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1. Resumen

El endotelio vascular es el tejido que recubre el interior de los vasos sanguineos y cumple
funciones esenciales en el mantenimiento de la homeostasis vascular. Regula el tono vascular
mediante la liberacién de 6xido nitrico (ON) y otros mediadores vasoactivos, controla la
coagulacion y la fibrinolisis, modula las respuestas inflamatorias y participa en la
proliferacion y migracion celular. La alteracion de estas funciones conduce a la disfuncion
endotelial, caracterizada por una disminucion en la biodisponibilidad de ON y un aumento de
los procesos oxidativos, inflamatorios, tromboticos y proliferativos, los cuales favorecen el
desarrollo de diversas enfermedades cardiovasculares. A pesar de su relevancia clinica, la
disfuncién endotelial no cuenta con un tratamiento especifico; actualmente, las estrategias
terapéuticas se dirigen unicamente al control de las enfermedades relacionadas, sin abordar
directamente el deterioro funcional del endotelio.

En este trabajo se evalud el efecto del extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule
(rSe-HA) para controlar el estado prooxidante, proinflamatorio, protrombdtico y proliferativo
asociados a la disfuncion endotelial in vitro. Se emple6 un modelo de cultivo de células
endoteliales humanas (HMEC-1) tratadas con angiotensina II, en las cuales se cuantificaron
los niveles de ON, especies reactivas de oxigeno (ROS), factor de von Willebrand (vWF),
IL-6 y la activacion de NF-kB. El extracto fue comparado con losartin como control
farmacoldgico. Los resultados mostraron que, a diferencia del losartan, el rSe-HA logrd
incrementar la biodisponibilidad de ON y reducir la activacion de NF-xB, ademas de
disminuir significativamente la produccion de IL-6, la liberacion del factor de von Willebrand
y los niveles de ROS. Asimismo, se observé una mejora en el remodelado vascular,
evidenciada por la reduccion del grosor de la capa media y el aumento del area del lumen en
anillos de aorta de ratas.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium
edule contribuye a restaurar la funcion endotelial con una eficacia superior a la del control
farmacoldgico, y podria representar una alternativa terapéutica potencial para el tratamiento

de la disfuncién endotelial y de alteraciones vasculares asociadas a la disfuncion endotelial.



2. Introduccion

2.1 Endotelio
El endotelio es la capa celular que recubre la superficie interna de los vasos sanguineos y esta

constituido por una monocapa de células endoteliales. Ademés de funcionar como una
barrera fisica entre la sangre y la pared vascular, actualmente se reconoce como un 6rgano
metabdlicamente activo con funciones regulatorias fundamentales para la homeostasis
cardiovascular. Entre sus principales actividades se encuentran la regulacion del tono
vascular, la coagulacion, la inflamacion y el intercambio de moléculas entre la circulacion y
los tejidos (Carvajal, 2017).

Las caracteristicas estructurales y funcionales de las células endoteliales varian dependiendo
del lecho vascular en el que se localizan. En las arterias, estas células presentan una
disposicion alineada con la direccion del flujo sanguineo y poseen uniones intercelulares
estrechas que les permiten soportar la presion y las fuerzas de cizallamiento ejercidas por la
sangre circulante. En contraste, el endotelio venoso se encuentra sometido a menor presion y
presenta una organizacion menos definida. Por otro lado, en los capilares pueden identificarse
endoteliocitos continuos, fenestrados o discontinuos, de acuerdo con las necesidades
fisioldgicas de cada tejido (Aird, 2007).

Debido a su actividad metabdlica, las células endoteliales participan en la sintesis de
multiples mediadores vasoactivos y moléculas de sefializacion. La alteracion de estas
funciones favorece el desarrollo de procesos vasculares patologicos asociados a

enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (Gonzalez et al., 2009).

2.1.1 Funciones de endotelio

El endotelio participa activamente en la regulacion del tono vascular, la adhesion de
leucocitos y plaquetas, el control del crecimiento celular vascular, asi como en los procesos
de trombosis, fibrindlisis e inflamacion (Verdejo Paris, 2007). En condiciones fisiologicas el
endotelio previene la coagulacidon intravascular mediante la produccion de moléculas como
los glicosaminoglicanos, la antitrombina y el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI).
Ademas, produce y secreta 6xido nitrico (ON) y prostaciclinas, mediadores capaces de inhibir

la activacion y la agregacion plaquetaria (Gonzalez et al., 2009).

La regulacion del tono vascular depende del equilibrio entre sustancias vasodilatadoras y

vasoconstrictoras. E1 ON representa uno de los principales mediadores de la vasodilatacion
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producidos por el endotelio, mientras que moléculas como la endotelina-1, el tromboxano A:
y la angiotensina II favorecen la vasoconstriccion (Carvajal, 2017).

El ON en el endotelio vascular es sintetizado principalmente por la enzima 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS), la cual utiliza L-arginina y oxigeno molecular como sustratos. La
activacion de esta enzima puede producirse mediante diferentes mecanismos de sefializacion,
entre ellos la via PI3K/AKT en donde AKT fosforila a la eNOS en el residuo de serina 1179
y/o el sistema calcio-calmodulina (CaM). El incremento de cal (Ca?") citosélico favorece su
union a la CaM, la formacion del complejo calcio-calmodulina genera un cambio
conformacional que le permite interactuar directamente con la eNOS, promoviendo su
activacion. Ademads de la activacion directa mediada por el complejo calcio-calmodulina, la
proteina cinasa A (PKA) participa en la regulacion de la actividad de la eNOS. El incremento
del calcio intracelular y de AMP ciclico (AMPc) favorece la activacion de la PKA, la cual
fosforila a la eNOS en residuos especificos de serina, principalmente Ser1177/Ser1179. Esta
fosforilacion incrementa la actividad catalitica de la enzima y favorece la produccion de
o6xido nitrico. Una vez producido, el ON difunde hacia las células del musculo liso vascular,
donde activa la guanilato ciclasa soluble y promueve la formacion de GMPc, esta molécula
activa la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG), lo que disminuye la concentracion de
Ca?* intracelular, promoviendo la relajacion del musculo liso y la consecuente vasodilatacion
(Figura 1) (Chen et al., 2010; Meza et al., 2019; Miao et al., 2022; Xu et al., 2021)..

De manera fisiologica, el endotelio evita la adhesion plaquetaria y la formacion de codgulos
gracias a la accion del ON, que inhibe la agregacion plaquetaria al activar la sGC en las
plaquetas, lo que incrementa los niveles de cGMP y reduce la liberacion de Ca**. Asimismo,
las células endoteliales expresan TFPI, que limita la accion del factor tisular (TF) e inhibe la
activacion de los factores VII y X de la cascada de coagulacion (Neubauer y Zieger, 2021).

El endotelio también posee funciones antiinflamatorias. El ON contribuye a reducir la
expresion de mediadores proinflamatorios y moléculas de adhesion al mantener la unidn entre
el factor nuclear kappa B (NF-kB) y su inhibidor IxB, lo que evita su translocacion al ntcleo
y, por tanto, la activacion de la respuesta inflamatoria (Gonzalez-Villalva et al., 2023).

Por ultimo, el ON regula la proliferacion de las CMLYV al difundir a través de sus membranas
y activar la sGC, lo que incrementa el GMPc y, por ende, la actividad de la PKG. Esta enzima
inhibe la via de sefalizacion de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK), en
particular la via ERK (extracellular signal-regulated kinase), reduciendo la expresion de

factores de transcripcion y proteinas necesarias para la proliferacion celular. Ademas, el ON
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regula canales de potasio (K*) y calcio (Ca?*), promoviendo la hiperpolarizacion de la
membrana y disminuyendo la entrada de Ca?* dependiente de voltaje, lo que limita las sefiales

proliferativas (Dominguez y Ordofiez, 2020).

Las funciones del endotelio son la regulacion del tono vascular, la adhesion de leucocitos y
plaquetas, la regulacion del crecimiento celular vascular, la regulacion de la trombosis y
fibrinolisis, asi como de la inflamacion (Verdejo Paris, 2007). Se encarga de prevenir la
coagulacion intravascular, produciendo moléculas de superficie como glicosaminoglicanos
que actiian como cofactor antitrombina; la trombomodulina funciona como anticoagulante al
unirse con trombina su actividad cambia de procoagulante a anticoagulante, el endotelio se
encarga de la produccion de del inhibidor de la via del factor tisular, encargado de inhibir el
complejo del factor tisular VIla, asi como de producir 6xido nitrico y prostaciclinas que

funcionan como inhibidor de la adhesion y agregacion plaquetaria (Gonzalez et al., 2009).

La principal funcidon del endotelio es la regulacion del flujo sanguineo, regulando el tono
vascular mediante la produccion de sustancias vasodilatadoras como el 6xido nitrico (ON),
prostaciclinas y factor hiperpolarizante derivado del endotelio. El estado de vasoconstriccion
estd mediado por la produccion de endotelina-1, angiotensina Il y tromboxano A2. (Carvajal,
2017).

El ON es sintetizado por tres isoformas de las enzimas 6xido nitrico sintetasa (NOS por sus
siglas en inglés), NOS neuronal (nNOS), NOS inducible (iNOS) y NOS endotelial (eNOS).
La eNOS es la principal isoforma encargada de la produccion del ON en la célula endotelial,
para realizar la reaccion requiere de L-arginina y oxigeno molecular (O2) como sustrato, y ser
fosforilada, esto puede ocurrir a través de dos vias, la via PI3-AKT en donde AKT se encarga
de fosforilar a la eNOS en su residuo de serina 1179 o a través de la activacion
calcio-calmodulina (CaM) y de proteina cinasa A (PKA) por aumento en el calcio intracelular
(Ca?"). La PKA fosforila la eNOS en el residuo Ser-1177/Ser-1179 y la proteina de choque
térmico 90 (hsp90), una vez activada la enzima requiere del cofactor tetrahidrobiopterina
(BH4) para catalizar la reaccion que conduce a la produccion de ON y L-citrulina (Figura 1).
El ON que se produce en la célula endotelial difunde hacia las células del musculo liso
vascular, generando la vasodilatacion y la relajacion de estas células al unirse a Guanilato
Ciclasa (sGC), esto ocasiona que aumenten las concentraciones de Guanosin Monofosfato

ciclico (GMPc), el GMPc activa la proteina cinasa dependiente de la cGMP (PKQG)
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disminuyendo la concentraciéon de Ca®’, causando la relajacion del musculo liso y
disminuyendo el tono vascular. (Meza et al., 2019). De forma normal el endotelio, no
producen adherencia de plaquetas, ni la formacion de coagulos, el ON se encarga de inhibir la
adhesion y agregacion plaquetaria al difundir hacia las plaquetas cercanas, donde activa la
sGC, que convierte el trifosfato de guanosina (GTP) en cGMP, el aumento en cGMP previene
la liberacion de Ca*" almacenado para la activacion y agregacion plaquetaria, las CE expresan
un inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) que limita la accién del factor tisular (TF) e
inhibe la activacion de los factores de la cascada de coagulacion VII y X que son mediados
por el TF (Neubauer y Zieger, 2021).

