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RESUMEN

La hipertensién arterial sistémica es un padecimiento multifactorial
que se asocia de manera estrecha con el sindrome metabdlico en
conjunto con la diabetes mellitus tipo 2 y la dislipidemia relacionadas a la
obesidad. Cada una de estas fisiopatologias de manera independiente
provocan disfuncion endotelial, por lo que en el paciente diabético se
genera disfuncion endotelial que a su vez conduce a problemas
cardiovasculares, principalmente la hipertension arterial sistémica, de
igual manera el paciente hipertenso puede llegar a generar diabetes
mellitus tipo 2. El endotelio es una barrera protectora y moduladora que
recubre a todo el sistema cardiovascular para mantener la homeostasis
corporal, las células endoteliales controlan la presion arterial, regulan el
tono y la permeabilidad vascular, el balance coagulacién-fibrindlisis, la
adhesién celular que conduce a la diapédesis de leucocitos estableciendo
con ello el proceso inflamatorio, todo esto en condiciones de normalidad.
Cuando este tejido se ve comprometido por alteraciones como la
hipertension, diabetes o dislipidemia se alteran sus funciones conllevando
a la disfuncion endotelial, que a su vez promueve o establece Ila
conjuncion del sindrome metabdlico. Los medicamentos actuales para
tratar la hipertension arterial sistémica, por lo general actuan sobre un
s6lo mecanismo de accién, lo que deriva en una polifarmacia que
generalmente no revierten o impiden la concluyente disfuncion endotelial.
Por lo tanto, es de gran importancia poder controlar no soélo a las
enfermedades cronico degenerativas, sino también, poder disminuir las

alteraciones y dafos provocados por la disfuncién endotelial. Debido a



esto, la busqueda de tratamientos derivados de productos naturales es
una alternativa en el control de estos padecimientos ya que su riqueza en
compuestos activos puede actuar de manera sinérgica mediante
diferentes mecanismos de accion.

La especie Sechium edule también conocida como Chayote, es una planta
originaria de México, que ha sido empleada en la medicina tradicional
para tratar afecciones vasculares y renales. Asi mismo, en estudios
farmacolégicos y quimicos se ha podido catalogar como un agente
vasodilatador que contiene compuestos de tipo polifendlicos, los cuales
se sabe tienen actividades diversas sobre el estrés oxidante, la
inflamacion y la hipertension arterial, entre otros. Por lo que en este
trabajo se realiz6 un estudio del efecto de los extractos de raiz de
Sechium edule en un modelo de disfuncién endotelial provocado por
hipertension arterial sistémica inducida con angiotensina Il en el cual se
investigaron los niveles de estrés oxidante, asi como el estado pro-
inflamatorio, la capacidad vasorrelajante en anillos aislados de rata
donde, ademas se pudo aproximar a un posible modo de accion de estos
extractos. Los resultados indican que el extracto SeAce redujo la presién
arterial sistdlica en un 26% y la diastdlica en un 28 %, mientras que el
extracto SeMeOH induce una reduccion de un 27% para sistélica y 28%
para la diastélica, con respecto al grupo con dafo inducido por la
administracion por 10 semanas y a una dosis sub-efectiva de angiotensina
II. En el ensayo de estrés oxidante se analizé en muestras de cerebro,
rindbn y aorta la produccién de anion O~ por medio de una prueba de

fluorometria con dihidroetidio en el cual se logr6 establecer que los



extractos de S. edule logran reducir de manera estadisticamente
significativa los niveles de anion O2"" en cerebro, rifones y aorta respecto
a los niveles presentados por el grupo control negativo de angiotensina I,
asi como para el grupo tratado con Losartan exceptuando en los
resultados de aorta, la cual presento los niveles mas bajos de anion O™,
sin embargo en cerebro Losartan casi duplicd estos niveles por encima
del grupo angiotensina |l, esto puede estar dado por los productos
derivados de la biotransformacion a nivel cerebral del Losartan, siendo
estos capaces de aumentar la produccién del Ox"". En el caso de los
niveles de citocinas, el extracto SeMeOH provoca una disminucién en la
concentracion de TNF-a en un 31%, de IL-18 en un 9%, de IL-6 en un
23% y de IL-10 en un 18%, con respecto al incremento obtenido en el
grupo angiotensina Il. Por otro lado, en el analisis histolégico de rifiones
aislados de animales con y sin tratamiento con extractos de Sechium
edule, se pudo observar que los ratones que recibieron sélo angiotensina
Il, presentan un 6rgano dafado, con cambios tisulares evidentes. Este
dafno ocasionado por la angiotensina |Il, fue atenuado con el tratamiento
derivado de Sechium edule. El ensayo de aorta aislada de rata contribuyo
a proponer que esta planta es capaz de ejercer un efecto vasorelajante de
musculo liso vascular, tras la administracion del vasoconstrictor
angiotensina |Il. La informacion que este trabajo arrojé es que los
extractos de Sechium edule son capaces de antagonizar los efectos de
AGII, probablemente por actuar sobre los receptores AT1 para esta
hormona, lo cual se debe a la presencia de compuestos polifendlicos en

los extractos evaluados, principalmente derivados del acido cinamico.



ABSTRACT

Systemic hypertension is a multifactorial condition that is closely
associated with metabolic syndrome in conjunction with diabetes mellitus
type 2 and dyslipidemia related to obesity. Each of these
pathophysiologies independently cause endothelial dysfunction, so that in
the diabetic patients that generate endothelial dysfunction will lead to
cardiovascular problems, mainly hypertension, Ilikewise hypertensive
patients can generate diabetes mellitus type 2. The endothelium is a
protective barrier and modulator that covers the entire cardiovascular
system in order to maintain body homeostasis, endothelial cells control
blood pressure, regulating vascular tone and permeability, coagulation-
fibrinolysis balance, cell adhesion, leading to the leukocyte diapedesis
thereby establishing an inflammatory process, under normal conditions.
When this tissue is compromised by disorders such as hypertension,
diabetes or dyslipidemia its functions are altered leading to endothelial
dysfunction, which in turn promotes the metabolic syndrome disorders.
Medications today are for treating hypertension, usually act on a single
mechanism of action, resulting in a polypharmacy, which generally do not
reverse or prevent endothelial dysfunction conclusively. Therefore, it is
significantly greater to control the degenerative effects of the diseases,
reducing the alterations and damage caused by endothelial dysfunction.
Because of this, the search for treatments derived from natural products is
an alternative in the control of these diseases due to the richness in active
compounds that can act synergistically through different mechanisms of

