UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

CENTRO DE INVESTIGACION EN DINAMICA CELULAR

EVALUACION DE LAS SUBFRACCIONES F1, F2 y F3 DE LA FRACCION
ACUOSA DE Cucumis sativus (PEPINO) Y SU COMBINACION PARA EL
CONTROL DE LA DISFUNCION ENDOTELIAL

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
M. EN C. CELESTE TREJO MORENO

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. GABRIELA ROSAS SALGADO (FM-UAEM)

CUERNAVACA, MORELOS JUNIO, 2018



SINODALES

Dra. Gabriela Rosas Salgado
Facultad de Medicina, UAEM

Dra. Maria Angélica Santana Calderén

Centro de Investigacién en Dinamica Celular, UAEM

Dr. Jesus Enrique Jiménez Ferrer

Centro de Investigacién Biomédica del Sur, IMSS



JURADO DE EXAMEN DE GRADO

PRESIDENTE
Dra. Gladis del Carmen Fragoso Gonzalez

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

SECRETARIO
Dr. Mario Ernesto Cruz Muioz
Facultad de Medicina, UAEM

VOCAL
Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Centro de Investigacion Biomédica del Sur, IMSS

VOCAL
Dr. Jaime Tortoriello Garcia

Centro de Investigacion Biomédica del Sur, IMSS

VOCAL
Dra. Maria Angélica Santana Calderén

Centro de Investigacion en Dinamica Celular, UAEM

SUPLENTE
Dr. Jesus Enrique Jiménez Ferrer

Centro de Investigacién Biomédica del Sur, IMSS

SUPLENTE
Dra. Gabriela Rosas Salgado
Facultad de Medicina, UAEM



PUBLICACION RELACIONADA CON LA TESIS

Trejo-Moreno C, Méndez-Martinez M, Zamilpa A, Jiménez-Ferrer E, Perez-Garcia
MD, Medina-Campos ON, Pedraza-Chaverri J, Santana MAZC, Esquivel-
Guadarrama FR, Castillo A, Cervantes-Torres J, Fragoso G, Rosas-Salgado G.
Cucumis sativus Agueous Fraction Inhibits Angiotensin Il-Induced Inflammation
and Oxidative Stress In Vitro. Nutrients. 10(3). pii: E276. doi: 10.3390/nu10030276.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trejo-Moreno%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%A9ndez-Mart%C3%ADnez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zamilpa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jim%C3%A9nez-Ferrer%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez-Garcia%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez-Garcia%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medina-Campos%20ON%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pedraza-Chaverri%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santana%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esquivel-Guadarrama%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esquivel-Guadarrama%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castillo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cervantes-Torres%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fragoso%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosas-Salgado%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29495578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29495578

RESUMEN

La inflamacién y el estrés oxidativo desempefian un papel importante en la
disfuncion endotelial y son factores clave en la progresion 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 fraccion acuosa de C. sativus
y su combinacién para el control de la disfuncion endotelial inducida por
angiotensina Il, 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 Il y las subfracciones. La
concentracion de interleucina 6 (IL-6) como medida de inflamacion. Para identificar
las combinaciones de SF mas efectivas, se cultivaron células HMEC-1 como se
describié anteriormente en presencia de cuatro combinaciones (C1, C2, C3 y C4)
de SF1 y SF3. Luego, se evaluaron los efectos de la combinacién mas efectiva
(medida por la produccion de IL-6) sobre la expresion de moléculas de adhesion,
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la biodisponibilidad del
oxido nitrico (NO). Ademas, se realiz6 un analisis de espectrometria de masas
para identificar los compuestos activos. Finalmente se dio tratamiento con la
combinacion 4 (C4) a ratones con disfuncién endotelial y se evalud la presion
arterial, la concentracion de citocinas, histopatologia y perfil renal, y remodelado
vascular. Los resultados indicaron que ambas subfracciones SF1 y SF3
disminuyeron la produccion de IL-6 inducida por Ang I, y C4 (SF1y SF3, 10 ug/
ml cada una) fue la combinaciébn mas efectiva para inhibir la produccion de IL-6.
Ademas, C4 impidi6 la expresion de moléculas de adhesion, redujo la produccion
de ROS y aumento la biodisponibilidad del NO. La glicina, la arginina, la
asparagina, la lisina y el acido aspartico fueron los componentes principales de
ambas subfracciones. En el modelo in vivo, la C4 normalizé la presion arterial
sistdlica y diastolica, reguld la produccion de la citocina proinflamatoria IL-1p y
aumentd la de la citocina anti-inflamatoria IL-10 en riidbn. Ademas, revirtio el

remodelado vascular en arterias hepaticas y aorta, y disminuyé el dafio renal y



hepatico. Estos resultados demuestran que C4 tiene efectos que controlan el
estrés oxidante, la inflamacion, el remodelado vascular y el dafio tisular asociados
a la disfuncién endotelial y podria ser candidato para el desarrollo de un

fitomedicamento para el tratamiento de esta patologia.



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 Il (Ang Il) in human microvascular
endothelial cells-1 (HMEC-1) cells. The cells were -cultured with different
concentrations of Ang Il and the subfractions. IL-6 (Interleukin 6) concentration was
guantified 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 Il, and C4 (SF1 and SF3, 10 pg/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-18 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 sanguineos estan formados por una capa adventicia, una capa media
formada por células del musculo liso vascular (CMLV) y en la parte mas interna se
localiza la capa intima, formada por el endotelio. Este Ultimo, es una monocapa
continua de células endoteliales que tapizan la cara luminal interna de las arterias,
las venas, los capilares y los vasos linfaticos, formando una estructura muy
organizada que asegura el acoplamiento funcional entre ellas (Esteller et al., 2005;
Kolka y Bergman., 2012).

Endotelio

Musculo liso

==z

Capa o tunica media {

Capa o tunica adventicia

Figura 1. Estructura de los vasos sanguineos. Los vasos estan conformados por tres capas, 1)
la intima, donde esta el endotelio, 2) la media, donde estan las células de musculo liso vascular y
3) la adventicia. Tomado de Martini F, 2009.

Como tal, tiene dos grandes funciones, la primera es la de regular el transito de
7.2 litros diarios de sangre, permitiendo la salida de una cantidad inferior al 0.1%
de liquidos hacia los tejidos. La segunda, es coordinar la funcionalidad de células



asociadas tanto a los vasos sanguineos (células de musculo liso vascular y
fibroblastos), como de las que no forman parte de ellos (linfocitos, monocitos,
neutrofilos, eosindfilos, basdfilos), lo cual hace que el endotelio sea un tejido
estructuralmente simple pero funcionalmente complejo (Klabunde R, 2005;
Marquez et al., 2009; Kolka y Bergman., 2012).

Para llevar a cabo sus funciones, posee diferentes receptores que le permiten
captar sefales fisicas, quimicas, hormonales e inmunoldgicas. A estas sefales
puede responder sintetizando, almacenando y liberando diferentes moléculas que
cumplen funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas, por lo que forma parte de
los grandes sistemas homeostaticos del organismo (neuroinmunoendocrinoldgico)
(Marquez et al., 2009; Esteller et al., 2005; Kolka y Bergman, 2012).

1.1.1 Funciones del endotelio

La funcién del endotelio depende del tipo de vaso y de la ubicacién en la que se
encuentre (Klabunde R, 2005; Marquez et al., 2009). Asi, 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 presion arterial, mediante la liberacion
de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras (Davignon y Ganz, 2004,
Marquez et al., 2009, Kolka y Bergman, 2012).

* La capacidad de expresar moléculas de adhesiéon que a su vez controlan el
reclutamiento de neutréfilos, monocitos y linfocitos efectores a la intima y
adventicia, donde seran activados participando en el proceso inflamatorio

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

* La creacion de una superficie no trombogénica por la sintesis de inhibidores de la

agregacion plaquetaria (Marquez et al., 2009; Versteeg et al., 2013).



* Regulacion del remodelado vascular, al sintetizar y liberar factores de
crecimiento que promueven la proliferacion de las células del musculo liso
vascular (CMLV) (Forstermann et al., 2012; Pacurari et al., 2014).

2.1.1.1 Angiotensina ll y el tono vascular

La angiotensina Il (Ang Il) es un péptido biologicamente importante del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) (Liang et. al., 2015), pues induce varios
efectos bioldgicos como vasoconstriccion, incremento de contractilidad miocardica,
proliferacion celular y retencién de agua-sodio. La formacion de la Ang Il comienza
con la sintesis de su precursor, el angiotensindgeno dentro del higado. Este viaja
al rindén a través de los vasos sanguineos para ser catalizado por la renina,
proteasa que se sintetiza y almacena en el aparato yuxtaglomerular (area
especializada de las nefronas). El angiotensindgeno catalizado por la renina se
convierte en un decapéptido de 14 aminoacidos denominado angiotensina | (Ang
). Posteriormente Ang | es catalizado por la enzima convertidora de Angiotensina
(ECA) liberada por las células endoteliales a nivel pulmonar quedando como un
octapéptido denominado Ang Il (Pérez-Diaz et. al., 2006; Nishida et al., 2010;
Pacurari et al., 2014). Por otra parte, la Ang Il se puede formar de manera local en
vasos sanguineos, el rifibn, corazén y cerebro a través de vias no dependientes
de ECA (Santeliz et. al., 2008).

La Ang Il actta principalmente a través de dos receptores diferentes de 7 dominios
transmembranales: el receptor de Ang Il tipo 1 (AT1R) y el receptor de Ang Il tipo
2 (AT2R) (Lemarie y Schiffrin, 2010). Cuando la Ang Il se une al AT1R en las
células de musculo liso vascular (CMLV) se activa la proteina G acoplada al
receptor, a su vez, ésta activa a la fosfolipasa C (PLC) que genera diacilglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (IP3). Este Ultimo induce la salida del Ca?* del reticulo
sarcoplasmico, el Ca?* 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 asi la contraccion. EI mecanismo de vasodilatacion es a través del
oxido nitrico (ON), el cual se genera por la 6xido nitrico sintasa (eNOS) en las

células endoteliales. El ON difunde libremente hacia las células de musculo 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 asi a la vasodilatacion
(Figura 2) (Mérquez et al., 2009; Lanz et al., 2010).

Célula endotelial

Arg ‘l,

02 .__-)ON

Ang i .’

GTPTN\GC
GMPc

IP3

o PKG
Miosina » Relajacién/
MLCK = €—Fosfatasa

Ca?'taM / Miosina@ #) Contraccién

Célula de musculo liso vascular

Figura 2. Regulacién del tono vascular. La angiotensina Il (Ang IlI) se une a su receptor
AT1R en las células del musculo liso vascular y desencadena la sefializacion que conduce
al incremento en los niveles de calcio intracelular, lo cual conduce a la vasoconstriccion
(flechas rojas). EI ON generado por la eNOS en las células endoteliales difunde libremente

hacia la célula del musculo liso vascular y promueve la vasodilatacion (flechas negras).

1.2 DISFUNCION ENDOTELIAL

La disfuncién endotelial es un marcador de dafio vascular y es el precursor de
diversas enfermedades cardiovasculares (hipertensién, disfuncién renal vy
enfermedades cerebro-vasculares), que son la principal causa de defuncion 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). Ademas, mas del 75% de las defunciones

por ECV se producen en paises de ingresos bajos y medios (OMS, 2015;) como lo
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es Meéxico, que tan solo en el 2014 registr6 633 mil muertes (63.8%)
correspondiente a ECV e hipertension (INEGI, 2014).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de medio camino 2016
(ENSANUT 2016) en México uno de cada 4 adultos padece hipertension arterial
(25.5%), presentandose ligeramente mas en mujeres (26.1%) que en hombres
(24.9%). Esto generd un impacto econémico 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. Caracteristicas de la disfuncién endotelial

La disfuncion endotelial puede definirse como el desequilibrio entre la sintesis,
liberacion 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 fisiologicas del
lecho vascular (Lemarie and Schiffrin, 2010; Cho et al., 2018). La disfuncién

endotelial se caracteriza por:

1) Desregulacion del tono vascular y de la presién arterial, mediante la disminucién
de la biodisponibilidad del Oxido Nitrico (ON), que actia como vasodilatador
(Bbhm y Pernow, 2007; Endemann y Schiffrin, 2004; Kolka y Bergman., 2012).

2) Aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como el
anion superoxido (Oz¢7) 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 protrombético al promover la casada de la coagulacion y
disminuir la cascada fribrinolitica (Doller et al., 2009; Yagi S., et al., 2010; Brown et
al., 2000).

4) Adquisicion de un fenotipo proinflamatorio, principalmente por la activacion del
factor de transcripcion NF-kB (Guzik et al., 2007; Schiffrin E.L., 2005), por lo que

se inicia la produccién de:



- Moléculas de adhesion, como E-selectina, P-selectina, la molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesion intercelular-1
(ICAM-1) (Margetic S. 2012, Muniyappa y Sowers, 2013; Schiffrin et al.,
2013).

- Citocinas proinflamatorias, como la interleucina 1 beta (IL-13) e IL-6 y el
Factor de necrosis tumoral (TNFa) (Harrison et al., 2011; Muniyappa y
Sowers, 2013).

- Quimiocinas, como la IL-8 (CCL8) y la proteina quimioatrayente de
monocitos, MCP-1 (CCL2) (Muniyappa y Sowers, 2013; Endemann vy
Schiffrin, 2004).

- Metaloproteinasas, como la MMP-2 y MMP-9 (Endemann y Schiffrin,
2004; Gorman et al., 2014).

- Ciclooxigenasa 2 (COX-2), favoreciendo la produccion de prostaglandinas
(PGEZ2) y tromboxanos (TXA2) (Marquez et al., 2009; Jaimes et al., 2010;
Bernatova I., 2014; Pacurari et al., 2014).

La disfuncion 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), proteina C
reactiva, IL-6 y de manera relevante por la Ang Il (Montezano et al., 2014; Jaimes
et al., 2009; Marquez 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¢, peroxido de hidrégeno (H202),
hidroxilo (HO) y peroxinitrito (ONOO") son producidas por células endoteliales, las
células de musculo liso vascular y las células inflamatorias infiltradas en el tejido
perivascular. Las principales fuentes generadoras de ROS en la disfuncion
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).



La NADH oxidasa endotelial es un complejo enzimatico que puede ser estimulada

por diversos factores como:

Factores fisicos (presion de cizalla).

Agentes vasoactivos (Ang Il, endotelina-1, aldosterona).

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

Hormonas (insulina).

Elementos de la respuesta inmune (TNF-aq, IL-6, IL-1 B).

Otros (acidos 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).
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Figura 3. El estrés oxidante induce disfuncion endotelial. Diversos factores y
condiciones incrementan la produccion de ROS, los cuales superan a los mecanismos
antioxidantes de las células, lo que promueve el remodelado vascular, la agregacion
plaquetaria, la pérdida del tono vascular, la inflamacién y la proliferacién de las células
del masculo liso vascular, es decir, promueve el desarrollo de la disfuncién endotelial.

Tomada de Cai y Harrison, 2000).



Las células endoteliales sanas metabolizan el oxigeno y generan ROS
potencialmente nocivos, pero la tasa de formacion de agentes oxidantes esta
equilibrada con la tasa de su eliminacion (Wattanapitayakul et al., 2000; Touyz R.
2004b). Ese potencial antioxidante de las células se debe a la actividad de las
enzimas: Superoxido Dismutasa (SOD) responsable de dismutar al Oz¢ en H202,
la Catalasa, que transforma al Oz+ en H20 y Oz, y la Glutation Peroxidasa, que
cataliza la reaccion para convertir al H202 en H20 (Touyz R., 2004b; Schramm et
al.,, 2012). Sin embargo, el desequilibrio entre agentes prooxidantes vy

antioxidantes (Figura 3), dan origen al estrés oxidante.
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Figura 4. Efecto de la Ang Il sobre las células endoteliales y CMLV. Las flechas
verdes indican los mecanismos de vasocontraccion y vasodilatacion inducidos por la Ang

Il para regular la presién arterial. Las flechas azules indican las sefiales promovidas por

la Ang Il en un estado de hipertension.



Como ya se menciond, la Ang Il 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 IPs. Estos
mediadores activan a la Proteina Cinasa Activada por Calcio (PKC) que puede
fosforilar a la subunidad p47phox de la NADH oxidasa y activarla. Por
consecuencia, se incrementa la generaciéon de ROS (Oz+ y H202) que, al superar a
los mecanismos antioxidantes propios de la célula, generan estrés oxidante (Lyle
& Griendling, 2006; Schramm et al., 2012). El Oz 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
conducira a la hipertension (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 activacion del NF-kB (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. Inflamacién y NF-kB.

La familia del Factor de Transcripcibn NF-kB estd representada por cinco
miembros: p50, p65 (RelA), c-Rel, p52 y RelB, que forman homo- o
heterodimeros, siendo la forma mas comun de respuesta a stress la de p50/p6b5.
En células en reposo, éstos factores de transcripcion se encuentran secuestrados
en el citoplasma en una forma inactiva, ya que se encuentran asociados con el
Inhibidor de NF-kB (IkB) (Douillette et al., 2006; Hoesel et al., 2013). Cuando la
Ang Il se une al AT1R en las células endoteliales, promueve la sefalizacion de las
Protein Cinasas Activadas por Mitdgenos (MAPKs) que conducen a la activacion
de la Cinasa del Inhibidor de NF-kB (IKK) que fosforila a IkB, que en esa condicion
libera al dimero del NF-kB y este transloca al nucleo (Urso et al., 2011).

Otra forma de activar al NF-kB es a través de los ROS, ya que este factor de
transcripcion es sensible al estado redox (oxido-reduccion) y los ROS lo pueden
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regular a través de la formacion de enlaces disulfuro en los dominios de union al
ADN. Ademas, el O2+ y el H202 pueden oxidar los residuos de cisteina de los
sitios activos para fosfatasas (se inactivan) y cinasas (se activan), como las
Cinasas Reguladas por Sefnales Extracelulares (ERK), serina-treonina cinasas y
Protein Cinasas Activadas por Estrés (SAPK), que promueven la remocién del IkB
del NF-kB (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-kB transloca al nucleo se une a la secuencia promotora
de una variedad de genes, que en general dirigen la expresién de moléculas de
adhesion como E- y P-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, asi como la produccion de
guimiocinas (CCL8, CCL2), citocinas (TNFa, IL-1B8 e IL-6), proteina C reactiva y
Ciclooxigenanasa 2 (COX-2) (Figura 5). Este ambiente induce el reclutamiento y
activacion de monocitos los cuales extravasan hacia la capa intima y media del
vaso Yy liberan moléculas efectoras, promoviendo el efecto prooxidante y el
proinflamatorio que lleva al dafio 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 rifdn se induce el reclutamiento de mas linfocitos TH17 y neutrdéfilos por las
células mesangiales favoreciendo asi la disfuncion vascular y renal (Harrison et
al., 2011), lo que lleva a la proliferacion mesangial, glomerulonefritis, hipertrofia y

esclerosis glomerular y tabulointersticial (Paust et al., 2009; Tian et al., 2012).
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Figura 5. Vias de sefalizacion en la activacién del NF-kB. La activacion de los

receptores para factores de crecimiento (GFRs), LDL oxidadas (LOX-1), Angiotensina
(AT1R) y otros receptores acoplados a proteinas G (GPCRS), receptores para citocinas y
otros receptores que dirigen a la activacibn de Rac-1, Protein cinasa C (PKC) y/o
produccion de mensajeros lipidicos, inducen la activacion de la NADPH oxidasa. Los
ROS producidos modifican la fosforilaciéon de proteinas, la expresién de genes sensibles
al estado redox, inducen dafio, median el crecimiento, proliferacién, migracion y
numerosos procesos. MAPKs—proteinas cinasas activadas por mitégenos; AP-1 —
Proteina Activadora-1; NF-kB — Factor nuclear-kB; (R)AGE — (receptor de) productos

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

1.2.1.3. Remodelado vascular

Durante un estado inflamatorio, en la pared de los vasos sanguineos se producen
cambios morfolégicos como consecuencia de estimulos nocivos que inducen la
reorganizacion 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
hipertension. Los cambios se basan en dos aspectos: (1) remodelacion eutrofica
hacia el interior, en la que el didmetro externo y el lumen disminuyen, la relacién
entre capa media/lumen aumenta, y el area de la seccion transversal de la capa
media permanece inalterada; y (2) remodelacion hipertrofica, en la que la capa
media se engrosa e invade el lumen, lo que da como resultado un aumento en el
area de la seccion transversal de la capa media y la relacion media/lumen
(Intengan y Schiffrin, 2001).

Se ha reportado que la Ang Il promueve el remodelado vascular a través de la
unién al AT1R de la célula endotelial, esa unién estimula la produccién de
metaloproteinasas (MMP) y la activacion del receptor para el Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) aunado a la produccién de Factores de
Crecimiento, como el Epidérmico (EGF), el Derivado de Plaquetas (PDGF) y el
Semejante a la Insulina (IGF), los cuales promueven la proliferacion de las CMLV
promoviendo el engrosamiento de la pared vascular y el remodelado vascular, lo
cual contribuye a la hipertension (Touyz; 2005; Nakai et al., 2013; Gorman et al.,
2014; Intengan and Schiffrin, 2001).