El endotelio tiene efecto antiinflamatorio, el ON se encarga de reducir la expresion de
mediadores de inflamacion y moléculas de adhesion en las células endoteliales al mantener
estable la union entre el factor nuclear kappaB (NF-kB) y su inhibidor IkB, esta union
mantiene al NF-kB secuestrado en el citoplasma del endotelio y se evita que transloca al
nucleo, por lo que se evita la inflamacion (Gonzalez-Villalva et al., 2023).

El ON regula la proliferacion de las células del musculo liso vascular (CMLV), este difunde
a través de las membranas celulares y se une a la enzima sGC en las CMLV aumentando asi
la conversion de GTP a GMPc, el GMPc actiia como un segundo mensajero activando a la
proteina cinas dependiente de GMPc (PKG), esta fosforila y activa una serie de proteinas que
inhiben la via de sefalizacion de la proteina cinasa activada por mitogenos (MAPK),
especificamente la via de la ERK (extracellular signal-regulated kinase) (Dominguez y
Ordoiez, 2020; Xu et al., 2021) . La inhibicién de la via MAPK/ERK reduce la expresion de
factores de transcripcion y proteinas necesarias para la proliferacion celular, de igual forma el
ON se encarga de la regulacion de los Canales de Potasio y Calcio, el ON puede aumentar la
actividad de los canales de potasio (K*), lo que lleva a la hiperpolarizacion de la membrana
celular reduciendo la entrada de Ca?" a través de los canales de calcio dependientes de
voltaje, la disminucion de los niveles intracelulares de Ca** inhibe las vias de sefializacion

que promueven la proliferacion celular. (Dominguez y Ordonez, 2020)
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Figura 1. Efectos y sintesis de 6xido nitrico.

El oxido nitrico (ON) es sintetizado a partir de un cambio en el endotelio, ocasionando que las concentraciones de calcio
aumentan en la célula y activando asi a la enzima sintasa del oxido nitrico endotelial (eNOS) dependiente de calcio
calmodulina (CaM) y de PKA que fosforila a la eNOS y La L-arginina y el oxigeno molecular (O,) son transformados en ON
y L-citrulina. La otra via de activacion para la produccion de ON es la via PI3K-AKT, se ha demostrado que AKT fosforila a
la eNOS en su residuo de serina 1179 resultando asi en la activacion de esta enzima. Una vez que el ON es producido este
difunde a través del endotelio hacia la célula del muisculo liso vascular en donde se une al guanilato ciclasa, produciendo un
incremento de concentraciones de GMPc. El GMPc, activa la proteincinasa dependiente de la ¢cGMP, disminuyendo la
concentracion de calcio citosélico, causando la relajacion del musculo liso y disminuyendo el tono vascular, el 6xido nitrico
siguiendo la misma via actia sobre la activacion de las MAPKs y CDKs controlando la proliferacion celular. Esta molécula
se encarga de la regulacion de la inflamacioén al mantener Ikb unido a NF-kB e impedir su translocacion al nucleo E1 ON
inhibe la agregacion plaquetaria a través del aumento de cGMP intracelular gracias a la activacion del guanilato ciclasa. Este
aumento de cGMP estimula a la enzima PKG, la cual tiene la capacidad de fosforilar varias proteinas plaquetarias. Los
principales blancos de la sefializacion ON/cGMP son la VASP (del inglés Vasodilator-stimulated phosphoprotein), el
receptor de tromboxano A2 y proteinas y receptores involucrados en la regulacion de los niveles de Ca2+ intracelular. En
particular, la fosforilacion de VASP es un marcador importante ya que se correlaciona con la inhibicion de la liberacion
intracelular de Ca?*. Al reducir la concentracion de este cation divalente, la presencia de ON inhibe la activacion plaquetaria

en varios niveles.

2.2 Disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial es una alteracion en la capacidad funcional del endotelio para
mantener el equilibrio vascular (Badimén-Martinez, 2006). Este proceso se caracteriza por
una menor biodisponibilidad de ON, aumento del estrés oxidante, asi como de factores

proinflamatorios y protrombdéticos, ademds de la alteracion en la vasorreactividad,
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ocasionando un estado prooxidante, proinflamatorio, proliferativo y procoagulante (Carvajal,

2017).

2.2.1 Estado prooxidante

El estrés oxidante (EO) ocurre cuando el equilibrio entre los mecanismos prooxidantes y
antioxidantes de la célula se ven afectados (Xu et al. 2021), por lo que hay mayor produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) como el anién superdxido (O,), radical hidroxilo
(OH-), asi como peroxido de hidrogeno (H,0,), peroxinitrito (ONOO-) y acido hipocloroso
(OHCI) (Gonzalez et al, 2009). La mayoria de estas ROS estan producidas por la enzima
Nicotinamida Adenin Dinucledétido Fosfato Oxidasas (NADPH oxidasa) y por el
desacoplamiento de la eNOS (Xu et al. 2021). Otras enzimas involucradas en este proceso
son la xantino oxidasa, la ciclooxigenasa, glucosidasa y lipooxigenasa (Gonzalez et al.,
2009).

Los niveles elevados de ROS favorecen el estado prooxidante ya que oxidan moléculas como
acidos nucleicos, lipidos y proteinas lo que las transforma en disfuncionales afectando la
fisiologia de la célula (Xu et al. 2021). Uno de los efectos mas importantes del estrés oxidante
es la reduccion de la biodisponibilidad del ON, lo que afecta de manera severa las funciones
de la célula endotelial para mantener la homeostasia vascular, es decir, induce el estado
proinflamatorio y protrombdtico, la vasoconstriccion y el remodelado vascular caracteristicos

de la disfuncién endotelial (Carvajal, 2017).

2.2.2 Estado proinflamatorio

Este estado es producido en respuesta a condiciones adversas en las que las se encuentran las
células endoteliales, como el estado oxidativo, ante esto las células se activan y producen
interleucinas, quimiocinas, moléculas de adhesion intracelular como (ICAM-1), P-selectina,
E-selectina, molécula de adhesion vascular (VCAM-1), factores de crecimiento y citocinas,
como IL-18, TNF-a e IL-6. La produccion de ROS activa vias inflamatorias como el factor de
transcripcion NF-kB promoviendo la expresion de citoquinas, moléculas de adhesion y otros
mediadores inflamatorios (figura 2). Las moléculas de adhesion son sobre expresadas en la
superficie del endotelio y facilitan la adhesion y migracion de leucocitos, las citocinas
proinflamatorias amplifican la respuesta inflamatoria reforzando asi este estado (Xu et al.,

2021).
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2.2.3 Vasoconstriccion

El equilibrio entre la relajaciéon y la constriccion del vaso sanguineo depende de la
concentracion de sustancias vasoconstrictoras como la Ang II, Endotelina y Tromboxano A2
y las vasodilatadoras como el ON, prostaglandinas y factor hiperpolarizante derivado del
endotelio. De estas la méas importante es el ON el cual es producido por la eNOS. Sin
embargo, cuando hay un exceso de O, este se une a la eNOS y la desacopla, por lo que no se
produce ON y en su lugar se generan mas ROS potenciando el estado oxidante. Que se
incrementa por la produccion de peroxinitrito (ONOOQO") en consecuencia a la union del O, a
las moléculas de ON que hubieran estado presentes (Meza et al., 2019).

Dado que no hay ON que difunda hacia la CMLYV, esta es incapaz de modular su estado
contractil, por lo que permanece en un estado de contraccion contribuyendo a la disfuncién
endotelial, la Ang II ademés de ocasionar una menor disponibilidad de ON se une a su

receptor en la VSMC y promueve la contraccion de esta (Rincon. 2022).

2.2.4 Remodelacion vascular

El remodelado vascular es un proceso estructural y funcional en la pared de los vasos
sanguineos que ocurre como respuesta a los cambios hemodindmicos y bioquimicos, en
condiciones normales este proceso es adaptativo y bien regulado por las sustancias que
secreta el endotelio principalmente el ON, sin embargo cuando durante la DE hay una
reduccion en la biodisponibilidad del ON y un aumento en las ROS lo que ocasiona que el
remodelado vascular se vuelva patoldgico, promoviendo la hipertrofia de la pared vascular y
rigidez arterial por un incremento en la proliferacion de las célula del musculo liso vascular.
Ocasionado por la inhibicion de la via de produccion de GMPc, cuando disminuye el ON hay
una reduccion en el GMPc y por lo tanto no hay activacion de la PKG, lo que permite la
activacion de vias proliferativas como MAPK/ERK, contribuyendo a la progresion de

enfermedades cardiovasculares (figura 2) (Dominguez y Ordofiez, 2020)

2.2.5 Estado protrombético

El endotelio en su estado fisiologico normal tiene propiedades que desfavorecen la
coagulacion y la activacion de las plaquetas, esto debido a la produccidn de prostaciclina y de
ON que al trabajar juntos actian como antiagregante plaquetario (Gonzalez et al., 2009). El
ON inhibe la adhesion, la activacion, la secrecion y la agregacion plaquetaria y por otro lado
la prostaciclina es un inhibidor eficaz en la agregacion plaquetaria (Carvajal, 2017). Cuando

se produce la disfuncion endotelial, las células pierden o disminuyen su capacidad para
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modular la generacion de trombos, y secretan moléculas de adhesion plaquetaria como en
factor de Von Willebrand (vWF), fibronectina y trombospondina, asi como factores de que

favorecen la coagulacion como en factor V (Badimon-Martinez, 2006).
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Figura 2: Disfunciéon endotelial secundaria al incremento en las concentraciones de Ang II. El angiotensinogeno es

secretado por el higado y escindido por la renina a angiotensina I y la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se encarga
de convertirla a su estado activo en angiotensina II, una vez esta se encuentra activa se une a su receptor de angiotensina
(Atlr) en la célula endotelial. El aumento en las concentraciones de Ang II ocasiona sé que active a la NADPH oxidasa a
través de la PKC y se genere ROS sobre todo O,y H,0, lo que promueve un desacople de la eNOS y por lo tanto una menor
sintesis de ON. Las ROS se encargan de generar un ambiente de estrés oxidante en la célula lo que favorece la activacion de
la via de la proteina cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs) lo que desencadena la migracion de factor NF-kB al ntcleo y
la produccion de moléculas de adhesion (ICAM-1y VCAM-1, selectinas), citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-1 3, IL-6) y
moléculas como la proteina c reactiva (PCR) y ciclooxigenasa 2 (COX2) desencadenando un estado proinflamatorio. La baja
disponibilidad del 6xido nitrico desencadena que no pueda difundir hacia la célula del musculo liso vascular por lo tanto no
haya vasodilatacién de ésta. El aumento en las ROS ocasiona que haya un incremento En la entrada de Ca*" a la célula
activando PKC ocasionando a Unidn de los cuerpos de Weibel-Palade a la membrana celular y por consiguiente la secrecion

del vWF vy el reclutamiento plaquetario.

