatorio inducido por 

angiotensina II. 

- Identificar in vitro la mejor combinación de las fracciones efectivas de AQ-

Cs capaces de controlar el estado proinflamatorio. 

- Evaluar in vitro la capacidad de la mejor combinación para regular la 

disponibilidad del ON. 

- Evaluar in vitro la capacidad de la mejor combinación para controlar el 

estrés oxidante. 
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- Determinar los posibles compuestos responsables del efecto de las 

subfracciones. 

- Evaluar el efecto de la mejor combinación sobre la disfunción endotelial in 

vivo. 

 

7.  MATERIAL Y METODOS 

7.1. Obtención de las subfracciones de Cucumis sativus.  

Las partes aéreas de Cucumis sativus, incluidas las frutas, se recolectaron de un 

cultivo comestible libre de pesticidas y fertilizantes en Xochitepec, México, en el 

periodo de julio a agosto del 2013. El material vegetal se mantuvo alejado de la luz 

a temperatura ambiente y se secó en un horno a 50 °C durante 36 h. El material 

vegetal seco se molió en un molino eléctrico (Pulvex) hasta que se obtuvieron 

partículas menores de 4 mm. Se realizó un exhaustivo proceso de maceración con 

etanol / agua (60:40 v / v) a temperatura ambiente para obtener el extracto 

hidroalcohólico. Este extracto se concentró por destilación a presión reducida a 

temperatura controlada y luego se liofilizó. Una muestra de este extracto (50 g) se 

sometió a bipartición con acetato de etilo / agua, obteniéndose 35 g de la fracción 

acuosa (AQ-Cs).  

Con la intención de obtener las diferentes subfracciones a evaluar, 35 gramos de 

la fracción acuosa se suspendieron en metanol (700 ml) durante 24 h; la fase 

líquida se filtró y se concentró en un evaporador rotatorio (Laborota 4000, 

Heidolph, Schwabach, Alemania), produciendo la subfracción SF1, que se secó 

mediante liofilización. Por otro lado, la fase orgánica se suspendió en acetona (700 

ml), produciendo las subfracciones SF2 (fase soluble) de coloración verde y SF3 

(precipitado), de tonalidad amarilla, que finalmente se concentraron a presión 

reducida y se liofilizaron. 

 

7.2. Cultivo celular 

Las células endoteliales microvasculares humanas-1 (HMEC-1) fueron 

proporcionadas por la Dra. Aida Castillo del Departamento de Fisiología, Biofísica 



 

20 
 

y Neurociencias, CINVESTAV-IPN, Ciudad de México. Las células se cultivaron en 

medio MCDB-131 suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%, L-glutamina 

10 mM, 100 U / ml de penicilina-estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. 

UU.), 10 ng / ml de factor de crecimiento endotelial y 1 μg / ml de hidrocortisona 

(Sigma) a 37 °C en atmósfera de CO2 (5%). Todos los experimentos se realizaron 

usando los pases 3 a 8.  

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 90%, se lavaron dos veces con 

PBS (140 mM de NaCl, 2 mM de KCl y 1.15 mM de K2HPO4) frío, y se 

desprendieron con 1 ml de Tripsina 5% - Verseno 5% incubándolas a 37°C con 

5% CO2 por 5 min. Para detener la reacción de la tripsina se agregaron 10 ml de 

medio MCDB 131 sin suplementar, la suspensión celular se pasó a un tubo estéril 

y se centrifugó a 377 × g, a 4°C durante 8 minutos. El sobrenadante se desechó, 

las células se resuspendieron en medio completo y se evaluó su viabilidad celular 

con azul tripano 1:10.  

Las células se cultivaron en placas de 24 pozos a una densidad de 5x105 células / 

pozo en 500 μl de medio suplementado con Ang II a diferentes concentraciones (0, 

8, 40, 200, 1000, o 5000 nM) y 0.08 o 10 μg / mL de SF1, SF2 o SF3, durante 12 h 

para evaluar el efecto antiinflamatorio o durante 6 h para evaluar el perfil 

antioxidante de las subfracciones. Como control, las células HMEC-1 se trataron 

con 10 μM de Losartán (Yamamoto et al., 2015) en lugar de las subfracciones. En 

algunos experimentos, las subfracciones SF1 y SF3 se combinaron a una 

concentración de 0,08 μg / ml cada una (C1), SF1 0,08 μg / ml y SF3 10 μg / ml 

(C2), SF1 10 μg / ml y SF3 0,08 μg / ml (C3) y SF1 y SF3 (10 μg / ml cada uno) 

(C4). Para la determinación de ROS y ON, las células se estimularon con Ang II 

5000 nM durante 6h. 

7.3. Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

Uno de los marcadores de disfunción endotelial es la producción de IL6, por lo que 

se cuantificó su concentración en el medio del cultivo de las células HMEC-1 

estimuladas con Ang II. Para ello se utilizó el Kit Human IL-6 BD OptEIATM, 
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siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante. Brevemente, el ELISA en 

sandwinch se realizó en placas de 96 pozos de fondo plano.  

Las placas se sensibilizaron durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo de 

captura para IL-6. Posteriormente las placas se lavaron tres veces con PBS-

Tween 20 (0.05%), se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con PBS-

SFB 5% y se lavaron tres veces más. Las placas se incubaron por dos horas con 

los sobrenadantes del cultivo o con los estándares de la citocina a temperatura 

ambiente. Después se lavaron 5 veces y se incubaron con el anticuerpo de 

detección acoplado a la enzima HRP por 30 min a temperatura ambiente. Se 

realizaron 7 lavados más con PBS-Tween 20, posteriormente se le agregó el 

sustrato TMB y se incubó durante 30 min en oscuridad.  

Finalizada la incubación se detuvo la reacción con H2SO4 2N y se leyó la placa a 

una longitud de onda de 450 nm a 37 °C, con el equipo VersaMax (Molecular 

Device). La determinación de proteínas de realizó por el método de Bradford. Se 

determinaron las concentraciones de las citocinas empleando la ecuación lineal 

obtenida a partir de la curva estándar, considerando como adecuado una R2>0.98. 

Los resultados obtenidos se usaron para trazar curvas de concentración-respuesta 

y se determinó el efecto máximo (Emax) y las concentraciones efectivas 50 

(CE50) para cada subfracción. 

 

7.4. Inmunocitoquímica 

Con la intención de determinar si la C4 es capaz de evitar la expresión de 

moléculas de adhesión inducidas por Ang II, 3x105 células/pozo se cultivaron en 

cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina en placas de 24 pozos con las diferentes 

concentraciones de Ang II, losartán y C4. Al finalizar el cultivo, las células se 

lavaron 4 veces con PBS atemperado y se fijaron con acetona durante 15 min. 

Posteriormente se incubaron con H2O2 al 30% durante 10 minutos, se lavaron 3 

veces con PBS frío, se bloquearon con una solución de PBS + BSA 0.1% + Tween 

20 0.05% durante 10 minutos y se incubaron con los anticuerpos primarios para 

detectar E-selectina e ICAM-1 (eBioscience) (1:50 y 1:100, respectivamente) a 4°C 

toda la noche. Al día siguiente, las células se lavaron, se incubaron con PBS + 
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BSA 0.1% + Tween 20 0.05% durante 10 minutos, se volvieron a lavar y se 

incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG mouse-biotinilado (Santa Cruz) 

(1:500) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron y se incubaron con 

200 μl de estreptoavidina peroxidasa (eBioscience) durante 30 minutos a 37°C. Se 

realizó un último lavado y se incubaron con el sustrato Diaminobenzidina (DB801R 

DAB, BioCare Medical) durante 5 minutos. Después se contratiñeron con 

Hematoxilina (HE) de Harris durante 45 segundos, la tinción se detuvo con agua. 

Posteriormente los cubreobjetos se pasaron a placas de porcelana y se pasaron 

por el tren de fijación consistiendo en alcohol al 70%, alcohol al 80%, alcohol al 

90%, alcohol absoluto 1, alcohol absoluto 2, xilol 1 y xilol 2, durante 5 minutos en 

cada uno de los fijadores. Finalmente, los cubreobjetos se montaron sobre 

portaobjetos con resina sintética (Golden Bell), se dejaron secar y se tomaron las 

fotografías utilizando el microscopio Nikon ECLIPSE 80i y el software Metamorph 

software, v. 6.1. 