2. ANTECEDENTES
2.1 Tratamientos farmacoldgicos

En la actualidad no existe un tratamiento dirigido al control de la disfuncion
endotelial, pero si existen tratamientos para el control de cada uno de sus
componentes (Radenkovi¢ et al., 2013). Entre estos medicamentos estan los
antihipertensivos, antioxidantes, antiinflamatorios y antitrombdéticos/
anticoagulantes. Dentro de los antihipertensivos estan los inhibidores de la ECA
(captopril, enalapril y fosinopril) y los antagonistas del AT1R, los ARA-lI
(candesartan, telmisartan, valsartan, losartan, etc) (Davignon y Gnaz, 2004; Nadar
et al., 2004). Pese a que estos tratamientos logran mejorar en parte la funcién del

endotelio, no lo llevan a las condiciones normales incluso cuando se administran
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de manera conjunta, ademéas 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 estéd el etanercept (un
antagonista de TNF-a) y el infliximab que es un anticuerpo monoclonal que induce
la apoptosis de linfocitos que se encuentran anormalmente activados y regula la
presion arterial. Por lo anterior es importante generar nuevos tratamientos para la
terapéutica integral de la disfuncion 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 sanguineos y en particular sobre las células endoteliales, restaurando sus
funciones (Duarte et al., 2001; Appel et al., 1997). Entre los desérdenes que este
tipo de extractos ayudan a controlar figuran la hipertension, el estrés oxidante, la
inflamacion y el remodelado vascular, todos ellos caracteristicos de la disfuncién
endotelial. Entre los diversos compuestos activos de los extractos se encuentran

los polifenoles, polisacaridos y aminoacidos (Hendra et al., 2011).
2.2.1. Flavonoides, polisacaridos y aminoacidos

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 expresion de la NADH oxidasa, citocinas
proinflamatorias, moléculas de adhesion y de inhibir la endotelina 1 y la COX-2.

Ademas, pueden reducir el estrés oxidante e incrementar la expresion de la eNOS,
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es decir, contrarrestar la disfuncion 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).
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Figura 6. Estructuras quimicas de algunos flavonoides. A) Vitexina, B)lsovitexina, C)

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

Por otro lado, los polisacaridos también han presentado efectos sobre la
disfuncion endotelial y la hipertension (Lee et al., 2013). Xie en el 2004 reporté que
los polisacaridos 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 via de la conversién de
la angiotensina (Miyazawa et al., 2008) y los de Lycium Barbarum contrarrestan la
hipertension ocular aguda ademas de tener un efecto neuroprotector (Mi et al.,
2013).

Por otro lado, los aminoacidos también podrian ser los responsables de los
efectos para contrarrestar la disfuncién endotelial, ya que se ha reportado que los
aminoacidos de Panax ginseng presentan actividad antioxidante (Kuo et al., 2003;
Cho et al., 2008), y los de las flores de Camellia sinensis podrian influir en los
efectos anti-inflamatorios y anti-oxidantes reportados para la planta (Wang et al.,
2010). Ademas, se ha reportado que la glicina (Figura 7A) tiene la capacidad de
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disminuir la produccion de ROS vy la activacion de la cinasa c-Jun N-terminal 1
(JNK1), IKK y la del factor de transcripcion CHOP que participa en el estrés de
reticulo endoplasmatico. Ademas, disminuye la produccion de TNFa, MCP-1,
CD68, el infiltrado celular y la activacién de las células Kupffer. Mientras que
incrementa la cantidad de glutation sintetasa, SOD y eNOS, asi como también
promueve la vasodilatacion y disminuye la hipertension arterial (Zhou.et al., 2016;
Ruiz-Ramirez 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 expresion de la caspasa 3y
9, TNFa, IL-1B, IL-8, ROS vy la activacion de la subunidad p65 del NF-kB, ademas
de que incrementa la SOD, la catalasa y los niveles de ON (Wang et al., 2015;
Coronel | et al., 2010; Dhawan et al.,2005; Carlstrom et al., 2013). Ademas, los
aminoacidos de cadena ramificada, es decir, la leucina (Figura 7C), isoleucina
(Figura 7D) y la valina (Figura 7E), han demostrado disminuir los niveles de TNF-
a, IL-1B, IL-8, MMP-9 y ROS y también disminuye la activaciéon de NF-kB; mientras
que promueven la expresion de IkB, IL-10 y TGFpB (Feng et al., 2017; Mi et al.,
2015).
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Figura 7. Estructuras quimicas de algunos aminoé&cidos. 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 clasificacion es:
Reino: Plantae
Division: 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-
cancerigenas, anti-inflamatorias, hipoglucemiantes, hipolipemiantes y diuréticas
(Mukherjee et al.,, 2013; Kumar et al., 2010; Singh et al.,, 2010; Salahuddin y
Jalalpure; 2010). EIl extracto acuoso de C. sativus tiene efectos antioxidantes y
analgésicos a la concentracion de 500 mg/ml y 500 mg/kg, respectivamente. Esos
efectos fueron similares a los del acido ascorbico 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 metandlico 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 investigacion se ha evaluado el efecto de la fraccion acuosa y
acetoetilica de C. sativus sobre la presion arterial, estado inflamatorio y dafio
renal, en un modelo murino de hipertension. A ratones C57BI/6J se les indujo
hipertension a través de la administracién cronica de Ang Il durante 8 semanas,
posteriormente se les dio tratamiento con los extractos durante 8 semanas mas en
paralelo a la continua administracion de Ang Il. Al final de los tratamientos se

obtuvieron los riflones para determinar los niveles de citocinas e ICAM-1, y rilones
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e higado para evaluar dafio organico. Con base en los resultados obtenidos se
observd que los extractos normalizaron la presion tanto sistélica como diastolica.
Particularmente, la fraccion acuosa incrementé las concentraciones de la citocina
reguladora IL-10 en rifidén. Por otro lado, ambas fracciones redujeron la expresion
de la molécula de adhesion ICAM-1, aungue la fraccion acuosa lo hizo de manera
mas evidente. También en riiidn, esa misma fraccion fue capaz de revertir el dafio
mesangial, disminuyé el edema y el infiltrado leucocitario (Nufiez O., 2013).
Ademas, en evaluaciones in vitro, en las que se cultivaron esplenocitos en un
ambiente inductor de células Tul7, ambas fracciones tuvieron la capacidad de

inducir a los linfocitos a un fenotipo CD4*Foxp3* (Méndez M., 2014).
3. JUSTIFICACION

La disfuncion endotelial se caracteriza por tener deterioro en la vasodilatacion y
presentar un perfil de remodelado vascular, prooxidante y proinflamatorio, siendo

estos ultimos los principales inductores de la fisiopatologia que la componen.

La disfuncion endotelial es un problema importante a nivel mundial, ya que se
asocia con el desarrollo de varias enfermedades de gran impacto en los indices de
mortalidad, como lo son la aterosclerosis, hipertension, diabetes, infarto de
miocardio, enfermedad cerebrovascular e insuficiencia renal cronica. Por ello, el
desarrollo de tratamientos enfocados al control de la disfuncién endotelial esta
emergiendo como la llave de terapias que pueden interferir en el desarrollo de

diversas enfermedades cardiovasculares.

Aunque existen multiples tratamientos farmacolégicos que pueden ayudar en el
control de las alteraciones de la disfuncién endotelial, no las abarcan de manera
integral. Para hacerlo se recurre a la prescripcion de varios farmacos 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 patologias asociadas a la
disfuncion endotelial. Tratamientos alternos con estas caracteristicas 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 inflamacion (Kuo et al., 2003;
Cho et al., 2008; Wang et al., 2010).

Estudios previos en nuestro grupo de investigacion han mostrado que la fraccion
acuosa de Cucumis sativus tiene la capacidad de regular la presion arterial, los
niveles de la molécula de adhesion ICAM-1 y revertir el dafio en rifidn de ratones
hipertensos (Nufiez O., 2013). Ademas, en evaluaciones in vitro, esa fraccion
indujo a los esplenocitos hacia un fenotipo CD4*Foxp3* pese a que el ambiente
era proinflamatorio (Méndez M., 2014). Por lo que la fraccion acuosa de C. sativus
se coloca como candidato para el desarrollo de un fito-medicamento para el
control integral de la disfuncién endotelial. Motivo por el cual surge la pregunta de
investigacion del presente trabajo: ¢Las subfracciones F1, F2 y F3 de la fraccién

acuosa de C. sativus y su combinacién controlan la disfuncion endotelial?
4. HIPOTESIS

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

combinacién controlan la disfuncién endotelial.
5. OBJETIVO

Evaluar las subfracciones F1, F2 y F3 de la fraccion acuosa de C. sativus y su
combinacion para el control de la disfuncion endotelial inducida por angiotensina .

6. OBJETIVOS PARTICULARES

- Identificar in vitro las subfracciones efectivas de la fraccién acuosa de C.
sativus (AQ-Cs) capaces de controlar el estado proinflamatorio inducido por
angiotensina ll.

- ldentificar in vitro la mejor combinacion de las fracciones efectivas de AQ-
Cs capaces de controlar el estado proinflamatorio.

- Evaluar in vitro la capacidad de la mejor combinacion para regular la
disponibilidad del ON.

- Evaluar in vitro la capacidad de la mejor combinacién 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 combinacion sobre la disfuncion endotelial in

Vivo.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Obtencion 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 sec6 en un horno a 50 °C durante 36 h. El material
vegetal seco se molié en un molino eléctrico (Pulvex) hasta que se obtuvieron
particulas menores de 4 mm. Se realizé un exhaustivo proceso de maceracion con
etanol / agua (60:40 v / v) a temperatura ambiente para obtener el extracto
hidroalcohdlico. Este extracto se concentrd por destilacion a presion reducida a
temperatura controlada y luego se liofilizé. Una muestra de este extracto (50 g) se
someti6 a biparticién con acetato de etilo / agua, obteniéndose 35 g de la fraccion
acuosa (AQ-Cs).

Con la intencién de obtener las diferentes subfracciones a evaluar, 35 gramos de
la fraccidbn acuosa se suspendieron en metanol (700 ml) durante 24 h; la fase
liquida se filtr6 y se concentr6 en un evaporador rotatorio (Laborota 4000,
Heidolph, Schwabach, Alemania), produciendo la subfraccibn SF1, que se sec6
mediante liofilizacién. Por otro lado, la fase organica se suspendio en acetona (700
ml), produciendo las subfracciones SF2 (fase soluble) de coloracién verde y SF3
(precipitado), de tonalidad amarilla, que finalmente se concentraron a presion

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 Fisiologia, Biofisica
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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 pyg / ml de hidrocortisona
(Sigma) a 37 °C en atmoésfera 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 KCI y 1.15 mM de K:HPO4) frio, y se
desprendieron con 1 ml de Tripsina 5% - Verseno 5% incubandolas a 37°C con
5% CO:2 por 5 min. Para detener la reaccion de la tripsina se agregaron 10 ml de
medio MCDB 131 sin suplementar, la suspension celular se pasé a un tubo estéril
y se centrifugd a 377 x g, a 4°C durante 8 minutos. El sobrenadante se desecho,
las células se resuspendieron en medio completo y se evalud su viabilidad celular

con azul tripano 1:10.

Las células se cultivaron en placas de 24 pozos a una densidad de 5x10° células /
pozo en 500 pl de medio suplementado con Ang Il a diferentes concentraciones (0,
8, 40, 200, 1000, o0 5000 nM) y 0.08 0 10 pg/ 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 uyM de Losartan (Yamamoto et al., 2015) en lugar de las subfracciones. En
algunos experimentos, las subfracciones SF1 y SF3 se combinaron a una
concentracion de 0,08 ug / ml cada una (C1), SF1 0,08 pg/ mly SF3 10 pg / ml
(C2), SF1 10 pg / mly SF3 0,08 ug/ ml (C3) y SF1 y SF3 (10 ug / ml cada uno)
(C4). Para la determinacion de ROS y ON, las células se estimularon con Ang Il
5000 nM durante 6h.

7.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Uno de los marcadores de disfuncion endotelial es la produccion de IL6, por lo que
se cuantific6 su concentracion en el medio del cultivo de las células HMEC-1
estimuladas con Ang Il. Para ello se utiliz6 el Kit Human IL-6 BD OptEIA™,
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siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante. Brevemente, el ELISA en
sandwinch se realiz6 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% Yy se lavaron tres veces mas. Las placas se incubaron por dos horas con
los sobrenadantes del cultivo o con los estandares de la citocina a temperatura
ambiente. Después se lavaron 5 veces y se incubaron con el anticuerpo de
deteccion acoplado a la enzima HRP por 30 min a temperatura ambiente. Se
realizaron 7 lavados mas con PBS-Tween 20, posteriormente se le agrego el
sustrato TMB y se incub6 durante 30 min en oscuridad.

Finalizada la incubacién se detuvo la reaccion con H2SO4 2N y se leyo la placa a
una longitud de onda de 450 nm a 37 °C, con el equipo VersaMax (Molecular
Device). La determinacion de proteinas de realizé por el método de Bradford. Se
determinaron las concentraciones de las citocinas empleando la ecuacion lineal
obtenida a partir de la curva estandar, considerando como adecuado una R2>0.98.
Los resultados obtenidos se usaron para trazar curvas de concentracién-respuesta
y se determind el efecto maximo (Emax) y las concentraciones efectivas 50

(CE50) para cada subfraccion.

7.4. Inmunocitoquimica

Con la intencién de determinar si la C4 es capaz de evitar la expresion de
moléculas de adhesién inducidas por Ang Il, 3x10° células/pozo se cultivaron en
cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina en placas de 24 pozos con las diferentes
concentraciones de Ang I, losartan 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 H202 al 30% durante 10 minutos, se lavaron 3
veces con PBS frio, se bloquearon con una soluciéon 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 dia 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-lgG mouse-biotinilado (Santa Cruz)
(1:500) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron y se incubaron con
200 pl de estreptoavidina peroxidasa (eBioscience) durante 30 minutos a 37°C. Se
realiz6é un ultimo lavado y se incubaron con el sustrato Diaminobenzidina (DB801R
DAB, BioCare Medical) durante 5 minutos. Después se contratifieron con
Hematoxilina (HE) de Harris durante 45 segundos, la tincién se detuvo con agua.
Posteriormente los cubreobjetos se pasaron a placas de porcelana y se pasaron
por el tren de fijacién 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
fotografias 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 radioinmunoprecipitacion) (Tris 20 mM, pH 7,4; NaCl 150
mM, EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 1 mM, pH 7,4; Triton X-100 0,5%;
SDS (dodecilsulfato sédico) 0,1%, desoxicolato sddico 0,5%) , utilizando un céctel
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;
antipaina 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 x g durante 10 min a 4 °C. Las
proteinas en el sobrenadante se cuantificaron mediante el método de Lowry.
Veinte microgramos de proteina se desnaturalizaron por ebullicibn durante 5
minutos en buffer, separados por SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida) en geles de acrilamida al 10% y transferidos electroliticamente a

una membrana de difluoruro de polivinilideno (Merck) usando tampdén 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 tampdén de bloqueo TBS-T (solucién 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-a-actina (Biolegend, San Diego, CA, EE.
UU.), diluidos 1: 1000, 1:500 o 1: 3000, respectivamente, en tampon de bloqueo.
Después de lavar tres veces durante 5 min con TBS-T, las transferencias se
incubaron con anticuerpos de cabra anti-raton (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.) o anti-conejo (Abcam, Cambridge, RU), diluidos 1: 2500. La union del
anticuerpo se detectd con la solucion 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 sefial anti-actina

se uso para la normalizacién de datos.
7.6. Cuantificacion de ON

Se ha reportado que en la disfuncidn endotelial, las células endoteliales
disminuyen la produccién de 6xido nitrico (ON), por lo que se considera como otro
marcador de dafo endotelial. Este compuesto tiene una vida media muy corta por
lo que su deteccion es complicada, sin embargo, como la mayor parte del ON se
encuentra en forma de nitrito y nitrato, podemos utilizar la concentracién de estos
aniones para cuantificar la produccion indirecta de ON. Para ello, se utiliza la
reaccion de Griess, la cual convierte al nitrito en un cromdéforo magenta cuya
absorbancia se puede medir por espectrofotometria (Miranda et al., 2001).
Brevemente, en una placa de 96 pozos se colocaron 100 pl/pozo del medio
recuperado del cultivo, 50 pl/pozo de sulfanilamida 2% y 50 pl/pozo de N-1-
naftiletilendiamina 0.2%, la placa se incub6 durante 30 min protegida de la luz a
temperatura ambiente y finalmente se leyé a una longitud de onda de 540 nm a
37°C con el equipo VersaMax (Molecular Device). Se determiné la concentraciéon
de nitrito empleando la ecuacion lineal obtenida a partir de la curva estandar,
considerando como adecuado una R?>0.98.
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7.7. Cuantificacion de ROS

La disfuncion endotelial se caracteriza por tener un estado prooxidante originado
por el incremento en la produccion de ROS, como el ion superéxido. Una forma de
medir la produccion de O2¢~ es a través de la conversion de dihidroetidio (DHE) en
etidio (Eth), ya que el DHE es oxidado por el Oz~ para formar etidio, que se une al
DNA y produce una coloracion, la cual se puede leer en un espectrofotometro
(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(w)-
nitro-L-arginina metil ester) (1 mM) vy alopurinol (0.2 mM), los cuales son los
inhibidores de la NADH oxidasa, complejo Il de la mitocondria, eNOS y xantina
oxidasa. Quince minutos antes de finalizar el cultivo, a las células se les incubé
con 20uM de DHE, posteriormente se les realizé 3 lavados con PBS atemperado,
se les colocé 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 cuantific6 con el software Metamorph v. 6.1.
7.8. Cromatografia en Capa Fina

Con la intencion de conocer el perfil quimico de las fracciones obtenidas del
extracto acuoso, se realiz6 Cromatografia en Capa Fina (CCF) tanto de fase
normal como de fase reversa. Para ambas, se utilizd6 una fase estacionaria
recubierta por silica gel (Cromatofolio de silica gel 60 Fz45, Merck), a la que se le
marcaron los puntos de aplicacién de la muestra con un espacio de 0.5 cm en el
borde inferior. Posteriormente se colocé la muestra y los estandares comerciales
para flavonoides o aminoacidos; para flavonoides se utilizd rutina un estandar
comercial de flavonoides, para polisacaridos la glucosa y para aminoacidos la
glicina, alanina, serina, valina, leucina, asparagina, acido aspartico, lisina, acido
glutamico y arginina. La placa con las muestras se colocé en una parrilla con la
intencion de eliminar el disolvente y se colocé en una camara cromatografica la

cual ya contenia la fase movil. 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:acido acético glacial (7:2:2:0.5 viv) y n-
butanol:acetona:acido acético glacial:agua (35:35:10:20 y 70:70:20:10 v/v),
mientras que para la fase reversa se utilizd un sistema de agua:acetonitrilo (7:3
v/v). Las placas se retiraron de cada sistema cuando alcanzaron el 90% de elucion
de manera que quedara un espacio de 0.5 cm entre el limite 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-hidroxibenzaldehido (Merck) o
difenilborato de aminoetanol (Sigma) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Las placas para la determinacion de polisacaridos se revelaron con Naftol, el
revelador de aminoacidos fue Ninhidrina y finalmente los reveladores de
flavonoides fueron el 4-hidroxibenzaldehido 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. Espectrometria de masas

Para corroborar la estructura quimica de los compuestos responsables de las
actividades biolégicas de SF1 y SF3, se realizé un analisis de espectrometria de
masas. Para ello, se diluyé una muestra de 500 ug en metanol-acido trifluoracético
al 0.05% hasta una concentracion final de 50 uyg/mL. Las muestras comerciales de
glicina, alanina, serina, valina, leucina, asparagina, acido aspartico, lisina, acido
glutdmico y arginina (Sigma) diluidos a la misma concentracién fueron usadas
como estandares. Todas las muestras se analizaron en un espectrometro de
masas triple cuadrupolo TQD (Waters, Milford, MA, EE. UU.), acoplado a un
cromatografo de liquidos Acquity (Waters) a través de una fuente combinada de
electronebulizacion APCI Z-spray. Todas las muestras se analizaron en modos de
iones positivos y negativos. Finalmente, los aminoacidos se identificaron en las

muestras por comparacion de espectros de masas con los estandares.
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7.10. Animales de experimentacion

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 patdégenos en el bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma 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
Guia del Instituto Nacional de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio, y fueron revisados y aprobados por el Comité Etico para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (Protocolo Numero de aceptacion: 008/2016) en
FM-UAEM.

7.11. Induccidn de la disfuncidon 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 solucién
salina. A los tres grupos restantes se les indujo la disfuncion endotelial, a través de
la administracion I.P. de 0.1 pg/kg de Ang ll/dia durante 10 semanas, que es el
tiempo reportado por Lombardo (2008) para el desarrollo de un estado de
disfuncion endotelial e hipertension. A las 10 semanas, los ratones que entraron
en los limites de inclusion, es decir, que incrementaron 215% de su presion arterial
basal, fueron considerados para la segunda fase experimental. En esta fase los
ratones con Ang Il se dividieron en 3 grupos: el que recibié solo Ang Il y los que
recibieron tratamiento via oral con losartan (10 mg/kg) y C4 (19 mg/kg de SFly
6.7 mg/kg SF3) (ambos diluidos en agua), aunada a la administracién de Ang II,

durante 10 semanas mas.