action. The species S. edule also known as Chayote, is a plant native to



Mexico, which has been used in traditional medicine to treat vascular and
renal disorders. Also chemical and pharmacological studies have been
done, and are classified as a vasodilating agent containing polyphenolic
compounds, which are known to have different activities like oxidative
stress, inflammation, and hypertension, among others. The effect of the
root extracts of S. edule was evaluated on a model of endothelial
dysfunction caused by hypertension induced with angiotensin Il (AGII), in
which the levels of oxidative stress and the pro-inflammatory state were
analysed, as well as the vasorelaxing ability that was performed on the
isolated rat aorta ring model, which also could approach a possible model
of action for these extracts. The results indicate that the extract SeAce
reduced systolic blood pressure by 26% and diastolic by 28%, while the
extract SeMeOH reduction them in order of 27% to 28% for systolic and
diastolic respectively, compared to the damage group that was
administered angiotensin Il for 10 weeks at a sub-effective dose. In the
oxidative stress study samples of brain, kidney and aorta were analysed
for O anion production thru a dihydroethidium fluorometry test in which
it was possible to establish that extracts of S. edule statistically significant
reduced Oy~ anion levels in brain, kidneys and aorta compared to the
levels shown by the negative control group (angiotensin Il) and for the
group treated with Losartan except in the aorta results, which presented
the lowest levels of O, anion, however Losartan almost doubled these
levels in brain above angiotensin Il group, this can be due to the products
of the biotransformation of Losartan in the brain, these being able to

increase the production of O~ anion. For cytokine levels, SeMeOH



extract causes a decrease in the concentration of TNF-a by 31%, IL-18 by
9%, IL-6 in 23% and IL-10 in 18%, relative to the increase obtained in the
angiotensin Il group. Furthermore, in the histological analysis of the
kidney from animals with and without angiotensin Il treatment and with S.
edule extracts, it was observed that mice that received only angiotensin Il
presented evident damaged of the organ with changes of the tissue
structure. This damage caused by angiotensin Il was attenuated with
treatments derived from the S. edule extracts. Testing of isolated rat aorta
contributed to propose that this plant is able to exert vasorelaxant effect
of vascular smooth muscle following by the administration of
vasoconstrictor angiotensin Il. The information is this work showed that
extracts of S. edule are able to antagonize the effects of angiotensin Il,
probably by acting on AT1 receptors for this hormone, which is due to the
presence of polyphenolic compounds primarily cinnamic acid derivatives

that are present in the extracts evaluated.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
muerte a nivel mundial (OMS, 2009) y son provocadas por enfermedades
cronico degenerativas que constituyen factores de riesgo primarios como:
hipertension arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
dislipidemia, entre otras y por factores de riesgo secundarios, que se
asocian a habitos nocivos, como son dieta hipercalédrica, sedentarismo,
tabaquismo, estrés, etc (Paravicini et al., 2008). Estos procesos
fisiopatoldégicos asociados integran la constelacion de padecimientos
incluidos dentro del sindrome metabdlico y la relacion entre éstos hacen
aun mayor la incidencia de las enfermedades cardiovasculares (Groundy,
2004; Malik et al., 2004). La gran mayoria de las patologias que integran
el sindrome metabdlico provocan per se disfuncidn endotelial (DE) que es
el factor detonante de la mayoria de las enfermedades cardiovasculares
(Lakka et al., 2002). La DE es considerada la desregulacion de la
produccion de los factores derivados del endotelio que pueden ser
constrictores e hiperpolarizantes vy provocan dafo  organico
principalmente en la pared vascular. Este ultimo vascular deriva en
inflamacion, trombosis, agregacion plaquetaria, remodelamiento vascular
y adhesion molecular que dan lugar a las enfermedades cardiovasculares
(Kalinowski et al. 2004).

En la busqueda de tratamientos para contrarrestar las patologias

provocadas por |la DE se ha incursionado farmacoldégica vy



fitoquimicamente en el mundo de la herbolaria, en donde se han
encontrado compuestos activos que presentan una eficacia farmacoldgica
sobre éstas. Las sustancias activas mas estudiadas en relaciéon a estas
patologias son los compuestos polifendlicos, principalmente los
flavonoides entre otros (Curin et al., 2005). Asi como, compuestos menos
complejos como son los derivados del acido cinamico, entre ellos el acido
ferulico, caféico, p-cumarico, etc. Este grupo de compuestos han sido
estudiado con un enfoque dirigido a efectos antiinflamatorios vy
antioxidantes.

Existen antecedentes en la herbolaria mexicana sobre el uso del
Sechium edule (Chayote) como tratamiento en afecciones vasculares y
como diurético. En algunos estudios farmacoldégicos se ha comprobado su
eficacia como vaso relajante. Los estudios fitoquimicos de esta planta
han sido pocos, sin embargo en los frutos se encontraron compuestos
glicosidicos, los cuales presentaron efectos antiinflamatorios sobre
edema de pata posterior inducida con dextrano como agente flogistico
(Salama et al., 1987). También se han encontrado compuestos
polifendlicos tipo flavonoides en la planta completa, como son apigenina y
algunos derivados de ésta como son la vitexina y la vicenina (Siciliano et
al., 2004), estos compuestos han sido ya estudiados por su actividades

antiinflamatorias y antioxidantes.



2. ANTECEDENTES
2.1. Antecedentes de Hipertension Arterial Sistémica y Disfuncion
Endotelial

Existen algunas alteraciones fisiopatolégicas que provocan las
enfermedades cardiovasculares (ECV), como son: la obesidad, diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia, aterogénesis, hipertension arterial
sistémica (HAS), entre otros. Cada uno de éstos de forma independiente
provocan DE, que son todas las alteraciones de la fisiologia del endotelio
que ocasionan una descompensacion de sus funciones. La HAS es
provocada principalmente por una sobre-estimulacién del sistema renina
— angiotensina — aldosterona (RAAS)(Unger, 2002), con el consecuente
incremento en los niveles de AGIlI que genera el dafio organico derivado
del estado pro-trombodtico y pro-inflamatorio asociado al estrés oxidante
tanto de las células vasculares como endoteliales, desencadenando los
procesos que llevan a la DE (Gasparo, 2002).

La HAS es controlada por diversos medicamentos como son
diuréticos, antagonistas de los receptores AT1, calcio antagonistas,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), b
bloqueadores entre otros, desafortunadamente estos medicamentos

pueden presentar efectos secundarios adversos, descripcion en Anexo 1.