7.5. Western Blot 

Las células HMEC-1 se cultivaron con las mismas condiciones que se describieron 

en el punto anterior, posteriormente, se lavaron con PBS y se lisaron con buffer de 

lisis RIPA (Ensayo de radioinmunoprecipitación) (Tris 20 mM, pH 7,4; NaCl 150 

mM, EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 1 mM, pH 7,4; Triton X-100 0,5%; 

SDS (dodecilsulfato sódico) 0,1%, desoxicolato sódico 0,5%) , utilizando un cóctel 

de fosfatasas e inhibidores de la proteasas (fluoruro de sodio (NaF) 25 mM; 

pirofosfato de sodio (NaPPi) 1 mM; vanadato de sodio (NaVPO4) 1 mM; fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM; pepstatina A 0,1 mg / ml; leupeptina 0.1 mg / mL; 

antipaína 0.1 mg / mL; aprotinina 0.1 mg / mL) (Sigma) por 15 min. Los lisados se 

rasparon de las placas y se centrifugaron a 15,100 × g durante 10 min a 4 °C. Las 

proteínas en el sobrenadante se cuantificaron mediante el método de Lowry. 

Veinte microgramos de proteína se desnaturalizaron por ebullición durante 5 

minutos en buffer, separados por SDS-PAGE (electroforesis en gel de 

poliacrilamida) en geles de acrilamida al 10% y transferidos electrolíticamente a 

una membrana de difluoruro de polivinilideno (Merck) usando tampón de 
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transferencia (Tris 25 mM, pH 8,5, glicina 193 mM, metanol 20%). Las membranas 

se bloquearon durante 1 hora en tampón de bloqueo TBS-T (solución salina 

tamponada con Tris que contiene Tween-20) al 0,1%) con BSA 2%. Después de 

eso, las membranas se incubaron durante la noche con anticuerpos anti-E-

selectina, anti-ICAM-1 (Invitrogen) o anti-α-actina (Biolegend, San Diego, CA, EE. 

UU.), diluidos 1: 1000, 1:500 o 1: 3000, respectivamente, en tampón de bloqueo. 

Después de lavar tres veces durante 5 min con TBS-T, las transferencias se 

incubaron con anticuerpos de cabra anti-ratón (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

EE. UU.) o anti-conejo (Abcam, Cambridge, RU), diluidos 1: 2500. La unión del 

anticuerpo se detectó con la solución SuperSignal West Dura Extended Duration 

Substrate (Thermo Scientific). Las bandas se analizaron usando el software 

ImageJ (Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD, EE. UU.) y la señal anti-actina 

se usó para la normalización de datos. 

7.6. Cuantificación de ON 

Se ha reportado que en la disfunción endotelial, las células endoteliales 

disminuyen la producción de óxido nítrico (ON), por lo que se considera como otro 

marcador de daño endotelial. Este compuesto tiene una vida media muy corta por 

lo que su detección es complicada, sin embargo, como la mayor parte del ON se 

encuentra en forma de nitrito y nitrato, podemos utilizar la concentración de estos 

aniones para cuantificar la producción indirecta de ON. Para ello, se utiliza la 

reacción de Griess, la cual convierte al nitrito en un cromóforo magenta cuya 

absorbancia se puede medir por espectrofotometría (Miranda et al., 2001). 

Brevemente, en una placa de 96 pozos se colocaron 100 μl/pozo del medio 

recuperado del cultivo, 50 μl/pozo de sulfanilamida 2% y 50 µl/pozo de N-1-

naftiletilendiamina 0.2%, la placa se incubó durante 30 min protegida de la luz a 

temperatura ambiente y finalmente se leyó a una longitud de onda de 540 nm a 

37°C con el equipo VersaMax (Molecular Device). Se determinó la concentración 

de nitrito empleando la ecuación lineal obtenida a partir de la curva estándar, 

considerando como adecuado una R2>0.98.  
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7.7. Cuantificación de ROS 

La disfunción endotelial se caracteriza por tener un estado prooxidante originado 

por el incremento en la producción de ROS, como el ión superóxido. Una forma de 

medir la producción de O2•– es a través de la conversión de dihidroetidio (DHE) en 

etidio (Eth), ya que el DHE es oxidado por el O2•– para formar etidio, que se une al 

DNA y produce una coloración, la cual se puede leer en un espectrofotómetro 

(Satoh et al., 2005). Las células se cultivaron durante 6h con 5000nM de Ang II, 

treinta minutos antes de finalizar el cultivo, las células se cultivaron con NADH (1 

mM), Succinato (5 mM), L-arginina (1 mM) o Xantina (0.1 mM) y con los 

inhibidores DPI (Difenil iodonium) (0.1 mM), Antimicina (0.05 mM), L-NAME (N(ω)-

nitro-L-arginina metil ester) (1 mM)  y alopurinol (0.2 mM), los cuales son los 

inhibidores de la NADH oxidasa, complejo II de la mitocondria, eNOS y xantina 

oxidasa. Quince minutos antes de finalizar el cultivo, a las células se les incubó 

con 20µM de DHE, posteriormente se les realizó 3 lavados con PBS atemperado, 

se les colocó medio fresco y se analizaron en el lector de placas multimodal con 

microscopio CYTATION 5 utilizando el software Gen 5 (Biotek Instruments) a 20X. 

Finalmente la intensidad del DHE se cuantificó con el software Metamorph v. 6.1. 

7.8. Cromatografía en Capa Fina  

Con la intención de conocer el perfil químico de las fracciones obtenidas del 

extracto acuoso, se realizó Cromatografía en Capa Fina (CCF) tanto de fase 

normal como de fase reversa. Para ambas, se utilizó una fase estacionaria 

recubierta por sílica gel (Cromatofolio de silica gel 60 F245, Merck), a la que se le 

marcaron los puntos de aplicación de la muestra con un espacio de 0.5 cm en el 

borde inferior. Posteriormente se colocó la muestra y los estándares comerciales 

para flavonoides o aminoácidos; para flavonoides se utilizó rutina un estándar 

comercial de flavonoides, para polisacáridos la glucosa y para aminoácidos la 

glicina, alanina, serina, valina, leucina, asparagina, acido aspártico, lisina, acido 

glutámico y arginina. La placa con las muestras se colocó en una parrilla con la 

intención de eliminar el disolvente y se colocó en una cámara cromatográfica la 

cual ya contenía la fase móvil. Para la fase normal se utilizaron diversos sistemas 
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de diferente polaridad (ver Anexo 1), entre ellos Diclorometano:metanol (7:3 v/v), 

acetato de etilo:metanol:agua:ácido acético glacial (7:2:2:0.5 v/v) y n-

butanol:acetona:ácido acético glacial:agua (35:35:10:20 y 70:70:20:10 v/v),  

mientras que para la fase reversa se utilizó un sistema de agua:acetonitrilo (7:3 

v/v). Las placas se retiraron de cada sistema cuando alcanzaron el 90% de elución 

de manera que quedara un espacio de 0.5 cm entre el límite de la corrida y el final 

superior. Las placas se acomodaron en la parrilla para eliminar el solvente y se 

observaron bajo luz UV. Posteriormente a las placas se les aplicaron los 

reveladores Naftol (Sigma), Ninhidrina (Merck), 4-hidroxibenzaldehído (Merck) o 

difenilborato de aminoetanol (Sigma) siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Las placas para la determinación de polisacáridos se revelaron con Naftol, el 

revelador de aminoácidos fue Ninhidrina y finalmente los reveladores de 

flavonoides fueron el 4-hidroxibenzaldehído y el difenilborato de aminoetanol. Una 

vez reveladas las placas fueron secadas en la parrilla, se observaron los patrones 

de manchas bajo luz UV y luz visible, y se compararon entre fracciones. 

7.9.  Espectrometría de masas 

Para corroborar la estructura química de los compuestos responsables de las 

actividades biológicas de SF1 y SF3, se realizó un análisis de espectrometría de 

masas. Para ello, se diluyó una muestra de 500 μg en metanol-ácido trifluoracético 

al 0.05% hasta una concentración final de 50 μg/mL. Las muestras comerciales de  

glicina, alanina, serina, valina, leucina, asparagina, acido aspártico, lisina, acido 

glutámico y arginina (Sigma) diluidos a la misma concentración fueron usadas 

como estándares. Todas las muestras se analizaron en un espectrómetro de 

masas triple cuadrupolo TQD (Waters, Milford, MA, EE. UU.), acoplado a un 

cromatógrafo de líquidos Acquity (Waters) a través de una fuente combinada de 

electronebulización APCI Z-spray. Todas las muestras se analizaron en modos de 

iones positivos y negativos. Finalmente, los aminoácidos se identificaron en las 

muestras por comparación de espectros de masas con los estándares. 
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7.10. Animales de experimentación 

Se usaron ratones machos C57BL/6J (8-10 semanas de edad) obtenidos de 

nuestras instalaciones de animales. Cuatro grupos de 20 ratones cada uno fueron 

alojados y mantenidos en condiciones libres de patógenos en el bioterio de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Morelos (FM-UAEM), a 

temperatura constante (21-23 °C) y humedad (45 -50%), con un ciclo de luz / 

oscuridad de 12 h. Todos los protocolos de animales siguieron las normas de la 

Guía del Instituto Nacional de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio, y fueron revisados y aprobados por el Comité Ético para el Cuidado y 

Uso de Animales de Laboratorio (Protocolo Número de aceptación: 008/2016) en 

FM-UAEM. 