Cuadro 1. Grupos experimentales

GRUPO CONTROL Ang Il Ang ll/Losartan Ang ll/C4
[10mg/ka] [19 mg/kg de SF1y
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 fraccion
acuosa evaluada con anterioridad, que mostro efectividad y los rendimientos

obtenidos durante el fraccionamiento.
7.12 Medicion de la presion arterial

Los ratones se anestesiaron con xilacina y se les midio la presion arterial a través
de un anillo insuflador en la base de la cola del ratdbn 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
insuflacién del anillo detecta la presion sistélica, posteriormente la presion del
anillo es liberada lentamente, durante la perdida de presion se detecta la presion
diastolica. Las presiones fueron registradas en un equipo de adquisiciéon de datos
LE5002 Biopac-Panlab-Letica. Con la intencion de realizar cinéticas de presion
arterial sistolica (PAS) y diastolica (PAD) sin causar efectos adversos a los ratones
debido al anestésico (dafio hepéatico, shock o hasta la muerte), estos parametros
se midieron cada 5 semanas durante las 20 semanas. Este monitoreo se realizo
bajo las mismas condiciones de manipulacion 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 presion durante
la noche (vigilia) y a partir de las 7:00 aproximadamente, comienza a descender
alcanzando un “valle” a las 11:00 (suefo), el cual se ve interrumpido a las 17:00

cuando la presion 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 K2HPOy) frio, se obtuvieron riflones
y se mantuvieron a -80°C hasta su procesamiento. Para la realizacién de los
extractos tisulares, el 6érgano se homogenizé en frio con PBS-PMSF (0.1%) en
relacion 1:10 a su peso, utilizando un politron. Los homogenados obtenidos se

centrifugaron a 377 x 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 cuantificacion de citocinas por ELISA se utilizaron diferentes kits siguiendo
las instrucciones descritas por los fabricantes. Los kits de mouse IL-6, IL-13, TNF-
a, e IL-10 se adquirieron de OptEIA™ BD, y el kite de mouse TGFb se adquirié de

Applied Biosystems. Los ELISA se realizaron como se menciono en el punto 7. 3.
7.14 Histopatologia

Después de obtener la Ultima medicidon de presion, los ratones se anestesiaron y
perfundieron con PBS frio. Los rifiones, higados y aortas fueron removidos. Los
organos se fijaron en formol buffer al 10%. Posteriormente, los tejidos se
deshidrataron y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de 4 uym, se
transfirieron a portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma), antes de
desparafinarse y rehidratarse. Para los estudios histopatoldgicos, los portaobjetos
se tifieron con la tincién de tricromica de Masson, esta tincion permite la tincion
selectiva del tejido conectivo de manera que tifie de rosa el citoplasma, de purpura
el nucleo y de azul las fibras (Goldner 1938). Posteriormente los portaobjetos se
pasaron por el tren de fijacién 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 fotografias 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 centrifugd 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 acido urico.

Para la determinacion de creatinina, se colocaron 20 pl/pozo de muestra o

estandar en placas de 96 pozos, se agregaron 200 ul del reactivo de color (mezcla
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del reactivo A y B a volumenes iguales). La placa se incub6 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 calculos
correspondientes para obtener la concentracion de creatinina utilizando las

siguientes formulas:

AABS= ABS 80s — ABS 20s
(AABS Muestras/AABS estandar) x 2 = mg creatinina/d|

Para la determinacion de urea, se coloco 1 pl/pozo de muestra o estandar en
placas de 96 pozos, se agregaron 100 ul del reactivo A y se dejo incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, se colocaron 100 pl del
reactivo B, se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos y se procedi6 a la
lectura a 578nm. Se realizaron los calculos correspondientes como lo indica el

fabricante:
(ABS Muestras/ABS estandar) x 40 = mg urea enzimatica/dl

Para la determinaciéon de acido urico, se colocaron 4 pul/pozo de muestra o
estandar en placas de 96 pozos, se agregaron 200 ul del reactivo de color, se
incubo6 a 37°C durante 10 minutos y se leyé a 546 nm. Se realizaron los célculos

correspondientes como lo indica el fabricante utilizando la siguiente férmula:

(ABS Muestras/ABS estandar) x 5 = mg acido urico/dl

7.16 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron en el programa Excel y se expresaron en
media + desviacion estandar. La significancia de la diferencia entre las
condiciones se determiné a través de un andlisis de varianza (ANOVA). A los
resultados se les realizé 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 SF1y SF3 controlan la produccion de IL-6

Con la intencién de evaluar la capacidad de las fracciones obtenidas del CsAQ
para controlar la produccion de IL-6 inducida por la Ang Il, las células se cultivaron
en presencia de diferentes concentraciones de Ang Il (0, 8, 40, 200, 1000 y 5000
nM) y dos diferentes concentraciones de las fracciones (0.08 y 10 pg/ml) o con 50
pMg/ml de Losartan (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 Il, de manera tan eficiente como el losartan
(Figura 6). En la Figura 8 se muestran las curvas Concentracion-Respuesta de
SF1, SF2 y SF3 sobre la produccion de IL-6 inducida por el incremento en la
concentracion de Ang Il. Es importante mencionar que la produccion de IL6 es un
parametro que permite evaluar la induccion de la disfuncién 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 Il (Emax=29.9), disminuyéndola
a un 68.2% (Emax=20.4) y 64.1% (Emax=19.2) con 0.08 pg/ml de SF1 y SF3
(paneles A 'y C), respectivamente; y a un 71.4% (Emax=21.3) con 10ug/ml de SF1,
alcanzando valores similares a las células tratadas con Losartan (Emax=19.7;
65.9%) (panel D), mientras que las células tratadas con 10pg/ml de SF3 tuvo una
Emax=17.4 (58.1%) teniendo un mejor efecto que losartdn. Con respecto a las
CEso, ambas concentraciones de la SF1 y SF3 tuvieron CEso similares (4.3 y
2.7nM, y 3.5 y 4.9nM) al Losartan (5.8nM) lo cual indica que las subfracciones
ejercieron sus efectos desde concentraciones bajas de Ang Il como lo hizo el
control. Por otro lado, la SF2 no logré controlar la produccion de IL-6 con ninguna

de las concentraciones evaluadas (panel By E).
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Figura 8. Curvas concentracion-respuesta. Efecto de las subfracciones evaluadas sobre la

produccioén de IL6 inducida por Ang Il, 12 h después del tratamiento. (A-C) Efecto de 0,08 ug / ml de SF1
(subfraccion 1), SF2 y SF3. (D -F) Efecto de 10 ug / ml de SF1, SF2 y SF3. Las células endoteliales

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

anteriormente. Losartan (LOS) se usé 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

In.
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8.2 La C4 es la mejor combinacion para evitar la produccion de IL-6

Con la intencién de identificar in vitro la mejor combinacién de las fracciones
efectivas que logren controlar la disfuncion endotelial, las células HMEC-1 se
cultivaron con las diferentes concentraciones de Ang Il y las 4 diferentes
combinaciones resultantes de la SF1 y SF3. En la Figura 9, se observa que todas
las combinaciones reducen la produccion de IL-6 (Emax C1=10.3, C2=7.9, C3=8.9y
C4=7.2) con respecto a la condicion control de Ang Il (Emax=14.2), de esas 4
combinaciones la C1 y C3 fueron las menos efectivas ya que su Emax fue més alto
que el del Losartan (8.3) (paneles A y C), mientras que la méas efectiva fue C4, ya
que tuvo un Emax (7.2) menor que el del Losartan, lo cual nos indica que fue mejor
gue uno de los tratamientos farmacoldgicos mas utilizados para el control de la

hipertension, que es uno de los padecimientos debidos a la disfuncion endotelial.
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Figura 9. Curvas de concentracion-respuesta de las combinaciones. Efecto de las
combinaciones evaluadas en la produccion de IL-6 inducida por Ang Il, 12 h después del
tratamiento. Losartan (LOS) se usé como control positivo. C1 = 0.08 pg / mL de SF1 y
0.08 ug / mL de SF3; C2 =0.08 ug/ mL de SF1y 10 ug/ mL de SF3; C3 =10 ug / ml de
SF1y 0,08 ug / ml de SF3; C4 = 10 ug / ml de SF1 y 10 ug / ml de SF3. Los datos se
informan como media + DS y se analizaron mediante ANOVA vy la prueba post hoc de

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

Ademas de la produccién de citocinas, otro parametro de disfuncion endotelial es
la expresion de moléculas de adhesion, por lo que se evaluo la capacidad de la C4
para evitar la expresion de E-selectina e ICAM-1. Los resultados indican que a
partir de 200 nM de Ang Il las células HMEC-1 expresan E-selectina y su
expresion se incrementa al aumentar la concentraciéon de Ang I, lo cual concuerda
con lo reportado por Pastore, quién indico que 1000nM de Ang Il induce la
expresion de E-selectina en células endoteliales coronarias (Pastore et al., 1999).
También se ha reportado que esa misma concentracion de Ang Il promueve la
expresion de ICAM-1 en células endoteliales de la vena de corddén umbilical (Grafe
et al., 1997) y en los resultados obtenidos se observa que a partir 1000nM de Ang
Il en las células HMEC-1 se expresa ICAM-1, ademas de que esta se incrementa
al aumentar la concentracién de Ang Il. Esto indica que la expresion de ambas
moléculas es dependiente de la concentracion de Ang Il (Figura 10 y 11). Otra
molécula que se evalu6 fue VCAM-1 (Anexo 1), sin embargo, bajo las condiciones

experimentales establecidas no se observé su expresion en el Western Blot.
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Figura 10. Efecto de C4 en la expresion de E-selectina inducida por Ang Il, 12 h
después del tratamiento. Inmunocitoquimica (A). Western blot (B). Las flechas indican
la marca de E-selectina. Las microfotografias se tomaron con un objetivo de 40X. LOS:
Losartan; C4: Combinacion de SF1 y SF3, 10 ug / 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 ).
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Figura 11. Efecto de C4 en la expresion de ICAM-1 inducida por Ang Il, 12 h
después del tratamiento. Las flechas indican la marca de E-selectina. Las
microfotografias se tomaron con un objetivo de 40X. LOS: Losartan; C4: Combinacién de
SF1y SF3, 10 ug / mL cada uno.

8.9. La C4 favorece la disponibilidad del ON

Otro marcador de disfuncion endotelial es la disminucion de ON, por ello se evalué
la capacidad de la C4 para evitar la disminucién del mismo a través de la reaccion
de Griess. Los resultados se muestran en la figura 12, lo cuales indican que los
tratamientos sin Ang Il no modifican las concentraciones de ON, mientras que al
estimular con Ang Il la disponibilidad de este gas se ve disminuida. De manera
interesante la C4 logra evitar esa reduccion de manera similar al control sin Ang |l

y Losartan.
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Figura 12. Efecto de C4 sobre la disponibilidad de 6xido nitrico (NO). Las células
HMEC-1 se estimularon con LOS o C4 o con Ang Il 5000 nM mas LOS o C4. Los datos
se reportan como media + DS (desviacién estandar) y se analizaron mediante ANOVA y
la prueba post hoc de Tukey. n =5, * p <0,05 frente al control (sin Ang Il). LOS: Losartan;
C4: Combinacion de SF1 y SF3, 10 ug / mL cada uno.

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

La Ang Il promueve el estrés oxidativo al inducir la activacién de enzimas como
NADH oxidasa, la cadena respiratoria, eNOS y xantina oxidasa, estas enzimas
incrementan la produccion de ROS que también es marcador de la disfuncion
endotelial. Por lo anterior, evaluamos el efecto de C4 en la produccién de ROS por
las enzimas antes mencionadas. Como se muestra en la Figura 13, la Ang I
aument6 significativamente la generacion de ROS por las cuatro enzimas
evaluadas. C4 impidié significativamente la formacion de ROS, reduciendo los
niveles de ROS derivados de NADH oxidasa en un 78.3%, un valor similar a los
obtenidos con losartan (85.5%) y el inhibidor selectivo DPI (66.1%; Figura 13,
paneles A, B). Con respecto a las ROS mitocondriales, C4 disminuyé sus niveles
en 83.4%, mientras que la disminucion debida a losartan fue 72.6%, y la debida a
antimicina fue 87.1% (Figura 13, paneles C, D). Ademas, C4 redujo la produccion
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 Losartan (81.3% y 90.9%), L -
NAME (60.7%) y alopurinol (89.5%).
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Figura 13. Efecto de C4 en la produccién de ROS a partir de cuatro fuentes diferentes de
especies reactivas de oxigeno (ROS), NADH oxidasa (A, B), succinato deshidrogenasa
(C, D), 6xido nitrico sintasa (E, F) y xantina oxidasa (G, H). Las células HMEC-1 se
estimularon con Ang Il 5000 nM durante 6 h. Se tomaron microfotografias
representativas con un objetivo 20X (A, C, E, G). Los datos se reportan como media *

DS y se analizaron mediante ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey. n = 5, * p <0,05
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frente a control (libre de Ang Il), (B, D, G, H). LOS: Losartan; INH: inhibidor respectivo;
C4: Combinacion de SF1 y SF3, 10 yg / mL cada uno; DHE: Dihidroetidio; ROS:
especies reactivas de oxigeno; ALO: alopurinol; CTRL: control; DPI:
Diphenyleneiodonium; NADH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; ANTI:
antimicina; L-NAME: éster metilico de N (w) -nitro-L-arginina.

8.6 Las SFs contienen flavonoides, polisacaridos y aminoéacidos.

Con la intencién de hacer un analisis cualitativo de los compuestos que podrian
contener las subfracciones, se realizaron cromatografias de capa fina. En la Figura
14 y en el anexo 2 se muestran las placas cromatograficas reveladas para
aminoéacidos (panel A), flavonoides (panel B) y polisacaridos (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 cromatografias
son justamente aquellas reveladas con ninhidrina, lo cual nos indica que los

aminoacidos podrian ser los compuestos responsables de los efectos biologicos

de las subfracciones.

) 1. SF1 8. Serine
2.SF2 9. Aspartic acid
3.SF3 10. Glutamic acid
4. Lysine 11. Alanine
5. Arginine 12. Valine
6. Asparagine  13. Leucine
7. Glycine
1. SF1 8. Glycine
2.SF2 9. Serine
3.SF3 10. Aspartic acid
4. Rutin 11. Glutamic acid
5. Lysine 12. Alanine
6. Arginine 13. Valine
7. Asparagine  14. Leucine
1. SF1 8. Glycine
2.SF2 9. Serine
3.SF3 10. Aspartic acid
4. Glucose 11. Glutamic acid
5. Lysine 12. Alanine
6. Arginine 13. Valine
7. Asparagine  14. Leucine

Figura 14. Cromatografia de capa fina. Separacién de los diferentes compuestos de
las subfracciones de Cucumis sativus usando TLC de fase normal y el sistema n-butanol:

acetona: acido acético glacial: agua (35: 35: 10: 20 v / v). Las manchas se revelaron con

38



ninhidrina para visualizar aminoacidos (A), con aminoetanol dimetilborato para

flavonoides (B) y 4-hidroxibenzaldehido para polisacéaridos (C).
8.7 Las SF1y SF3 contienen principalmente glicinay asparagina

Con la intencion de determinar cuéles eran los aminoacidos presentes en las SF1
y SF3 por los cuales estas subfracciones podrian tener los efectos bioldgicos
benéficos, se realiz6 un andlisis de espectrometria de masas con diferentes
estandares de aminoacidos. Los resultados (Tabla 1 y Figura 15) indican que en la
ionizacién positiva se produjeron picos con pesos moleculares de 58.84, 133.93,
146.97 y 157.01 Da, los cuales coinciden con los estandares de glicina, acido
aspartico, lisina y arginina, respectivamente, siendo el primero el principal
aminoacido en ambas subfracciones. Por otro lado, la ionizacion negativa produjo
un pico precursor con un peso molecular de 132.98 Da, que corresponde al
estandar de asparagina.

Tabla 1. Aminoacidos identificados en las SF1 y SF3 de Cucumis sativus por
espectrometria de masas.

Pico del o S
Modo precursor Aminoacido Formula Actividad biologica Referencia
Molecular reportada
(m/2)
Reduce TNF-q, IL-6, (Wang et al., 2009; Almanza-
COX-2, y NF-kB. : .
Positvo 2084~ Glicina C:HsNO2  Mejora la disponibilidad T, ereZ et al., 2010; Amin et al,,
58.88 de ON. Incrementa 1016; GOmez-Zamudio et al.,
GSH, SOD, y eNOS. 2015; Haddad et al., 2005)
Regula a la baja a
Negativo 132.98 Asparagina C4HsN203 caspase 3, TNF-a,y la (Chen et al., 2016)
sefializacién del TLR4
) 133.93 - Acido .
Positivo 133.96 aspartico C4H7NO4 Sin reporte -
. 146.97 — . .
Positivo 147.00 Lisina CsH14N202 Sin reporte -
Es el precursor para la
sintesis de ON. Reduce
175.01 — ”I_r#]?b)e/ :\II\IFOKSB (Hnia et al., 2008; Ren et al.,
Positivo 175 06 Arginina Ce6H14N4O2 Incrementa SOD y 2014; Morais et al., 2018;

PI3K. Ahmad et al., 2015)

Tiene actividad de
scavenger.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; IL-6: Interleucina 6; COX-2: ciclooxigenasa-2; NF-
kB: factor nuclear kappa B; NO: Oxido nitrico; GSH: Glutation; SOD: superdxido
dismutasa; eNOS: 6xido nitrico sintetasa endotelial; TLR4: receptor tipo Toll 4; iINOS:

Oxido nitrico sintasa inducible; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa.
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Figura 15. Espectrometria de masas. A) La SF1 contiene glicina, asparagina y arginina
(picos 58.85, 132.98 y 175.02, respectivamente). B) La SF3 contiene glicina, acido
aspartico, lisina y arginina (picos 58.88, 133.93, 147.00 y 175.06, respectivamente. C)
Estandar de glicina. D) Estandar de alanina. E) Estandar de serina. F) Estandar de
valine. G) Estandar de leucina. H) Estandar de acido aspartico. I) Estandar de
asparagine. J) Estandar de lisina. K) Estandar de acido glutamico. L) Estandar de

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

8.8. Evaluacién in vivo de la C4.
8.8.1. Regulacion de la presion arterial.

El aumento en la presion arterial es una de las consecuencias mas evidentes de la
disfuncién endotelial, la cual es el producto de la unién de la AGII a su receptor
AT1 en las células endoteliales (Harrison et al., 2011). Con la intencién de evaluar
la eficiencia de la C4 in vivo para controlar esta condicion inducida por la AGII, a
ratones machos de la cepa C57BL6/J de 8-10 semanas de edad, se les indujo
disfuncién endotelial a través de la administracion crénica de Ang Il durante 10
semanas Yy posteriormente se les tratdé con la C4 6 Losartan como control durante

10 semanas mas aunadas a la administracién de Ang Il.

En la Figura 16, se muestran las cinéticas de presion arterial sistélica (PAS) (panel
A) y diastolica (PAD) (panel B). Los resultados indican que a las 10 semanas de
administracion de Ang Il, la PAS aument6 23.4% y la PAD 30% con respecto al
grupo control (p<0.05). Posteriormente, desde la quinta semana de tratamiento
con losartan 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
aun tenian 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 disminuyo la PAS de manera que solo tenian
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 Il tenia
19.9% (PAS) y 26.1% (PAD) arriba del control.
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Figura 16. Cinética de presién arterial. La presion arterial sistélica (PAS) y diastélica
(PAD) se midi6 en todos los ratones cada 5 semanas. El grupo tratado con Ang Il mostré
aumentos en ambas lecturas de presién en la semana 10, y el tratamiento con C4
normaliz6 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
estadisticamente 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 Il conduce a la sintesis cronica de bajo grado de
citocinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6 y TNFa afectando la funcion endotelial
(Schwingshackl et al., 2015). Con la intencion de evaluar el efecto de la C4 sobre
el perfil de citocinas, en rifion, se cuantificaron las concentraciones de IL-1, IL-6,
TNFa. como citocinas proinflamatorias y TGFB e IL10 como citocinas

antiinflamatorias.

En la figura 17, se observa que la Ang Il incrementa significativamente la
produccioén de IL-13 (panel A) y TNFa (panel B) y mantiene sin cambios la de IL-6,
TGFp e IL-10 (panel C-E). Mientras que, el tratamiento con Losartan, asi como el
de C4 controlaron el aumento de IL-1p (panel A) llevandolo a las concentraciones
del grupo control. Sin embargo, ambos tratamientos no controlaron el incremento
de TNFa (panel B). Por otro lado, se puede observar que la C4 favorecié el
aumento significativo de IL-10 (panel E), una citocina antiinflamatoria que podria

estar regulando parte del proceso inflamatorio desencadenado por la Ang II.
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Figura 17. Concentracion de citocinas pro- y antiinflamatorias en rifién. Los niveles
de citocinas proinflamatorias (IL-1p, TNFa e IL-6) y antiinflamatorias (TGFp e IL-10) se
determinaron en rifion 20 semanas después de los tratamientos. Los datos se expresan
como la media + DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. *Diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS: Losartan; 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 proliferacion de
las células de la musculatura lisa vascular, lo que trae por consecuencia el
aumento en el grosor de las paredes de los vasos sanguineos y la
disminucién de la luz de los mismos (Ghimire et al.,2017). Con la intencion de
evaluar el efecto de la C4 sobre este parametro, se midieron las paredes de
los vasos de las pequeiias arterias como lo son las arterias hepaticas (Figura

16), asi como en las grandes arterias como la aorta (Figura 19).