2.2. Participacion de la Angiotensina Il en la HAS y DE

La funcion principal del RAAS es la de mantener la homeostasis en
el sistema vascular, manteniendo el flujo sanguineo y volumen plasmatico
por medio del balance de agua y sales corporales (Fyhrquist et al., 2008).
La AGIl es una hormona multifuncional que regula el volumen plasmatico
y la presién arterial (PA) por su efecto vasoconstrictor, ademas de inducir
factores de crecimiento. A nivel celular modula la contraccion, el
crecimiento, la apoptosis y diferenciacion celular, ademas de promover la
migracion y depositos celulares en la matriz extracelular (Touyz et al.,
2002). A nivel plasmatico actua como proinflamatorio por la activacion de
leucocitos, integrinas, interleucinas, moléculas de adhesion (ICAM-1,
VCAM-1), y proteina quimiotactica de monocitos—1 (MCP-1), etc. Ademas
promueve la produccion de factores de crecimiento (fibroblastos,
transformante beta y derivado de las plaquetas), de esta manera
contribuye al remodelamiento cardiovascular, también favorece Ila
proliferacion de células del musculo liso vascular (MLV), activa a los
macrofagos incrementando su capacidad de adhesién a la pared vascular
facilitando el desarrollo de la placa ateroesclerotica (Santeliz et al.,
2008). Sobre las células endoteliales induce la activacion de la enzima
NADPH oxidasa (NOX) que produce especies reactivas de oxigeno (ROS)

(Cai et al., 2002).
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2.3. Mecanismo de Accién de AGII

La actividad vasoconstrictora de la AGIl es desencadenada cuando
se une a su receptor (rAT4) (Michel, 2004); la union de AGII-AT4, genera
la activacion de una proteina G, por medio de un intercambio de GTP a
GDP, resultando en la escision de los complejos a y By de la proteina G,
con la consecuente activacion por fosforilacion de la adenilato ciclasa y la
fosfolipasa C. (PLC) Esta ultima hidroliza fosfolipidos liberando dos
compuestos: diacilglicerol (DAG) e inositol- trifosfato (IP3). ElI IP3 activa
los canales de calcio del reticulo endoplasmico (RE), provocando un
aumento en la conductancia a Ca™", que a su vez estimula la entrada de
este desde el espacio extracelular por medio de canales especificos de
Ca™™. El aumento de la [Ca""]; genera contraccion del musculo liso
vascular, aumentando la resistencia arterial periférica provocando un
incremento a la PA (Michel, 2004; Touyz et al., 2000). Por otro, lado la
activacion de DAG + t[Ca”"]; activa a la protein-cinasa C (PKC) que a su
vez estimula a fosfolipasa A (PLA) de la membrana celular y provoca la
liberacion de acido araquidénico (AA) (Griendling et al., 1994), el cual es
bio-transformado por ciclo-oxigenasa (COX) que a su vez desencadena
una cascada de reacciones que termina con la produccién de moléculas
pro-inflamatorias como tromboxanos y prostaglandinas (PG). Bajo
condiciones de estrés oxidante derivado de HAS cronica, el AA es
transformado a PG de forma no-enzimatica por peroxinitrito (ONOO* ™)

(Schildknecht et al., 2009), lo que explica la condicion deletérea del la
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HAS crénica. De tal manera que la sobre estimulacion de RAAS por la
administracion con dosis sub-efectivas de AGII por un largo periodo, se
establece un estado de hipertensién derivado del DE, particularmente por

el estrés oxidante generado y proceso inflamatorio generado.

2.4. Importancia de la Células Endoteliales

El endotelio es una monocapa de células que recubre todo el
interior del sistema vascular, creando una barrera entre la pared vascular
y la sangre circulante; éste tiene diversas funciones ya que funge como
un organo receptor — efector (Esper et al., 2006). Sus principales
funciones son las de regular el tono vascular, la permeabilidad vascular,
el balance coagulacion - fibrindlisis, adhesion celular que conduce a la
diapédesis de leucocitos estableciendo con ello el proceso inflamatorio.
También modula las funciones de otros tipos de células, como las del
musculo liso vascular (MLV), plaquetas, leucocitos y macrofagos. Por lo
que, se puede concluir que el principal compromiso del endotelio
funcional es mantener estable la circulacién sanguinea por el control de
la reologia de la sangre (Widlansky et al., 2003).

Esto lo puede llevar a cabo, debido a que tiene la propiedad de
producir de forma independiente substancias para mantener Ila
homeostasis de sus funciones que actuan como agonistas y antagonistas;
como son los factores constrictores derivados del endotelio (EDCF),

factores relajantes derivados del endotelio (EDRF) y factores
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hiperpolarizantes derivados del endotelio (EDHF). Las células
endoteliales son sensibles a los cambios en la sintesis de los EDRF, la
respuesta que establecen son el aumento y liberacién de oxido nitrico
(NO) y prostaciclinas (PGl); cuando el estimulo esta dado por EDCF la
respuesta de dichas células es, la sintesis y liberacion de prostaglandinas
(PG), los tromboxanos (TX) y la generacién de ROS. La desregulacion de
la produccién de estos factores provocan DE (Vanhoutte et al., 2005).

El flujo sanguineo es controlado por el tono vascular que a su vez
depende del balance las sefales vasoconstrictoras y vasorrelajantes ya
mencionadas en el parrafo anterior. La vasorrelajacion dependiente de
células endoteliales es por medio del NO que es un gas altamente
reactivo con una vida media de unos cuantos segundos, el NO difunde
libremente por la membrana celular e induce la vasorrelajacion por medio
de la estimulacién de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), con la
formacién subsecuente de guanosin monofosfato ciclico (GMPc), el cual
activa a PKC y éste a su vez provoca la fosforilacion de la cadena ligera
de la miosina fosfatasa y por ende desactivando la cadena ligera de la
miosina cinasa, causando asi la relajacién del MLV por medio de la

desfosforilacion de la cadena ligera de la miosina (Vitiello et al., 2014).
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2.5. Participacion del Oxido Nitrico y de NADH/ NADPH oxidasa en el
endotelio

El principal EDRF es el 6xido nitrico (NO) y es sintetizado a partir
de la oxidacion de L-arginina a L-citrulina por la enzima oxido nitrico
sintasa (NOS). De la NOS existen tres isoformas nNOS (neuronal), iNOS
(inducible) y eNOS (endotelial); iINOS y eNOS estan involucradas
directamente en la sintesis de NO en el endotelio. La liberacién de NO
por eNOS produce vasorrelajacion, disminuye la adhesion de leucocitos y
plaguetas a la pared vascular (Guzik et al., 2003; Li et al., 2013). La
iINOS se encuentra principalmente en macréfagos y es estimulada
esencialmente por el incremento de citocinas, endotoxinas y especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), produciendo una
gran cantidad de NO que es toxico para bacterias y células cancerigenas
(Guzik et al., 2003). Sin embargo, cuando iINOS es activada en el
endotelio suprime la actividad de eNOS, lo que provoca que esto genere
anion superoéxido (O2"7) en lugar de NO lo que conlleva al aumento del
estrés oxidante y activacion del proceso inflamatorio en el endotelio,
derivando en las fisiopatologias asociadas a la DE como la hipertensién
arterial sistémica, diabetes miellitus tipo 2, dislipidemia, entre otros(Guzik

et al., 2003; Vanhoutte et al., 2005).