7.11. Inducción de la disfunción endotelial y grupos experimentales 

Los ratones se agruparon de acuerdo al tratamiento que recibieron, tal y como se 

muestra en el cuadro 1. Los ratones del grupo control se trataron solo con solución 

salina. A los tres grupos restantes se les indujo la disfunción endotelial, a través de 

la administración I.P. de 0.1 μg/kg de Ang II/día durante 10 semanas, que es el 

tiempo reportado por Lombardo (2008) para el desarrollo de un estado de 

disfunción endotelial e hipertensión. A las 10 semanas, los ratones que entraron 

en los límites de inclusión, es decir, que incrementaron ≥15% de su presión arterial 

basal, fueron considerados para la segunda fase experimental. En esta fase los 

ratones con Ang II se dividieron en 3 grupos: el que recibió solo Ang II y los que 

recibieron tratamiento vía oral con losartán (10 mg/kg) y C4 (19 mg/kg de SF1 y 

6.7 mg/kg SF3) (ambos diluidos en agua), aunada a la administración de Ang II, 

durante 10 semanas más.  

Cuadro 1. Grupos experimentales  

GRUPO CONTROL Ang II Ang II/Losartán 

[10mg/kg] 

Ang II/C4 

[19 mg/kg de SF1 y 

6.7 mg/kg SF3] 

n 25 25 25 25 
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Para calcular las dosis de SF1 y SF3, nos basamos en la dosis de la fracción 

acuosa evaluada con anterioridad, que mostró efectividad y los rendimientos 

obtenidos durante el fraccionamiento.  

7.12 Medición de la presión arterial 

Los ratones se anestesiaron con xilacina y se les midió la presión arterial a través 

de un anillo insuflador en la base de la cola del ratón con un transductor de pulso, 

como lo reportado por Lombardo (2008), Guzik (2007) y Barhoumi (2011). 

Brevemente, el anillo se infla aproximadamente a 300 mmHg, durante la 

insuflación del anillo detecta la presión sistólica, posteriormente la presión del 

anillo es liberada lentamente, durante la perdida de presión se detecta la presión 

diastólica. Las presiones fueron registradas en un equipo de adquisición de datos 

LE5002 Biopac-Panlab-Letica.  Con la intención de realizar cinéticas de presión 

arterial sistólica (PAS) y diastólica (PAD) sin causar efectos adversos a los ratones 

debido al anestésico (daño hepático, shock o hasta la muerte), estos parámetros 

se midieron cada 5 semanas durante las 20 semanas. Este monitoreo se realizó 

bajo las mismas condiciones de manipulación en un determinado intervalo de 

tiempo, es decir, las mediciones se realizaron entre las 11:00 y 15:00 horas  Esto 

con la finalidad de disminuir la variabilidad debida a la influencia del ciclo 

circadiano, ya que de manera normal los ratones incrementan su presión durante 

la noche (vigilia) y a partir de las 7:00 aproximadamente, comienza a descender 

alcanzando un “valle” a las 11:00 (sueño), el cual se ve interrumpido a las 17:00 

cuando la presión comienza a ascender nuevamente (Marques et al., 2011). 

7.13 ELISA de extractos tisulares 

Los ratones se anestesiaron, se sangraron a blanco y se perfundieron con PBS 

(140 mM de NaCl, 2 mM de KCl y 1.15 mM de K2HPO4) frío, se obtuvieron riñones 

y se mantuvieron a -80°C hasta su procesamiento. Para la realización de los 

extractos tisulares, el órgano se homogenizó en frío con PBS-PMSF (0.1%) en 

relación 1:10 a su peso, utilizando un politron. Los homogenados obtenidos se 

centrifugaron a 377 × g durante 8 min a 4°C, los sobrenadantes se recuperaron y 
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se almacenaron a -80°C hasta su uso para las mediciones de las diferentes 

citocinas. 

Para la cuantificación de citocinas por ELISA se utilizaron diferentes kits siguiendo 

las instrucciones descritas por los fabricantes. Los kits de mouse IL-6, IL-1β, TNF-

α, e IL-10 se adquirieron de OptEIATM BD, y el kite de mouse TGFb se adquirió de 

Applied Biosystems. Los ELISA se realizaron como se mencionó en el punto 7. 3. 

7.14 Histopatología 

Después de obtener la última medición de presión, los ratones se anestesiaron y 

perfundieron con PBS frío. Los riñones, hígados y aortas fueron removidos. Los 

órganos se fijaron en formol buffer al 10%. Posteriormente, los tejidos se 

deshidrataron y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de 4 μm, se 

transfirieron a portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma), antes de 

desparafinarse y rehidratarse. Para los estudios histopatológicos, los portaobjetos 

se tiñeron con la tinción de tricrómica de Masson, esta tinción permite la tinción 

selectiva del tejido conectivo de manera que tiñe de rosa el citoplasma, de purpura 

el núcleo y de azul las fibras (Goldner 1938). Posteriormente los portaobjetos se 

pasaron por el tren de fijación consistiendo en alcohol al 70%, alcohol al 80%, 

alcohol al 90%, alcohol absoluto 1, alcohol absoluto 2, xilol 1 y xilol 2, durante 5 

minutos en cada uno de los fijadores. Finalmente, se colocaron a los portaobjetos 

se le colocaron los cubreobjetos con resina sintética (Golden Bell), se dejaron 

secar y se tomaron las fotografías utilizando el microscopio Nikon ECLIPSE 80i y 

se analizaron utilizando el software Metamorph, v. 6.1. 

7.15 Perfil renal 

La sangre obtenida al final de los ensayos se centrifugó a 350 x g por 8 min a 

temperatura ambiente. Los plasmas se recuperaron y se utilizaron para las 

determinaciones del perfil renal: creatinina, urea y ácido úrico. 

Para la determinación de creatinina, se colocaron 20 μl/pozo de muestra o 

estándar en placas de 96 pozos, se agregaron 200 μl del reactivo de color (mezcla 
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del reactivo A y B a volúmenes iguales). La placa se incubó a temperatura 

ambiente y se realizaron las lecturas a 510 nm a los 20 y 80 segundos, con el 

equipo VersaMax (Molecular Device). Posteriormente se hacen los cálculos 

correspondientes para obtener la concentración de creatinina utilizando las 

siguientes formulas: 

ΔABS= ABS 80s – ABS 20s 
(ΔABS Muestras/ΔABS estándar) x 2 = mg creatinina/dl 

Para la determinación de urea, se colocó 1 μl/pozo de muestra o estándar en 

placas de 96 pozos, se agregaron 100 μl del reactivo A y se dejó incubar a 

temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, se colocaron 100 μl del 

reactivo B, se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos y se procedió a la 

lectura a 578nm. Se realizaron los cálculos correspondientes como lo indica el 

fabricante:  

(ABS Muestras/ABS estándar) x 40 = mg urea enzimática/dl  

Para la determinación de ácido úrico, se colocaron 4 μl/pozo de muestra o 

estándar en placas de 96 pozos, se agregaron 200 μl del reactivo de color, se 

incubó a 37°C durante 10 minutos y se leyó a 546 nm. Se realizaron los cálculos 

correspondientes como lo indica el fabricante utilizando la siguiente fórmula: 

(ABS Muestras/ABS estándar) x 5 = mg ácido úrico/dl  

 

7.16 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos se procesaron en el programa Excel y se expresaron en 

media ± desviación estándar. La significancia de la diferencia entre las 

condiciones se determinó a través de un análisis de varianza (ANOVA). A los 

resultados se les realizó la prueba de Tukey, como prueba post-Hoc con un valor 

de significancia de p<0.05.  
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8. RESULTADOS 

8.1 Las SF1 y SF3 controlan la producción de IL-6 

Con la intención de evaluar la capacidad de las fracciones obtenidas del CsAQ 

para controlar la producción de IL-6 inducida por la Ang II, las células se cultivaron 

en presencia de diferentes concentraciones de Ang II (0, 8, 40, 200, 1000 y 5000 

nM) y dos diferentes concentraciones de las fracciones (0.08 y 10 μg/ml) o con 50 