En ambos tipos de arterias se puede observar que la Ang Il promovi6 el
engrosamiento de la tunica media (Figura 18B, 18E, 19B, 19F y 19I), mientras
que los tratamientos tanto el farmacolégico como C4 disminuyeron
significativamente ese efecto (Figuras 18C-E, 19C-D, 19G-I), manteniendo
este parametro similar al grupo control (Figuras 18A,18F, 19A y 19I).
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Figura 18. Remodelado vascular en pequefias arterias. A-D) Microfotografias a 40X
de arterias hepaticas tefiidas con tricromica de masson. E) Tasa del area de la capa
media/lumen. La Ang Il indujo el engrosamiento de los vasos y los tratamientos con
Losartan y C4 revirtieron ese efecto. Las flechas indican las arterias hepaticas. Los datos
se expresan como la media = DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey.
*Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS:
Losartan; C4: SF1 y SF3; b: conducto biliar; vp: vena porta.
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Figura 19. Remodelado vascular de la macrovasculatura. A-D) Microfotografias a 4X
de aortas tefiidas con tricromica de masson. E-H) Microfotografias tomadas a 100X. 1)
Tasa del &rea de grosor de la media/lumen. La Ang Il indujo el engrosamiento de la capa
media de la aorta y los tratamientos con Losartan y C4 revirtieron ese efecto. Los datos
se expresan como la media = DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey.
*Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS:
Losartan; C4: SF1y SF3.
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8.8.4. La C4 disminuye el dafio renal

El proceso inflamatorio, el estrés oxidante y el remodelado vascular que
caracterizan a la disfuncion endotelial, tienen como consecuencia el dafio en los
tejidos (Harrison et al., 2011). En estudios previos ya se habia constatado que la
AGII generaba dafio en el rifdbn como consecuencia de lo anterior (Trejo-Moreno
et al., 2018), por lo cual era de interés saber si la C4 podria ayudar a rehabilitar el
dafio 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 capsula renal, aunado a fibroblastos, en esta Ultima que como respuesta a
sefales de dafio produjeron fibras de colagena que la engrosaron (panel F). En la
microvasculatura también se promovié el depdésito de fibras y el infiltrado celular
(panel J). Finalmente, a nivel glomerular, indujo hipertrofia (panel N y Q),
depositos de fibras alrededor del glomérulo (panel N), disminuyé la capilaridad

glomerular (panel R) y aumento el area mesangial (panel S).

Ambos tratamientos (Losartdn y C4), disminuyeron el infiltrado en la grasa
perirrenal y en la capsula (panel C, D, G y H, respectivamente), sin embargo, la C4
lo llevé en ambos casos a las condiciones del grupo control (panel A). Por otro
lado, tanto el Losartan como la C4 disminuyeron el grosor de la cépsula renal
(panel Hy G), ya que se redujo la cantidad de fibras de colagena y de fibroblastos
en ella. En lo que respecta a la microvasculatura, tanto el Losartan (panel K) como
C4 (panel L) rehabilitaron los vasos llevandolos a las condiciones como las del
grupo control (panel I). Por otro lado, aunque el Losartdn redujo la hipertrofia
glomerular (panel O y Q) no la llevo a las condiciones del grupo control (panel M y
Q) y no restauré la capilaridad de los glomérulos (panel R) ni revirtio la expansion
mesangial (panel S). Finalmente, la C4 no mostré diferencias significativas con

respecto al grupo tratado con AGII en ninguno de estos parametros (paneles Q-S).
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Figura 20. Dafo renal. A-D) grasa perirrenal. E-H) Capsula renal. I-L) Vasos. M-P)
Glomérulo cortical. Q-S) Analisis de dafio glomerular. La Ang Il induce inflamacion
caracterizada por el infiltrado de células mononucleares y fibroblastos y depésito de
fibras de colageno. El tratamiento con C4 disminuye estos parametros, excepto el de la
capilaridad glomerular. Microfotografias tomadas a 100X. Los datos se expresan como la
media *+ DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. * Diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (p<0.05); # Diferencias
significativas con respecto al grupo control y a Ang Il. LOS: Losartan; C4: SF1 y SF3. m:

célula mononuclear; f: fibroblastos.
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Las alteraciones en la arquitectura del rifidn conducen a que la funcion renal sea
anormal, por lo que se elimina menos creatinina, acido Urico y urea a través de la

orina y estas aumentan en sangre (Diaz et al., 2013).

En la figura 21, se observan los parametros de creatinina (panel A), &cido Udrico
(panel B) y urea (panel C). El grupo que recibié Ang Il mantuvo sin cambios los
niveles de los dos ultimos, pero incremento los valores de creatinina en sangre
(panel B), lo cual indica que no se esta llevando una buena filtracion glomerular y
con ello una funcién renal adecuada. Tanto el losartdn como C4 mantuvieron la
concentracion de creatinina a nivel del grupo control, lo cual indica que, aunque no
hayan revertido el dafio anatémico a nivel glomerular (Figura 19 O-S) controlaron

las alteraciones en la filtracion renal.
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Figura 21. Perfil renal. A) Creatinina. B) &cido Urico. C) Urea enzimatica. La Ang Il
induce el incremento de creatinina en sangre, lo que indica que hay dafio en la
funcionalidad del rifion. La C4 evita este incremento de creatinina. Los datos se expresan
como la media + DE y se analizaron mediante la prueba ANOVA-Tukey. *Diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control (p<0.05). LOS: losartan; C4: SF1y
SF3.
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8.8.5. C4 reduce el dafio hepético

La administracion crénica de Ang Il promueve el desarrollo de esteatohepatitis no
alcoholica (NASH, por sus siglas en inglés) (Moreno et al, 2018). Las
caracteristicas histologicas de esta patologia son: higado graso, inflamacion y
fibrosis (Brunt 2004; de Alwis and Day, 2008). Con la intencién de evaluar el efecto

de la C4 sobre este parametro, se realizaron estudios histopatologicos en higado.

En la figura 22 se muestra que todos los grupos desarrollaron higado graso (panel
A-D). Por otro lado, se observa que la Ang Il indujo el engrosamiento de la capsula
de Glisson (panel F) y las trabéculas (panel J), debido al depésito de fibras de
colageno e infiltrado de células mononucleares como linfocitos, macroéfagos,
fibroblastos y fibrocitos, lo que indica la cronicidad del evento inflamatorio y el
proceso de reparaciobn en curso. El tratamiento con Losartdn mejoré el
engrosamiento de la capsula de Glisson, y pese a que la C4 también lo mejord, el
grado en el que lo hizo el Losartan fue mejor. Sin embargo, ambos tratamientos
revirtieron el dafio en las trabéculas (panel K-L), llevandolo a las condiciones

similares al grupo control (panel A).
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Figura 22. Evaluacién del dafio hepatico mediante tincion con tricromica de Masson. A-
D) Parénquima hepético, 4X. E-H) Céapsula de Glisson, 40X; I-L) Trabéculas, 40X. El
grupo tratado con Ang Il mostré esteatosis, infiltrado de células mononucleares y
depdsito de fibras de colageno. Tanto Losartdn como la C4 disminuyeron el
engrosamiento de la capsula de Glisson como de las trabéculas, sin embargo, no
mejoraron la esteatosis. Microfotografias tomadas con el objetivo de 4X y 40X. m:

células mononucleares inflamatorias; F: fibroblastos; Fb: fibrocitos.
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9. DISCUSION

La inflamacion, el estrés oxidativo y el remodelado vascular son caracteristicas de
la disfuncion endotelial; a su vez, este Ultimo es el sustrato fisiopatoldgico de
varias enfermedades cardiovasculares con alto impacto en los indices de
mortalidad, como hipertension, infarto de miocardio, enfermedad cerebrovascular
e insuficiencia renal crénica (Tanaka, et al., 2016; Kolmos et al., 2016; Mitsides et
al., 2017). Por lo anterior, los tratamientos para controlar las afecciones de la
disfuncién endotelial estdn 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 fraccidén acuosa de C. sativus se evaluaron en
su capacidad para controlar la disfuncion endotelial inducida por Ang Il in vitro e in
vivo. Nuestros hallazgos indican que SF1 y SF3, asi como su combinacion C4
modularon varios pardmetros inflamatorios, oxidativos, de remodelado vascular,
hipertension y de dafio organico tan eficazmente como el Losartan, un antagonista
del receptor de Ang Il. Estos resultados podrian deberse a la glicina y arginina, los
compuestos mayoritarios presentes en SF1 y SF3. Se ha informado que ambos
aminoacidos tienen efectos antiinflamatorios, ya que inhiben la expresién de IL-6,
IL-1B, IL-17, TNFa y ciclooxigenasa 2, asi como la infiltracion de macrdéfagos;
también regulan negativamente la actividad de NF-kB (Hnia et al., 2008; Wang et
al., 2009; Almanza-Perez et al., 2010; Ren et al., 2014; Gomez-Zamudio et al.,
2015; Amin et al., 2016; Morais et al., 2017).

La Ang Il es un octapéptido que, al unirse a su receptor AT1R en la célula
endotelial, promueve la cascada de sefalizacion de MAPK que conduce a la
activacion de IKK; que a su vez fosforila a IkB. Después de su fosforilacion, IkB se
degrada y NF-kB se transloca al nacleo. NF-kB es un factor de transcripcion que
controla la expresiéon de varios genes implicados en la inflamacion, como IL-6, pro-
IL-1B, 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 ionotrépico o regulado por
ligando, contribuye a la hiperpolarizacion de células como los macréfagos,

dificultando su activacion (Froh et al., 2002). Otros autores (Wang et al., 2009; Lu
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et al., 2017) han reportado que esta hiperpolarizacion inhibe la via MAPK. Por lo
que la activacion de NF-kB inducida por Ang Il y sus consecuencias inflamatorias
se podrian bloquear. ElI 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 podria estar involucrado. Por lo tanto, la glicina en SF1y
SF3 podria interactuar con el GlyR en las células endoteliales, y asi hiperpolarizar
su membrana y bloquear la sefalizacion MAPK mediada por Ang Il, y
consecuentemente inhibir la activacion de NF-kB y la produccién de IL-6, E-
selectina e ICAM-1. L-Arginina es otro aminoacido que ha demostrado
propiedades antiinflamatorias in vivo e in vitro al disminuir la expresiéon de citocinas
inflamatorias (Hnia et al., 2008). Recientemente se demostré que la L-arginina
inhibe la activacion de NF-kB en células Caco-2 por un mecanismo que implica su
transporte activo por el transportador de aminoacidos catibnicos CAT1 y el
metabolismo por eNOS para generar NO aumentando su biodisponibilidad (Meng
et al., 2017).

Por otro lado, in vivo, se observéd que la Ang Il incrementé la concentracién de IL-
1B, sin embargo, el tratamiento con C4 controlo la produccidon de esta citocina,
ademas de que se incremento6 la de IL-10, una citocina antiinflamatoria. Se ha
reportado que la IL-10 suprime la activacién de la enzima convertidora de IL-1B y
el consecuente procesamiento y liberacion de la IL-1p madura (Kim et al., 2004).
Por otro lado, se ha reportado que la glicina incrementa la produccién de IL-10
(Chen et al., 2018). Mientras que la arginina regula epigenéticamente la
produccion de IL-10, a través de la hipometilacion del ADN del promotor de esa
citocina en células Tw CD4 (Yu et al., 2017). Por lo anterior, la C4 posiblemente
controlo la produccion de IL-1p a través de la produccion de IL-10 inducida por la

glicina y arginina contenidas en las SF1y SF3.

Ademas del efecto proinflamatorio, la Ang Il tiene un efecto prooxidante que se
evidencia con el aumento en la produccion 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 observo que, en las células HMEC-1 tratadas
con Ang Il 'y la C4 disminuyd significativamente la produccion de ROS proveniente
de las cuatro fuentes antes mencionadas. Estos resultados podrian deberse al
efecto de los aminoéacidos contenidos en la C4 para mejorar las defensas
antioxidantes. Se ha reportado que la arginina y la glicina aumentan la cantidad de
superéxido dismutasa de cobre / zinc (Cu / Zn-SOD), una enzima antioxidante
capaz de reducir el ion superoxido a peroxido de hidrogeno (Ruiz-Ramirez 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 glutation (glutamil-cisteinil-glicina), un tripéptido con potencial antioxidante
mediado por: i) una reaccion acoplada a la peroxidasa; ii) una regulacién del
sulfhidrilo celular y el equilibrio redox; y iii) una regulacion de la
expresion/activacion de los factores de transcripcion sensibles al estado redox
(Haddad and Harb, 2005; Amin et al., 2016).

Otro efecto de la Ang Il relevante para la disfuncién endotelial, es la disminucién
de la biodisponibilidad del ON (Li and Forstermann, 2013; Gonzélez et al., 2014).
Al incrementar las concentraciones de ROS intracelular, estos pueden desacoplar
a la eNOS, y como consecuencia esta enzima generara Oz+~ en vez de ON (Wang
et al.,, 2000; Li and Forstermann, 2013). Esto favorecera el estado oxidante y
vasoconstrictor del endotelio que, de mantenerse de manera prolongada, puede
conducir al desarrollo de la hipertension (Pignatelli et al., 2018). Los resultados in
vitro mostraron que la C4 evit6 la disminucién de los niveles de ON inducida por
Ang II, mientras que in vivo, regul6 la presion arterial. Estos resultados podrian
deberse en parte, a la arginina, glicina y acido aspartico en SF1 y SF3. Los tres
aminodcidos tienen la capacidad de atenuar la hipertension 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 expresion del mRNA de la eNOS
asi como también la produccion de la proteina misma (Gomez-Zamudio et al.,

2015; Ruiz-Ramirez et al., 2013). Por otro, la arginina ademas de ser el sustrato
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de la eNOS (Hnia et al., 2008), estimula la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa/Akt,
lo que favorece la activacion de la eNOS, la producciéon de ON y sus efectos
vasodilatadores, mejorando asi la funcién endotelial y la presion arterial (Ren et
al., 2014). Por ultimo, pese a que el &cido aspartico no estd directamente
involucrado con la sintesis de ON, este amino&cido 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 produccién de ON (Hou et
al., 2017).

Ademas de ser un potente vasodilatador, el ON derivado de la eNOS, es una
molécula de sefializacion que juega un papel esencial en el remodelado vascular
(Yan et al., 2012). Al disminuir su biodisponibilidad, se promueve la proliferacién
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
asi a la hipertension (Gao Pet al., 2014; Ghimire et al.,2017). En los resultados
obtenidos in vivo, la C4 revirtié el remodelado micro- y macrovascular inducido por
la Ang Il. Esto se relaciona estrechamente con el efecto de la glicina, arginina y
acido aspartico sobre su capacidad para aumentar la produccién de ON por la
eNOS (GOmez-Zamudio et al., 2015; Ren et al., 2014; Hou et al.,, 2017) y en
consecuencia controlar la proliferacion de las células de musculo liso vascular. Por
otro lado, se ha reportado que la arginina incrementa la expresiéon del homologo
de la proteina 2 del regulador de la informacién silenciosa (SIRT-1) (Rizk et al.,
2014). Esta proteina funciona como una histona deacetilasa de la proteina
activadora 1 (AP-1) por lo que modula la formacion de la capa neointima a través
de la reduccion de la proliferacion y migracion de las células de musculo liso

vascular (Gao et al., 2014).

La disfuncion endotelial inducida en las arteriolas, capilares glomerulares y
peritubulares conducen a la alteracion en la funcion del riidn y contribuye al
desarrollo de enfermedades renales agudas y crénicas (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 produccion de ROS inducida por la
Ang Il conduce a la hiperplasia e hipertrofia de diferentes tipos celulares, aumenta
la expresion de citocinas y moléculas de adhesion. Estas alteraciones promueven
la sintesis de proteinas de la matriz extracelular a través de la activacion de las
células mesangiales y fibroblastos intersticiales y tubulares, la estimulacion del
inhibidor del activador del plasminégeno 1 y la infiltracion y activacion de
macrofagos, que potencian aun mas la inflamacién 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 Il desarrollaron en rifidn alteraciones estructurales como
el depdsito de fibras de colageno, infiltracion de células mononucleares (linfocitos,
macrofagos y fibroblastos) y aumento del area mesangial y glomerular. El
tratamiento con la C4 revirti6 la mayoria de esos pardmetros. Este resultado
podria deberse al efecto de la glicina y arginina en la C4, que como ya se ha
mencionado, ambos aminoacidos 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). Ademas, se ha reportado que la arginina incrementa la
expresion de Nrf2 (Ramprasath et al., 2012), un factor de transcripcion que
favorece la expresién de los genes citoprotectores como los de las enzimas de
fase 2 (hemo oxigenasa-1, glutation-S-transferasa Al y NAD(P)H: quinona
oxidorreductasa 1) (Korkina L., 2007), que pueden contrarrestar los dafios
fibrinogénicos y oxidativos (Oh et al., 2012; Choi et al., 2009, 2014).

Finalmente, la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en inglés) esta
siendo reconocida como un desorden comun presente en una gran variedad de
enfermedades como la hipertensién (Brunt 2004). La NASH se caracteriza por la
presencia de higado graso, dafio en los hepatocitos, fibrosis e inflamacion (Brunt
2004, de Alwis y Day, 2008). En los resultados obtenidos in vivo se observé que
todos los grupos desarrollaron higado graso, lo cual no fue revertido por ninguno
de los tratamientos. El desarrollo de higado graso en estos casos posiblemente se
debi6 a la edad de los animales, ya que se ha reportado que la prevalencia de
higado graso incrementa con la edad (Xiong et al., 2014). Por otro lado, en el

higado, la estimulacién del AT1R activa a la cinasa Janus 2 (JAK2), lo que
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promueve la activacion de Arhgefl, un factor intercambiador de nucledtidos
responsable de la activacion de RhoA, que en respuesta estimula a la cinasa Rho
(ROK). La via de la RhoA/Rho cinasa es crucial para el desarrollo de fibrosis en el
higado e hipertension portal (Granzow et al., 2014). En el presente trabajo, se
observo que la C4 revirtio el depédsito de fibras de coldgeno en la capsula de
Glisson y en las trabéculas. Uno de los mecanismos por los que se obtuvo ese
efecto quiza se deba a la arginina, ya que se ha reportado que este aminoacido
disminuye la expresion de ROK (Chuang et al., 2011), por lo que la disminucién de
esta cinasa podria contribuir al control de la fibrosis en este 6rgano.

Todo lo anterior, indica que el tratamiento con la C4 o sus componentes podria
utilizarse como un tratamiento capaz de controlar de manera integral los

parametros de la disfuncion endotelial y sus consecuencias.
10. CONCLUSION

Los efectos de las subfracciones SF1 y SF3 sugieren su uso potencial para el
tratamiento de diversas patologias asociadas a la disfuncion endotelial debido a su
capacidad de controlar la inflamacién, el estrés oxidativo, remodelado vascular,

dafio hepético y renal.
11. PERSPECTIVAS

- Evaluar la capacidad de la SF1 y SF3 para regular la activacion de la PCK

inducida por la Ang Il.

- Determinar el efecto de las SF1 y SF3 para controlar la activacion de NF-kB

inducida por Ang II.
- Evaluar el efecto de las SF1 y SF3 sobre el estrés oxidante in vivo.

- Evaluar el efecto de un extracto hidroalcohdlico de Cucumis sativus

estandarizado en las SF1 y SF3 para controlar la disfuncion endotelial in vivo.
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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. 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 Il
and 0.08 or 10 pg/mL of SF1, SF2, or SF3, or 10 umol of losartan as a control. IL-6 (Interleukin 6)
concentration was quantified. 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. Finally, a mass
spectrometry analysis was performed. Both SF1 and SF3 subfractions decreased the induction of IL-6
by Ang II, and C4 (SF1 and SF3, 10 ug/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. These results demonstrate that C4
has anti-inflammatory and antioxidant effects.

Keywords: inflammation; ROS; angiotensin II; Cucumis sativus
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1. Introduction

Inflammation and oxidative stress are two significant hallmarks of endothelial dysfunction and
play a critical role in the pathogenesis of circulatory disorders such as hypertension, coronary artery
disease, chronic heart failure, peripheral artery disease, and chronic renal failure. These diseases
are the main causes of morbidity and mortality in the world [1]. Angiotensin II (Ang II) has been
implicated in the pathology of endothelial dysfunction as a source of inflammation and oxidative
stress [2,3]. Ang Il binds to type-1 angiotensin receptors (AT1R) on endothelial cells and promotes
the activation of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) oxidase, which in turn increases the
levels of superoxide anion (Oze ), a reactive oxygen species (ROS) that decreases the bioavailability of
nitric oxide (NO), which is necessary to maintain vascular tone [4,5]. Additionally, O, uncouples
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and oxidizes tetrahydrobiopterin (BH4), its cofactor, leading
to further production of O, instead of NO [6].