El O~ es una ROS que se produce en el endotelio por enzimas de

membrana como NOX, xantina oxidasa y eNOS desacoplada entre otras.
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Siendo NOX Ila principal via de produccion de O~ en células
endoteliales. NOX es una enzima unida a membrana que esta formada por
6 subunidades, una unidad Rho y cinco unidades phox (gp91-P"°*, p22
Phox ' h4(Q PhoX p47 Phox pE7 PhoXy p22 PROX y pA7 PNOX gon fundamentales
para el acoplamiento y la activacion de NOX y son activadas por AGII
(Cai et.al., 2000; Fortuio et.al., 2005; Zalba et.al., 2000).

Bajo condiciones normales el anion O~ modula la expresion del
factor nuclear kappa de células B (NF-xB), el cual activa la produccion de
citocinas como son las interleucinas y el Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-a) (Gomolak et al., 2014) y COX que promueven la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos, provocando vasoconstriccién y activacion
del proceso inflamatorio manteniendo asi un equilibrio con el NO
(Schieffer et.al., 2000). Sin embargo, cuando hay alteraciones provocadas
por los factores de riesgo y se pierde el equilibrio entre la sintesis del
anion O2"~ y el NO, incrementa el estrés oxidante, el anion O™
reacciona con el NO produciendo ONOO'™ que es capaz de alterar el
ADN, proteinas y lipidos potencialmente llevando a un dafo celular.
También el anion O,"~ tiene la capacidad de oxidar a las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (Li et al., 2013), activando la expresion de moléculas
de adhesién como VCAM-1 y quimioatrayentes como MCP-1, los cuales
promueven la formacion de células esponjosas (foam cells) que secretan

citocinas pro-inflamatorias principalmente interleucinas (18, 6y 10) y
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TNF-a. También es transformado por la enzima superoxido dismutasa

(SOD) en peroxido de hidréogeno el cual produce remodelamiento vascular

(Libby et.a.l., 2002; Ushio-Fukai et.al., 2008).

2.6. Sechium edule (Chayote)
2.6.1. Botanica y Ecologia

El Sechium edule (Jacq.) Sw. (Chayote) es una planta herbacea
originaria de México, crece en climas calidos a templados, de los 500 a
los 2000 m de altitud (Argueta et.al., 1994; Lira, 1996; Lira et.al., 1999).
Es una planta enredadera trepadora de hojas acorazonadas que puede
llegar a tener una longitud de 8 a 15 cm, las hojas jovenes presentan
pubescencia y las hojas mas viejas son de textura aspera y fibrosa,
presentan zarcillos para sujecidén, sus flores son unisexuales, de color
blanquecino-amarillo en forma de estrella, organizadas en racimos de 10
a 30 cm de largo, al igual que las hojas son pubescentes, el fruto es liso
o0 con espinas, de forma ovoide o globosa y tiene una coloracién verde
palido a verde obscuro, es carnoso cuando esta tierno y al madurar la
pulpa se vuelve fibrosa, su sabor es muy suave y delicado (insipida) y
presenta una semilla suave y aplanada. Los tallos son largos y glabros,
de una misma raiz se pueden formar muchos tallos. La planta crece de
una sola raiz, la cual produce raices adventicias de forma tuberosa y al
igual que el fruto también es comestible (Argueta et.al., 1994; Lira, 1996;

Nee, 1993; Martinez, 1994).

16



2.6.2. Etnobotanica, quimica y farmacolégia.

En los antecedentes etnobotanicos de México se menciona el uso de S.
edule para el tratamiento de distintas afecciones de origen reno-urinario,
como son calculos renales o de vejiga, para contrarrestar la inflamacién
de la uretra, asi como disminuir el dolor y la dificultad al orinar y
conjuntamente tratar los problemas de presion arterial alta,
arterioesclerosis y varices. En el tratamiento de estas enfermedades es el
fruto principalmente el que es utilizado, ya sea preparado en una
decoccién y administrado conjuntamente con el liquido del preparado en
ayunas o también se prepara con otras plantas, en Quintana Roo, hacen un
cocimiento del chayote junto con hojas de chaya, garbanzos, cabellos de
elote y cebada, para aliviar problemas urinarios como inflamacion del
rindn y de la vejiga, en el Estado de México y Michoacan preparan el
cocimiento de las hojas del chayote acompafado con pinglica y nispero

(Argueta et.al., 1994; Lira, 1996).

La fitoquimica del S. edule ha sido poco estudiada, sin embargo, se
han encontrado algunos metabolitos secundarios como son compuestos
polifendlicos (flavonoides) y glicosidos de estigmasterol y sitosterol.

Salama et al. (1987) identificaron en frutos de S. edule compuestos
glicosidicos como el estigmasterol-f-D-glucopirandsido y el p-sitosterol-f-
D-glucopiranosido, los cuales presentaron efectos antiinflamatorios sobre

el edema plantar inducido con dextrano.

17



Siciliano et al. (2004) identificaron en la planta completa ocho
flavonoides. Fueron tres flavonoides C-glicosidicos y cinco O-
glicosidicos, de los cuales la apigenina y luteolina fueron los mas
representativos. La cantidad total de estos compuestos fue diferente para
cada parte de la planta seca, en hojas fue de 3.5 mg/g, seguido de la raiz
con 3.0 mg/g y el menor rendimiento fue para tallos con 1.9 mg/g, en el
fruto solo se encontraron trazas de los flavonoides. Las partes aéreas
presentaron la mayoria de los flavonoides, tanto C- como O-glicosidicos,
en las raices el grupo mas abundante fueron los C-glicosidicos
caracterizado por apigenina (580 ug/g), vitexina (1.5 mg/g) y vicenina (1.4
mg/g).

Lozoya (1980) probo la actividad vasodilatadora de los extractos
acuoso e hidroalcohdlico de partes aéreas y semillas de S. edule. El
proveniente de las partes aéreas presentdé la mayor actividad en
comparacién con los otros extractos.