μg/ml de Losartán (antagonista del AT1R) como control. Los resultados indican 

que las dos concentraciones de la SF1 y SF3 evitaron significativamente el 

incremento de IL-6 inducido por la Ang II, de manera tan eficiente como el losartán 

(Figura 6). En la Figura 8 se muestran las curvas Concentración-Respuesta de 

SF1, SF2 y SF3 sobre la producción de IL-6 inducida por el incremento en la 

concentración de Ang II. Es importante mencionar que la producción de IL6 es un 

parámetro que permite evaluar la inducción de la disfunción endotelial. Los  

resultados indican que las dos concentraciones de la SF1 y SF3 reducen la Emax 

con respecto a las células incubadas solo con Ang II (Emax=29.9), disminuyéndola 

a un 68.2% (Emax=20.4) y 64.1% (Emax=19.2) con 0.08 µg/ml de SF1 y SF3 

(paneles A y C), respectivamente; y a un 71.4% (Emax=21.3) con 10µg/ml de SF1, 

alcanzando valores similares a las células tratadas con Losartán (Emax=19.7; 

65.9%) (panel D), mientras que las células tratadas con 10µg/ml de SF3 tuvo una 

Emax=17.4 (58.1%) teniendo un mejor efecto que losartán. Con respecto a las 

CE50, ambas concentraciones de la SF1 y SF3 tuvieron CE50 similares (4.3 y 

2.7nM, y 3.5 y 4.9nM) al Losartán (5.8nM) lo cual indica que las subfracciones 

ejercieron sus efectos desde concentraciones bajas de Ang II como lo hizo el 

control. Por otro lado, la SF2 no logró controlar la producción de IL-6 con ninguna 

de las concentraciones evaluadas (panel B y E). 
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Figura 8. Curvas concentración-respuesta. Efecto de las subfracciones evaluadas sobre la 

producción de IL6 inducida por Ang II, 12 h después del tratamiento. (A-C) Efecto de 0,08 μg / ml de SF1 

(subfracción 1), SF2 y SF3. (D -F) Efecto de 10 μg / ml de SF1, SF2 y SF3. Las células endoteliales 

microvasculares humanas-1 (HMEC-1) se co-cultivaron con las concentraciones de Ang II especificadas 

anteriormente. Losartán (LOS) se usó como un control positivo. Los datos se informaron como media ± 

DS y se analizaron mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey n = 5, * p <0,05 vs control (sin Ang 

II).  
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8.2 La C4 es la mejor combinación para evitar la producción de IL-6 

Con la intención de identificar in vitro la mejor combinación de las fracciones 

efectivas que logren controlar la disfunción endotelial, las células HMEC-1 se 

cultivaron con las diferentes concentraciones de Ang II y las 4 diferentes 

combinaciones resultantes de la SF1 y SF3. En la Figura 9, se observa que todas 

las combinaciones reducen la producción de IL-6 (Emax C1=10.3, C2=7.9, C3=8.9 y 

C4=7.2) con respecto a la condición control de Ang II (Emax=14.2), de esas 4 

combinaciones la C1 y C3 fueron las menos efectivas ya que su Emax fue más alto 

que el del Losartán (8.3) (paneles A y C), mientras que la más efectiva fue C4, ya 

que tuvo un Emax (7.2) menor que el del Losartán, lo cual nos indica que fue mejor 

que uno de los tratamientos farmacológicos más utilizados para el control de la 

hipertensión, que es uno de los padecimientos debidos a la disfunción endotelial.  

 

Figura 9. Curvas de concentración-respuesta de las combinaciones. Efecto de las 

combinaciones evaluadas en la producción de IL-6 inducida por Ang II, 12 h después del 

tratamiento. Losartán (LOS) se usó como control positivo. C1 = 0.08 μg / mL de SF1 y 

0.08 μg / mL de SF3; C2 = 0.08 μg / mL de SF1 y 10 μg / mL de SF3; C3 = 10 μg / ml de 

SF1 y 0,08 μg / ml de SF3; C4 = 10 μg / ml de SF1 y 10 μg / ml de SF3. Los datos se 

informan como media ± DS y se analizaron mediante ANOVA y la prueba post hoc de 

Tukey. n = 5, * p <0,05 frente al control (sin Ang II). 
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8.3 La C4 evita la expresión de E-selectina e ICAM-1 

Además de la producción de citocinas, otro parámetro de disfunción endotelial es 

la expresión de moléculas de adhesión, por lo que se evaluó la capacidad de la C4 

para evitar la expresión de E-selectina e ICAM-1. Los resultados indican que a 

partir de 200 nM de Ang II las células HMEC-1 expresan E-selectina y su 

expresión se incrementa al aumentar la concentración de Ang II, lo cual concuerda 

con lo reportado por Pastore, quién indicó que 1000nM de Ang II induce la 

expresión de E-selectina en células endoteliales coronarias (Pastore et al., 1999). 

También se ha reportado que esa misma concentración de Ang II promueve la 

expresión de ICAM-1 en células endoteliales de la vena de cordón umbilical (Grafe 

et al., 1997) y en los resultados obtenidos se observa que a partir 1000nM de Ang 

II en las células HMEC-1 se expresa ICAM-1, además de que esta se incrementa 

al aumentar la concentración de Ang II. Esto indica que la expresión de ambas 

moléculas es dependiente de la concentración de Ang II (Figura 10 y 11). Otra 

molécula que se evaluó fue VCAM-1 (Anexo 1), sin embargo, bajo las condiciones 

experimentales establecidas no se observó su expresión en el Western Blot. 
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Figura 10. Efecto de C4 en la expresión de E-selectina inducida por Ang II, 12 h 

después del tratamiento. Inmunocitoquímica (A). Western blot (B). Las flechas indican 

la marca de E-selectina. Las microfotografías se tomaron con un objetivo de 40X. LOS: 

Losartán; C4: Combinación de SF1 y SF3, 10 μg / mL cada uno. Los datos se informan 

como media ± DS y se analizaron mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey. n = 

4, * p <0,05 frente a control (libre de Ang II). 
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Figura 11. Efecto de C4 en la expresión de ICAM-1 inducida por Ang II, 12 h 

después del tratamiento. Las flechas indican la marca de E-selectina. Las 

microfotografías se tomaron con un objetivo de 40X. LOS: Losartán; C4: Combinación de 

SF1 y SF3, 10 μg / mL cada uno.  

 

8.9. La C4 favorece la disponibilidad del ON 

Otro marcador de disfunción endotelial es la disminución de ON, por ello se evaluó 

la capacidad de la C4 para evitar la disminución del mismo a través de la reacción 

de Griess. Los resultados se muestran en la figura 12, lo cuales indican que los 

tratamientos sin Ang II no modifican las concentraciones de ON, mientras que al 

estimular con Ang II la disponibilidad de este gas se ve disminuida. De manera 

interesante la C4 logra evitar esa reducción de manera similar al control sin Ang II 

y Losartán.  
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Figura 12. Efecto de C4 sobre la disponibilidad de óxido nítrico (NO). Las células 

HMEC-1 se estimularon con LOS o C4 o con Ang II 5000 nM más LOS o C4. Los datos 

se reportan como media ± DS (desviación estándar) y se analizaron mediante ANOVA y 

la prueba post hoc de Tukey. n = 5, * p <0,05 frente al control (sin Ang II). LOS: Losartán; 

C4: Combinación de SF1 y SF3, 10 μg / mL cada uno. 