The presence of ROS is detected by proteins sensitive to the redox status of the cell; in turn,
these proteins activate AKT (Protein kinase B), MAPKSs (mitogen-activated protein kinases), and NF-xB
(Nuclear factor kappa B) [7-10], triggering inflammation and promoting the synthesis of IL-1p, IL-6,
TNF-a, C reactive protein, E-selectin, ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), VCAM-1 (Vascular cell
adhesion protein 1), and MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), among other molecules [11-14].

Plant-derived products are attractive sources of new active ingredients for medicines,
pharmacological tools, and to control various diseases improving the quality of life of patients suffering
from long-lasting diseases [15]. Cucumber (Cucumis sativus) is a member of the Cucurbitaceae family,
which includes species with therapeutic potential such as melon, squash, and pumpkin. It is a popular
crop used in Indian traditional medicine since ancient times. Traditionally, this plant has been used to
treat headaches and hyperlipidemia, and to prevent constipation. Seeds and the fruit have refreshing
properties, soothing irritated skin and reducing swelling [16,17]. Moreover, cucumber has been
reported to have antiinflammatory and antioxidant properties [17,18]. This study was aimed to
evaluate the in vitro effect of the SF1, SF2, and SF3 subfractions from the C. salivus aqueous fraction to
downregulate the inflammatory and oxidative effects induced by Ang Il in human endothelial cells,
and to identify the molecules potentially involved in these effects. SF1 and SF3, either alone or in
combination, significantly downregulated the inflammatory and oxidative effects induced by Ang Il in
endothelial cells. Amino acids such as glycine, arginine, asparagine, lysine, and aspartic acid seem to
be responsible for this effect.

2. Material and Methods

2.1. Plant Material and Cucumis sativus Subfractions

Cucumis sativus aerial parts, including fruits, were collected from an edible crop free from pesticides
and fertilizers in Xochitepec, Mexico, from July through August. The plant material was kept away
from light at room temperature and dried in an oven at 50 °C for 36 h. Extracts were obtained
immediately once the material was completely dried. Dry plant material was ground in a Pulvex electric
mill (Biichi R-114, Biichi Labortechnik, Flawil, Switzerland) until particles smaller than 4 mm were
obtained. An exhaustive maceration process with ethanol/water (60:40 v/v) was performed at room
temperature to obtain the hydroalcoholic extract. This extract was concentrated by reduced-pressure
distillation under controlled temperature and then lyophilized. A sample of this extract (50 g) underwent
bipartition with ethyl acetate/water, obtaining the aqueous fraction. This fraction was concentrated by
reduced-pressure distillation under controlled temperature. Thirty-five grams of the Cucumis sativus
aerial parts, including fruits, were collected from an edible crop free from pesticides and fertilizers in
Xochitepec from July through August. The plant material was kept away from light at room temperature
and dried in an oven at 50 °C for 36 h; aqueous fractions were suspended in methanol (700 mL) for
24 h; the liquid phase was filtered and concentrated in a rotary-evaporator (Laborota 4000, Heidolph,
Schwabach, Germany), yielding the subfraction SF1, which was dried by lyophilization. On the other
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hand, the organic phase was suspended in acetone (700 mL), yielding the subfractions SF2 (soluble
phase) and SF3 (precipitate), which finally were concentrated under reduced pressure and lyophilized.

2.2. Thin-Layer Chromatography

To estimate the chemical profile of the subfractions under study, normal- and reverse-phase
thin-layer chromatography (TLC) assays were performed using commercially available standards (rutin,
quercetin, glucose, glycine, alanine, serine, valine, leucine, asparagine, aspartic acid, lysine, glutamic
acid, and arginine). The systems dichloromethane:methanol (7:3 v/v), ethyl acetate:methanol:water:glacial
acetic acid (7:2:2:0.5 v/v/v/v), and n-butanol:acetone:glacial acetic acid:water (35:35:10:20 and
70:70:20:10 v/v/v/v) were used as solvents for normal-phase TLC, while water:acetonitrile (7:3 v/v)
was used for reverse-phase TLC. Once the plates were developed, spots were visualized with
4-hydroxybenzaldehyde (Merck, Darmstadt, Germany) and aminoethanol dimethylborate (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) for flavonoids, and ninhydrin (Merck) for amino acids, following the
supplier’s directions.

2.3. Mass Spectrometry

To identify the compounds responsible for the biological activities of SF1 and SF3, a mass
spectrometry analysis was performed at the facilities of the Centro de Investigaciones Biomédicas del
Sur (CIBIS, Xochitepec, Mexico). A 500 pug sample was diluted in trifluoracetic acid 0.05% to a final
concentration of 50 pug/mL. Glycine, arginine, lysine, leucine, isoleucine, aspartate, and glutamate
(Sigma) diluted to the same concentration were used as standards. All samples were analyzed in a
triple quadrupole TQD mass spectrometer (Waters, Milford, MA, USA) coupled to an Acquity liquid
chromatograph (Waters) through a combined electrospray-APCI Z-spray ion source. All samples were
analyzed in positive and negative ion modes. Finally, amino acids were identified in the samples by
mass spectra comparison with the standards.

2.4. Cell Culture

Human microvascular endothelial cells-1 (HMEC-1) were provided by Aida Castillo from the
Department of Physiology, Biophysics and Neurosciences, CINVESTAV-IPN, México City. The cells
were cultured in MCDB-131 medium supplemented with fetal serum bovine (FBS) %, L-glutamine
10 mM, 100 U/mL of penicillin-streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 ng/mL of endothelial
growth factor, and 1 pug/mL of hydrocortisone (Sigma) at 37 °C under a CO, atmosphere (5%).
All experiments were performed using passages 3 to 8. The cells were cultured in 24-well plates to a
density of 5 x 10° cells/well in 500 uL of medium supplemented with Ang II at a concentration of
0, 8, 40, 200, 1000, or 5000 nM and 0.08 or 10 ug/mL of SF1, SF2, or SF3, either for 12 h to evaluate
the antiinflammatory effect, or for 6 h to evaluate the antioxidant profile of the subfractions. As a
control, HMEC-1 cells were treated with 10 pmol of losartan [19] instead of the subfractions. In some
experiments, the subfractions SF1 and SF3 were combined at a concentration of 0.08 pg/mL each (C1),
SF1 0.08 pg/mL and SF3 10 pg/mL (C2), SF1 10 ug/mL and SF3 0.08 pug/mlL (C3), and SF1 and SF3
(10 ug/mL each) (C4). For ROS and NO determination, the cells were stimulated with Ang II 5000 nM.

2.5. Immunocytochemistry

HMEC-1 cells were cultured on poly-L-lysine-coated coverslips in 24-well plates under the
conditions described above. By the end of culture time, the cells were washed three times with PBS
(Phosphate Buffer solution) (NaCl 140 mM, KCI 2 mM, and K, HPO4 1.15 mM) and fixed in acetone for
15 min. Endogenous peroxidase was blocked with HyO, 30% for 10 min. Then, the cells were incubated
with PBS-BSA (Bovine Serum Albumin) 0.1%-Tween 20 0.05% (Sigma) to block unspecific binding sites.
The cells were incubated with primary mouse anti-human anti-ICAM-1 and anti-E-selectin antibodies
(1:100 and 1:50, respectively) (eBioscience, Waltham, MA, USA) overnight at 4 °C. The cells were
washed with PBS and incubated with goat anti-mouse biotinylated IgG antibody (1:500) (Santa Cruz
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Biotechnology, Dallas, TX, USA) for 30 min at 37 °C, followed by incubation with HRP (horseradish
peroxidase)-streptavidin (eBioscience). The chromogenic substrate 3,3'-diaminobenzidine (BioCare
Medical, Pacheco, CA, USA) was added, and 5 min later the reaction was stopped by washing the
slides with water. Then, the cells were counterstained with hematoxylin. Images were obtained with
an ECLIPSE 80i microscope (Nikon, Tokyo, Japan).

2.6. Western Blot

HMEC-1 cells were washed with PBS and lysed by incubating with ice-cold RIPA
(Radioimmunoprecipitation assay) lysis buffer (Tris 20 mM, pH 7.4; NaCl 150 mM, EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid) 1 mM, pH 7.4; Triton X-100 0.5%; SDS (Sodium dodecyl sulfate)
0.1%, sodium deoxycholate 0.5%), using a cocktail of phosphatase and protease inhibitors (sodium
fluoride (NaF) 25 mM; sodium pyrophosphate (NaPPi) 1 mM; sodium vanadate (NaVPOy4) 1 mM;
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1 mM; pepstatin A 0.1 mg/mL; leupeptin 0.1 mg/mL; antipain
0.1 mg/mL; aprotinin 0.1 mg/mL) (Sigma) for 15 min. The lysates were scraped off the plates and
centrifuged at 13,000 rpm for 10 min at 4 °C. Proteins in the supernatant were quantified by the Lowry
method. Twenty micrograms of protein were denatured by boiling for 5 min in sample buffer, separated
by SDS-PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis) in acrylamide 10% gels and electro-transferred to a
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Merck) using transfer buffer (Tris 25 mM, pH 8.5; glycine
193 mM; methanol 20%). Membranes were blocked for 1 h in blocking buffer TBS-T (Tris-buffered
saline containing Tween-20) 0.1%) with BSA. 2%. Thereafter, the membranes were incubated overnight
with primary anti-E-selectin (Invitrogen) or anti-x-actin (Biolegend, San Diego, CA, USA) antibodies
diluted 1:1000 or 1:3000, respectively, in blocking buffer. After washing three times for 5 min with
TBS-T, the blots were incubated with goat anti-mouse (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) or
anti-rabbit (Abcam, Cambridge, UK) antibodies, diluted 1:2500. Antibody binding was detected with
the SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate solution (Thermo Scientific). The bands
were analyzed using the Image] software (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) and the
anti-actin signal was used for data normalization.

2.7. ROS Quantification

Intracellular ROS levels were quantified by dihydroethidium (DHE), which is oxidized by
superoxide to yield ethidium; the latter binds nuclear DNA and emits a red fluorescence (535 nm Ex;
610 nm Em). The substrates NADH (1 mM), succinate (5 mM), L-arginine (1 mM), and xanthine
(1 mM) were added to identify ROS sources, along with the inhibitors: DPI (Diphenyleneiodonium)
(0.1 mM) to inhibit NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase; antimycin
(0.05 mM) for mitochondrial complex II; L-NAME (N(w)-nitro-L-arginine methyl ester) (1 mM) for
eNOS; and allopurinol (0.02 mM) for xanthine oxidase.

Fifteen minutes later, the cells were incubated with DHE 20 uM and washed three times with warm
PBS. Then, the cells were placed in fresh medium, analyzed, and photographed in a Cytation 5 cell
imagen multimodal plate reader (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA), using the Gen 5 software
(Biotek Instruments) under a 20x objective. Finally, the intensity of DHE emission was quantified with
Metamorph v. 6.1 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA).

2.8. ELISA

Cell culture medium was collected after a 12-h culture, and IL-6 concentration was measured by
ELISA (OptEIA kit BD-Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) following the manufacturer’s directions.
Briefly, 96-well plates were sensitized with the capture antibody overnight at 4 °C. The plates were
blocked with PBS-FBS 10% for 1 h at room temperature. Then, either medium or the IL-6 standard
was added and incubated at room temperature for 2 h, followed by incubation for 1 h at room
temperature with the horseradish peroxidase-coupled detection antibody. The chromogenic substrate
tetramethylbenzidine (TMB) (Invitrogen) was added, and the reaction was stopped 30 min later with
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H,S04 2N. Absorbance was determined at 450 nm at 37 °C using a VERSAmax microplate reader
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). IL-6 concentration was calculated according to a standard curve.

The results obtained were used to plot a concentration-response curve and to determine the
maximal effect (Emax) and effective 50% concentration (ECsq) values for each subfraction.

2.9. NO Quantification

NO levels were measured as nitrite/nitrate (final products of NO metabolism) by the Griess
reaction [20]. A 100-pL aliquot of the medium was placed in 96-well plates and incubated with 100 L
of Griess reagent ((1-naphthyl)-ethylenediamine 0.1% and 1% sulfanilamide in phosphoric acid 2.5%)
for 30 min at room temperature. Absorbance was measured at 540 nm in a VERSAmax microplate
reader (Molecular Devices). The amount of NO in each sample was determined by a sodium nitrite
standard curve.

2.10. Statistical Analysis

Data are reported as mean - SD (standard deviation). Significant differences among conditions
were determined by ANOVA and the post-hoc Tukey test, with a significance value of p < 0.05.

3. Results

3.1. SF1 and SF3 Controlled 11.-6 Production

As seen in Figure 1, the production and release of IL-6 by endothelial cells exposed to the
Ang Il stimulus showed a concentration-dependent behavior, Emax = 31.4 pg/mg and ECsp = 14.9 nM.
Treatment with losartan, a pharmacological antagonist (a competitive inhibitor of AT1R), decreased
the values of the pharmacological constants of Ang II, Emax = 19.7 pg/mg and ECs = 5.8 nM. On the
other hand, both concentrations (0.08 and 10 pug/mL) of SF1 and SF3 antagonized the effect of Ang
II: Emax = 21.3 pg/mg and ECsp = 5.8 nM (panel A); Emax = 20.4 pg/mg and ECsg = 4.3 nM (panel D);
Emax = 19.2 pg/mg and ECs) = 3.5 nM (panel C); and Epax = 17.4 pg/mg and ECs) = 4.9 nM (panel F).
Finally, SF2 failed to control IL-6 production in any of the assessed concentrations: Emax = 24.7 pg/mg
and ECsp = 4.4 nM (panel B), and Epax = 27.0 pg/mg and ECs) = 4.0 nM (panel E).

3.2. C4 Is the Best Combination to Control 1L-6 Production

To identify the most effective combination of the subfractions to control the proinflammatory
status, HMEC-1 cells were cultured with Ang II and four different combinations of SF1 and SF3.
Concentration-response curves showed an Enyax = 33.0 pg/mg and ECsg = 16.9 nM for Ang II; losartan
antagonized the effect of Ang II, Epax = 19.2 pg/mg and ECs = 4.4 nM (Figure 2). All four combinations
decreased the value of these pharmacological constants; nevertheless, C4 was the most effective:
Emax = 23.6 pg/mg and ECs) = 4.3 nM (panel A); Enax = 18.1 pg/mg and ECsg = 3.1 nM (panel B);
Emax = 20.5 pg/mg and ECs) = 3.9 nM (panel C); and Enax = 16.7 pg/mg and ECs = 2.9 nM (panel D).
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Figure 1. Cont.
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Figure 1. Concentration-response curves of the subfractions evaluated on Ang Il (angiotensin
I)-induced 1L-6 (Interleukin 6) production, 12 h after treatment. (A-C) Effect of 0.08 pg/mL of
SF1 (subfraction 1), SF2, and SF3; (D-F) Effect of 10 pg/mL of SF1, SF2, and SF3. Human microvascular
endothelial cells-1 (HMEC-1) cells were co-cultured with the concentrations of Ang Il specified above.
Losartan (LOS) was used as a positive control. Data are reported as mean + SD (standard deviation)
and were analyzed by ANOVA and the post-hoc Tukey test. n =5, * p < 0.05 vs. control (Ang Il-free).
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Figure 2. Concentration-response curves of the assessed combinations on Ang Il-induced IL-6
production, 12 h after treatment. Losartan (LOS) was used as a positive control. C1 = 0.08 ug/mL of
SF1 and 0.08 pg/mL of SF3; C2 = 0.08 ug/mL of SF1 and 10 pg/mL of SF3; C3 = 10 pug/mL of SF1 and
0.08 pg/mL of SE3; C4 = 10 pg/mL of SF1 and 10 pg/mL of SF3. Data are reported as mean + SD and
were analyzed by ANOVA and the post-hoc Tukey test. n = 5, * p < 0.05 vs. control (Ang Il-free).

3.3. C4 Prevented E-Selectin and ICAM-1 Expression

Along with cytokine production, a well-known proinflammatory parameter induced by Ang Il is
the expression of adhesion molecules. Thus, the capacity of C4 to prevent the expression of E-selectin
(Figure 3) and ICAM-1 (Supplementary Figure S1) was evaluated. Our results indicate that HMEC-1
cells expressed both adhesion molecules in the presence of Ang I1 1000 and 5000 nM. This expression
was diminished by C4, even at the highest Ang Il concentration tested. Similar results were obtained
with losartan.
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Figure 3. Effect of C4 on Ang Il-induced E-selectin expression, 12 h after treatment. Immunocytochemistry
(A). Western blot and expression relative to actin (B). Arrows indicate the E-selectin label. Microphotographs
were taken with a 40x objective. LOS: Losartan; C4: Combination of SF1 and SF3, 10 ug/mL each.
Data are reported as mean + SD and were analyzed by ANOVA and the post-hoc Tukey test. n = 4,
* p <0.05 vs. control (Ang Il-free).

3.4. C4 Favored NO Bioavailability

The decrease in NO bioavailability is a key marker of oxidative stress induced by Ang II.
Thus, we assessed the capacity of C4 to prevent a reduction in NO availability by the Griess reaction.
As shown in Figure 4, Ang Il caused a small but significant reduction in NO bioavailability; this effect
was abolished by C4, maintaining this parameter at levels similar to Ang II-free and losartan controls.
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Figure 4. Effect of C4 on nitric oxide (NO) availability. HMEC-1 cells were stimulated with LOS or
C4 or with Ang I 5000 nM plus LOS or C4. Data are reported as mean + SD (standard deviation)
and were analyzed by ANOVA and the post-hoc Tukey test. n =5, * p < 0.05 vs. control (Ang II-free).
LOS: Losartan; C4: Combination of SF1 and SF3, 10 ug/mL each.
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3.5. C4 Prevented Ang Il-Induced ROS Increase

Ang II promotes oxidative stress by inducing the activation of enzymes such as NADH oxidase,
the respiratory chain, eNOS, and xanthine oxidase. Thus, we evaluated the effect of C4 on the
production of ROS by these enzymes. As shown in Figure 5, Ang II significantly increased the
generation of ROS by the four enzymes assessed. C4 significantly prevented ROS formation, reducing
the levels of NADH oxidase-derived ROS by 78.3%, a value similar to those obtained with losartan
(85.5%) and the selective inhibitor DPI (66.1%; Figure 5, panels A,B). With respect to mitochondrial
ROS, C4 decreased their levels by 83.4%, while the decrease due to losartan was 72.6%, and that due
to antimycin was 87.1% (Figure 5, panels C,D). Additionally, C4 reduced ROS production by eNOS
(74.5%; Figure 5, panels E,F) and xanthine oxidase (87.7%; Figure 5, panels G,H) to a similar extent as
losartan (81.3% and 90.9%), .-NAME (60.7%), and allopurinol (89.5%).

A) Ang Il B)
Control 1] LOS INH c4 -§— 100 R:)s Production
o g % B
fiekd N 2
- = g % -
g DHE € ol M A
(}Q\' \.6’ d\ ¢
C) By ROS Production
Bnght $ g 100 *
.u_.w - : x5
3 > ©
3 3
O] DHE z b
S - - L HA =@
L7 - C@. \d’ ?‘Q\ ¢
? ’ Ang Il
E) B - = ROS Production
Brght : .
w e nn- -u g o
. ---.. H
Z 3 ‘
. € 4 .
O g |
5 £ ol ™ -
Merge t : > ‘_\Q‘\ 65’ "* &
K- &
G) H) Ang Il
Boght r S 100 ROS Production
w fok . §
Z %7 *
= > %0
= z
: E ol Bl e & dn
" -m -n OQ}’ \’d, \0 "‘
e —
Ang il

Figure 5. Effect of C4 on the production of Oy~ from four different reactive oxygen species
(ROS) sources, NADH (A,B), Succinate (C,D), Arginine (E,F) and Xanthine (G,H). HMEC-1 cells
were stimulated with Ang II 5000 nM for 6 h. Representative microphotographs were taken with a
20 x objective (A,C,E,G). Data are reported as mean + SD and were analyzed by ANOVA and the
post-hoc Tukey test. n =5, * p < 0.05 vs. control (Ang Il-free), (B,D,G,H). LOS: Losartan; INH: Respective
inhibitor; C4: Combination of SF1 and SF3, 10 pg/mL each; DHE: Dihydroethidium; ROS: reactive
oxygen species; ALO: allopurinol; CTRL: Control; DPI: Diphenyleneiodonium; NADH: nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate; ANTI: antimycin; L-NAME: N(w)-nitro-L-arginine methyl ester.
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3.6. Identification of Major Compounds

To identify the compounds in SF1 and SF3 with potential biological effects, a thin-layer
chromatography assay was performed. The results (Supplememtary Figure S2) indicated that amino
acids are the major compounds in the subfractions. Mass spectrometry results are shown in Table 1 and
Supplememtary Figure S3. Positive ionization produced precursor peaks with molecular weights of
58.84,133.93, 146.97, and 157.01 Da, matching the glycine, aspartic acid, lysine, and arginine standards,
respectively, being the former the major amino acid in both subfractions. On the other hand, negative
ionization produced a precursor peak with a molecular weight of 132.98 Da, corresponding to the
asparagine standard.