Gordon et al. (2000) probaron dos variedades de S. edule
colectados en la Isla de Jamaica, los extractos hidrosolubles de los frutos
fueron administraron en forma i.v. a ratas anestesiadas y midieron varios
parametros cardiovasculares como: frecuencia cardiaca, presion arterial y
electrocardiograma (ECG). Todos los extractos probados produjeron una
caida en la presidon sanguinea con pequefios cambios en el

electrocardiograma.

18



Lombardo (2006) reportéo que el extracto hidroalcohdlico de raiz de
S. edule (colectado en el estado de Morelos, México) presentd efecto
antihipertensivo. EI extracto fue probado sobre dos modelos de
antagonismo a AGII (in vivo); el modelo in vivo consisti6 en inducir
hipertension con AGIl a ratas vagotomizadas, probando diferentes dosis
del extracto, la dosis de 100 mg/kg presentd el mayor efecto hipotensor.

Lombardo (2008) a partir de raices de S. edule obtenidos de plantas
colectadas en el estado de Veracruz, México (con actividad
antihipertensiva probada), y de raices provenientes de plantas cultivadas
en hidroponia, realizé la comparacién fitoquimica de los extractos y
fracciones con actividad antihipertensiva, contra extractos obtenidos de
las plantas hidropodnicas, las evaluaciones se realizaron por HPLC, en
donde se identificO6 un grupo de compuestos, el cual estuvo presente
tanto en los extractos de las plantas de Veracruz como de las cosechadas
del cultivo de hidroponia, este grupo de compuestos presentaron un
espectro de absorciébn de UV semejante a los de compuestos
polifendlicos: apigenina, vitexina y vicenina como los identificados por
Siciliano. Ademas, se probaron farmacoldégicamente e identificaron las
fracciones mas activas estableciendo que en éstas se encuentran los
compuestos polifendlicos identificados y Calderone et al., (2004)
describieron que la apigenina y luteolina presentan efectos

vasorrelajantes sobre anillos aislados de aorta de rata y Olszanecki et al.,
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(2002), probaron camferol y apigenina, que inhibieron la actividad de

iINOS promoviendo la sintesis de NO por eNOS.

2.7. Compuestos derivados del Acido Cinamico.

Dentro de los polifenoles, los flavonoides y los acidos fendlicos son
los principales representantes. Los acidos fendlicos estan representados
por los acidos cinamicos y sus derivados hidroxicinamicos. A partir de
éstos se obtienen el acido caféico, el acido cumarico, el acido ferulico y
el acido clorogénico entre otros. Estos compuestos en particular han sido
estudiados por su actividad antioxidante y antiinflamatoria (Marfella et al.,
2014; Higuchi, 2014).

Los acidos fendlicos en general contrarrestan a los radicales libres
ya que son donadores de electrones o atomos de hidrogeno, pueden
también suprimir la generacion de los radicales libres, por la disminucion
en la oxidacién o la inhibicion de la formacion de los radicales libres asi
como por desactivar sus especies reactivas o sus precursores. También
tienen la capacidad de interrumpir cadenas de reacciones de
lipoperoxidacion (Higuchi, 2014; Marfella et al., 2014). dentro de los
compuestos fendlicos encontramos a los derivados del acido cinamico
como son el acido ferulico, acido caféico, acido p-cumarico, entre otros.
El acido caféico es uno de los mas comunes presente en este grupo de
compuestos, que puede estar esterificado con acido quinico para formar

el acido clorogénico el cual es muy abundante en el café, otro compuesto
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importante es el acido ferulico. Algunos compuestos parecidos a los
derivados del acido cinamico como son el meta-metoxi catecol como la
apocinina y la vainillina, este tipo de compuestos tienen la capacidad de
inhibir la actividad de NOX, que es el principal productor de anién
superoxido en la vasculatura, esto es importante porque algunos
derivados del acido cinamico también son compuestos de tipo meta-
metoxi catecol, los cuales fueron probados en ensayos de actividad
antioxidante y se encontré que este tipo de compuestos disminuyeron de
manera estadisticamente significativa la actividad de NOX, asi como la
produccion de anién O2"~ en aorta aislada de ratas espontaneamente

hipertensas (Suzuki et al., 2007).
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3. JUSTIFICACION

La hipertension arterial sistémica, forman parte de la constelacion de complejas
patologias que derivan en DE, que a su vez se desarrolla hacia las enfermedades
cardiovasculares, principales causas de muerte en todo el mundo. Estas afecciones son
controladas por medicamentos que por lo general presentan algun tipo de efecto
secundario adverso aunado a que no intervienen en el control del dafio provocado por
la disfuncion endotelial, por lo que es imperativo se sigan buscando métodos de
tratamientos para estas enfermedades pero que ademas ayuden a controlar la DE, por
actuar sobre los diferentes mecanismos de accién que participan en su desarrollo. En la
busqueda de compuestos nuevos para la fabricacion de medicamentos, se ha recurrido
a la herbolaria como fuente de compuestos activos que no solo puedan contrarrestar las
enfermedades antes mencionadas si no que a su vez, a través de un mecanismo de
sinergia puedan también controlar a la DE por medio de su capacidad antioxidante y
anti-inflamatoria, entre otras. Este trabajo se enfoca al tratamiento de la hipertension
arterial sistémica asociada a las alteraciones provocadas por la disfuncién endotelial,
por lo que se trabajé con una planta que tiene antecedentes de disminuir la presion
arterial, mejorar el dafo por varices asi como contrarrestar afecciones de vias urinarias,
el S. edule es una planta que ademas puede ser considerada con Reconocido
Generalmente como Seguro o GRAS por sus siglas en ingles (Generally Recognized as

Safe), bajo los criterios de la FDA de U.S.A.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
;Los extractos de S. edule tienen actividad inmunomoduladora vy

antioxidante sobre modelos de hipertensidn créonica inducida con AGII?

5. HIPOTESIS

Los extractos de raiz de S. edule controlan el efecto de la
disfuncion endotelial al disminuir los niveles de estrés oxidante por
inhibicion de la producciéon de anién superdoxido derivada de NADH
oxidasa activada por AGII, e interferir con el proceso inflamatorio

desencadenado por la administracion cronica de AGII.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Evaluar la actividad e interaccion farmacolégica de los compuestos
polifendlicos de raices de S. edule sobre un modelo in vivo de disfuncion
endotelial, por medio de la disminucion de los niveles de anién
superoxido, asi como la modulacion de los niveles de citocinas pro-

inflamatorias.
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6.2. Objetivos particulares

1)

2)

3)

4)

S)

6)

Realizar la caracterizacién quimica y la estandarizacién de los
extractos de raices de S. edule.