8.5. La C4 evita el incremento de ROS inducido por Ang II 

La Ang II promueve el estrés oxidativo al inducir la activación de enzimas como 

NADH oxidasa, la cadena respiratoria, eNOS y xantina oxidasa, estas enzimas 

incrementan la producción de ROS que también es marcador de la disfunción 

endotelial. Por lo anterior, evaluamos el efecto de C4 en la producción de ROS por 

las enzimas antes mencionadas. Como se muestra en la Figura 13, la Ang II 

aumentó significativamente la generación de ROS por las cuatro enzimas 

evaluadas. C4 impidió significativamente la formación de ROS, reduciendo los 

niveles de ROS derivados de NADH oxidasa en un 78.3%, un valor similar a los 

obtenidos con losartán (85.5%) y el inhibidor selectivo DPI (66.1%; Figura 13, 

paneles A, B). Con respecto a las ROS mitocondriales, C4 disminuyó sus niveles 

en 83.4%, mientras que la disminución debida a losartán fue 72.6%, y la debida a 

antimicina fue 87.1% (Figura 13, paneles C, D). Además, C4 redujo la producción 

de ROS por eNOS (74.5%; Figura 13, paneles E, F) y xantina oxidasa (87.7%; 

Figura 13, paneles G, H) en una medida similar a Losartán (81.3% y 90.9%), L -

NAME (60.7%) y alopurinol (89.5%). 
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Figura 13. Efecto de C4 en la producción de ROS a partir de cuatro fuentes diferentes de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), NADH oxidasa (A, B), succinato deshidrogenasa 

(C, D), óxido nítrico sintasa (E, F) y xantina oxidasa (G, H). Las células HMEC-1 se 

estimularon con Ang II 5000 nM durante 6 h. Se tomaron microfotografías 

representativas con un objetivo 20X (A, C, E, G). Los datos se reportan como media ± 

DS y se analizaron mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey. n = 5, * p <0,05 



 

38 
 

frente a control (libre de Ang II), (B, D, G, H). LOS: Losartán; INH: inhibidor respectivo; 

C4: Combinación de SF1 y SF3, 10 μg / mL cada uno; DHE: Dihidroetidio; ROS: 

especies reactivas de oxígeno; ALO: alopurinol; CTRL: control; DPI: 

Diphenyleneiodonium; NADH: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato; ANTI: 

antimicina; L-NAME: éster metílico de N (ω) -nitro-L-arginina. 

8.6 Las SFs contienen flavonoides, polisacáridos y aminoácidos. 

Con la intención de hacer un análisis cualitativo de los compuestos que podrían 

contener las subfracciones, se realizaron cromatografías de capa fina. En la Figura 

14 y en el anexo 2 se muestran las placas cromatográficas reveladas para 

aminoácidos (panel A), flavonoides (panel B) y polisacáridos (panel C). Estos 

resultados indican que todas las subfracciones presentan estos tres tipos de 

moléculas, sin embargo, el tipo de moléculas que resaltan en las cromatografías 

son justamente aquellas reveladas con ninhidrina, lo cual nos indica que los 

aminoácidos podrían ser los compuestos responsables de los efectos biológicos 

de las subfracciones. 

 

Figura 14. Cromatografía de capa fina. Separación de los diferentes compuestos de 

las subfracciones de Cucumis sativus usando TLC de fase normal y el sistema n-butanol: 

acetona: ácido acético glacial: agua (35: 35: 10: 20 v / v). Las manchas se revelaron con 
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ninhidrina para visualizar aminoácidos (A), con aminoetanol dimetilborato para 

flavonoides (B) y 4-hidroxibenzaldehído para polisacáridos (C). 

8.7 Las SF1 y SF3 contienen principalmente glicina y asparagina 

Con la intención de determinar cuáles eran los aminoácidos presentes en las SF1 

y SF3 por los cuales estas subfracciones podrían tener los efectos biológicos 

benéficos, se realizó un análisis de espectrometría de masas con diferentes 

estándares de aminoácidos. Los resultados (Tabla 1 y Figura 15) indican que en la 

ionización positiva se produjeron picos con pesos moleculares de 58.84, 133.93, 

146.97 y 157.01 Da, los cuales coinciden con los estándares de glicina, ácido 

aspártico, lisina y arginina, respectivamente, siendo el primero el principal 

aminoácido en ambas subfracciones. Por otro lado, la ionización negativa produjo 

un pico precursor con un peso molecular de 132.98 Da, que corresponde al 

estándar de asparagina. 

Tabla 1. Aminoácidos identificados en las SF1 y SF3 de Cucumis sativus por 

espectrometría de masas. 

Modo 
Pico del 

precursor 
(m/Z) 

Aminoácido 
Formula 

Molecular  
Actividad biológica 

reportada 
Referencia 

Positivo 
58.84 –
58.88 

Glicina C2H5NO2 

Reduce TNF-α, IL-6, 
COX-2, y NF-κB. 

Mejora la disponibilidad 
de ON. Incrementa 

GSH, SOD, y eNOS. 

(Wang et al., 2009; Almanza-
Perez et al., 2010; Amin et al., 
1016; Gómez-Zamudio et al., 

2015; Haddad et al., 2005) 

Negativo 132.98 Asparagina C4H8N2O3 
Regula a la baja a 

caspase 3, TNF-α, y la 
señalización del TLR4  

(Chen et al., 2016) 

Positivo 
133.93 –
133.96 

Ácido 
aspártico 

C4H7NO4 Sin reporte - 

Positivo 
146.97 –
147.00 

Lisina C6H14N2O2 Sin reporte - 

Positivo 
175.01 –
175.06 

Arginina C6H14N4O2 

Es el precursor para la 
síntesis de ON. Reduce 

IL-17 y NF-κB. 
Inhibe iNOS. 

Incrementa SOD y 
PI3K. 

Tiene actividad de 
scavenger. 

(Hnia et al., 2008; Ren et al., 
2014; Morais et al., 2018; 

Ahmad et al., 2015) 

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa; IL-6: Interleucina 6; COX-2: ciclooxigenasa-2; NF-

κB: factor nuclear kappa B; NO: óxido nítrico; GSH: Glutatión; SOD: superóxido 

dismutasa; eNOS: óxido nítrico sintetasa endotelial; TLR4: receptor tipo Toll 4; iNOS: 

óxido nítrico sintasa inducible; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa. 
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Figura 15. Espectrometría de masas. A) La SF1 contiene glicina, asparagina y arginina 

(picos 58.85, 132.98 y 175.02, respectivamente). B) La SF3 contiene glicina, ácido 

aspártico, lisina y arginina (picos 58.88, 133.93, 147.00 y 175.06, respectivamente. C) 

Estándar de glicina. D) Estándar de alanina. E) Estándar de serina. F) Estándar de 

valine. G) Estándar de leucina. H) Estándar de ácido aspártico. I) Estándar de 

asparagine. J) Estándar de lisina. K) Estándar de ácido glutámico. L) Estándar de 

arginina. Yo pasaría esta figura a la parte de Anexos. 

8.8. Evaluación in vivo de la C4. 

8.8.1. Regulación de la presión arterial. 

El aumento en la presión arterial es una de las consecuencias más evidentes de la 

disfunción endotelial, la cual es el producto de la unión de la AGII a su receptor 

AT1 en las células endoteliales (Harrison et al., 2011). Con la intención de evaluar 

la eficiencia de la C4 in vivo para controlar esta condición inducida por la AGII, a 

ratones machos de la cepa C57BL6/J de 8-10 semanas de edad, se les indujo 

disfunción endotelial a través de la administración crónica de Ang II durante 10 

semanas y posteriormente se les trató con la C4 ó Losartán como control durante 

10 semanas más aunadas a la administración de Ang II.  

En la Figura 16, se muestran las cinéticas de presión arterial sistólica (PAS) (panel 

A) y diastólica (PAD) (panel B). Los resultados indican que a las 10 semanas de 

administración de Ang II, la PAS aumentó 23.4% y la PAD 30% con respecto al 

grupo control (p<0.05). Posteriormente, desde la quinta semana de tratamiento 

con losartán ambas presiones disminuyeron de manera de que no presentaron 

diferencias significativas con respecto al blanco. Por otro lado, los ratones que 

recibieron la C4 disminuyeron gradualmente ambas presiones, a las 5 semanas 

aún tenían 9.2% sobre el grupo control en PAS y 13.5% en PAD, mostrando 

diferencia significativa con respecto a este grupo (p<0.05). Sin embargo, después 

de 10 semanas de tratamiento, la C4 disminuyó la PAS de manera que solo tenían 

5.1% en PAS y 6.6% en PAD arriba del control, sin presentar diferencias 

significativas con respecto a ese grupo, mientras que el grupo de Ang II tenía 

19.9% (PAS) y 26.1% (PAD) arriba del control. 
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Figura 16. Cinética de presión arterial. La presión arterial sistólica (PAS) y diastólica 

(PAD) se midió en todos los ratones cada 5 semanas. El grupo tratado con Ang II mostró 

aumentos en ambas lecturas de presión en la semana 10, y el tratamiento con C4 

normalizó los valores a nivel del grupo control. Los datos se expresan como la media ± 

DS y se analizaron mediante ANOVA y una prueba de Tukey post hoc. * Diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control (p<0.05). Los datos son 

representativos de 4 experimentos independientes. 
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8.8.2. La C4 induce un ambiente no inflamatorio  

En la pared vascular, la Ang II conduce a la síntesis crónica de bajo grado de 

citocinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6 y TNF afectando la función endotelial 

(Schwingshackl et al., 2015). Con la intención de evaluar el efecto de la C4 sobre 

el perfil de citocinas, en riñón, se cuantificaron las concentraciones de IL-1, IL-6, 

TNF como citocinas proinflamatorias y TGF e IL10 como citocinas 

antiinflamatorias.  