2.3 Causas de la disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial es un estado en el cual las células endoteliales pierden la capacidad
de mantener el equilibrio entre factores vasodilatadores y vasoconstrictores, asi como de la
funcién antiinflamatoria, antioxidante y antitrombotica. Este desequilibrio se caracteriza
principalmente por una disminucion en la biodisponibilidad del ON, se ha demostrado que los

factores de riesgo cardiovascular como el tabaquismo, sobrepeso u obesidad,
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hipercolesterolemia, diabetes mellitus y la hipertension arterial estan asociadas al desarrollo
de la DE, estos factores estan relacionado con un incremento en la produccion de Ang II pues
activan el sistema renina-angiotensina-aldosterona tanto de manera local como sistémica que
ocasiona que hay una sobreproduccion de ROS y por lo tanto una disminuciéon en la

biodisponibilidad de ON desarrollando asi DE (Carvajal, 2017; Xu et al., 2021).

2.3 Enfermedades asociada a la disfuncion endotelial

El endotelio es una parte importante en la conservacion de la homeostasis vascular cuando
ocurre la DE se presenta un desequilibrio en la produccién de sustancias con acciones
vasoconstrictoras y vasodilatadoras, este desequilibrio se debe a un deterioro en la
produccion y biodisponibilidad de factores vasodilatadores, principalmente el ON y a un
aumento en la produccion de sustancias constrictoras, de esta forma la disfuncién endotelial
estd implicada en maultiples enfermedades como hipertension arterial, diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares como la enfermedad vascular cerebral, la enfermedad
coronaria ¢ insuficiencia cardiaca, asi como la hipertension pulmonar, la enfermedad renal,

entre otras (Rey et al. 2020).

En la tabla se enlistan algunas enfermedades y su relacion con la disfuncion endotelial.

Patologia Relacion con disfuncion endotelial Referencia

Ateroesclerosis Menor disponibilidad de ON, expresion de | Xu et al.,2021
moléculas de adhesion, reclutamiento de
macrofagos para convertirse en células
espumosas.

Insuficiencia cardiaca Aumento en las concentraciones de PCR, | Sanin y Buitrago., 2014
ROS, niveles elevados de vWF, alteracion en
la vasoconstriccion y vasodilatacion de los
vasos sanguineos

Hipertension pulmonar Alteracion en la produccion de agentes | Fonseca et al., 2005
vasoactivos, aumento en el tono vascular y
remodelado vascular.

Hipertension arterial Alteracion en la sintesis y biodisponibilidad | Rajendran et al., 2013
del o6xido nitrico, se favorece el estado
aterogénico y coagulante.

Diabetes Mellitus tipo 2 Aumento en el estrés oxidativo, liberacion | Storino et al., 2014
de citocinas proinflamatorias, activacion de
la proteina cinasa C

Insuficiencia renal cronica Aumento en la concentracion de vWEF, | Baur et al., 2003
trombomodulina, expresion de moléculas de
adhesion, aumento de citocinas
proinflamatorias
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Tabla 1. Enfermedades relacionadas con la disfunciéon endotelial y su implicacion en estas.

2.4 Tratamiento de la disfuncion endotelial.

El tratamiento de la disfuncién endotelial estd encaminada a mejorar la funcion de endotelio,
la primera meta del tratamiento es la prevencion de factores de riesgo con la modificacion del
estilo de vida, el control dietético, ejercicio fisico, control del peso, reduccion del habito
tabaquico y alcoholico. Se ha demostrado que el ejercicio fisico ayuda a mejorar el funcion
endotelial, ya que el aumento del flujo sanguineo incrementa la tension en la pared vascular
lo que aumenta la liberaciéon de 6xido nitrico; la reduccion del peso corporal, mejora la
funcion endotelial por reduccion de citocinas proinflamatorias que se encuentran elevadas en
procesos de obesidad y sobrepeso, el cese en el habito tabaquico contribuye a una mayor
secrecion de oxido nitrico pues el tabaco ocasion que haya una menor disponibilidad de esta
(Hirata et al., 2010; Simoén et al., 2001; Xu et al., 2021).

La terapia farmacologica mas empleada estd encaminada a la preservacion de la funcion del
endotelio y retrasar la progresion de la aterosclerosis, se emplean de forma activa estatinas
para el tratamiento de la disfuncion endotelial, se ha encontrado que el uso de estos farmacos
durante 6 meses es capaz de mejorar las funciones de vasodilatacion del endotelio, este
farmaco aumenta la expresion de eNOS y reduce la sintesis de endotelina-1, provocando que
haya un aumento en la liberacion del ON. Los inhibidores del sistema renina-angiotensina
como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, son firmacos que se ha visto
producen una mejoria en la funcion endotelial, mediante la inhibicion de la degradacion de la
bradiquinina y el aumento del ON, asi como la disminucion de los niveles de angiotensina I
lo que provoca una menor produccion de ROS y un aumento en la biodisponibilidad del ON
(Yasunobu et al., 2010; Xu et al., 2021)

El losartan es un antagonista competitivo selectivo de los receptores AT1 de angiotensina, la
angiotensina II es una hormona que causa vasoconstriccién y promueve la inflamacion, asi
como la proliferacion de las células del musculo liso vascular, se ha demostrado que este
farmaco aumenta la disponibilidad del ON en el endotelio favoreciendo la relajacion de los
vasos sanguineos y mejorando el flujo sanguineo (Al-Majed et al., 2015; Hirata et al., 2010;
Watanabe et al., 2005).

Los antioxidantes como la vitamina C, vitamina E y el acido alfa lipoico pueden ayudar a
reducir el estrés oxidativo y mejorar la funcion endotelial, aunque su eficacia varia y debe ser

evaluada caso por caso. Se pueden indicar medicamentos como la aspirina que al ser
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antiagregantes plaquetarios pueden ser utilizados para reducir el riesgo de trombosis al

mejorar la funcion endotelial. (Simoén et al. 2001)

3. Antecedentes

3.1 Taxonomia de Sechium edule

Sechium edule comunmente conocida como “chayote” es una planta nativa de México y
expandida por Latinoamérica. Cultivada desde tiempos precolombinos por los Aztecas y
Mayas, cuenta con una amplia diversidad bioldgica principalmente en los estados de Chiapas,
Oaxaca y Veracruz. Perteneciente a la familia de las Cucurbitaceae, la especie Sechium edule
ha sido clasificada con base en la variacion morfoldgica de los frutos, en dos, los tipos [ y
tipo II, De acuerdo con Cruz-Ledn (1985-86) la variedad tipo I podria ser el varadero
antecesor de los chayotes domesticados, mientras que los tipos II el resultado de
cruzamientos espontaneos de plantas silvestre con domesticados.

Reino: Plantae
Division: Anthophyta
Clase: Dicotyledoneae
Orden: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Sechium

Especie: Sechium edule

3.2 Etnobotanica de Sechium edule

Se tiene conocimiento de que Sechium edule es utilizado en el sureste de México
comunmente para disolver calculos renales y en la vejiga, asi como antiinflamatorio en
padecimientos urinarios. También se conoce el uso de esta planta para el tratamiento de
problemas relacionados con la hipertension arterial, aterosclerosis y varices, en el centro y sur
de México, es empleado en algunos problemas digestivos como estrefiimiento, dolor y
parasitosis; otro uso que se le ha dado es como antipirético sobre todo en nifos. (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana).

20



3.3 Fitoquimica de Sechium edule

En 2014 Lombardo-Earl y colaboradores reportaron la presencia de acido cindmico y acido
cumarico, que se ha demostrado tiene actividad antiinflamatoria y antioxidante.

En 2020 Costet, identifico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia y espectrofotometria
de masas, los compuestos que contiene la raiz, son compuestos fenolicos como acido
cumarico y 4cido cindmico, flavonoides como la apigenina y terpenos como el Metil

tetradecanoato, Acido hexadecanoico, metil éster, Acido hexadecanoico, Escualeno, y

Estigmasterol.
Compuesto Funcién Mecanismo de accion Referencia
Acido cumarico Reduce especies reactivas de oxigeno como | Ruwizhi and
Acidos Antioxidante y anién superoxido, se le atribuye su efecto = Aderibigbe, 2020
Fendlicos Acido cindmico antiinflamatorio = antiinflamatorio a su actividad sobre la

1.36 mg/G de rSe-HA
Flavonoides

Apigenina

Escualeno

Estigmasterol

Vasodilatador

Antioxidante

Antiinflamatorio

inhibicién de la via de sefalizacion NF-kB

Promueve la sintesis de ON al incrementar la
actividad de la eNOS incrementando la
produccién de cGMP

Disminuye |a produccién de ROS

Disminuye la liberacion de citocinas
proinflamatorias y COX-2, disminuyendo la
expresion de NF-kB, inhibiendo la actividad

Gutierrez-
Venegas 2018

Escusol, 2016

Bakrim et al
(2022), Khan et
al. (2020)

de IKB.
Terpenos
Metil tetradecanoato

Actividad no relacionada con las caracteristicas de la disfuncion endotelial
(inflamacion, estrés oxidante, estado protrombético, vasoconstriccion, remodelado
vascular)

Acido hexadecanoico
metil éster

Acido hexadecanoico

Tabla 2. Compuestos presentes en el rSe-HA y su actividad reportada sobre la disfuncién endotelial

Se realizaron estudios sobre el efecto de la raiz de Sechium edule en un modelo de
hipertension arterial en ratas vagotomizadas inducido por la accion de Angiotensina II, se
reportdé que la administracion de diferentes dosis de rSe-HA es capaz de inhibir en
incremento de la presion arterial y ayuda a reducir la presion arterial a partir de la
administracion de 100 y 200 mg/kg, y esta fue proporcional a la administracion de la dosis de
Ang II. A partir de estos resultados proponen como probable mecanismo de accion que el
extracto tiene actividad antagonista sobre la Ang II actuando sobre su receptor AT1 o sobre
las concentraciones de calcio mediadas por la concentracion de Ang II, impidiendo asi la
vasoconstriccion. En 2018 Trejo y colaboradores estudiaron el efecto de la fraccion acetonica

de la raiz de Sechium edule en la prevencion de patologias asociadas a la disfuncion
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endotelial en un modelo murino de disfuncion endotelial inducido por la administracion
prolongada de Ang II, demostrando que esta fraccion es capaz de controlar la disfuncion
endotelial y las patologias asociadas a esta como el dafio renal y hepatico gracias a los
compuestos que lo conforman. El 4cido cindmico, acido cumadrico y sus derivados poseen
actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigena, entre otras. Se ha
descrito que los compuestos fenoles tienen la capacidad de capturar radicales libres y
especies reactivas de oxigeno como anioén superoxido, se le atribuye su efecto inflamatorio a
su actividad sobre la inhibicién de la via de sefalizacion NF-kB. (Ruwizhi and Aderibigbe
2020). Se ha estudiado que los compuestos flavonoides poseen actividad antioxidante al
secuestrar radicales libres, e inhibir la formacion de especies reactivas de oxigeno, se han
realizado estudios en los que se demuestra que estos compuestos tienen la capacidad de
incrementar el guanosin-monofosfato ciclico (cGMP) y regular la via cGMP-6xido nitrico,
asi como promover una disminucion en la actividad de NADPH-oxidasa que esté relacionada
con la alteracion en la biodisponibilidad de los niveles de oxigeno, y la produccion de ROS.