Evaluar el efecto antihipertensivo del extracto estandarizado en
cinamatos de S. edule sobre la hipertension arterial crénica inducida
con AGII.

Evaluar la actividad inmunomoduladora de los extractos activos de S.
edule, en rifones de ratones con hipertension arterial cronica
inducida con AGII.

Evaluar el efecto de los extractos activos de S. edule sobre el estrés
oxidante en rifiones y aorta de ratones con hipertension arterial
cronica inducida con AGlII.

Realizar una comparacion histoléogica de los rinones con hipertensién
generada por la administracion diaria de AGII, con y sin tratamiento.
Medir el efecto vaso-relajante de musculo aislado de aorta de rata de
los extractos de S. edule en la contraccion inducida quimicamente

con AGIl y KCI.
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7. METODOLOGIA

7.1. Aislamiento y caracterizaciéon estructural de los compuestos
antihipertensivos de las raices de S. edule.

7.1.1. Extraccién de los compuestos activos

El material vegetal se obtuvo en la comunidad de Tuxpanguillo,
Veracruz (18° 47" 00.5"" latitud norte y 97° 00°17.5"" longitud oeste, a
1721 m.s.n.m.), de los cultivares de la familia Tzopil.
Inicialmente se realiz6 una extraccion hidroalcohdlica 60:40 etanol/agua
de la raiz de S. edule con la intencion de tener un extracto con
compuestos de diferentes polaridades. Se realizaron 3 maceraciones
consecutivas del material vegetal (2.3 Kg) en una mezcla de etanol/agua
en proporciones 60:40, este extracto se denominé6 como extracto de
referencia SeRHA, el cual se utilizé para el ensayo de aorta aislada de
rata. El rendimiento de este extracto fue de 4 %, equivalente a 92 g. A
partir de este se realiz6 una separacidén con acetona y posteriormente con
metanol y se llevdo a fraccionamiento por cromatografia en columna
abierta, de la fraccion de acetona obtenida, se obtuvieron a su vez las
fracciones R14 y R17, con un rendimiento de 0.0041% (95.8 mg) y el
0.014% (339.7 mg), respectivamente, y se enviaron a analisis por HPLC-
MS.

Debido a que este extracto y las fracciones tuvieron un rendimiento

bajo, se decidi6 realizar un plan de extraccion mas especifico buscando
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un perfil quimico semejante al de la fraccion de acetona y las fracciones
R14 y R17. Se propuso la siguiente metodologia:

A partir de seis Kg de raices que fueron secadas por liofilizacion,
considerando que los componentes activos presentan polaridad media, se
realizaron diferentes procesos de extraccion por maceracion de 24 horas
x tres veces en la proporcion de 3.3 L de disolvente por kilogramo de
material vegetal seco. La primera se realizé con n-hexano lo que permitid
eliminar los acidos grasos y otros compuestos de baja polaridad. El
material vegetal remanente fue sometido al segundo proceso de
maceracion con cloroformo, para eliminar esteroles y terpenos de baja
polaridad. Para la obtencion de los compuestos activos, el material
vegetal remanente se macer6o con acetona y finalmente con una mezcla
de acetona/metanol en proporciones 70:30, siguiendo el proceso de
extraccion previamente indicado.

A los extractos obtenidos se les realizé un perfil quimico por medio
de cromatografia en capa fina (TLC), para identificar los diversos grupos
de compuestos presentes en ellos. Se identificd que los extractos de
cloroformo y acetona presentaban un perfil quimico muy similar por lo que
se agruparon. Posteriormente se sometieron a separacién por columna
abierta los extractos de cloroformo/acetona y el de Acetona/MeOH 70:30.
Este nuevo método de extraccion se compard por TLC con el extracto de
referencia y las fracciones de acetona y metanol, asi como con las

fracciones R14 y R17.
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7.1.2. Fraccionamiento cromatografico del extracto con mayor
contenido de compuestos polifendlicos

Se utilizaron procesos de extraccion liquido/liquido. EI primer
fraccionamiento grueso se realizé por biparticion entre disolventes
inmiscibles (agua/acetato de etilo). Se seleccionaron por TLC la fraccion
que presentd el mayor contenido de los compuestos polifendlicos. Esta
fraccion fue purificada mediante sucesivos procesos de separacidn
cromatografica en columna abierta, TLC preparativa y HPLC preparativa.
Este proceso fue monitoreado por HPLC utilizando como referencia las
mezcla de estandares de compuestos derivados del acido cinamico.

El material vegetal, de raiz (R) se extrajo por maceracion exhaustiva
en etanol 60% a temperatura ambiente (SeRHA). El extracto se concentrd
por evaporacion a temperatura y presion reducida, posteriormente fue
secado por liofilizacion. El extracto en polvo se extrajo con acetona
(SeAce) y posteriormente con metanol (SeMeOH). El extracto SeAce (2 g)
fue el mas activo farmacoldégicamente, por lo tanto fue fraccionado por
cromatografia en columna. La columna (64 x 5 cm) se empaco6 con Silica-
Gel 60 Merck (0.040 — 0.063 mm) y se eluyo contra un gradiente de
cloroformo:metanol. Se obtuvieron 41 fracciones las cuales fueron
evaluadas por cromatografia en placa fina (cromatrofolio de silica gel 60
F.45 Merck®) y se hicieron 20 reuniones de acuerdo a la similitud del perfil

cromatografico de las fracciones y fueron denominadas R1 hasta R20.
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Las fracciones obtenidas fueron caracterizadas por HPLC en un
sistema de modulos (Waters 2595) acoplado con un detector PDA (Waters
996), y el software Empower Chromatographic Manager ver. 1 Waters®.
La fase estacionaria correspondié a una columna Altima HP C18-HL
Rocket (63 x 7 mm; 3 mm). La fase movil consistio en un gradiente de
H,O-TFA 0.5% y CH3CN:MeOH 1:1 a un flujo de 1 ml/min con un tiempo
de corrida de 24 min, utilizando un detector de arreglo de fotodiodos una

longitud de onda A = 310 nm.