En la figura 17, se observa que la Ang II incrementa significativamente la 

producción de IL-1 (panel A) y TNF (panel B) y mantiene sin cambios la de IL-6, 

TGF e IL-10 (panel C-E).  Mientras que, el tratamiento con Losartán, así como el 

de C4 controlaron el aumento de IL-1 (panel A) llevándolo a las concentraciones 

del grupo control.  Sin embargo, ambos tratamientos no controlaron el incremento 

de TNF (panel B). Por otro lado, se puede observar que la C4 favoreció el 

aumento significativo de IL-10 (panel E), una citocina antiinflamatoria que podría 

estar regulando parte del proceso inflamatorio desencadenado por la Ang II. 
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Figura 17. Concentración de citocinas pro- y antiinflamatorias en riñón. Los niveles 

de citocinas proinflamatorias (IL-1, TNF e IL-6) y antiinflamatorias (TGF e IL-10) se 

determinaron en riñón 20 semanas después de los tratamientos. Los datos se expresan 

como la media ± DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. *Diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS: Losartán; C4: SF1 

y SF3. 
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8.8.3. La C4 revierte el remodelado vascular 

Uno de los efectos de la baja biodisponibilidad del ON es la proliferación de 

las células de la musculatura lisa vascular, lo que trae por consecuencia el 

aumento en el grosor de las paredes de los vasos sanguíneos y la 

disminución de la luz de los mismos (Ghimire et al.,2017). Con la intención de 

evaluar el efecto de la C4 sobre este parámetro, se midieron las paredes de 

los vasos de las pequeñas arterias como lo son las arterias hepáticas (Figura 

16), así como en las grandes arterias como la aorta (Figura 19).  

En ambos tipos de arterias se puede observar que la Ang II promovió el 

engrosamiento de la túnica media (Figura 18B, 18E, 19B, 19F y 19I), mientras 

que los tratamientos tanto el farmacológico como C4 disminuyeron 

significativamente ese efecto (Figuras 18C-E, 19C-D, 19G-I), manteniendo 

este parámetro similar al grupo control (Figuras 18A,18F, 19A y 19I). 
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Figura 18. Remodelado vascular en pequeñas arterias. A-D) Microfotografías a 40X 

de arterias hepaticas teñidas con tricromica de masson. E) Tasa del área de la capa 

media/lumen. La Ang II indujo el engrosamiento de los vasos y los tratamientos con 

Losartán y C4 revirtieron ese efecto. Las flechas indican las arterias hepáticas. Los datos 

se expresan como la media ± DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. 

*Diferencias estadísticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS: 

Losartán; C4: SF1 y SF3; b: conducto biliar; vp: vena porta. 
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Figura 19. Remodelado vascular de la macrovasculatura. A-D) Microfotografías a 4X 

de aortas teñidas con tricromica de masson. E-H) Microfotografías tomadas a 100X. I) 

Tasa del área de grosor de la media/lumen. La Ang II indujo el engrosamiento de la capa 

media de la aorta y los tratamientos con Losartán y C4 revirtieron ese efecto. Los datos 

se expresan como la media ± DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. 

*Diferencias estadísticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS: 

Losartán; C4: SF1 y SF3. 
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8.8.4. La C4 disminuye el daño renal 

El proceso inflamatorio, el estrés oxidante y el remodelado vascular que 

caracterizan a la disfunción endotelial, tienen como consecuencia el daño en los 

tejidos (Harrison et al., 2011). En estudios previos ya se había constatado que la 

AGII generaba daño en el riñón como consecuencia de lo anterior (Trejo-Moreno 

et al., 2018), por lo cual era de interés saber si la C4 podría ayudar a rehabilitar el 

daño inducido previamente por la AGII. En la figura 20, se muestra que la Ang II 

indujo el infiltrado de células mononucleares en la grasa perirrenal (panel B) y en 

la cápsula renal, aunado a fibroblastos, en esta última que como respuesta a 

señales de daño produjeron fibras de colágena que la engrosaron (panel F). En la 

microvasculatura también se promovió el depósito de fibras y el infiltrado celular 

(panel J). Finalmente, a nivel glomerular, indujo hipertrofia (panel N y Q), 

depósitos de fibras alrededor del glomérulo (panel N), disminuyó la capilaridad 

glomerular (panel R) y aumentó el área mesangial (panel S).  

Ambos tratamientos (Losartán y C4), disminuyeron el infiltrado en la grasa 

perirrenal y en la cápsula (panel C, D, G y H, respectivamente), sin embargo, la C4 

lo llevó en ambos casos a las condiciones del grupo control (panel A). Por otro 

lado, tanto el Losartán como la C4 disminuyeron el grosor de la cápsula renal 

(panel H y G), ya que se redujo la cantidad de fibras de colágena y de fibroblastos 

en ella. En lo que respecta a la microvasculatura, tanto el Losartán (panel K) como 

C4 (panel L) rehabilitaron los vasos llevándolos a las condiciones como las del 

grupo control (panel I). Por otro lado, aunque el Losartán redujo la hipertrofia 

glomerular (panel O y Q) no la llevó a las condiciones del grupo control (panel M y 

Q) y no restauró la capilaridad de los glomérulos (panel R) ni revirtió la expansión 

mesangial (panel S). Finalmente, la C4 no mostró diferencias significativas con 

respecto al grupo tratado con AGII en ninguno de estos parámetros (paneles Q-S). 
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Figura 20. Daño renal. A-D) grasa perirrenal. E-H) Cápsula renal. I-L) Vasos. M-P) 

Glomérulo cortical. Q-S) Análisis de daño glomerular. La Ang II induce inflamación 

caracterizada por el infiltrado de células mononucleares y fibroblastos y depósito de 

fibras de colágeno. El tratamiento con C4 disminuye estos parámetros, excepto el de la 

capilaridad glomerular. Microfotografías tomadas a 100X. Los datos se expresan como la 

media ± DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. * Diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control (p<0.05); # Diferencias 

significativas con respecto al grupo control y a Ang II. LOS: Losartán; C4: SF1 y SF3. m: 

célula mononuclear; f: fibroblastos. 
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Las alteraciones en la arquitectura del riñón conducen a que la función renal sea 

anormal, por lo que se elimina menos creatinina, ácido úrico y urea a través de la 

orina y estas aumentan en sangre (Díaz et al., 2013).  

En la figura 21, se observan los parámetros de creatinina (panel A), ácido úrico 

(panel B) y urea (panel C). El grupo que recibió Ang II mantuvo sin cambios los 

niveles de los dos últimos, pero incrementó los valores de creatinina en sangre 

(panel B), lo cual indica que no se está llevando una buena filtración glomerular y 

con ello una función renal adecuada. Tanto el losartán como C4 mantuvieron la 

concentración de creatinina a nivel del grupo control, lo cual indica que, aunque no 

hayan revertido el daño anatómico a nivel glomerular (Figura 19 O-S) controlaron 

las alteraciones en la filtración renal.  

 

Figura 21. Perfil renal. A) Creatinina. B) ácido úrico. C) Urea enzimática. La Ang II 

induce el incremento de creatinina en sangre, lo que indica que hay daño en la 

funcionalidad del riñón. La C4 evita este incremento de creatinina. Los datos se expresan 

como la media ± DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. *Diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS: losartán; C4: SF1 y 

SF3. 
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8.8.5. C4 reduce el daño hepático 

La administración crónica de Ang II promueve el desarrollo de esteatohepatitis no 

alcohólica (NASH, por sus siglas en inglés) (Moreno et al., 2018). Las 

características histológicas de esta patología son: hígado graso, inflamación y 

fibrosis (Brunt 2004; de Alwis and Day, 2008). Con la intención de evaluar el efecto 

de la C4 sobre este parámetro, se realizaron estudios histopatológicos en hígado.  