Table 1. Amino acids identified in the subfractions SF1 and SF3 from Cucumis sativus aqueous fraction
by mass spectrometry.

Precursor Peak Amino Molecular

Yon Mode (mlz) Acid Formula

Reported Bioactivity References

Reduces TNF-, I1.-6, COX-2, and NF-xB.
Positive 58.84-58.88 Glycine CoHsNO, Improves the bioavailability of NO. [21-27]
Increases GSH, SOD, and eNOS.

Downregulates caspase-3, TNF-«,

Negative 132.96 Asparagine  C4HgN203 and TLR4 and its downstream signaling,. (28]

Positive  133.93-133.96 AZ‘:}.’;“C C4HyNO; No activity reported. :

Positive 146.97-147.00 Lysine CeH14N20O, No activity reported. -
NO precursor. Reduces I[[.-17 and NF-kB.

Positive  175.01-17506  Arginine  CeHy4N4Op nhibits INOS. [29-32)

Increases SOD and PI3K.
Scavenger activity.

TNF-c:: tumor necrosis factor «; 1L-6: Interleukin 6; COX-2: Cyclooxygenase-2; NF-kB: Nuclear factor kappa
B; NO: nitric oxide; GSH: Glutathione; SOD: superoxidase dismutase; eNOS: endothelial nitric oxide synthase;
TLR4: Toll-like receptor 4; iNOS: Inducible nitric oxide synthase; PI3K: phosphoinositide 3-kinase.

4, Discussion

Inflammation and oxidative stress are strongly associated with the progression of endothelial
dysfunction; in turn, the latter is the physiopathological substrate of several cardiovascular diseases
with high impact on mortality indices such as myocardial infarction, cerebrovascular disease,
and chronic renal failure [33-35]. Thus, treatments to control both conditions are emerging as key
therapies against these high-impact diseases [1].

Whilst endothelial dysfunction was induced in HMEC-1 cells by adding Ang II to the culture
medium in concentrations much larger than physiological levels, these concentrations proved to be
the most effective conditions to induce endothelial dysfunction in vitro in this cell line. Several studies
have used this Ang Il dose-range to induce inflammatory and oxidative responses [36-40]. On the
other hand, HMEC-1 cells were chosen as a model because they are employed in various studies to
induce endothelial dysfunction, increasing the production of ROS and inflammatory factors [41-43].

The subfractions SF1, SF2, and SF3 from the C. sativus aqueous fraction were evaluated herein for
their capacity to prevent Ang Il-induced inflammation and oxidative stress in vitro. Losartan, an ATIR
antagonist, is capable of inhibiting the downstream effects of its activation. Our findings indicate
that SF1 and SF3 modulated several inflammatory and oxidative parameters as effectively as
losartan. These results could be due to glycine and arginine, the main compounds detected in
SF1 and SF3. Both amino acids have been reported to have anti-inflammatory effects since they
inhibit the expression of IL-6, IL-1p, IL-17, TNF-«, and cyclooxygenase 2, as well as macrophage
infiltration; they also downregulate the activity of NF-xB [21-24,29-31]. However, as shown by
chromatography, other compounds, related to polysaccharides, were also present in the three
subtractions; these compounds could also be exerting anti-inflammatory and anti-oxidant effects
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as observed in other plants of the family Cucurbitaceae [44,45]. Thus, the overall effect of the assayed
subfractions on endothelial dysfunction could be due to the combined effect of amino acids and
polysaccharides present in these subfractions.

Ang Il is an octapeptide; upon binding the receptor AT1R in the endothelial cell, it promotes
the MAPK signaling cascade that leads to the activation of the inhibitor of NF-xB (IkB) kinase (IKK);
in turn, IKK phosphorylates IkB. After being phosphorylated, IkB is degraded and NF-kB translocates
into the nucleus. NF-kB is a transcription factor that controls the expression of genes involved in
inflammation such as IL-6, E-selectin, and ICAM-1 [46]. It has been reported that when glycine binds
its receptor (GlyR), which is an ionotropic or ligand-gated receptor, it contributes to hyperpolarizing
cells such as macrophages, hindering its activation [25]. Other authors [21,47] have reported that
this hyperpolarization inhibits the MAPK pathway. Then, the activation of NF-kB induced by Ang
Il and its inflammatory consequences are blocked. GlyR is also expressed in endothelial cells [48,49].
Thus, glycine in SF1 and SF3 could interact with GlyR in endothelial cells, hyperpolarizing their
membrane and blocking the Ang Il-mediated MAPK signaling, and consequently inhibiting the
activation of NF-kB and the production of IL-6, E-selectin, and ICAM-1. L-Arginine is another
amino acid which has exhibited anti-inflammatory properties in vivo and in vitro by diminishing
the expression of inflammatory cytokines [29,50]. Recently, L-arginine was demonstrated to inhibit
NF-kB activation in Caco-2 cells by a mechanism involving its active transport by the cationic amino
acid transporter CAT1. L-arginine also promotes the activity of eNOS to generate NO, increasing its
bioavailability [50].

Ang II also has prooxidant effects and induces a decrease in NO bioavailability [5,13].
Upon binding ATIR, it triggers the signaling pathway that activates NADH oxidase to produce
Oye  [4], increasing the intracellular concentration of this radical ion, and overcoming cellular
antioxidant mechanisms (superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase). The increase of
ROS also results in eNOS uncoupling, which switches its activity on the same substrate to produce
further Oye ~ instead of NO, increasing the prooxidative environment [6]. The results herein reported
demonstrated that a combination of SF1 and SF3 (C4), 10 pg/mL each prevented the decrease in
NO levels. Glycine and arginine, the main amino acid components in both subfractions, could be

responsible for this effect along with the polysaccharide content (which could not be identified).

Glycine has been reported to increase the expression of eNOS mRNA and of the protein itself;
thus, more enzyme is available to produce NO [23,26]. On the other hand, the substrate of eNOS
is arginine [29]; consequently, SF1 and SF3 could act by simultaneously increasing the levels of the
enzyme and its substrate to synthesize NO. In addition, arginine stimulates the phosphoinositide
3-kinase/ Akt pathway [30], which favors eNOS activation, the production of NO, and its vasodilatory
effects, thus improving endothelial function. Besides, exogenously administered L-arginine has proved
to be able to attenuate Ang IlI-mediated hypertension in rats, reversing the vasoconstrictor effects of
Ang Il and restoring renal excretory function, probably by mechanisms involving a cellular increase
of L-arginine uptake and NO production [51]. Although both amino acids have been reported to
exert anti-inflammatory and anti-oxidant effects, the particular combination of each one, along with
the presence of other (not yet identified) trace components must be relevant to the overall effect
herein reported, since not all combinations were equally efficient to control endothelial dysfunction.
Indeed, the C4 combination was the most effective in controlling IL-6 production, a cytokine well
known for its capacity to promote inflammation. Human supplementation with any of these two
amino acids has been demonstrated to modulate vascular dysfunction [52,53], and these results may
support the potential use of a standardized C. sativus fraction to control these pathological conditions.

As previously mentioned, Ang Il promotes oxidative stress by increasing ROS production.
There are many potential sources of ROS in cells, including NADH oxidases, mitochondria, xanthine
oxidase, and the impaired eNOS [4]. We showed that treating HMEC-1 cells with C4 (a combination
of SF1 and SF3) significantly decreased the Ang Il-induced ROS production from these sources.
These results could be due to the effect of the amino acid constituents of C4 to improve antioxidant

71



Nutrients 2018, 10, 276 110f 14

defenses. Arginine and glycine have been reported to increase the amount of copper/zinc superoxide
dismutase (Cu/Zn-SOD), an antioxidant enzyme capable of reducing the superoxide ion to hydrogen
peroxide [26,30]. On the other hand, arginine has a proven antioxidant activity by its capacity to
scavenge free radicals such as 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) [26]. In addition, glycine is a
precursor of glutathione (glutamyl-cysteinyl-glycine), a tripeptide with antioxidative effects mediated
by (i) a peroxidase-coupled reaction; (ii) regulation of the cellular sulfhydryl and redox balance; and (iii)
regulation of the expression/activation of redox-sensitive transcription factors [24,32].

In conclusion, the particular combination of different concentrations of glycine, arginine,
and polysaccharides present in the aqueous fractions of C. sativus could be potentially useful to treat
various pathologies associated with inflammation and oxidative stress, such as endothelial dysfunction.

5. Conclusions

Overall, this study demonstrates that the combination C4 from the SF1 and SF3 subfractions of
the C. sativus aqueous fraction was efficient in reducing Ang ll-induced inflammatory factors and
oxidative stress in HMEC-1 cells.

Supplementary Materials: The following are available online at http:/ /www.mdpi.com /2072-6643/10/3/276/s1,
Supplementary Figure S1. Effect of C4 on Ang Il-induced ICAM-1 expression, 12 h after treatment. Supplementary
Figure S2. Thin-layer chromatography. Supplementary Figure S3. Mass spectrometry.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: A recent ethnomedical survey on medicinal plants grown in Mexico revealed
that Sechium edule (Jacq.) Sw. (Cucurbitaceae) is one of the most valued plant species to treat cardiovascular
diseases, including hypertension. Fruits, young leaves, buds, stems, and tuberous roots of the plant are edible.
Considering that endothelial dysfunction induced by Angiotensin II plays an important role in the pathogenesis
of hypertension and is accompanied by a prooxidative condition, which in turn induces an inflammatory state,
vascular remodeling, and tissue damage, and that S. edule has been reported to possess antioxidant, anti-in-
flammatory and antihypertensive activity, its capability to control endothelial dysfunction was also assessed.
Aim of the study: To assess in vivo the anti-endothelial dysfunction activity of the acetone fraction (rSe-ACE) of
the hydroalcoholic extract from S. edule roots.

Materials and methods: Endothelial dysfunction was induced in female C57BL/6 J mice by a daily intraperitoneal
injection of angiotensin II for 10 weeks. Either rSe-ACE or losartan (as a control) were co-administered with
angiotensin II for the same period. Blood pressure was measured at weeks 0, 5, and 10. Kidney extracts were
prepared to determine IL1f, IL4, IL6, IL10, IL17, IFNy, TNFa, and TGFp levels by ELISA, along with the
prooxidative status as assessed by the activity of antioxidant enzymes. The expression of ICAM-1 was evaluated
by immunohistochemistry in kidney histological sections. Kidney and hepatic damage, as well as vascular tissue
remodeling, were studied.

Results: The rSe-ACE fraction administered at a dose of 10 mg/kg was able to control hypertension, as well as the
prooxidative and proinflammatory status in kidney as efficiently as losartan, retuming mice to normotensive
levels. Additionally, the fraction was more efficient than losartan to prevent liver and kidney damage.
Phytochemical characterization identified cinnamic acid as a major compound, and linoleic, palmitic, and
myristic acids as the most abundant non-polar components in the mixture, previously reported to aid in the
control of hypertension, inflaimmation, and oxidative stress, three important components of endothelial
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dysfunction.
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In conclusion: this study demonstrated that rSe-ACE has anti-endothelial dysfunction activity in an experimental
model and highlights the role of cinnamic acid and fatty acids in the observed effects.

1. Introduction

Endothelial dysfunction (ED) is the result of a misbalance in the
synthesis, release, and/or effect of several factors in endothelial cells. It
is indicative of vascular damage and it plays a critical role in the pa-
thogenesis of cardiovascular disorders like hypertension, renal dys-
function, and cerebrovascular diseases, which are leading causes of
death worldwide (Schmitt and Dirsch, 2009). ED has a multifactorial
origin that may be associated to alterations in the levels of glucose,
triglycerides, LDL, VLDL, leptin, ROS, endothelin-1, vascular en-
dothelial growth factor, C-reactive protein, and IL-6 in blood. ED is
characterized by a vasoconstrictive, prooxidative, proinflammatory,
prothrombotic, and proliferative status and by vascular remodeling
(Endemann and Schiffrin, 2004), being the liver and kidney the organs
most frequently affected (Bosch et al., 2010; Henke et al., 2007). AGII,
part of the renin-angiotensin-aldosterone system, is critical in the de-
velopment of this pathology (Adya et al., 2015; Husain et al,, 2015;
Jaimes et al., 2010; Liu et al., 2015). AGII binds to its receptors (AT1R
or AT2R) in endothelial cells and induces the coupling of NAD(P)H
oxidase, leading to the production of the superoxide anion (0;). In
turn, superoxide can act at different levels promoting an inflammatory
and prooxidative status. Superoxide can bind to nitric oxide (NO) to
form peroxinitrite (ONOO"), which causes inflammation secondary to a
non-enzymatic conversion of arachidonic acid into prostaglandins. It
can also uncouple endothelial nitric oxide synthase (eNOS), so the en-
zyme will stop synthesizing NO, which is important for relaxation of the
vessels, and will synthesize O, instead. The latter can act as a second
messenger, inducing the expression of NF-xB, leading to the production
of proinflammatory cytokines, chemokines, and adhesion molecules
(Jaimes et al.,, 2010; Marchesi et al., 2008; Nishida et al., 2010;
Schramm et al., 2012). Additionally, AGIT induces the production of
several growth factors, such as epidermal growth factor (EGF), platelet-
derived growth factor (PDGF), and insulin-like growth factor (IGF), all
of which induce the proliferation of vascular smooth muscle cells
(VSMC) and extracellular matrix accumulation, leading to vascular re-
modeling (Gorman et al., 2014; Intengan and Schiffrin, 2001), which
further contributes to hypertension.

Sechium edule, a member of the Cucurbitaceae family, is a Mexican
plant cultivated since pre-Columbian times. Ethnomedical data indicate
that it has been used to treat atherosclerosis, and as a hypotensive
(Argueta et al., 1994; Ibarra-Alvarado et al., 2010). In Mexico, it is one
of the most valued plants used to treat cardiovascular ailments, in-
cluding hypertension (Ibarra-Alvarado et al., 2010). In previous studies,
a hydroalcoholic extract from S. edule roots and its organic fractions
showed antihypertensive activity; in particular, the acetone fraction
had a relaxant effect on blood vessels (Lombardo-Earl et al., 2014;
Lozoya, 1980). Herein, the study of this fraction was extended to its
capability of controlling ED and hypertension in chronic conditions
induced by AGII. Additionally, its antioxidant and antiinflammatory
properties were determined, as well as its capacity to prevent tissue
damage.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and fraction preparation

Sechium edule (Jacq.) Sw. roots were collected in the community of
Tuxpanguillo, Veracruz, Mexico (18°47'00.5" N, 97°00'17.5" W, at

1721 m above mean sea level) in a period from April through May.
Plant material was identified by Abigail Aguilar-Contreras (IMSSM,
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National Medical Center, Mexico City). Voucher specimens were stored
at this site for future reference (IMSSM-15549). The name of the plant
(Sechium edule) was confirmed to be included in www.theplantlist.org
(The plant list, 2013). Roots (2.3 kg) were dehydrated by freeze-drying
and ground in a Pulvex electric mill until particles less than 4 mm in
diameter were obtained. To obtain the hydroalcoholic root extract (rSe-
HA), an exhaustive maceration process was conducted with an ethanol/
water mixture (60:40) in a final volume of 11.5 L at room temperature
(RT). This extract was concentrated by distillation under reduced
pressure and controlled temperature, and then dried by freeze-drying.
rSe-HA (92 g) was suspended in acetone (16 g) for 24 h (two times);
upon filtration, the liquid phase was concentrated in a Heidolph rota-
tory evaporator (Laborota 4000), yielding the acetone fraction (rSe-
Ace).

2.2. GC-MS analysis

The chemical composition of the acetone fraction was determined
by gas chromatography. The chromatograph was coupled with a
quadrupole mass detector set in electron impact mode at 70 eV. Volatile
compounds were resolved in a HP 5MS capillary column (25m long,
0.2mm i.d., 0.3 pm film thickness). The oven temperature was set at
40 °C for 2 min, then programmed to rise from 40 “C to 260 “C at a speed
of 10°C/min, and then kept at 260 °C for 20 min. Mass detector para-
meters were set as follows: interphase temperature 200 °C and mass
acquisition range 20-550. Injector and detector temperatures were set
to 250°C and 280 °C, respectively. One microliter of each fraction
(3 mg/ml) was injected in splitless mode. The flow rate for the carrier
gas (helium) was set to 1 ml/min. Volatile compounds were identified
by comparing their mass spectra with those in the NIST 1.7 library.

2.3. HPLC analysis

HPLC data were acquired in a Waters 2695 separation module with
a photodiode array detector and analyzed with the Empower Pro soft-
ware (Waters Corporation, USA). Chemical separation was achieved
using a Supelcosil LC-F column (4.6 mm X 250 mm i.d., 5-um particle
size) (Sigma-Aldrich, Bellefonte, USA). The mobile phase consisted of a
trifluoroacetic acid aqueous solution 0.5% (solvent A) and acetonitrile
(solvent B). A solvent gradient was set as follows: 0-1 min, 0% B;
2-3min, 5% B; 4-20 min, 30% B; 21-23 min, 50% B; 14-15 min;
24-25 min, 80% B; 26-27 min, 100% B; 28-30 min, 0% B. Flow rate
was maintained at 0.9 mlmin ', and sample injection volume was
10 pl. Absorbance was measured at 330 nm. Cinnamic acid was iden-
tified by comparing retention times and UV spectra with those of re-
ference standards (Sigma-Aldrich, St Louis Mo, USA).

2.4. Animals and experimental groups

Female C57BL/6J mice (10-week-old) obtained from our animal
facilities were used. Four groups of five mouse each were housed and
maintained under pathogen-free conditions in the animal facility at the
Faculty of Medicine of the Autonomous University of Morelos (FM-
UAEM) under constant temperature (21-23 °C) and humidity (45-50%)
conditions, with a 12-h light/dark cycle. All experiments followed the
guidelines in the National Institutes of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, and experimental protocols were reviewed
and approved by the Ethical Committee for the Care and Use of
Laboratory Animals (Permit No. 005/2011) at the FM-UAEM.

Control mice were treated with saline solution only. The three
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remaining groups were treated with AGII (i.p., 0 .1 pg/kg daily for 10
weeks), either alone or coadministered with losartan (10 mg/kg) di-
luted in carboxymethylcellulose (CMC) 0.2% (Bastaki et al., 2017) or
rSe-ACE (10 mg/kg) diluted in water orally for 10 weeks. Mice were
regarded as hypertensive when blood pressure increased by 15% or
more with respect to baseline blood pressure (systolic or diastolic).
Mice were killed by CO, inhalation and exsanguinated at the end of the
experiment.

2.5. Tissue preparation for biochemical analysis

Kidneys were homogenized in ice-cold HEPES buffer (HEPES
25mM, EDTA 1mM, and phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF]
0.1 mM). Homogenates were centrifuged at 6000 x g for 5min at 4°C
and supernatants were recovered. Protein concentration was de-
termined by the Lowry method.

2.5.1. Measurement of O, production

Dihydroethidium oxidation (DHE) to ethidium (Eth) was used to
measure O, production (Satoh et al., 2005) Briefly, supernatants
(10 pul) were incubated with DHE (0.02mM), salmon testis DNA
(0.5mg/ml), and the corresponding substrate for xanthine oxidase
(X0), mitochondrial respiratory enzymes, or nitric oxide synthase
(NOS). Eth-DNA fluorescence was measured at an excitation wave-
length of 480 nm and an emission wavelength of 610 nm at 37 °C for
30 min using a multimode microplate reader (Synergy HT, Biotek,
Winooski, VT). Xanthine (0.1 mM) was used as a substrate for XO, and
allopurinol (0.2 mM) was used as an inhibitor. Succinate (5 mM) was
used as a substrate for mitochondrial O, production, and antimycin
(0.05 mM) was used to block the respiratory chain. 1-arginine (1-Arg,
1 mM) was used as a substrate for NOS, while NG-nitro-i-arginine me-
thyl ester (L-NAME, 1 mM) was used to block NOS activity. A blank
without sample was run to subtract background fluorescence from each
sample reading. Enzyme activity is expressed with respect to control
readings.

2.5.2. Activity of antioxidant enzymes

2.5.2.1. Glutathione peroxidase assay. The activity of renal glutathione
peroxidase (GPx) was assayed by the method of Lawrence and Burk
(1976) with some modifications (Satoh et al., 2005), measuring NADPH
disappearance by optical density (OD) reading at 340 nm. GPx uses GSH
to reduce tert-butyl hydroperoxide, thereby producing GSSG, which is
readily reduced to GSH by GR using NADPH as a reducing equivalent
donor. Blank reactions with the sample replaced by distilled water were
subtracted from each assay reading. Data were expressed as units per
mg protein.

2.5.2.2. Glutathione reductase assay. The activity of glutathione
reductase (GR) was assayed using oxidized glutathione as a substrate
(Carlberg and Mannervik, 1975). Briefly, GR reduces GSSG to GSH at
the expense of NADPH; the disappearance of NADPH can be detected by
reading OD at 340 nm.