7.2. Evaluacién de los extractos activos sobre el daino provocado por
hipertensién arterial crénica.
7.2.1. Tratamientos

Los grupos experimentales fueron conformados por 10 animales
cada uno. Los tratamientos se presentan en la Cuadro 1.
Cada tratamiento fue administrado por via oral, con excepciéon de AGII
que su administracién se realizé via i.p, durante un periodo de 10
semanas, en el que todos los animales fueron aclimatados durante una
semana a las condiciones del bioterio, de manera previa al inicio de los
tratamientos. El manejo de los animales se realiz6 bajo los lineamientos
de la Norma Oficial Mexicana para la produccion, cuidado y manejo de

animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999).
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Cuadro 1. Tratamientos empleados en los diferentes ensayos.

Dosis 10 mg/kg del tratamiento
+ AGII (0.1 pg/kg)

Vehiculo AGII
Pruebas/Tx Losartan SeAce SeMeOH
(SSl) (0.1 pg/kg)

PA v v v v v
Estrés

v v v v v
Oxidante
Nivel de

v v v v v
IL’s

El primer grupo (vehiculo) solo se le administr6 solucion salina
isotonica (SSI) v.o. y por via i.p. durante las 10 semanas de tratamiento,
esto con la finalidad de someter a los animales de experimentacion a un
mismo esquema de manejo y manipulacion. El grupo AGII, es al que se le
administré SSI v.o. y AGII i.p., el cual fue considerado el grupo control

negativo o de dano.

Los otros grupos de animales con AGII, recibieron los tratamientos:
Losartan® como control positivo. EL losartan es un compuesto sintético
que se une de manera selectiva a los receptores AT1, provocando el
bloqueo de cualquier accion de importancia fisiologica que pudiera llevar
a cabo la AGII, independiente al origen o la via de sintesis de ésta. El

losartan solo se une de manera selectiva a los receptores AT1, y no se
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une o bloquea a otros receptores hormonales o canales de iones
importantes en la regulacion cardiovascular. Tampoco participa en la
inhibiciébn o bloqueo de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(ECA)(PLM 2014). Los tratamientos SeAce y SeMeOH son extractos
obtenidos a partir de la raiz de S. edule, ricos en compuestos derivados
del acido cinamico, y que son los tratamientos a evaluar en este trabajo

de investigacion.

7.2.2. Modelo de hipertension crénica inducido con AGIlI en ratones
ICR

Con base en el modelo de hipertension renovascular de Goldblatt
(Goldblatt et al., 1934) que propone causar isquemia renal que promuve
la sobreproduccién de AGII por alteracion de la RAAS. Por los que se
propuso en este trabajo, utilizar la administracion sub-efectiva de AGII,
debido a que éste es el producto final de la RAAS.
El ensayo se realizo de la siguiente manera, se utilizaron ratones hembra
de la cepa ICR, con un peso de 25 a 30 g; (n=10 por grupo), a los cuales
se les indujo hipertension cronica por la administracidén diaria i.p. de AGII
(0.1 pg/Kg) durante diez semanas. La determinacion de la PA de los
animales experimentales se realizé bajo anestesia quirurgica con una
dosis de 60 mg/kg de pentobarbital sédico via i.p.; a los ratones se les
colocd un anillo insuflador en la base de la cola del ratdn que consta de
un transductor de pulso, el cual esta en posicién distal al insuflador. El

anillo es inflado aproximadamente a 300 mmHg, durante este periodo es
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cuando se detecta la presion sistolica, a continuacion la presion del anillo
es liberado lentamente y durante esta pérdida de presién en el insuflador
el transductor la presion diastdlica, ambas presiones fueron registradas
en un equipo de adquisicion de datos modelo LE 5002 de la marca Biopac
- Panlab - LETICA.

En la Figura 1 se muestra un ejemplo de la lectura de la PA, en la
cual la PA sistélica (PAS) se registrara en el momento que desaparece el
ruido arterial (punto 1) detectado por el transductor, la PA diastdlica
(PAD) se determina en el momento en que coincide la caida abrupta de la
lectura de presion (punto 2) a la aparicion del ruido arterial (punto3), el

punto 4 so6lo nos indica que el insuflador esta en 0 mmHg.

Pulso

0.000000

0.506795

|
i

174157046

~N
-

116.1046 2
Presion E
4 E
58.052349
0.000000
380.00000 385.00000 390.00000
seconds

Figura 1. Registro en tiempo real de la determinacion de presion arterial.
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7.2.3. Obtencién de tejidos a partir de ratones hembra ICR con
hipertensién arterial crénica inducida con AGII.

Para la obtencion de los tejidos los animales fueron anestesiados
con pentobarbital so6dico 60 mg/kg y perfundidos con una solucién
amortiguadora de fosfato salino (PBS) por via intracardiaca para eliminar
la totalidad de la sangre y se extrajeron la aorta abdominal y los rifiones.
Para la determinacion de interleucinas, estos 6rganos fueron colocados
en una solucion de PBS — PMFS ( por su siglas en inglés, floruro de fenil
metil sulfonilo al 0.01%) y congeladas -20°C hasta su uso. Del total del
grupo de animales en cada grupo, 3 de estos fueron destinados al estudio
de histologia, para este fin los rifiones fueron entonces colocados en una
solucion de acido picrico-paraformaldehido al 4% durante 48 h para su

fijacion.

7.2.4. Cuantificacién de citocinas por ELISA

Con la intencion de conocer la actividad inmunomoduladora de los
compuestos activos probados en el modelo de hipertensién crdénica, se
determind la concentracion de las citocinas IL-1B3, IL-6, 10 y TNF-a en los
homogeneizados obtenidos de los rifiones. La determinacién se realizo
por el método de ELISA bajo las instrucciones del fabricante (BD
OptEIA™). Para lo cual se sensibilizaron las placas con anticuerpos de
captura que reconocen las diferentes citocinas, se bloquearon las placas

con PBS + 1% Suero Fetal Bovino (SFB) y se aplicé la muestra problema

32



a la que se le determind la presencia de las diferentes citocinas. Se
incubaron con los tiempos establecidos en el manual de cada citocinas y
se aplico el anticuerpo de deteccidon que reconoce a cada citocina de
estudio y que esta acoplado a una peroxidasa, nuevamente se deja
incubar, al finalizar este tiempo se agrega el sustrato TMB que reacciona
colorimétricamente con la peroxidasa acoplada al anticuerpo, para luego
ser analizadas a una longitud de onda A 450 nm a 37 °C en un lector de
ELISA marca Stat Fax 2100. Los resultados se compararon con una curva
patron de la misma citocina realizada al mismo tiempo. Los Kits de

citocinas fueron adquiridos de la masca BD OptEIA™ (BD Biosciences).