(Gutiérrez-Venegas 2018).

4. Justificacion

La disfuncion endotelial, que es la pérdida de la capacidad del endotelio para regular sus
funciones fisioldgicas, representa un problema de salud importante a nivel mundial, pues es
la base del desarrollo de enfermedades de alta prevalencia e incidencia como son las
enfermedades cardiovasculares y se relaciona de manera directa con las enfermedades
metabolicas, siendo estas, enfermedades con altos indices de mortalidad y morbilidad a nivel
nacional y mundial. Aunque la DE es la causa de dichas enfermedades, no existe un
tratamiento para el manejo de esta, s6lo para el tratamiento individual de las patologias
resultantes de la misma y control de los factores desencadenantes, pero no de forma
especifica para la disfuncion endotelial.

Es por esto por lo que el desarrollo de tratamientos enfocados en la disfuncion endotelial es
necesario para el control de la afeccion de forma integral y de esta forma se plantea la
siguiente pregunta de investigacion: ;El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule

(rSe-HA) controla las diferentes caracteristicas de la disfuncion endotelial in vitro?
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5. Hipotesis

El extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule aumenta la biodisponibilidad
del ON a través de la activacion de AKT, controla el estado prooxidante a través de la
activacion de enzimas antioxidantes y la reduccion de radicales oxigenos, el
proinflamatorio a través de evitar la activacion de NF-kB; protrombdtico a través de
evitar la secrecion del factor de von Willebrand; el proliferativo a través de aumentar
la biodisponibilidad del ON en condiciones asociados a la disfuncion endotelial, in

Vitro.

6. Objetivo

Evaluar el efecto del extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule para
controlar el estado prooxidante, proinflamatorio, protrombdtico y proliferativo

asociados a la disfuncion endotelial, in vitro.

7. Objetivos Particulares

Determinar la concentracion efectiva del rSe-HA para contrarrestar la disfuncion
endotelial a través de la produccion de IL-6

Evaluar el efecto de la CE del extracto rSe-HA sobre la produccion de o6xido nitrico
en c¢lulas endoteliales disfuncionales.

Evaluar el efecto de la CE del extracto rSe-HA sobre la produccion de ROS como
marcador de estrés oxidativo en células HMEC-1 disfuncionales.

Determinar el efecto de la CE del extracto rSe-HA sobre el remodelado vascular in
vitro.

Determinar el efecto de la CE del extracto rSe-HA sobre la produccion del factor von
Willebrand en células endoteliales disfuncionales.

Determinar el efecto de la CE del extracto rSe-HA sobre la activacion de Akt, P65, en

células endoteliales disfuncionales.
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8. Metodologia

8.1 Cultivo de células endoteliales

Las células endoteliales de microvasculatura humana 1 (HMEC-1) se cultivaron en frascos de
cultivo de 75¢cm? en medio MCDB-131 suplementado con 10% de SFB, 100 U/mL penicilina,
100 pg/mL estreptomicina, 10 nM L-glutamina (Gibco®, 11105117), 1 pg/ml Hidrocortisona.
Los cultivos celulares se mantuvieron a una temperatura de 37°C y a 5% de CO?. Cuando
alcanzaron la confluencia del 90% las células se lavaron con PBS (140 mM de NaCl, 2 mM
de KCl y 1.15 mM de K2HPO4) y se desprendieron con 2.5 ml de Tripsina 5% - Verseno 5%
y se incubaron a 37°C por 5 min para terminar de desprenderse. Para detener la reaccion se
agregaron 7 ml de medio suplementado y se pasaron a un tubo estéril. Posterior a esto, el tubo
se centrifugd a 1200 rpm y a 4°C por 5 minutos. El sobrenadante se desechd y las células se
resuspendieron en 1ml de medio MCDB-131 suplementado y se realiz6 conteo de viabilidad
celular con azul-tripano. Las células se sembraron en las condiciones determinadas para cada

procedimiento experimental.

8.2 Determinacion de la viabilidad celular por ensayo de LDH

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmatica estable presente en todas las
células. La LDH es liberada al sobrenadante del cultivo celular cuando la membrana
plasmatica se dafia. La actividad de esta enzima se puede cuantificar utilizando el NADH
producido durante la conversion de lactato a piruvato para reducir un segundo compuesto en
una reaccion acoplada y obtener un producto con propiedades facilmente cuantificables
(Kumar P, et al. 2018). Para estos experimentos las células se cultivaron en medio
MCDB-131 suplementado dos placas de 96 pozos a una densidad celular de 1x10* por pozo a
37°C con 5% CO2. En la primera placa se evaluard el efecto de la Ang II sobre la viabilidad
de las células endoteliales en las condiciones de cultivo a través del ensayo de LDH para lo
cual las células se cultivaron durante 12h con 5 uM de Ang II, a excepcion de las células
control sin tratamiento. En la segunda placa, se evalu¢ el efecto de los tratamientos (Losartan
(10 uM) y 0.18, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pg/ml de rSe-HA) aunada a la Ang II (5 uM) sobre la
viabilidad de las células endoteliales. Para lo cual, a los pozos que fueron incubados con Ang
II previamente, se les aplico los tratamientos descritos y se mantuvieron durante 12 horas mas

en las condiciones de cultivo descritas (Figura 3).
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Para evaluar el efecto de las condiciones de cultivo de ambas placas, al terminar el tiempo de
cultivo determinado, se recupero el medio de cultivo y se almacend hasta su utilizacion.

En una placa de 96 pozos se colocd el 50 pL reactivo A (Buffer/tampoén) del kit para la
deteccion de LDH seguido de 50 uL de muestra, se dejo incubar por 1 min y se le agregd 50
uL por pozo del reactivo B (NADH), posterior a esto se leyo a 340 nm en un lector de placas
de ELISA VersaMax (Molecular Device) a los minutos 1, 2 y 3.

Este procedimiento se realizo minimo dos veces.

8.3 Determinacion de la concentracion efectiva por medio de la concentracion de 1L-6

Las células se cultivaron en placas de 24 pozos a una densidad celular de 1x10° en las
condiciones descritas en la seccion anterior. El parametro que se utilizé para determinar la
concentracion efectiva 50 del rSe-HA, fue la produccion de IL-6 en el medio de cultivo por
ELISA. Para lo cual las células se cultivaron por 12 horas con Ang II, menos las células
control, posterior a esto se recuperd el medio de cultivo de todos los pozos y se congelo a -80
°C hasta su uso. A los pozos tratados con Ang II se les coloco las diferentes condiciones
experimentales. A los pozos correspondientes al control farmacologico se le agrego (Losartan
10 uM) y a los pozos experimentales, sobre las cuales se calcul6 la concentracion efectiva del
rSe-HA, se cultivaron con las concentraciones que previamente demostraron no causar
muerte celular (0.18, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pg/ml) se incubaron por 12 horas mas y se recuperd

el medio de cultivo para determinar la concentracion de IL-6.

Ctrl Ang Il (5 pM)

-

Losartan (10 pg) rSe-HA 0.18 pg/ml

Ang I
5 SM) < rSe-HA 0.375 pg/ml rSe-HA 0.75 pg/ml

rSe-HA 1.5 pug/mi
~

rSe-HA 3 pg/mi

@O0®
@O0®
L 0
@00®
900®
@C0O®

Figura 3: Condiciones de cultivo. Control negativo con células sin tratamiento ®, células tratadas con Ang II (5 uM)®,
Células tratadas con Ang II (5§ pM) y Losartan (10 uM) , células tratadas con Ang II (5 pM) y con 0.18 , 0.375
0.75©,1.5@ y 3@ ;o/ml de rSe-HA.
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8.3.1 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) para la determinacion
de IL-6

Se realizo la cuantificacion de IL-6 humana utilizando un kit comercial (Biolegend)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se sensibilizo la placa de 96 pozos con
el anticuerpo de captura en buffer de carbonatos en una relacion 1:250 y se dejoé incubar
durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween
20 (Sigma, P1379) al 0.05%. Posteriormente se bloqued con PBS-BSA al 1 % y se dejo
incubar a temperatura ambiente por una hora, transcurrido ese tiempo, se lavo las placas con
PBS Tween 0.05% y se colocaron 100 pl/pozo de la curva estandar de IL-6 o de las muestras
de medio recuperado de 12 y 24 horas de las condiciones descritas en el punto 8.5, se incubd
a temperatura ambiente por dos horas. Concluidas las dos horas, la placa se lavo 5 veces y se
agreg6 el anticuerpo de deteccion conjugado con la enzima HRP y se incubo a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Después la placa se lavd 7 veces y se colocd el sustrato TMB
(Sigma, T0440), se dej6 incubar a temperatura ambiente por treinta minutos en total
oscuridad. Al finalizar la incubacion se detuvo la reacciéon con H,SO, 2N y se realizd la
lectura en un lector de placas VersaMax (Molecular Device) a 450 nm.

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método de Bradford (Sigma, B6916), para
ello, en placas de 96 pozos se colocaron 5 pl/pozo de las muestras de medio obtenidas del
cultivo celular descrito en el punto 8.5 y se agregd el reactivo de Bradford se incubd a
temperatura ambiente durante 25 minutos en total oscuridad y finalmente se realiz¢ la lectura
en un lector de placas VersaMax (Molecular Device) a 595 nm. Finalmente, se determinaron
las concentraciones de IL-6 y proteinas empleando la ecuacion lineal obtenida a partir de la

curva estandar correspondiente, considerando como adecuada una R2>0.98.

8.4 Cultivo de células para determinacion de ON

Las células se cultivaron en las condiciones descritas en la seccion anterior y el
procedimiento fue el mismo, una caja para evaluar el efecto de la Ang II sobre la produccion
de ON y otra para evaluar el efecto de los tratamientos sobre este parametro. Los grupos
experimentales en este procedimiento son los mismos que se utilizaron en el anterior a
excepcion de que ya se cuenta con la concentracion efectiva [0.75 pg/ml] del extracto rSe-HA

(figura 4) Por otro lado, los tiempos de incubacién, ya sea para evaluar el efecto de la Ang 11
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o los tratamientos sobre las células disfuncionales fue de 12 horas. Para la determinacion de

la concentracion del ON se utilizo el medio de cultivo.