En la figura 22 se muestra que todos los grupos desarrollaron hígado graso (panel 

A-D). Por otro lado, se observa que la Ang II indujo el engrosamiento de la cápsula 

de Glisson (panel F) y las trabéculas (panel J), debido al depósito de fibras de 

colágeno e infiltrado de células mononucleares como linfocitos, macrófagos, 

fibroblastos y fibrocitos, lo que indica la cronicidad del evento inflamatorio y el 

proceso de reparación en curso. El tratamiento con Losartán mejoró el 

engrosamiento de la capsula de Glisson, y pese a que la C4 también lo mejoró, el 

grado en el que lo hizo el Losartán fue mejor. Sin embargo, ambos tratamientos 

revirtieron el daño en las trabéculas (panel K-L), llevándolo a las condiciones 

similares al grupo control (panel A). 
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Figura 22. Evaluación del daño hepático mediante tinción con tricrómica de Masson. A-

D) Parénquima hepático, 4X. E-H) Cápsula de Glisson, 40X; I-L) Trabéculas, 40X. El 

grupo tratado con Ang II mostró esteatosis, infiltrado de células mononucleares y 

depósito de fibras de colágeno. Tanto Losartán como la C4 disminuyeron el 

engrosamiento de la capsula de Glisson como de las trabéculas, sin embargo, no 

mejoraron la esteatosis.  Microfotografías tomadas con el objetivo de 4X y 40X. m: 

células mononucleares inflamatorias; F: fibroblastos; Fb: fibrocitos. 
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9. DISCUSION 

La inflamación, el estrés oxidativo y el remodelado vascular son características de 

la disfunción endotelial; a su vez, este último es el sustrato fisiopatológico de 

varias enfermedades cardiovasculares con alto impacto en los índices de 

mortalidad, como hipertensión, infarto de miocardio, enfermedad cerebrovascular 

e insuficiencia renal crónica (Tanaka, et al., 2016; Kolmos et al., 2016; Mitsides et 

al., 2017). Por lo anterior, los tratamientos para controlar las afecciones de la 

disfunción endotelial están emergiendo como terapias clave contra estas 

enfermedades de alto impacto (Endemann et al., 2004). En el presente trabajo, las 

subfracciones SF1, SF2 y SF3 de la fracción acuosa de C. sativus se evaluaron en 

su capacidad para controlar la disfunción endotelial inducida por Ang II in vitro e in 

vivo. Nuestros hallazgos indican que SF1 y SF3, así como su combinación C4 

modularon varios parámetros inflamatorios, oxidativos, de remodelado vascular, 

hipertensión y de daño orgánico tan eficazmente como el Losartán, un antagonista 

del receptor de Ang II. Estos resultados podrían deberse a la glicina y arginina, los 

compuestos mayoritarios presentes en SF1 y SF3. Se ha informado que ambos 

aminoácidos tienen efectos antiinflamatorios, ya que inhiben la expresión de IL-6, 

IL-1β, IL-17, TNFα y ciclooxigenasa 2, así como la infiltración de macrófagos; 

también regulan negativamente la actividad de NF-κB (Hnia et al., 2008; Wang et 

al., 2009; Almanza-Perez et al., 2010; Ren et al., 2014; Gómez-Zamudio et al., 

2015; Amin et al., 2016; Morais et al., 2017). 

La Ang II es un octapéptido que, al unirse a su receptor AT1R en la célula 

endotelial, promueve la cascada de señalización de MAPK que conduce a la 

activación de IKK; que a su vez fosforila a IκB. Después de su fosforilación, IκB se 

degrada y NF-κB se transloca al núcleo. NF-κB es un factor de transcripción que 

controla la expresión de varios genes implicados en la inflamación, como IL-6, pro-

IL-1, E-selectina e ICAM-1 (Wolf et al., 2002). Se ha reportado que cuando la 

glicina se une a su receptor (GlyR), que es un receptor ionotrópico o regulado por 

ligando, contribuye a la hiperpolarización de células como los macrófagos, 

dificultando su activación (Froh et al., 2002). Otros autores (Wang et al., 2009; Lu 
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et al., 2017) han reportado que esta hiperpolarización inhibe la vía MAPK. Por lo 

que la activación de NF-κB inducida por Ang II y sus consecuencias inflamatorias 

se podrían bloquear. El GlyR también se expresa en las células endoteliales 

(Yamashina et al., 2001; Van den Eynden et al., 2009), por lo que es probable que 

un mecanismo similar podría estar involucrado. Por lo tanto, la glicina en SF1 y 

SF3 podría interactuar con el GlyR en las células endoteliales, y así hiperpolarizar 

su membrana y bloquear la señalización MAPK mediada por Ang II, y 

consecuentemente inhibir la activación de NF-κB y la producción de IL-6, E-

selectina e ICAM-1. L-Arginina es otro aminoácido que ha demostrado 

propiedades antiinflamatorias in vivo e in vitro al disminuir la expresión de citocinas 

inflamatorias (Hnia et al., 2008). Recientemente se demostró que la L-arginina 

inhibe la activación de NF-κB en células Caco-2 por un mecanismo que implica su 

transporte activo por el transportador de aminoácidos catiónicos CAT1 y el 

metabolismo por eNOS para generar NO aumentando su biodisponibilidad (Meng 

et al., 2017).  

Por otro lado, in vivo, se observó que la Ang II incrementó la concentración de IL-

1, sin embargo, el tratamiento con C4 controló la producción de esta citocina, 

además de que se incrementó la de IL-10, una citocina antiinflamatoria. Se ha 

reportado que la IL-10 suprime la activación de la enzima convertidora de IL-1β y 

el consecuente procesamiento y liberación de la IL-1 madura (Kim et al., 2004). 

Por otro lado, se ha reportado que la glicina incrementa la producción de IL-10 

(Chen et al., 2018). Mientras que la arginina regula epigenéticamente la 

producción de IL-10, a través de la hipometilación del ADN del promotor de esa 

citocina en células TH CD4 (Yu et al., 2017). Por lo anterior, la C4 posiblemente 

controló la producción de IL-1 a través de la producción de IL-10 inducida por la 

glicina y arginina contenidas en las SF1 y SF3. 

Además del efecto proinflamatorio, la Ang II tiene un efecto prooxidante que se 

evidencia con el aumento en la producción de ROS. Existen muchas fuentes 

potenciales de ROS en las células, incluidas la NADH oxidasa, la mitocondria 

(succinato deshidrogenasa), la xantina oxidasa y la eNOS desacoplada (Wang et 
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al., 2000). En el presente trabajo se observó que, en las células HMEC-1 tratadas 

con Ang II y la C4 disminuyó significativamente la producción de ROS proveniente 

de las cuatro fuentes antes mencionadas. Estos resultados podrían deberse al 

efecto de los aminoácidos contenidos en la C4 para mejorar las defensas 

antioxidantes. Se ha reportado que la arginina y la glicina aumentan la cantidad de 

superóxido dismutasa de cobre / zinc (Cu / Zn-SOD), una enzima antioxidante 

capaz de reducir el ion superóxido a peróxido de hidrógeno (Ruíz-Ramírez et al. 

2013; Ren, et al., 2014). Por otro lado, la arginina tiene actividad antioxidante 

debido a su capacidad para eliminar radicales libres como el 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo (DPPH) (Ahmad et al., 2015). Mientras que la glicina es un precursor 

del glutatión (glutamil-cisteinil-glicina), un tripéptido con potencial antioxidante 

mediado por: i) una reacción acoplada a la peroxidasa; ii) una regulación del 

sulfhidrilo celular y el equilibrio redox; y iii) una regulación de la 

expresión/activación de los factores de transcripción sensibles al estado redox 

(Haddad and Harb, 2005; Amin et al., 2016). 

Otro efecto de la Ang II relevante para la disfunción endotelial, es la disminución 

de la biodisponibilidad del ON (Li and Förstermann, 2013; González et al., 2014). 

Al incrementar las concentraciones de ROS intracelular, estos pueden desacoplar 

a la eNOS, y como consecuencia esta enzima generará O2•–  en vez de ON (Wang 

et al., 2000; Li and Förstermann, 2013). Esto favorecerá el estado oxidante y 

vasoconstrictor del endotelio que, de mantenerse de manera prolongada, puede 

conducir al desarrollo de la hipertensión (Pignatelli et al., 2018). Los resultados in 

vitro mostraron que la C4 evitó la disminución de los niveles de ON inducida por 

Ang II, mientras que in vivo, reguló la presión arterial. Estos resultados podrían 

deberse en parte, a la arginina, glicina y ácido aspártico en SF1 y SF3. Los tres 

aminoácidos tienen la capacidad de atenuar la hipertensión en diversos modelos 

murinos, a través de mecanismos que implican el aumento tanto de la eNOS como 

de su sustrato para sintetizar ON (El Hafidi et al., 2004; Das et al., 2017; Hou et 

al., 2017). Por un lado, la glicina incrementa la expresión del mRNA de la eNOS 

así como también la producción de la proteína misma (Gómez-Zamudio et al., 

2015; Ruíz-Ramirez et al., 2013). Por otro, la arginina además de ser el sustrato 



 

59 
 

de la eNOS (Hnia et al., 2008), estimula la vía de la fosfatidilinositol-3-cinasa/Akt, 

lo que favorece la activación de la eNOS, la producción de ON y sus efectos 

vasodilatadores, mejorando así la función endotelial y la presión arterial (Ren et 

al., 2014). Por último, pese a que el ácido aspártico no está directamente 

involucrado con la síntesis de ON, este aminoácido puede ser convertido en 

argininosuccinato por la argininosuccinato sintetasa. Posteriormente se convierte 

en arginina por la argininosuccinato liasa, de esta manera se favorece la 

disponibilidad del sustrato para la eNOS y con ello la producción de ON (Hou et 

al., 2017). 