2.5.2.3. Glutathione-S-transferase assay. The activity of glutathione-S-
transferase (GST) was evaluated following the method of Habig et al.
(1974). The reaction mixture consisted of potassium phosphate buffer
50mM (pH 6.5), reduced glutathione 2mM, and 1-chloro-24-
dinitrobenzene (CDNB) 1 mM. Supernatants (0.02ml) were added to
0.98ml of the reaction mixture, and absorbance was recorded at
340 nm for 3 min. Enzymatic activity was calculated as pmol CDNB
conjugate formed/min/mg protein using a molar absorptivity of
9.6 x 10°/M/cm.

2.5.2.4. Superoxide dismutase assay. The total activity of Superoxide
Dismutase (SOD) was evaluated using a previously reported method
(Oberley and Spitz, 1984). Briefly, a competitive inhibition assay was
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performed using a xanthine-XO system to reduce nitroblue tetrazolium
(NBT). The percentage of NBT reduction in the sample-free control tube
was 100%. The amount of protein that inhibited NBT reduction by 50%
of the maximum reading was defined as one unit of SOD activity.
Results were expressed as U/mg protein.

2.5.2.5. Lipid peroxidation assay. The content of malondialdehyde
(MDA) was measured using a standard curve of tetramethoxypropane.
Tissue supernatants (0.2ml) were added to 0.65ml of 1-methyl-2-
phenylindole 10 mM in an acetonitrile/methanol mixture (3:1). The
reaction was started by adding 0.15 ml of HCI 37% and incubated for
40 min at 45°C. Then, the samples were centrifuged at 3000 x g for
5 min. OD was measured at 586 nm (Gérard-Monnier et al., 1998). Data
were expressed as nmol MDA/mg protein.

2.6. Blood pressure measurement

Mice were anesthetized with xylazine (10 mg/kg i.p.); then, systolic
and diastolic arterial pressure data were recorded by the tail-cuff
technique, using a LES002 Panlab Non-Invasive Blood Pressure System
(Letica). Blood pressure was recorded at the beginning of the experi-
ment (baseline) and every five weeks until the end of the experiment.
To avoid circadian variations (Marques et al., 2011), all measurements
were performed between 11:00 a.m. and 15:00 p.m.

2.7. Cytokine detection by ELISA

Kidneys were weighed and frozen at — 80 °C until used. The organs
were macerated in a frozen mortar with ice-cold PBS-PMSF (0.1%)
1:5 w/v. The suspensions were centrifuged, and the supernatants were
recovered and frozen at — 20 °C until used. Various ELISA kits were
used to determine cytokine concentration, following manufacturer's
instructions. Mouse IL1f, IL4, IL6, IL10, IFNy, and TNFa ELISA kits
were purchased from OptEIA™ BD, and Mouse IL17A and TGFf ELISA
kits were purchased from Applied Biosystems. Briefly, 96-well flat-
bottomed ELISA plates were coated with the respective capture anti-
body and incubated overnight at 4 °C in carbonate buffer (pH 9.6). Non-
specific binding sites were blocked by incubating for 30 min at RT with
PBS-5% fetal bovine serum. Aqueous kidney extracts were added and
incubated for 2 h at RT. Then, the plates were incubated with the cor-
responding detection anti-cytokine-HRP antibodies for 30 min at RT.
Bound complexes were detected by reaction with tetramethylbenzidine
substrate after 30 min of incubation in the darkness. The reaction was
stopped with H,SO,4 2N and absorbance was measured at 450 nm at
37°C in an ELISA plate reader (VERSAmax Molecular Devices).
Cytokine concentration was calculated according to standard curves for
each cytokine and reported as pg/mg protein.

2.8. Histopathology

After the last blood pressure measurement, mice were anesthetized
with sodium pentobarbital (30 mg/kg i.p.) and perfused with ice-cold
PBS (NaCl 140 mM, KCl 2mM, and K,HPO, 1.15mM). Kidneys and
livers were removed. The organs were fixed in Zamboni solution (for-
maldehyde 2.0%, picric acid 0.2%, pH 7.0). Tissues were then dehy-
drated and embedded in paraffin. Tissue sections (5 pm) were trans-
ferred to poly-i-lysine-coated slides (Sigma) before being deparaffinized
and rehydrated. For histopathological studies, the slides were stained
with Masson trichrome stain (kidney and liver) or periodic acid-Schiff
(PAS) stain (kidney). Masson trichrome method combines hematoxylin
stain with a cytoplasmic stain, and a selective stain for connective tissue
(Goldner, 1938). PAS stain detects polysaccharides (glycogen and mu-
cosal substances such as glycoproteins, glycolipids and mucins) in tis-
sues to identify alterations in the basement membrane (Feldman and
Christian, 1981), which was used to determine the expansion of the
mesangial matrix by the presence of increased amounts of periodic
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acid-Schiff positive material in the mesangial region (Raij et al., 1984),
All slides were observed under a Nikon ECLIPSE 80i microscope and
analyzed using the Metamorph software, v. 6.1.

Glomerulosclerosis or hyalinization was defined as the dis-
appearance of cellular elements from the tuft, collapse of capillary lu-
mens, and folding of the glomerular basement membrane with en-
trapment of amorphous material, as proposed by Raij et al. (1984),
Glomerular injury was also analyzed according to the method reported
by the same author, with minor modifications. Briefly, 50-60 cortical
glomeruli were evaluated in PAS-stained kidney slides from each group
under a 100 x objective. Digitalized images were analyzed with the
Metamorph software, v. 6.1. Mesangial area was determined by sub-
tracting the capillary area from the total arca. These values were ex-
pressed as percentage with respect to the total area.

Vascular remodeling was evaluated in the portal triad in Masson-
stained liver slides. The total area and the luminal area of the branch of
hepatic artery (BHA) were measured in 10 slides per group under the
40 x objective. The area corresponding to vessel thickness was de-
termined by subtracting these two values. Lumen percentage, media
thickness percentage, and media/lumen ratio were calculated to assess
vascular remodeling (Intengan and Schiffrin, 2001).

2.9. Immunohistochemistry

Tissue slides were deparaffined, rehydrated, and incubated with
H,0, 3%, albumin 5%, and Tween 20-PBS 1%. After treatment, tissue
sections were incubated overnight with rat anti-mouse ICAM-1

Chromatographic analysis of the fraction.
A) HPLC analysis on acetone fraction o
B) B) HPLC analysis on cinnamic acid B
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(eBioscence) diluted 1:100 in albumin 0.1% and Tween 20-PBS 0.05%.
After wash with PBS, tissues were incubated with 50 pul of biotinylated
goat anti-rat IgG (MP Biomedicals) antibody, followed by HRP-labeled
streptavidin solution (MP Biomedicals) at 37 °C for 30 min, and devel-
oped with 3,3 diaminobenzidine (ZYMED, San Francisco, CA). The
slides were counterstained with hematoxylin and photographed using a
Nikon ECLIPSE 80i microscope. The images were analyzed with the
Metamorph software, v. 6.1.

2.10. Statistics

Data are expressed as mean + SD. Groups or treatments were
compared by one-way ANOVA with a post-hoc Tukey-Kramer test.
Differences were considered significant when P < 0.05.

3. Results
3.1. Identification of the major polyphenolic compounds

The HPLC fingerprint of the bioactive fraction (Fig. 1A-B) shows
cinnamic acid (12.4 min; A = 205, 280 nm) as its major chemical con-
stituent. The chemical structure of this aromatic acid was corroborated
by comparison of nuclear magnetic data of the compound isolated from
S. edule with previously described constituents (Lombardo-Earl et al.,
2014).

Table 1. Non-Polar phytocomponents identified in two retention imes (RT) of the acetonic root extract of Sechium edule by GC-MS analysis

Reterton Pick No.  Corresponding compound MW RT Mokeculr Pesk Ares Reported Bioxtvity
Time formul )
1 Tretadecanoc &id (Myr stc xid) - 29 Coiz0; 43 A Hypoch , antitumoral
growth, renal protective effect
2 Pentadecanok aid 2424 s CoataO: 399 Actwvation of PPARY and PPARD, reguiation of
energy catabolism, lipid homeos asis and fatty
acid oxigation (FAQ)
3 11-2-Hexadecenoi aid 2%44 336 CHl. 78 Antimicr cbial and antiox dant activity.
26.7RT - Hexadecanok xid (paimitc acid) mes MKoe CHO 24 - Hyp
5 9,12-Octadecadienck &id (Linole xg) 2804 373 cro. 304 Antinfammatory, Cox 1 and Cox2 inhbition,
Hypocholester olemic.
6 9,12-Octadecadiency| chicr de (Uinolec 9889 374 cHLo 11 NO act v ity reported
acid choride)
7 Hexadecanok &cid, 2-hydroxy-1-1(ethyl  330%5 2335  CHL 199  Noactwiy reported
ester (2-Paimitoyigivcercl)
1 (M)9-Oxononanoi xd m2 2359 o 104 No actvity reported
2 Tretadecanoc acid (Myr stic acid) z83y7 301 CouHal0; 28 A Hypoch
3 14-Pentadec enoc xid B nss CHL S6 Antioxidant
- Pentadecanok xid 24 ns Cora0: 29 Actvation of PPARY and PPARD, regulation of
energy catabolism, lpd homeos asis and FAQ
) 11-2-Hexadecenox xid =44 37 Cro, 29 Antimicr bl and anticx Jant activity
6 Hex adecanoi cid (paimitc &id) ze4 %0 SR, 75 A ypoch
28.1RT ? 9,12-Octadecadienck acid (Linolek xg) 304 2 Cro. 104 Antinfemmatory, Cox 1 and Cox2 inhbition
HyPOC holester Olem
L 9,12,15, Octadecatrienoi & d, methy! " N3 CHO 120 Antinfemmatory, Mypocholesterolemic, Cancer
ester (Linolen < acid methy | eer) e prevertive. Hepatoprotective,
Arthizaming, Antieczemic, Antianthrtic,
Antcoronary,
9 Hexadecanok acid, 2-hydroxy-1-d(ethyl 3305 4335 CHAO. 145  Noactvity reported

exter (2-Paimitoyig i erol)

Fig. 1. Chromatographic analysis of the fraction. A) HPLC analysis of the acetone fraction. B) HPLC analysis of cinnamic acid. The HPLC fingerprint of the bioactive
fraction identifies cinnamic acid (12.4 min; A = 205, 280 nm) as its major chemical constituent. Table 1 shows other non-polar phytocomponents identified in two
retention times (RT) of the acetonic root extract of Sechium edule by GC-MS analysis.
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3.2. Identification of non-polar compounds

Chemical analysis of the less polar composition by GC-MS identified
palmitic acid, linoleic acid, linoleic acid chloride, 11-Z-hexadecenoic
acid, 2-palmitoylglycerol, and linolenic acid methyl ester, among other
fatty acids (Table 1).

3.3. rSe-ACE prevents the production of O,

The O, ion can be produced in the cell through different metabolic
pathways, which imply different enzymes and substrates. To assess
whether rSe-ACE was able to prevent O,  production and determine
the main enzymes involved in the production of this radical ion, the
capacity of kidney extracts to oxidize dihydroethidium (DHE) under
different conditions was evaluated. Protein extracts were obtained from
all mice groups and were exposed to a set of substrates and enzyme
inhibitors before measuring O, production (Fig. S.1). Only when
kidney extracts were exposed to succinate, the percent change in pro-
duction O, increased significantly, 233.2 + 26.7 in the AGII-treated
group and 100 + 1.7 in the control group (P < 0.01), a nearly 2.5-fold
increase. Extracts from AGII/rSe-ACE- or AGIl/losartan-treated mice
did not show this increase (120.9 + 36.7 and 167.7 + 49.7, respec-
tively), being similar to the normotensive control group. On the other
hand, when homogenates were incubated with succinate and anti-
mycin, a mitochondrial respiration inhibitor, a 0.67-fold blunt in the
fluorescence signal was observed. No differences were found when
extracts were incubated with arginine or xanthine, nor with their re-
spective inhibitors. These data provide evidence that the mitochondrial
enzyme succinate dehydrogenase is involved in O,  production in re-
sponse to chronic AGIT administration. Also, the absence of significative
differences between control mice (untreated) and AGII/rSe-ACE-treated
mice indicate the antioxidant capacity of the fraction, being as effective
as the control drug at the concentration employed. To determine
whether the antioxidant capacity of rSe-ACE is related to the activation
of antioxidant enzymes, the activity of GPx, GR, GST and SOD was also
evaluated (Fig. S.1). However, none of these enzymes modified its ac-
tivity after treatment, so the antioxidant effect of rSe-ACE is not
through the activation of antioxidant enzymes.

3.4. rSe-ACE prevent vasoconstriction and hypertension

To evaluate whether rSe-ACE controls increased blood pressure, this
parameter was evaluated at the beginning (week 0), the middle (week
5), and the end (week 10) of the experiment. Both systolic (SBP) and
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diastolic (DBP) blood pressure gradually increased in mice chronically
treated with AGII (Fig. 2). At week 5, SBP increased by 30.8% and DBP
increased by 13%; by week 10, statistically significant (P < 0.05) in-
creases of 46.6% in SBP and 73.1% in DBP were observed with respect
to controls. It is noteworthy that no significant increase in blood pres-
sure was observed in AGII/losartan- nor AGIl/Se-ACE-treated mice with
respect to controls. This result shows that rSe-ACE is as effective as the
pharmacological treatment to control hypertension.

3.5. rSe-ACE prevents inflammation

Considering that O, production promotes inflaimmation, the anti-
inflammatory capability of rSe-ACE in the kidney was evaluated.
Kidneys were obtained after the last measure of blood pressure.
Cytokine concentrations were evaluated by ELISA in tissue extracts, and
ICAM-1 expression was assessed by immunohistochemistry. As shown
in Fig. 3, AGlII-treated mice showed a significant increase in the levels of
IL1B (21.7%), TNFa (26.7%), IL17A (30.6%), IL4 (19.6), IL10 (24.7%),
and TGFp (35.9%), while no differences were observed in IL6 nor IFNy.
In contrast, no significant differences were found in AGII/losartan- nor
AGII/rSe-ACE-administered mice with respect to control mice. ICAM-1
expression in kidneys is shown in Fig. S2. Higher ICAM-1 expression
was observed in renal capsule cells (panel B), renal interstitial cells
(panel F), and perirenal fat tissue (panel J) in kidneys from AGII-treated
mice. Also, an inflammatory infiltrate was observed in the renal capsule
and perirenal fat tissue (panels B and J). In contrast, [CAM-1 expression
in all evaluated kidney regions was prevented in AGII/ rSe-ACE-treated
mice. It is remarkable that rSe-ACE had a higher anti-inflammatory
effect than losartan, because a moderate expression of ICAM-1 was
observed in the kidney regions evaluated, particularly in the capsule
and perirenal fat, from AGII/losartan-treated mice.

3.6. rSe-ACE prevents vascular remodeling

A chronicle vascular prooxidant status leads to vascular remodeling.
To assess the capacity of rSe-ACE to control AGII-induced vascular re-
modeling, total and luminal cross section areas of the branch of hepatic
artery (BHA) of the portal triad in liver slides were measured in control
mice in and AGII-, AGII/rSe-ACE-, and AGIl/losartan-treated mice
(Fig. 4A-D). The key parameters to assess vascular remodeling were
lumen percentage, media thickness percentage, and media/lumen ratio
(Fig. 4H-J). Media thickness was calculated by subtracting luminal BHA
area from the total BHA. As shown, neither total BHA vascular area,
lumen area, nor media thickness (Fig. 4E, F and G, respectively) were
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Fig. 2. Arterial pressure kinetics. Systolic and diastolic arterial pressure was measured in mice at weeks 0, 5, and 10. The AGII-treated group showed increases in both
pressure readings at week 10, while the rSe-ACE-group maintained pressure values at the levels of the control group. Data are expressed as mean * SD and were
analyzed by ANOVA and a post-hoc Tukey test. *Statistically significant differences with respect to control (P < 0.05). Data are representative of at least three

independent experiments.
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Fig. 3. Kidney cytokine concentration. Cytokine levels were determined in kidney aqueous extract 10 weeks after AGII administration and treatments. Six kidneys
were analyzed per treatment. The control group was treated with saline solution only; AGII 0.1 ug/kg/day; losartan 10 mg/kg, and rSe-ACE 10 mg/kg. Data are
expressed as mean + SD and were analyzed by ANOVA-Tukey test. *Statistically significant differences with respect to control (P < 0.05).

affected by AGII (Fig. 4B) nor AGIl/losartan (Fig. 4C) treatment. In
contrast, AGII/rSe-ACE treated mice showed a significant increase
(P < 0.05) in vascular area (2.3-fold) and lumen area (2.4-fold) (Fig. 4E
and F, respectively) but not in media thickness (P > 0.05) (Fig. 4G).
AGII- and AGIl/losartan-treated mice exhibited a significant decrease
(P < 0.05) in lumen percentage with respect to control mice (2-fold)
(Fig. 4H) and a significant increase (P < 0.05) (about 1.19-fold) in
media thickness and media/lumen ratio (2.7-fold) (Fig. 41 and J, re-
spectively), indicative of hypertrophic vascular remodeling (Intengan
and Schiffrin, 2001), a condition present in severe hypertension con-
ditions, such as human secondary hypertension (Raij et al., 1984). On
the other hand, as shown in Fig. 4D, treatment with rSe-ACE prevented
this status, since lumen percentage, media thickness, and media/lumen
ratio showed no significant differences (Fig. 4 H, I, and J, respectively)
with respect to the control group, preventing vascular remodeling.

3.7. rSe-ACE prevents tissue damage

To assess the capacity of rSe-ACE to control tissue damage due to
AGIl-induced ED, histopathological studies were performed with
Masson trichrome stain in liver (Fig. 5) and kidney (Fig. 6), and PAS
stain in kidney to evaluate glomerular status (Fig. 7).

3.7.1. rSe-ACE prevents non-alcoholic steatohepatitis (NASH)

In liver, three main pathologic alterations were found in AGII-
treated mice: 1) steatosis with perivascular pattern, which originates
from the central vein of the hepatic lobule (Fig. 5B); 2) thickening of the
trabeculae (Fig. 5F) and of the Glisson's capsule (Fig. 5N and R); and 3)
lymphocytic microabscesses with necrosis at the center (Fig. 5J). All
these alterations, steatohepatitis, inflammation, and fibrosis are pa-
thological characteristics of NASH. The thickening of trabeculae and
Glisson's capsule are due to fiber deposition and the infiltration of
mononuclear cells such as lymphocytes, macrophages, fibroblasts, and
fibrocytes (Fig. 5N), which indicates the chronicity of the inflammatory

event and the ongoing repairing process. No improvement was ob-
served in the AGIl/losartan-treated group with respect to AGII-treated
mice (Fig. 5C, G, K, O and S). In contrast, a reduction in AGII-induced
steatosis, fiber deposition, cell infiltration to parenchyma (Fig. 5D, H
and L, respectively) and Glisson's capsule (Fig. 5 P, T) was observed in
rSe-ACE-treated mice.

3.7.2. rSe-ACE prevents glomerulosclerosis

Glomerulosclerosis is a condition often induced by ED (Anderon
et al., 1993; Orth et al., 1994), thus, AGIl-induced renal damage was
evaluated in all mice groups by examining Masson trichrome-stained
perirenal fat (Fig. 6A-D), capsules (Fig. 6E-H), perivascular connective
tissue (Fig. 6I-L), and cortical glomeruli (Fig. 6M-P). Additionally, the
type of infiltrating cells in the capsule (Fig. S. 3) was determined by PAS
staining, and a morphometric analysis of the glomerulus was performed
(Fig. 7).

As shown in Fig. 6, the AGlI-treated group exhibited renal damage
characterized by renal capsule thickening (panel F) due to edema, fiber
deposition and infiltration of mononuclear cells (mainly lymphocytes
and macrophages), characteristic of chronic kidney discases (CKD) like
glomerulosclerosis (Karanovic et al., 2016). Additionally, perivascular
fibrosis (panel J), congestion of the tubulointerstitial zone (panel N),
and points of mononuclear infiltration (mainly lymphocytes) among
perirenal fat adipocytes (panel B) were observed. As shown in the
figure, a decrease in the inflammatory process in perirenal fat and renal
capsule (panels C and G, respectively) was observed in the losartan-
treated mice, although this treatment did not modify the damage to
perivascular conjunctive tissue nor the congestion surrounding cortical
glomeruli (panel O) induced by AGII (panel K). The rSe-ACE fraction
controlled the thickening in perirenal fat and renal capsule (panels D
and H, respectively); remarkably, it also diminished the amount of
perivascular conjunctive tissue (panel L), preventing the congestion
surrounding cortical glomeruli (panel P). These parameters were si-
milar in AGII-rSe-ACE-treated mice and control animals (panels I and
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BHA vascular remodeling evaluation by Masson's trichrome stain.
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Fig. 4. BHA vascular remodeling evaluation by M trichrome stain. A-D) Mouse hepatic portal triad after treatments. E) BHA total area. F) BHA lumen area. G)

Thickness of BHA tunica media. H) Lumen and tunica media. I) Percentage with respect to the BHA total area. J) Media area/lumen area ratio. rSe ACE prevented, on
one hand, the increase in media thickness percentage, and on the other the decrease in lumen area with respect to the total area and maintained the media/lumen
ratio with no significant differences with respect to controls; this ratio was significantly increased in AGII-treated mice. 40 x microphotographs. Branch of portal vein
(BPV); branch of hepatic artery (BHA); branch of biliary duct (BBD). Data are expressed as mean * SD and were analyzed by ANOVA and a post-hoc Tukey-Kramer
test. *Statistically significant differences with respect to control (P < 0.05).