Ctrl

Ang Il (5 uM)

Losartan (10 ug)

Ang Il (5 uM)
rSe-HA 0.75 pg/ml

99000
QOO
OOO0O

Figura 4 Condiciones de cultivo. Control negativo con células sin tratamiento ®, células tratadas con Ang II (5 uM) @,

Células tratadas con Ang II (5 pM) y Losartan (10 uM) , células tratadas con Ang IT (5 uM) y con 0.75 © pg/ml de
rSe-HA.

8.4.1 Prueba de Griess

En placas de 96 pozos se colocaron 50 puL/pozo del medio de cultivo de células HMEC-1 en
las condiciones descritas en la seccion 8.4 y 50 pL/pozo de sulfanilamida al 1%. Se
incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente en constante agitacion, posteriormente se
agreg6 50 pL/pozo de N-1-(naftil)etilendiamina al 0.1% y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente en constante agitacion. Al finalizar el tiempo se realiz6 la lectura en un
lector de placas versaMax a 540 nm. Para determinar la concentracion de ON se realizd una
curva estandar y la ecuacion lineal, considerando como adecuado una R2>0.98.

Cuando menos, se realizaron dos repeticiones de este experimento.

8.5 Cuantificacion de ROS

Las células se cultivaron en las condiciones descritas en la seccion anterior y el
procedimiento fue el mismo, una caja para evaluar el efecto de la Ang II sobre la produccion
de ON vy otra para evaluar el efecto de los tratamientos sobre este parametro. Los grupos
experimentales en este procedimiento son los mismos que se utilizaron en el anterior (figura
4) Por otro lado, los tiempos de incubacion, ya sea para evaluar el efecto de la Ang Il o los
tratamientos sobre las células disfuncionales fueron de 6 horas. 30 minutos antes de finalizar
los cultivos se agregd 10 uM de dihidroetidio (DHE), posteriormente se les realizaron 3

lavados con PBS atemperado y se colocé medio fresco posterior a esto se analizaron en el
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lector de placas multimodal con microscopio CYTATION 5 utilizando el software Gen5

(Biotek Instruments) a 20X.

8.6 Determinacion de la concentracion del factor de von Willebrand por ELISA en
sandwich

Las células se cultivaron en las condiciones descritas en el punto 8.4 (figura 4). En placas de
96 pozos se sensibilizd con el anticuerpo de captura en buffer de carbonatos en una relacion
1:250 y se dejo incubar durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente las placas se lavaron
tres veces de PBS-Tween 20 (Sigma, P1379) al 0.05%. Posteriormente se bloqued con
PBS-SFB al 5 % y se dejo incubar a temperatura ambiente por una hora, transcurrido ese
tiempo, se lavaron las placas con PBS Tween 0.05% y se colocaron 100 pl/pozo de las
muestras de medio recuperado de 12 y 24 horas. Concluidas las dos horas, se agreg6 el
anticuerpo de deteccidon y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. Después la placa
se lavd 7 veces y se coloco Anti IgG marcado con peroxidasa a una dilucion 1:1000 con PBS,
se dejo incubar a temperatura ambiente por una hora. Al finalizar la incubacién se detuvo la
reaccion con H,SO, 2 N y se realiz6 la lectura en un lector de placas VersaMax (Molecular
Device) a 490 nm. Se determinaron las concentraciones de IL-6 empleando la ecuacion lineal

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

8.7 Evaluacion in vitro del remodelado vascular

Se utilizaron 12 ratas Wistar macho de 12 semanas de edad y se sacrificaron con CO2.
Posteriormente, se diseccionaron dentro de la campana de flujo laminar en condiciones de
esterilidad y se obtuvieron anillos de 4 mm de la arteria aorta. Los anillos se colocaron en
placas de 24 pozos con 500ul de medio DMEM/F12 (Gibco, 11320033) suplementado con
10% SFB, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, 10 nM L-glutamina y 1 pg/ml
Hidrocortisona. Por condicion se colocaron 5 anillos de cada arteria. Las condiciones en las
que se mantuvieron los tejidos fueron: sin tratamiento (control), con angiotensina II (80 uM)
y con angiotensina Il y tratamientos que son Losartdn 10 uM (control farmacologico) y la
CES50 rSe-HA [0.75 pg/mL] a 37°C con 5% CO2 por 5 dias. Pasado ese tiempo se retir6 la
mitad del medio y se colocaron 250 pl de medio suplemento fresco adicionado con
angiotensina II (80,000 nM) y los tratamientos segun los pozos correspondientes y se

incubaron en las mismas condiciones por 4 dias mas. Transcurridos los 9 dias, los anillos se
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fijaron con formalina buffereada al 4% (PBS al 10% de formaldehido) y se incluyeron en

parafina para ser procesadas para histologia.

8.8. Histologia

Las muestras de tejido se desparafinaron y se deshidrataron con alcoholes en concentraciones
decrecientes iniciando con alcohol al 100% hasta llegar a agua destilada. Para la tincion de
Hematoxilina-Eosina (HE) se agregdé hematoxilina por 8 minutos, se lavo con agua destilada
y se agregd eosina por 3 minutos. Para deshidratar el tejido se pasaron alcoholes con
concentraciones ascendentes. Se agregd una gota de resina sobre el tejido y se colocod con un
cubreobjetos, se dejo secar toda la noche y observé en el microscopio con aumento de 4 y 40
X.

Para la tincion de Tricrémico de Masson se aplico el buffer de Boiiin durante 10 minutos a
37°C, posteriormente se lavo y aplicé hematoxilina de Wright durante 15 minutos, se lavo
con agua comun Yy, se aplicd la solucién fucsina acida-escarlata de Biebrich durante 15
minutos, se lavo y aplico acido fosfomolibdico-fosfotingstico durante 10 minutos, se lavo, se
afiadi6 azul de anilina durante 10 minutos, se lavo, se agregd acido acético glacial al 1%
durante 1 minuto, se deshidraté en la estacion de los alcoholes de concentracion creciente
hasta llegar al alcohol absoluto y se pas6 por Xilol 100% 2 veces por 5 minutos, se montd
con resina. Finalmente se dejo secar toda la noche y al dia siguiente se observd en el

microscopio Nikon (ECLIPSE 801) y se analiz6 con el software MetaMorph 6.1.

8.9 Western Blot

Se cultivaran 2x10° células en cajas petri en las mismas condiciones descritas en el punto 8.4.
Al término del cultivo, las células se lavaron con PBS y se lisaron con buffer de lisis (NaCl
150 mM, Tris-base 50 mM, EDTA (4&cido etilendiaminotetraacético) 2 mM; Triton X-100
1%) con inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP, Roche) e inhibidores de proteasas (Thermo
Scientific) por 15 min. Los lisados se centrifugaron a 15,000 x g durante 10 min a 4 °C. Las
proteinas en el sobrenadante se cuantificaron mediante el método de Bradford. Veinte
microgramos de proteina se desnaturalizaron por ebullicion durante 5 minutos en Laemmli
Sample Buffer, posteriormente se  realiz6 una electroforesis en gel de acrilamida
(SDS-PAGE) al 10% y se transfirio electroliticamente a una membrana de difluoruro de

polivinilideno (Merck) usando tampoén de transferencia (Tris 25 mM, pH 8,5, glicina 193
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mM, metanol 20%). Las membranas se bloquearon durante 1 hora con PBS-BSA 2%.
Después de eso, se incubaron durante la noche con anticuerpos anti-AKT, anti-p65 y
anti-B-actina (Cell Signaling Technology), diluidos 1:1000 en PBS-BSA 1% - Tween 20
0.05%. Después las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario (Santa Cruz) por 2
horas. Finalmente, las membranas se revelaron con 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- B-actina se uso para la

normalizacién de los datos.

9. Analisis Estadistico
Todos los parametros obtenidos se compilaron en Excel, todos los datos se analizaron con el
programa INSTAT, las diferencias entre los grupos se analizaron con una prueba ANOVA.

Con un valor de significancia de P<0.05.

10. Resultados:

10.1 Determinacion de la concentracion efectiva del rSe-HA

10.1.1. Las concentraciones utilizadas para determinar la CE utilizadas para
determinar la CE no afectan la viabilidad celular por ensayo de LDH

Con el objetivo de determinar la concentracion efectiva del rSe-HA que se utilizara a lo largo
del proyecto experimental, se propusieron cinco concentraciones. En primer lugar, se evalud
la toxicidad de estas, asi como de la concentracion del control farmacolédgico y de la Ang IT a
través del ensayo de LDH. Para lo cual se cultivaron células HMEC-1 en diferentes
condiciones: Sin tratamiento (control negativo), con DMSO (control de muerte), con Ang II
[5 uM] (control positivo) o con los diferentes tratamientos: Losartdn 10 pM (control
farmacologico) o 0.18, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pg/ml de rSe-HA aunados a Ang II. Los
resultados indican (figura 5) que ninguno de los tratamientos fue toxico para las células
comparadas con el grupo sin tratamiento, a excepcion del DMSO que es el control de muerte
que reduce al 50% las células vivas (p<0.05). Lo que valida el uso de estas concentraciones

para la determinacion de la concentracion efectiva.
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Figura 5. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la viabilidad celular.

Ni las diferentes concentraciones del rSe-HA (0.18, 0.375, 0.75, 1.5, 3 pg/ml) ni los controles afectan la viabilidad de las
células HMEC-1 con excepcion del DMSO que redujo al 50% las células vivas. Las diferencias entre grupos se realizaron
con una prueba de ANOVA y una prueba post hoc de Tukey-Kramer con un valor significativo de P<0.05 (literales

diferentes implican diferencias significativas, mientras que literales iguales implican que no hay diferencia significativa).

10.1.2. La concentracion efectiva del rSe-HA es de 0.75 pg/mL

Una de las caracteristicas principales de la disfuncion endotelial es el estado proinflamatorio
caracterizado por el incremento en la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6,
por lo que la disminucion de este parametro permite la determinacion de la concentracion
efectiva (CE) del extracto. Para lo cual se cultivaron células HMEC-1 estimuladas con Ang II
[5 uM] durante 12 horas, posteriormente se les agregaron los diferentes tratamientos aunados
a Ang Il y se incubaron por otras 12 horas. En la figura 6 se observa que a las 12 hrs la Ang II
aument6 significativamente (P<0.05) la produccion de IL-6 con respecto a los controles sin
tratamiento y aunque disminuye a las 24 hrs sigue siendo significativamente (P<0.05) alta
con respecto a su respectivo control de tiempo sin tratamiento. Por otro lado, desde la
concentracion de 0.75 pg/ml del extracto hasta la mas alta 3 ug/ml mostraron ser tan efectivas
como el losartan [10 uM] ya que en 12 horas disminuyeron alrededor de 6 veces la
concentracion de este parametro, pese a la presencia constante de Ang II, llevandolos a
niveles parecidos a los del control sin tratamiento. Este resultado indica que la concentracion

efectiva del rSe-HA es de 0.75 pg/ml.
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Figura 6. Efecto de las concentraciones del rSe-HA sobre la produccién de IL-6 en células HMEC-1 disfuncionales

Se observa el efecto de los diferentes tratamientos sobre la produccion de IL-6 (pg/mg de proteina) a las 12 horas previo a la
aplicacion de los tratamientos y 12 horas después de la aplicacion de estos. Sin tx: células sin tratamiento, Ang II: células
tratadas con 5 uM de Ang II, Losartan: células cultivadas con Ang II 5 uM y 10 puM de losartan, 0.18, 0.375,0.75, 1.5y 3
pg/ml son las concentraciones evaluadas del rSe-HA aunado a la Ang II 5 uM. ANOVA poshoc Tukey—Kramer. Literales
iguales indican que no hay diferencia significativa entre grupos, literales diferentes indican diferencia significativa entre

grupos (P<0.05).