Además de ser un potente vasodilatador, el ON derivado de la eNOS, es una 

molécula de señalización que juega un papel esencial en el remodelado vascular 

(Yan et al., 2012). Al disminuir su biodisponibilidad, se promueve la proliferación 

de las células de musculo liso vascular y, por ende, aumenta el grosor de la capa 

media de los vasos, mientras que disminuye la luz de los mismos, contribuyendo 

así a la hipertensión (Gao Pet al., 2014; Ghimire et al.,2017). En los resultados 

obtenidos in vivo, la C4 revirtió el remodelado micro- y macrovascular inducido por 

la Ang II. Esto se relaciona estrechamente con el efecto de la glicina, arginina y 

ácido aspártico sobre su capacidad para aumentar la producción de ON por la 

eNOS (Gómez-Zamudio et al., 2015; Ren et al., 2014; Hou et al., 2017) y en 

consecuencia controlar la proliferación de las células de músculo liso vascular. Por 

otro lado, se ha reportado que la arginina incrementa la expresión del homologo 

de la proteína 2 del regulador de la información silenciosa (SIRT-1) (Rizk et al., 

2014). Esta proteína funciona como una histona deacetilasa de la proteína 

activadora 1 (AP-1) por lo que modula la formación de la capa neointima a través 

de la reducción de la proliferación y migración de las células de músculo liso 

vascular (Gao et al., 2014). 

La disfunción endotelial inducida en las arteriolas, capilares glomerulares y 

peritubulares conducen a la alteración en la función del riñón y contribuye al 

desarrollo de enfermedades renales agudas y crónicas (Guerrot y Bellien, 2014), 

como la glomeruloesclerosis, caracterizada por el aumento del volumen mesangial 
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(Anderson et al., 1993, Orth et al., 1994). La producción de ROS inducida por la 

Ang II conduce a la hiperplasia e hipertrofia de diferentes tipos celulares, aumenta 

la expresión de citocinas y moléculas de adhesión. Estas alteraciones promueven 

la síntesis de proteínas de la matriz extracelular a través de la activación de las 

células mesangiales y fibroblastos intersticiales y tubulares, la estimulación del 

inhibidor del activador del plasminógeno 1 y la infiltración y activación de 

macrófagos, que potencian aún más la inflamación y la fibrosis (Mezzano et al., 

2001; Ruiz-Ortega et al., 2001, 2006; Trejo et al., 2018). En el presente trabajo, los 

ratones tratados con Ang II desarrollaron en riñón alteraciones estructurales como 

el depósito de fibras de colágeno, infiltración de células mononucleares (linfocitos, 

macrófagos y fibroblastos) y aumento del área mesangial y glomerular. El 

tratamiento con la C4 revirtió la mayoría de esos parámetros. Este resultado 

podría deberse al efecto de la glicina y arginina en la C4, que como ya se ha 

mencionado, ambos aminoácidos pueden controlar el evento inflamatorio a través 

de diversos mecanismos (Hnia et al., 2008; Ren et al., 2014; Amin et al., 2016; 

Morais et al., 2017). Además, se ha reportado que la arginina incrementa la 

expresión de Nrf2 (Ramprasath et al., 2012), un factor de transcripción que 

favorece la expresión de los genes citoprotectores como los de las enzimas de 

fase 2 (hemo oxigenasa-1, glutatión-S-transferasa A1 y NAD(P)H: quinona 

oxidorreductasa 1) (Korkina L., 2007), que pueden contrarrestar los daños 

fibrinogénicos y oxidativos (Oh et al., 2012; Choi et al., 2009, 2014). 

Finalmente, la esteatohepatitis no alcohólica (NASH, por sus siglas en inglés) está 

siendo reconocida como un desorden común presente en una gran variedad de 

enfermedades como la hipertensión (Brunt 2004). La NASH se caracteriza por la 

presencia de hígado graso, daño en los hepatocitos, fibrosis e inflamación (Brunt 

2004, de Alwis y Day, 2008). En los resultados obtenidos in vivo se observó que 

todos los grupos desarrollaron hígado graso, lo cual no fue revertido por ninguno 

de los tratamientos. El desarrollo de hígado graso en estos casos posiblemente se 

debió a la edad de los animales, ya que se ha reportado que la prevalencia de 

hígado graso incrementa con la edad (Xiong et al., 2014). Por otro lado, en el 

hígado, la estimulación del AT1R activa a la cinasa Janus 2 (JAK2), lo que 
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promueve la activación de Arhgef1, un factor intercambiador de nucleótidos 

responsable de la activación de RhoA, que en respuesta estimula a la cinasa Rho 

(ROK). La vía de la RhoA/Rho cinasa es crucial para el desarrollo de fibrosis en el 

hígado e hipertensión portal (Granzow et al., 2014). En el presente trabajo, se 

observó que la C4 revirtió el depósito de fibras de colágeno en la capsula de 

Glisson y en las trabéculas. Uno de los mecanismos por los que se obtuvo ese 

efecto quizá se deba a la arginina, ya que se ha reportado que este aminoácido 

disminuye la expresión de ROK (Chuang et al., 2011), por lo que la disminución de 

esta cinasa podría contribuir al control de la fibrosis en este órgano. 

Todo lo anterior, indica que el tratamiento con la C4 o sus componentes podría 

utilizarse como un tratamiento capaz de controlar de manera integral los 

parámetros de la disfunción endotelial y sus consecuencias. 

10. CONCLUSION 

Los efectos de las subfracciones SF1 y SF3 sugieren su uso potencial para el 

tratamiento de diversas patologías asociadas a la disfunción endotelial debido a su 

capacidad de controlar la inflamación, el estrés oxidativo, remodelado vascular, 

daño hepático y renal. 

11. PERSPECTIVAS 

- Evaluar la capacidad de la SF1 y SF3 para regular la activación de la PCK 

inducida por la Ang II. 

- Determinar el efecto de las SF1 y SF3 para controlar la activación de NF-κB 

inducida por Ang II.  

- Evaluar el efecto de las SF1 y SF3 sobre el estrés oxidante in vivo. 

- Evaluar el efecto de un extracto hidroalcohólico de Cucumis sativus 

estandarizado en las SF1 y SF3 para controlar la disfunción endotelial in vivo.
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14. ANEXO 1. Inmunocitoquímica para VCAM-1. 

 

 

Efecto de la AngII sobre la expresión de VCAM-1. La AngII no induce la expresión de 

VCAM-1 pese a la concentración de 5000nM. 
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14. ANEXO 2. Cromatografías en capa fina (CCF) de las subfracciones de 

Cucumis sativus  

 

Anexo 2. Cromatografía en Capa Fina. Se colocaron las muestras y se corrieron bajo 

diferentes sistemas de polaridad, finalmente se revelaron para visualizar diferentes tipos de 

moléculas. CH3Cl2: Diclorometano; MeOH: Metanol; H2O: Agua; CH3CN: Acetonitrilo;  AcOEt: 

Acetato de etilo; Hac : Ácido acético glacial; nBuOH: n-butanol.  
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Continuación del ANEXO 2. Cromatografías en Capa Fina (CCF) de las subfracciones de 

Cucumis sativus 

 

CH3Cl2: Diclorometano; MeOH: Metanol; H2O: Agua; CH3CN: Acetonitrilo; AcOEt: Acetato de 

etilo; Hac : Ácido acético glacial; nBuOH: n-butanol.  
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Continuación del ANEXO 2. Cromatografías en Capa Fina (CCF) de las subfracciones de 

Cucumis sativus 

 

 

CH3Cl2: Diclorometano; MeOH: Metanol; H2O: Agua; CH3CN: Acetonitrilo; AcOEt: Acetato de 

etilo; Hac : Ácido acético glacial; nBuOH: n-butanol.  