M, respectively). respect to controls. These results imply that although glomeruli are 24.1
Mice treated with AGII exhibited renal capsule thickening, which times larger than in control mice, the proportion between mesangial
may be associated to the infiltration of inflammatory cells (mainly and vascular area is conserved, which means that kidney should be

lymphocytes, macrophages, and plasmatic cells, and in a lesser extend working properly, and that the fraction was more efficient than losartan
basophiles and neutrophils) (Fig. S.3B). In losartan-treated mice, in- in preventing glomerulosclerosis.
filtration of lymphocytes, macrophages, and fibroblasts was observed As shown in Fig. 7B, AGII also induces glomerulonephritis, evident

(Fig. S3C). On the other hand, infiltration of inflammatory cells was in mesangial matrix (Fig. 7G) and glomerulus vascular region hyper-

substantially diminished in mice treated with the rSe-ACE fraction (Fig. trophy (Fig. 7F). The rSe-ACE fraction was able to prevent glomer-

S.3D). ulonephritis even better than losartan, a finding that points to its ef-
Glomerulosclerosis, characterized by an increase in glomerular area fectiveness in preventing renal damage associated to AGII-induced ED.

(37.0%, Fig. 7E), reduced vascular area (52.1%, Fig. 7F), and increased

mesangial area (16.1%, Fig. 7G) was clearly found in AGII-treated mice. 4. Discussion

In the losartan-treated group, vascular area was significantly reduced

(27.4%, Fig. 7F) and mesangial area was significantly increased (8.5%, This study provides clear evidences of the efficacy of rSe-ACE to

Fig. 7G), even though glomerular area (Fig. 7E) did not exhibit sig-  prevent ED (and its associated pathologies) induced by chronic AGII

nificant differences with respect to controls. In contrast, although the administration.

rSe-ACE fraction administration failed to prevent the AGII-induced in- Previous studies showed that both rSe-HA and losartan were able to

crease in glomerular area (Fig. 7E), vascular and mesangial areas did  interfere with the binding of AGII with its receptor, preventing its hy-

not show significant differences (Fig. 7F and G, respectively) with  pertensive effects (Lombardo-Earl et al., 2014). The rSe-ACE fraction,
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Fig. 5. Hepatic damage evaluation by Masson trichrome stain. A-D) Hepatic parenchyma 4 x . E-H) Trabeculae. J-1.) Microabscess. M-P) Glisson's capsule 10 x . Q-T)
Glisson's capsule 40 x . AGII-treated group showed steatosis, mononuclear cell infiltrate, fiber deposits and thickening, along with lymphocytic microabscesses, being
AGII- and AGII/losartan-treated mice the most severely affected. rSe-ACE prevented severe liver damage. 4 x (bar = 250 pm), 40 x (bar = 150 um) and 100 x (bar
= 50 pm) microphotographs. m: inflammatory mononuclear cells; f: fibroblasts; fi: fibrocytes; n: necrosis.

derived from the rSe-HA extract, was found to be enriched in cinnamic
acid methyl ester, which could be responsible for the antihypertensive
effects in an acute, AGIl-induced hypertension model. In this study, the
effects of orally administered rSe-ACE on ED pathologies induced by
chronic administration of AGII in mice were further characterized.

In this model, ED is induced by AGII binding to the AT1R receptor
on endothelial cells, which actives NAD(P)H oxidase through PKC, in-
ducing the production of ROS (O, ) and leading to a prooxidative
status. This reduces the bioavailability of nitric oxide (NO), causing
vasoconstriction. PKC activates the NFxB transcription factor and the
production of proinflammatory cytokines (Jaimes et al., 2010; Marchesi
et al., 2008; Nishida et al., 2010; Schramm et al., 2012), which ulti-
mately lead to vascular remodeling and tissue damage. As demon-
strated in our study, AGII-treated mice exhibited higher levels of in-
flammatory and non-inflammatory cytokines in kidney (Fig. 3), a target
tissue for ED (Bosch et al., 2010; Henke et al., 2007; Rajendran et al.,
2013); inflammatory cytokines in ED could be produced not only by
endothelial cells and VSMC, but also by artery-associated cells such as
neutrophils, mastocytes, and lymphocytes (Sprague and Khalil, 2009).
As shown in Fig. 5.3, these cells were recruited to the inflamed kidney

by AGII administration, where they mediate a proinflammatory,
prooxidative status leading to vascular remodeling and damage (Brazin
et al., 2014; Guasti et al., 2008; Hallersund et al., 2011).

The rSe-ACE extract effectively controlled the prooxidant and
proinflaimmatory status, as well as vasoconstriction, vascular re-
modeling, and tissue damage, despite the concomitant administration
of AGII. This protective effect was higher than that of losartan, since the
latter only controlled oxidative stress, hypertension, and the production
of proinflammatory cytokines, but not ICAM-1 expression, vascular
remodeling, tissue injury, proinflaimmatory cell infiltrate, nor glo-
merular damage.

Cinnamic acid was identified as the main component of rSe-ACE
along with other less polar fatty acids, specifically palmitic, linoleic,
linoleic acid chloride, 11-Z-hexadecenoic acid, 2-palmitoylglycerol, and
linolenic acid methyl ester (Fig. 1, Table 1). These compounds have
been reported to show anti-inflammatory properties (Bartolome et al.,
2013). Cinnamic acid can reduce the concentration of ROS (O, ) by
two different mechanisms: by reacting with the radicals through its
electron-rich double bounds (Azzu and Brand, 2010), acting thus as a
scavenger, and by preventing ROS production by mitochondrial
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Fig. 6. Renal damage evaluation by Masson's trichrome stain. A-D) Perirenal fat tissue. E-H) Renal capsule. I-L) Perivascular connective tissue. M-P) Cortical

glomerulus. Inflammatory damage due to edema and the presence of mononuclear cells and fibroblasts is observed in fat tissue, capsule and perivascular tissue, being
AGlI-treated mice the most severely affected. rSe-ACE ameliorated these damage patterns with higher efficiency than losartan. 100 X microphotographs. m:

mononuclear cells; f: fibroblasts; ¢: congestion.

enzymes like succinate dehydrogenase, since cinnamic acid was de-
monstrated to activate uncoupled proteins (UCP) via its 2-alkenal group
(Echtay et al.,, 2003). UCP are a subfamily of mitochondrial proteins
that decrease ROS production by uncoupling mitochondrial enzymes,
thus preventing oxidative damage (Azzu and Brand, 2010; Brand et al.,
2004). In our study, rSe-ACE was found to reduce ROS production by
succinate dehydrogenase, probably due to its high content of cinnamic
acid.

The role of growth factors like TGFf in ED has been related to ex-
tracellular matrix deposition, promoting VSMC hypertrophy and hy-
perplasia, leading to vascular remodeling and fibrosis (Gibbons et al.,
1992; Ruiz-Ortega et al., 2006). The latter are key factors in the pa-
thogenesis of renal and hepatic diseases and were observed in hepatic
tissues from AGII-treated mice (Figs. 4 and 5) but not in renal tissues
(Figs. 6 and 7). AGIT administration also induces the expression of ad-
hesion molecules like E- and P-selectins, VCAM-1, and ICAM-1 (Chen
et al., 2015; da Cunha et al., 2005; Liang et al., 2015), which along with
the proinflammatory environment would favor the recruitment and
activation of monocytes, which could migrate to the media and ad-
ventitia layers of the blood vessels, releasing effector molecules and
further contributing to tissue damage (Marchesi et al., 2008; Nishida
et al., 2010; Touyz, 2004). In this study, AGII increased ICAM-1 ex-
pression in the renal capsule, renal interstice, and perirenal fat; this
effect was extensively prevented in rSe-ACE-treated mice, while only a
reduction in ICAM-1 expression was attained in losartan-treated mice.
The effects of rSe-ACE could be mediated by cinnamic acid and other

less polar fatty acids, which individually have been proved to exert anti-
inflammatory and antioxidant effects (Kersten et al., 2000; Nunn et al.,
2007), acting synergistically to prevent tissue damage.

It has been reported that the inability of the endothelium to couple
hemodynamic events efficiently is related to the low bioavailability of
nitric oxide (NO). This molecule acts as a second messenger and its
absence contributes to hypertension and abnormal vascular remodeling
(Rudic and Sessa, 1999). Treatment with AGII induced hypertension in
mice comparable with grades 2 and 3 of the human disease (Mansia
et al., 2007; Savoia et al., 2011). Considering that rSe-ACE was able to
control the increase in ROS, it is possible that this treatment increased
NO bioavailability, regulating hypertension (the main pathology re-
sulting from ED) and vascular remodeling. Moreover, rSe-ACE not only
prevented vascular remodeling but also induced a compensatory en-
largement in the branch of hepatic portal vein and in the lumen of
blood vessels, without increasing the thickness of the media and
maintaining the relation media/lumen with no statistically significant
differences with the control group. This represents an adaptive response
to preserve the normal blood flow and could be related with NO
availability mediated by the antioxidant activity of the fraction, as
discussed above.

Another point that merits comments is the capability of the rSe-ACE
fraction to control non-alcoholic steatohepatitis (NASH) induced by the
chronic administration of AGII (Fig. 5). NASH progression is char-
acterized by fatty liver, damage to hepatocytes, fibrosis, and in-
flammation (Brunt, 2004; de Alwis and Day, 2008). The
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Fig. 7. Renal damage evaluation by PAS stain. A-D) Glomeruli. E-G) Glomerular area and glomerular vascular and mesangial area percentage. Glomeruli from AGII-
and AGIl/losartan-treated mice (B and C) showed expansion of mesangial cells and collapse of glomerular vasculature. rSe-ACE (D-G) restored glomerular vascu-
lature to the status of the control group. Arrows indicate vascular areas. 100 X microphotographs. Data are expressed as mean * SD and were analyzed by ANOVA
and a post-hoc Tukey test. *Statistically significant differences with respect to control (P < 0.05). 9 Statistically significant differences with respect to control and
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pathophysiological hallmark of NASH and non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) is insulin resistance (IR), which increases the flux of
free fatty acids from the adipose tissue to non-adipose organs, resulting
in an abnormal fat metabolism that leads to an accumulation of hepatic
triglycerides (Bugianesi et al., 2005). AGII exerts its action on insulin-
sensitive tissues such as liver, where it has effects on insulin receptors
(Morris et al., 2013; Olivares-Reyes et al., 2009; Togashi et al., 2000),
favoring lipid accumulation in hepatocytes and impairing the oxidative
capacity of the mitochondria, leading to an increased ROS generation
and its consequences (Rolo et al., 2012). rSe-ACE was capable of con-
trolling NASH, probably through the synergistic action of cinnamic acid
and other less polar fatty acids. Previous studies have shown that cin-
namic acid is not only able to control the production of ROS, which play
an important role in NASH induction, but it also alleviates insulin re-
sistance in vivo and in vitro (Huang et al., 2009; Huang and Shen, 2012;
Lakshmi et al., 2009). On the other hand, other less polar fatty acids in
the rSe-ACE fraction probably contributed to control the inflammatory
status.

It is well known that AGII, via ATIR, participates in the patho-
genesis of renal diseases through the increased production of ROS (for
instance, by promoting hyperplasia/hypertrophy in several cell types;
upregulating the expression of cytokines, cell adhesion molecules and
TGF). All these alterations would increase the synthesis of extra-
cellular matrix proteins through the activation of mesangial cells and
interstitial and tubular fibroblasts, the stimulation of plasminogen ac-
tivator inhibitor-1 (PAI-1) and the infiltration and activation of mac-
rophages, which would further increase inflammation, fibrosis, and
ROS production (Mezzano et al., 2001; Ruiz-Ortega et al., 2001, 2006).
In this study, AGII-treated mice developed structural alterations like

edema, deposit of collagen fibers and infiltration of mononuclear cells
(lymphocytes, mastocytes, neutrophils, and macrophages), all of which
were controlled by the administration of rSe-ACE.

Finally, our results indicate that AGIT administration induced glo-
merulosclerosis (a chronic kidney disease) by increasing mesangial
volume (Anderon et al., 1993; Orth et al., 1994) (Fig. 7). AGII has been
reported to activate mesangial and tubular cells and interstitial fibro-
blasts, increasing the expression and synthesis of extracellular matrix
proteins mediated by the release of TGFf; AGII also participates in the
inflammatory response, inducing the activation of mononuclear cells
and increasing the levels of proinflammatory mediators (Mezzano et al.,
2001), conditions that were observed in AGIl-treated mice. TGFf is
thought to be fibrogenic, either directly or indirectly, through the in-
duction of connective tissue growth factor (Meguid et al., 2005; Ruiz-
Ortega et al., 2001, 2006). Recent studies demonstrated that the acti-
vation of Nrf2 protects various tissues and organs against fibrosis via
inhibition of TGF/Smad signaling (Oh et al., 2012). Nrf2 is a tran-
scription factor that regulates the expression of genes encoding phase-2
enzymes (heme oxygenase-1, glutathione-S-transferase A1, and NAD(P)
H:quinone oxidoreductase 1) (Korkina, 2007), which can counteract
inflammatory, fibrinogenic, and oxidative damages. There is consider-
able experimental evidence suggesting that Nrf2 signaling plays a
protective role in renal injuries caused by various pathologic conditions
(Choi et al., 2009, 2014). The cinnamic acid present in rSe-ACE has
been reported to induce Nfr2 dissociation from Keap 1, leading to Nfr2
translocation to the nucleus, favoring the expression of ARE-regulated
cytoprotective genes (Korkina, 2007); therefore, it is possible that some
of the effects observed by the rSe-ACE extract could be mediated by
these actions of cinnamic acid.
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Altogether, these results show that rSe-ACE could control the wide
range of effects of AGIT and could be used as a comprehensive treatment
for ED, being probably one of the most promissory approaches to pre-
vent fibrosis in progressive renal diseases.

5. Conclusion

The results reported in this study indicate that rSe-ACE is able to
control ED and associated pathologies such as hypertension, renal and
liver damage, being a good candidate for the development of a phyto-
chemical medicine for ED, avoiding the need for polydrug treatments,
frequently required to control these pathologies.
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14. ANEXO 1. Inmunocitoquimica para VCAM-1.

Sin primario 1:100

o - . -

Efecto de la Angll sobre la expresién de VCAM-1. La Angll no induce la expresiéon de

AGII
(5000nM)

VCAM-1 pese a la concentracion de 5000nM.
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Cucumis sativus

14. ANEXO 2. Cromatografias en capa fina (CCF) de las subfracciones de

Condiciones

Placas

Muestras

A)

Fase Nermal

Sisterna CH3CI2 : MeOH
Proporcion 7:3

Revelador: 4 Hidroxibenzaldehido
(Flavonoides)

HA=Hidroalcololico
AE= Acetato de Etilo
AQ=Acuoso
3=Sobrenadante
20S6lido 1

1=Sdlido 2

B)

Fase Normal

Sistema: AcOEt:MeOH:H,0:Hac
Proporcion 7:2:2:0.5
Revelador: Naftol
(Polisacaridos)

! A

1=Hidroalcolélico

2= Acetato de Etlo
3=Acuoso

4=Acuoso

5= Sobrenadante 1(F1)
6=Sobrenadante 2 (F1)
7=F2

I eE3yse sty 8=F3
9=S4lido 1
C) AQ= Acuoso
Fase Normal ,1: f:l
Sistema: nBuOH:acetonaHac:H10 2=F2
Proporcion 35:35:1:2 3=F3
Revelador: Ninhidrina G= Gicina
(Aminoacidos) A= Acido aspértico
L= Leucina
I = Isoleucina

D)

Fase Normal

Sistema: nBuOH:acetonaHac:HIO
Proporcion 70:70:10:20
Revelador: 4-hidroxibenzaldehido
(Flavonoides)

HA=Hidroalcoldlico
AE=Acetato de Etilo
SN=F1

R=Rutina

S2=F3

S1=F2

L=lignano

V=Valina

E)

Fase Normal

Sistema: nBuOM:acetonaHac:H0
Proporcidn 70:70:10:20
Revelador: Flavonoides
(Flavonoides)

HA=Hidroalcoldlico
AE= Acetato de Etilo
SN=F1

R=Rutina

S2=F3

S1=F2

L=Lignano

V=Valina

F)

1=Hidroalcoldlico
2=Sobrenadantes
3=56lido 2.2
4=S6lido 1

5= Prolina

6= Leucina

>
Fase Normal i ;
Sistema: nBuOH:acetona:Hac:H2(Q § e
Proporcion 35:35:1:2 '
Revelador: Para alcaloides -‘ I i

Anexo 2. Cromatografia en Capa Fina. Se colocaron las muestras y se corrieron bajo

7=Valina

diferentes sistemas de polaridad, finalmente se revelaron para visualizar diferentes tipos de
moléculas. CHsCl2: Diclorometano; MeOH: Metanol; H20: Agua; CHsCN: Acetonitrilo; AcOEt:
Acetato de etilo; Hac : Acido acético glacial; nBUOH: n-butanol.
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Continuacion del ANEXO 2. Cromatografias en Capa Fina (CCF) de las subfracciones de
Cucumis sativus

Condiciones Placas Muestras

G) ¢ =5
Fase Normal
Sistema: CH3Cl: MeOH
Proporcion 9:1
Revelador: 4 Hidroxibenzaldehido
H)
Fase Reversa
Sistema: H,0 : CH;CN
Proporcion 7:3
Revelador: Flavonoides
| 1=Hidroalcoldlico
) 2=Acetato de etilo
Fase Reversa 3=Acuoso
Sistema: H,0: CH;CN 4=Sobrenadante 2
Proporcion 7:3 5=So6lido 2
Revelador: 4 Hidroxibenzaldehido 6=Sdlido 1
1=Hidroalcoldlico
J) 2=Acetato de etilo
Fase Reversa
Sistema: H,0: CH;CN
Proporcion 7:3
Revelador: Naftol
K) HA=Hidroalcolélico
AE=Acetato de Etilo
Fase Reversa AG=ACuosD
Slstemaf ‘Hlo :CH;CN 3isobrenadante
Proporcion 7:3 2=56lido 1
Revelador: 4 Hidroxibenzaldehido %y
1=Sélido 2

3=Acuoso
4=Sobrenadante 2

CHsCl2: Diclorometano; MeOH: Metanol; H20: Agua; CH3CN: Acetonitrilo; AcCOEt: Acetato de

etilo; Hac : Acido acético glacial; nBuOH: n-butanol.

I=Hidroalcoldlico
AE=Acetato de Etilo
1=Sélido 1

2=S¢6lido 2
3=Sobrenadante

1=Hidroalcoldlico
2=Acetato de etilo
3=Acuoso
4=Sobrenadante 2
5=Solido 2
6=Solido 1

5=Solido 2
6=Solido 1
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Cucumis sativus

Continuacion del ANEXO 2. Cromatografias en Capa Fina (CCF) de las subfracciones de

Condiciones Placas Muestras

L 1=Hidroalcoldlico

) e 2=Sobrenadantes
Fase Normal @ 3=S6lido 2.2
Sistema: nBuOH:acetona:Hac:H,0 ' Ce P W 4=Sé|idp 1
Proporcion 35:35:1:2 N 5=Prolina
Revelador: Ninhidrina & 6= Leucina

7=Valina

o (=23 TR | \

AR23 4.5 6 3

M)
’
Fase Normal
Sistema: nBuOH:acetona:Hac:H20

Proporcién 35:35:1:2
Revelador: Flavonoides

1=Hidroalcoldlico
2=Sobrenadantes
3=S6lido 2.2
4=S¢lido 1
5=Prolina

6= Leucina
7=Valina

N)

Fase Normal

Sistema: nBuOH:acetona:Hac:H20
Proporciéon 7:7:1:2

Revelador: Ninhidrina

HA AE SN S2 S1 L V

HA=Hidroalcoldlico
AE=Acetato de Etilo
SN=Sobrenadantes
S2=Sélido 2.2
S1=Sélido 1
L=Lignano

V=Valina

0)

Fase Normal

Sistema: nBuOH:acetona:Hac:H20
Proporcion 7:7:1:2

HA=hidroalcohdlico

A= 6 dimetilamino purina
(dimetil adenina)
G=guanosina 5’-0-3’
Thiotrifosfato

Revelador: Ninhidrina L=lignano

HA
P) AE
Fasenormal Solido amarillo
Agua:acetonitrilo Solido 1
Proporcién 8:2 Fenilalanina
Ninhidrina Treonina

CHsClz: Diclorometano; MeOH: Metanol; H20: Agua; CH3CN: Acetonitrilo; ACOEt: Acetato de

etilo; Hac : Acido acético glacial; nBuOH: n-butanol.
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