10.2 La concentracion efectiva del rSe-HA aumenta la biodisponibilidad del 6xido

nitrico

La biodisponibilidad del o6xido nitrico en la célula endotelial es esencial para la salud
vascular, por lo que analizar la capacidad del extracto sobre este parametro es de interés
primario para este proyecto. Con el objetivo de evaluar la CE del rSe-HA sobre este
parametro, se cultivaron células endoteliales a las que se les indujo disfuncién endotelial con
Ang I (5 uM) durante 12 horas y posteriormente fueron tratadas con losartan y la CE [0.75
ug/mL] de rSe-HA por 12 horas mas. Pasado ese tiempo se realiz6 el ensayo de Griess para la
medicion indirecta de 6xido nitrico al medio de cultivo de las 12 y 24 horas experimentales.
En la figura 7 se observa que la Ang II redujo de manera significativa los niveles de nitritos
(p < 0.05) alrededor de un 9% desde las 12 hasta las 24 horas experimentales. El tratamiento
con la CE del rSe-HA 0.75 pg/mL restableci6 los niveles de nitritos a valores comparables al
del control sin tratamiento, mostrandose sin diferencias significativas respecto a este (p >
0.05) pese a la presencia constante de Ang II. Por otro lado, el control farmacologico si
restableci6 el ON biodisponible sin embargo solo lo hizo un 4% siendo mas eficiente el

rSe-HA.
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Figura 7. Efecto de la CE del rSE-HA sobre la biodisponibilidad de 6xido nitrico en células endoteliales
disfuncionales

Los niveles de nitritos se midieron como un indicador indirecto de la produccion de 6xido nitrico por el ensayo de Griess. El
tratamiento con Ang II redujo significativamente la concentracion de nitritos en comparacion con el control sin tratamiento
(Ctrl), mientras rSe-HA 0.75 pg/mL restaurd los niveles de nitritos a valores similares al control sin tratamiento. Ctrl: células
sin tratamiento, Ang II: células tratadas con 5 uM de Ang II, Ang II (5 uM) + Losartan: células cultivadas con Ang II 5 uM y
10 uM de losartan, Ang II (5 uM) + 0.75 pg/ml células cultivadas con Ang II 5 uM y 0.75 pg/ml del rSe-HA. ANOVA,
Tuckey Kramer. Letras distintas (a, b) indican diferencias estadisticas significativas entre grupos (p < 0.05)

La via de sefializacion PI3K/AKT/eNOS es un mecanismo clave en la regulacion de la
funcion endotelial y la homeostasis vascular. La activacion de la PI3K conduce a la
fosforilacion y activacion de AKT, una vez activada, AKT fosforila a la eNOS, promoviendo
la produccion de ON.

La activacion de la via de AKT se evalu6 mediante la deteccion de la proteina fosforilada
AKT por Western blot. Para esto se cultivaron células endoteliales a las que se les indujo
disfuncion endotelial con Ang II (5 pM) durante 6 horas y posteriormente fueron tratadas con
losartan y la CE [0.75 pg/mL] de rSe-HA por 6 horas mas. Pasado ese tiempo se realiz6 el
western blot para la determinacion de la proteina.

En la figura 8 se observa que la estimulacion con Ang II (5 uM) disminuyd significativamente los
niveles de p-AKT en comparacion con el grupo control (p < 0.05).

En contraste, el tratamiento con rSe-HA en presencia de Ang II produjo un incremento significativo (p
< 0.05) en los niveles de p-AKT, restaurandolos a valores comparables e incluso ligeramente

superiores al grupo control. Este efecto sugiere una capacidad relevante de rSe-HA para contrarrestar
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la inhibicién inducida por Ang II sobre la via de AKT. De manera similar, el tratamiento con losartan

también revirtio la disminucion de p-AKT inducida por Ang II.
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Figura 8. Efecto de la concentracion efectiva del rSe-HA sobre la biodisponibilidad del éxido nitrico. Las células se
trataron por 6 horas con Ang Il y posteriormente con Ang Il o Ang II mas los tratamientos. El tratamiento con Ang Il
disminuy6 significativamente la expresion de p-AKT en comparacion con el grupo control (Ctrl). El tratamiento con el
extracto CE rSe-HA o losartan aument6 significativamente los niveles de p-AKT, alcanzando valores comparables al
control. Los datos se expresan como unidades arbitrarias (UA) normalizadas con B-actina. .Ctrl: células sin tratamiento, Ang
II: células tratadas con 5 pM de Ang II, Los + Ang II: células cultivadas con Ang I1 5 uM y 10 uM de losartan, rSe-HA 0.75
pg/ml + Ang II: células cultivadas con Ang II 5 pM y 0.75 pg/ml del rSe-HA. Literales diferentes indican diferencias
significativas entre grupos (p < 0.05). ANOVA, Tuckey Kramer.

10.3 La concentracion efectiva del rSe-HA disminuye la produccion de las especies

reactivas de oxigeno.

Uno de los mecanismos clave por los cuales Ang II induce dafio endotelial es a través del
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como por ejemplo a través
de la activacion de NADPH oxidasa en células endoteliales. Con el objetivo de evaluar si la
concentracion efectiva del rSe-HA ayudaba a la disminucion de ROS, se cultivaron células
endoteliales a las que se les indujo disfuncion endotelial con Ang II (5 pM) por 6 horas y se
les aplic6 tratamiento con losartdn y la CE [0.75 ug/mL] del rSe-HA durante otras 6 horas,
terminado este tiempo se midido por DHE la concentracion de ROS. En la figura 9 y10 se
observa que a las 6 horas de tratamiento la Ang II indujo un incremento significativo del 26%

en comparacion con el control sin tratamiento. A las 12 horas, este valor solo disminuy6 un
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5%, manteniéndose significativamente (p < 0.05) alto con respecto al control de ese tiempo.
La CE rSe-HA se mostro tan eficiente como el losartdn, ya que pese al incremento inducido
por la Ang II a las 6 horas, al final del tiempo experimental los tratamientos llevaron este
parametro al nivel del grupo control sin tratamiento no obstante la presencia constante de

Ang II.
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Figura 9. Produccion de ROS en HMEC-1 disfuncionales por Ang I1

Las células fueron estimuladas con Angiotensina Il (Ang II) por 6 horas y posteriormente tratadas por otras 6 horas con los
diferentes tratamientos.  Los valores se expresan como intensidad de fluorescencia de ROS a las 6 y 12 horas
experimentales. Los grupos control (Ctrl 6 h y 12 h) mostraron niveles basales de ROS. El tratamiento con Ang II
increment6 significativamente la produccion de ROS en comparacion con los controles. El tratamiento con Losartan o
rSe-HA revirtio este efecto, reduciendo los niveles de ROS a valores comparables al control. Ctrl: células sin tratamiento,
Ang II: células tratadas con 5 pM de Ang II, Ang II (5§ uM) + Losartan: células cultivadas con Ang I[I 5 uM y 10 uM de
losartan, Ang II (5 uM) + 0.75 pg/ml células cultivadas con Ang II 5 uM y 0.75 pg/ml del rSe-HA. ANOVA, Tuckey
Kramer. Letras distintas (a, b) indican diferencias estadisticas significativas entre grupos (p < 0.05)

Ctrl 6hrs Ang II (5uM) 6hrs Ang II (5uM) 6hrs Ang II (5uM) 6hrs

Ang I (5uM) + rSe-HA
0.75 pg/ml
12 hrs

Ang IT (5uM) + Los

Ctrl 6hrs Ang I (5uM) 12hrs 12 hrs

Figura 10: Micrografias de células HMEC-1 teiiidas con DHE para la detecciéon de especies reactivas de oxigeno. Las
células fueron tratadas con Angiotensina II (Ang I, 5 uM) durante 6 horas y posteriormente tratadas con Losartan (10 uM),
y la concentracion efectiva del rSe-HA (0.75 pg/ml). Se incluyen grupos controles (Ctrl) los cuales no tienen ningun



tratamiento. El aumento en la fluorescencia roja indica una mayor produccion de ROS intracelular. Ctrl: células sin
tratamiento, Ang II: células tratadas con 5 uM de Ang II, Ang I (5 uM) + Losartan: células cultivadas con Ang II 5 uM y 10
uM de losartan, Ang II (5 uM) + 0.75 pg/ml células cultivadas con Ang I1 5 uM y 0.75 pg/ml del rSe-HA.

10.4. La concentracion efectiva del rSe-HA reduce la liberacion del factor de von

Willebrand.

El vWF de manera normal se produce y almacena en los cuerpos de weibel palade en las
células endoteliales y cuando el endotelio se dafia se libera y aumenta su concentracion sérica
iniciando la activaciéon de la cascada de coagulacion (Avdonin et al., 2021). Cuando el
endotelio es disfuncional, se incrementa la produccién y liberacion de dicho factor, lo que
lleva al endotelio al estado protrombotico (Xu et al. 2021). Con la intencion de evaluar si el
extracto revierte dicho parametro, se cultivaron células endoteliales con Ang II por 12 horas
para inducir disfuncidn, pasado ese tiempo se recupero el medio de cultivo para determinar la
concentracion del vWF por ELISA y se cambi6 por medio nuevo con rSe-HA (0.75 pg/mL) o
losartan (10pg/mL) manteniendo el estimulo de Ang II. Pasadas 12 horas se recuper6 el

medio y también se le cuantifico la concentracion del vWF por ELISA.

En la figura 10 se muestra que el tratamiento con Ang II durante 12 horas induce el
incremento significativo (p< 0.05) de casi 3 veces la concentracion de este factor con
respecto al control. De manera interesante, a las 24 horas se observd que en todas las
condiciones la concentracion del factor disminuy6 significativamente (p< 0.05) con respecto
a la concentracion de las 12 horas, y la mayor disminucidn se observé en las células tratadas
con rSe-HA o losartan pese a la presencia constante de Ang II, es decir, mientras que las
células tratadas solo con Ang II disminuyeron la concentracion del vWF solo un 25% con
respecto a las 12 horas, las células tratadas con Ang II més el rSe-HA o losartan lo
disminuyeron significativamente (p< 0.05) con respecto a lo observado a las 12 horas. Este
resultado indica que rSe-HA es tan eficiente como el losartdn para disminuir el estado

protrombotico inducido por la Ang I1.
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Figura. 10. Efecto del extracto CE rSe-HA sobre la liberacion del factor de von Willebrand (vWF) inducida por
angiotensina II en células endoteliales.

Las concentraciones de vWF se determinaron en los sobrenadantes de cultivo a las 12 y 24 horas posteriores al tratamiento.
El grupo tratado con Ang II (5 uM) increment6 significativamente en la liberacion de vVWF en comparacion con el control.
Los tratamientos con losartan (10 pg/mL) o con el extracto CE rSe-HA (0.75 pg/mL) redujeron significativamente los
niveles de vWF inducidos por Ang II, llevandolos casi como el control sin tratamiento.Ctrl: células sin tratamiento, Ang II:
células tratadas con 5 uM de Ang II, Ang II (5 uM) + Losartan: células cultivadas con Ang II 5 uM y 10 uM de losartan,
Ang II (5 pM) + 0.75 pg/ml: células cultivadas con Ang II 5 uM y 0.75 pg/ml del rSe-HA. ANOVA, Tuckey Kramer.
literales distintas (a, b, ¢, d) indican diferencias estadisticas significativas entre grupos (p < 0.05)

10.5 La concentracion efectiva del rSe-Ha revierte el estado proinflamatorio asociado a

la disfuncion endotelial

El NF-kB es un complejo proteico que actia como un regulador central en la respuesta
inflamatoria. En condiciones fisiologicas, NF-kB se mantiene inactivo en el citoplasma al
estar unido a su inhibidor (IxB). Sin embargo, ante estimulos como la Ang II, el estrés
oxidante o las citocinas, presentes durante la DE, ¢l IxB se fosforila y degrada por accion de
IKK, permitiendo la translocacion del complejo NF-kB al nucleo, donde promueve la
transcripcion de genes asociados a la inflamacion, el estrés oxidativo retroalimentando a la
DE (Xu et al. 2021).

Con la intencion de evaluar el efecto del extracto sobre la activacion de NF-kB se cultivaron
células endoteliales a las que se les indujo DE por 6 hrs con Ang II, posterior a esto se
cambi6 el medio y se aplicé medio fresco con Ang II o con Ang Il mas los tratamientos. El

p65 fue detectado por Western blot a las 12 horas de cultivo. En la figura 11 se observa que
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las células tratadas con Ang II incrementan significativamente (p< 0.05) la expresion de IKK
y por lo tanto de p65 en comparacidon con el grupo control, lo que indica la activacion de
NF-«B inducida por este estimulo, efecto que no fue contrarrestado por el losartan. Por el
contrario, el tratamiento con el extracto CE rSe-HA redujo significativamente (p< 0.05) la
expresion de IKK/p65 en comparacion con el grupo Ang II, alcanzando valores similares al
control. Estos resultados indican que el extracto CE rSe-HA inhibe la activacion de NF-xB
inducida por la angiotensina II, lo que podria contribuir a la reduccion del proceso

inflamatorio asociado a la disfuncidén endotelial.
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Figura 11. La activacion de NF-kB se evalué mediante la expresion de su subunidad IKK/p65 por Western blot. Las
células se trataron por 6 horas con Ang Il y posteriormente con Ang II o Ang I mas los tratamientos. El tratamiento con Ang
II incrementd significativamente la expresion de IKK y por lo tanto de p65 en comparacion con el grupo control (Ctrl). El
tratamiento con losartan no modificé significativamente la expresion de IKK/p65 respecto al grupo Ang I1. En contraste, el
tratamiento con el extracto CE rSe-HA redujo significativamente los niveles de IKK/p65, alcanzando valores comparables al
control. Los datos se expresan como unidades arbitrarias (UA) normalizadas con (-actina. .Ctrl: células sin tratamiento, Ang
II: células tratadas con 5 uM de Ang II, Los + Ang II: células cultivadas con Ang I1 5 uM y 10 uM de losartan, rSe-HA 0.75
pug/ml + Ang II: células cultivadas con Ang II 5 uM y 0.75 pg/ml del rSe-HA. Literales diferentes indican diferencias
significativas entre grupos (p < 0.05). ANOVA, Tuckey Kramer.

10.6. La concentracion efectiva del rSe-Ha revierte el remodelado vascular.

El remodelado vascular implica que la estructura del vaso se altere, ya que aumenta la capa
media por lo que disminuye el lumen (Dominguez y Ordofiez 2020). Con el objetivo de
evaluar el efecto de la CE [0.75 pg/mL] del rSe-HA sobre este proceso in vitro, se cultivaron

anillos de aorta de ratas Wistar en diferentes condiciones: medio solo (Figura 10 A-D) o con
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Ang II durante 5 dias (Figura 10 E-H), momento en el que, por un lado, se recupero la mitad
del niimero de anillos de cada condicion (que se procesaron para técnica histologica) y por
otro, a los anillos restantes de cada condicion, se le aplicoé de nuevo Ang II mas los
diferentes tratamientos; Solo Ang II, Ang II mas losartan (Fig. 10 I-L) o Ang Il mas la CE
rSe-HA (Fig. 10 M-O) durante 4 dias mas. Al finalizar este tiempo, se recuperaron y se
procesaron los de 5 y 9 dias por técnica histoldgica. Con el programa Metamorph (6.1) se
midid el grosor de la media (Figura 11A), el area del lumen (figura 11B), el area total (Figura
8C) y se calculd la relacion media/lumen (Figura 11D). En la figura 10 se muestran
micrografias de cortes histologicos de las arterias aorta de los diferentes grupos
experimentales (4x y 40x) a los 5 y 9 dias.

En la figura 11 se observa que el cultivo de las aortas con Ang II durante 5 dias modifico el
area de la media (incremento del 20%) y del lumen (disminucion 15%), asi como la relacién
media/lumen (incrementa 28%) de manera significativa (P<0.05). El tratamiento con la CE
rSe-HA y el losartan revierte el efecto de la ANGII regresando el grosor de la media al nivel
del control sin tratamiento, con respecto al lumen, tanto la CE rSe-HA como el losartan
fueron eficientes, siendo que el primero aument6 un 5% mas que el losartan este pardmetro.
También la relacion media/lumen regresa al nivel del grupo control pese a la presencia
constante de la ANGII. Por otro lado, ¢l area total s6lo se modifica en las aortas tratadas con

la CE rSe-HA manteniéndose igual que los demés grupos.

5 dias (4x) 5 dias (40x) 9 dias (4x) 9 dias (40x)

Control
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Figura 10. Efecto de la Concentracion Efectiva del rSe-HA sobre remodelado vascular

Cortes histologicos (5 micras) transversales de arteria aorta de rata, tincion de Tricromico de Masson a 4X y 40X. Control:
Arterias sin tratamiento A, B: dia5 C, D: dia 9; E, F, I, J, M, N: Arterias tratadas con Ang II (80uM) a los 5 dias; G, H: Ang
II (80uM) a los 9 dias; K, L: Ang IT (80uM) + Losartan (10pM) del dia 5 al dia 9; N, O: arterias tratadas con Ang II (80uM)
+ rSe-HA (0.75pg/ml).
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Figura 12. Efecto de Concentracion Efectiva del rSe-HA sobre el area total, grosor de la capa media, lumen, y su

relacion.
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Los cortes histologicos de las arterias fueron analizados con el programa Metamorph 6.1. Se midio el area del lumen(A); el
grosor de la media (B); el area total (C); y se calculd la relacion media/lumen (D). Los experimentos se realizaron con una
N=3. Ctrl: células sin tratamiento, Ang II: células tratadas con 5 uM de Ang II, Ang II (5 uM) + Losartan: células cultivadas
con Ang II 5 uM y 10 uM de losartan, Ang II (5 uM) + 0.75 pg/ml células cultivadas con Ang II 5 uM y 0.75 pg/ml del

rSe-HA. Para el andlisis estadistico se utilizo la prueba de ANOVA y Tukey y literales diferentes implica una diferencia

significativa entre los grupos comparados con una P =<0.05.

11. Discusion

El endotelio vascular tiene como funcion principal regular el flujo y la perfusion sanguinea y
por lo tanto mantener el equilibrio hemodinamico (Carvajal, 2017). Las células endoteliales
son las encargadas de mantener la homeostasis vascular mediante la sintesis y liberacion de
moléculas vasoactivas como el ON, por lo que se regula el tono y remodelado vascular, asi
como la regulacion de la coagulacion y fibrinélisis, (Gonzalez et al, 2009). No existe un
tratamiento farmacologico para la DE, solo el manejo de los factores que predisponen su
padecimiento, algunos estudios experimentales y clinicos han demostrado que diversos
farmacos como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina II, los antagonistas
de los receptores de la angiotensina II, antioxidantes, betabloqueadores, las estatinas, etc.
ejercen efectos protectores sobre el endotelio vascular sin embargo el mecanismo por el cual
actian es diferente para cada uno y el uso de estos farmacos no estd enfocado en el
tratamiento de la DE es por esto que se siguen buscando tratamientos mas especificos para el
manejo de la DE, los extractos de plantas medicinales han demostrado ser eficientes en el
manejo de las patologias asociadas a la DE por lo que los fitomedicamentos al estar
compuestos por multiples moléculas pueden actuar sobre muchos blancos terapéuticos, por lo
que pueden ser una opcion en el manejo de la DE.

La CE del extracto, recuperé la biodisponibilidad del ON pese a la presencia constante de la
Ang Il como se observa en la figura 7 esto se puede deber a que, como se muestra en la figura
12, moléculas como el &cido cinamico, 4cido cumadrico y escualeno actiian sobre las ROS que
son los causantes del estado prooxidante responsable de desacoplar a la eNOS. También se ha
reportado que la apigenina y el acido cindmico actian sobre la via de PI3/AKT/eNOS a
través de estimular un aumento en la concentracion de calcio citosolico, lo que favorece la
fosforilacion de eNOS en Ser (1179), asi como actua directamente sobre la fosforilacion de
eNOS lo que favorece que haya un aumento en la produccion de ON por lo que inhibe su

efecto (Chen CC et al. 2010). La importancia del AT1R en la induccion del estado
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prooxidante, que a su vez lleva al estado proinflamatorio (Watanabe et al. 2005), se hace
evidente en la figura 8 en donde se observa que el losartan (molécula antagonista de la Ang
II, porque se acopla al receptor AT1 evitando que la AGII se una a ¢l y ejerza su efecto)
(Al-Majed AR, et al. 2015) evita el estado prooxidante por lo que lleva a que se reduzca la
produccion de ROS llevandolas al nivel de las células sin tratamiento, sin embargo, no fue
tan eficiente para restaurar la biodisponibilidad de ON, critico para la salud vascular.
Mientras que el rSe-HA si lo logro. Cuando al Ang II se une a su receptor SE ACTIVA la
activacion de PKC que se encarga de fosforilar a la NADPH oxidasa, por lo que se genera ion
superoxido y peroxido de hidrogeno (Gonzalez et al, 2009). La accion de esta enzima, pese a
la uniéon de la Ang II al receptor, es inhibida por la apigenina que, por un lado, inhibe la
actividad de la enzima y por otro, induce la produccion de enzimas antioxidantes como el
superdxido dismutasa (SOD), como lo demostrd Clayton y colaboradores (2021) en arterias
de rata in vitro en un modelo de disfuncién endotelial inducido por altas concentraciones de
glucosa. El losartan al unirse al AT1R, evita la accion del receptor para activar a la NADPH
oxidasa, pero no tiene actividad antioxidante por lo que no puede capturar a los radicales
oxigenos ya producidos para evitar que capturen al ON que se pudiera generar y es incapaz
de generar enzimas antioxidantes (figura 7). En la composicion del extracto se encuentran
moléculas como el acido cindmico y el 4cido cumarico que actian como donadores de
electrones o de atomos de hidrogeno lo que estabiliza a los radicales oxigenos evitando su
efecto toxico (Kose y Kocasari, 2022; Roychoudhury et al., 2021), lo que lo hace mas
eficiente que el losartan. La actividad antioxidante del &cido cumarico ha sido demostrada en
diversos estudios in vitro. En células endoteliales humanas cultivadas, ejercié un efecto
protector frente al estrés oxidativo provocado por concentraciones elevadas de glucosa y
acidos grasos libres (Lee et al., 2009). De manera similar, se ha reportado que este compuesto
es capaz de reducir el estrés oxidativo en queratinocitos sometidos a radiacion ultravioleta
(Seok et al., 2015). El escualeno también actiia sobre los ROS, so6lo que, de diferente manera,
ya que esta molécula es un triterpeno insaturado, que utiliza las insaturaciones para atrapar a
los radicales (Bidooki et al. 2022). En comparacion con el losartan, las capacidades de estas
moléculas en conjunto restauran de manera mas eficiente la biodisponibilidad del ON
regresando a la célula a un estado saludable y normal como se muestra en la figura 7.

Con respecto a la actividad antiinflamatoria, en si mismo, el hecho de que ya no haya ROS
libres, ya no induce la activacion del NF-kB, que es el factor de transcripcion base, junto con

AP1 para iniciar la transcripcion de genes proinflamatorios (Liu et al. 2017). La activacion de
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esta molécula es el blanco de moléculas como el 4cido cinamico y cumadrico, que se ha
demostrado que evitan la activacion del NFkB, ya que ambos al unirse a la IKK evitan que
fosforile a IKB y que por lo tanto no se active NF-kB (Roychoudhury et al., 2021; Safaeian et
al., 2024). Por otro lado, el tratamiento con Losartan también tuvo un efecto inhibidor
significativo sobre la produccion de IL-6 pese a la presencia de la ANGII, lo que se debe a
que evito la produccion de ROS y con ello la activacion de NFkB interrumpiendo la cascada

proinflamatoria dependiente de AT1R (Yamaura et al. 2022).

El estado protrombotico de la disfuncion endotelial se produce cuando el endotelio no es
capaz de mantener un equilibrio entre los mecanismos procoagulantes y anticoagulantes, esto
principalmente desencadenado por una disminucion en la biodisponibilidad del ON y el
incremento en los ROS que favorecen la liberacion del vWF, el cual facilita la adhesion de
plaquetas al endotelio danado. Cuando la Ang II induce dafio endotelial promueve la
secrecion del vWF a través de mecanismos mediados por el estrés oxidante y sefializacion
proinflamatoria dependiente de NF-kB. El tratamiento con el rSe-HA produjo una
disminucion significativa en la secrecion de vWF a las 24 horas pese a tener el estimulo
constante de la Ang II, alcanzando valores comparables a los observados con losartan. E1 ON
puede mediar la inhibicion de la secrecion del vWF por retroalimentacion ya sea bloqueando
el proceso de fusion granulo-membrana o inhibiendo la movilizacién del calcio desde los
depositos intracelulares, por lo tanto, un aumento en la biodisponibilidad del 6xido nitrico
evita que se libere la misma cantidad que con la Ang II (Avdonin et al., 2021). Este resultado
sugiere que el rSe-HA ejerce un efecto protector endotelial, posiblemente a través de
mecanismos antioxidantes y antiinflamatorios presentes en los compuestos del extracto que

contrarrestan la activacion inducida por Ang II.

El 4cido cindamico y la apigenina actian sobre 2 cinasas clave en esta patologia, como lo es la
PI3K y la MAPK, la primera en la célula endotelial y la segunda en la célula del musculo liso
vascular (Safaeian et al. 2024; Kwon H, et al. 2015). Cuando la ANGII es parte de los
inductores de DE, esta molécula se une a al AT1R, que a su vez inhibe a PI3K cuya actividad
es critica para la formacion de ON, ya que activa a AKT quien a su vez activa a la eNOS
quien es la responsable de la produccion de ON a partir de arginina (Xu et al. 2021). Tanto el
acido cinamico como la apigenina favorecen la fosforilacion de PI3K esto esta demostrado en

células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) y en un modelo murino de
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diabetes (Safaeian et al. 2024; Miao et al., 2022), pese a la presencia de ANGII, lo que lleva a
que la via se realice correctamente para la formacion de ON favoreciendo asi a su
biodisponibilidad. La MAPK es la responsable del remodelado vascular entre otras muchas
otras funciones, ya que, cuando se fosforila activa a ERK1/2, JNK y p38 que son factores de
transcripcion importantes para la proliferacion de las células del musculo liso vascular y para
la activacion del NFkB. La fosforilacion de MAPK es inhibida por el ON, pero también por
el acido cinamico. Esta molécula inhibe a MAPK por lo que el efecto es semejante al del ON
evitando el remodelado vascular (Kwon H, et al. 2015) y la activacion del factor de
transcripcion proinflamatorio.

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule es rico en acido cinamico (1.35
mg/g), lo que permite estandarizar este resultado para futuras réplicas, es decir, la
estandarizacion permite repetir la huella vegetal del extracto con base en esta concentracion,

que en este caso es de 0.0010125 pg/ml de acido cindmico en la concentracion de 0.75 pg/ml.

Los extractos de plantas estan compuestos por una amplia variedad de metabolitos
secundarios, como acidos fendlicos, flavonoides, terpenos, etc. Los cuales pueden actuar de
manera sinérgica para potenciar su efecto terapéutico y reducir efectos adversos que pueden
presentarse en los fArmacos tradicionales.

A pesar de que el compuesto mayoritario del rSe-HA es el 4cido cindmico, su efecto no se

debe tnicamente a este, sino a la interaccion de las moléculas que lo conforman.
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Figura 12: Accion de las moléculas presentes en el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule sobre la
disfuncion endotelial

La Ang II, generada por accién secuencial de la renina y la enzima convertidora de angiotensina (ECA), actia
principalmente a través del receptor ATIr. En el CMLV, induce vasoconstriccion mediante la via MLCK/miosina y
contribuye a la proliferacion y remodelado vascular a través de las vias GMPc/PKG y MAPK. En la célula endotelial,
promueve la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) via NADPH oxidasa, lo que genera estrés oxidante,
activacion del factor de transcripcion NF-kB y favorece estados proinflamatorios y protromboticos.

Los compuestos presentes en el rSe-HA como el acido cindmico (Cin), acido cumarico (CA), apigenina (API) y escualeno
(Squa) actian como moduladores negativos de estas rutas patoldgicas. Estos compuestos exhiben propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y vasodilatadoras. El 4cido cindmico y el 4cido cumarico inhiben la produccion de ROS vy la activacion de
NF-«B; la apigenina bloquea la activacion de PKC y NADPH oxidasa, y favorece la via de eNOS; mientras que el escualeno
protege frente al dafio oxidativo y la inflamacion. En conjunto, estos agentes naturales contribuyen a mantener la funcion
endotelial y contrarrestan los efectos deletéreos de la Ang II.

12. Conclusion

La concentracion efectiva del extracto hidroalcohdlico de raiz de Sechium edule (rSe-HA)
revierte de manera integral los procesos asociados a la disfuncion endotelial inducida, al
aumentar la biodisponibilidad de 6xido nitrico (ON) mediante la activacion de AKT. Este
incremento de ON favorece la reduccion del estado prooxidante al activar enzimas
antioxidantes y disminuir la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo que a su vez
evita la activacion de NF-kB y la subsecuente produccion de citocinas proinflamatorias como
IL-6. De este modo, el extracto atentia el estado proinflamatorio, reduce el fenotipo
protrombotico al impedir la secrecion del factor de von Willebrand, y limita la proliferacion
celular asociada al remodelado vascular, logrando el restablecimiento de la relacion

media/lumen. En conjunto, estos hallazgos indican que el rSe-HA ejerce efectos
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antioxidantes, antiinflamatorios, antitromboticos y antiproliferativos que contribuyen a

normalizar la funcidén endotelial in vitro.

13. Perspectivas

Evaluar el rSe-HA en fase clinica para pacientes con Hipertension Arterial.
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Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de Medicina

Presente

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
"MECANISMO DE ACCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA RAiZ DE Sechium Edule
EN UN MODELO IN VITROPARA EL CONTROL DE LA DISFUNCION ENDOTELIAL", que para obtener
el grado de Maestria en Medicina Molecular me proporciond la alumna Lilia Alejandra Altamirano Arenas. Le
comunico que su contenido es adecuado vy suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento

FACULTAD DE MEDICINA
Coordinacién General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 23 de abril de 2026.

General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba
un cordial saludo.

m Calle Iztaccihuatl esq. Lefieros s/n, Col. Los Volcanes Cuernavaca, Mor., Cuernavaca Morelos, México, CP
62350.
% Tel. (777) 329 7048, / medicina@uaem.mx o1 R [ A

Atentamente

Dr. Mario Ernesto Cruz Munoz
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LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
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Dr. Lorenzo Diaz Carrillo

FACULTAD DE MEDICINA
Coordinacién General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 23 de abril de 2026.

Director de la Facultad de Medicina

Presente

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
"MECANISMO DE ACCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA RAiZ DE Sechium Edule
EN UN MODELO IN VITROPARA EL CONTROL DE LA DISFUNCION ENDOTELIAL", que para obtener
el grado de Maestria en Medicina Molecular me proporciond la alumna Lilia Alejandra Altamirano Arenas. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento
General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba

un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Maribel Lucila Herrera Ruiz
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