7.2.5. Histologia de rinén.

Los ratones que se destinaron para la histologia también fueron
perfundidos con PBS, se obtuvieron los rifiones que se incluyeron en
parafina y se les realizaron cortes de 7 micrOmetros, que se tifieron con
hematoxilina — eosina. También se realizaron tinciones de tricromica de
Masson, las muestras se analizaron con un microscopio Nikon adaptado a
un sistema digital de captura y analisis de imagenes con el software

Metamorph 6.
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7.2.6. Espectrometria por fluorescencia de la producciéon de O,°~ en
rihnones y aortas de ratones con hipertensién.

Para realizar esta prueba se obtuvieron, el cerebro, la aorta y
ambos rifones los cuales fueron molidos con un homogeneizador de
vidrio en una solucion tampén HEPES helada, que contenia 25mM
HEPES, 1 mM (EDTA) y 0.1 mM PMSF. Posteriormente cada muestra se
centrifugé a 6,000 g por 5 min a 4°C, los sobrenadantes fueron
recuperados para su evaluacién.

La espectrometria de fluorescencia de la produccién de Oz~ en los
tejidos se realizo por medio de la técnica propuesta por Satoh et al. 2005.
En la cual se produce una oxidacion fluorescente del Dihidroetidio (DHE)
a Etidio (Eth). Esta reaccion de oxidacion fluorogénica del DHE a Eth se
empled para la cuantificacion de Oy"~ tisular, las muestras (20 ug) se
incubaron con DHE (0.02 mM), ADN de testa de salmon (0.5 mg/ml) y los
sustratos correspondientes para NADH/NADPH oxidasa (NOX), en una
placa microtiter, esta fue colocada en obscuridad a 37°C por 30 min.

La fluorescencia generada por el complejo Eth-ADN se midi6 a una
longitud de onda de 480 nm (exitacién) y a 610 nm (emisién) por medio
de un lector de microplacas de fluorescencia multimodal (Synergy HT;
Biotek). Se emple6 NADH (0.1mM) como sustrato en la mezcla de
reaccion. Un blanco sin muestra se utilizé para |la medicion de la
fluorescencia por si sola y su nivel de fluorescencia fue restado de todas

las muestras. Para confirmar la actividad de NOX se examind el efecto
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del inhibidor de NOX, cloruro de difenileneiodonio (DPI; 0.1 mM), sobre la
intensidad de fluorescencia. La senal fluorescente de cada muestra se

expreso como fluorescencia de DHE relativa al control.

7.2.7. Contraccion de musculo liso de anillos de aorta aislada.

Para este ensayo se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague — Dawley
albinas de aproximadamente 250 — 280 g de peso (Harlan), las cuales
fueron sacrificadas por decapitaciéon, para aislar la aorta toracica, la cual
fue limpiada quitandoles el tejido graso y conectivo y a todas las aortas
se les denudd de células endoteliales, por medio de un raspado mecanico
suave y finalmente se obtuvieron anillos de aproximadamente 4 -5 mm de
ancho. Los anillos se amarraron a ganchos de acero inoxidable con hilos
de seda y cada anillo fue inmerso en un bafo para 6rganos con 10 mL de
solucion tampdén Krebs a 37°C y se oxigenaron con (02/CO;, 95:5). Se
ajustaron los anillos a una tensién de 2 g. Se registraron los cambios en
tension basal en un equipo Biopac Systems TSD 125c, equipado con un

software AcqKnowledge.

Se les administré KCI (120 mM) para determinar la contraccion maxima de
cada aorta preparada. Sesenta minutos después de estabilizar el tejido,
los anillos fueron estimulados con diferentes concentraciones de AGII
(desde 1.00 x 107'% hasta 1.00 x 107 M) por 10 min, se lavaron los anillos
para remover el agente estimulante y se llevaron a estabilidad

nuevamente por 30 min. El tejido se pre-incubé con SeRHA (150 ug/mL,
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300 ug/mL, and 600 ug/mL), respectivamente por 10 min, al cabo de este
tiempo se estimularon nuevamente con AGII. El efecto de relajacién se
determind por comparacion entre la contraccion maxima vascular antes y

después de poner las muestras.

Para determinar si el efecto de los extractos derivados de S. edule se
debe en parte a un posible antagonismo de los canales de Ca'", el
ensayo consistio en la evaluacion de una curva de la concentracién del
calcio, induciendo vasoconstriccion con AGIlI a wuna concentracion
especifica (1 x 10°® M) y con la actividad de SeRHA (200 ug/mL, 400
ug/mL, and 800 wug/mL); nifedipina, un bloqueador de los canales de

calcio, se empled como control positivo.

7.3. Analisis estadistico

El Analisis estadistico para todas las pruebas farmacoldogicas se
realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) con una significancia
de p < 0.05% y con una posprueba de Tukey, para establecer las
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos a
utilizar, el analisis de los resultados se realizo con el software SPSS

13.1.
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8. RESULTADOS
8.1. Aislamiento y caracterizaciéon estructural de los compuestos
antihipertensivos de las raices de S. edule.

El extracto SeRHA y SeAce y las fracciones mas activas R14 y R17
se analizaron por el método de HPLC y HPLC-MSPDA; los compuestos en
cada uno de las muestras presentaron diferentes espectros UV
relacionados con flavonas (Amax = 340 nm) y con una mayor presencia
derivados de acido cinamico (Amax = 290 nm). La extraccion con acetona
permitié obtener un extracto de polaridad intermedia.

La comparacion cromatografica del extracto de referencia SeRHA
con SeAce, la cual fue leida a 340nm (especifico para vitexina y otros
flavonoides relacionados) (Figura 2 (a)), permitio observar la pérdida de
este tipo de compuestos en SeAce. Asi como también, los compuestos
mas polares que salieron con el frente del disolvente, al hacer la
comparacién de estos mismos a una longitud de onda diferente de 290 nm
(Figura 2 (b)), se puede apreciar un incremento en la concentracién de
los picos correspondientes a los tiempos de retencion de 7 a 18 min en
los que sobresalen picos de compuestos derivados de acidos cinamicos.
Esto se corroboro6 con las fracciones R14 y R17. Estas dos se compararon
con el mismo método cromatografico a una 4 290 nm, apreciandose el
incremento de los picos con tiempos de retencién de 7.21 y 8.04 min. En
ambas fracciones se presenta el mismo espectro de absorcién para

ambos tiempos de retencion en el pico 1y 2 de la Figura 2 (c) y 2 (d),
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respectivamente. El analisis del extracto

de referencia SeRHA y la

fracciéon 14 por HPLC-PDA-MS permitieron establecer que el pico con el

tiempo de retencion de 10.8 min corresponde a un metil éster de acido

cinamico (Figura 3 (a)).
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Figura 2. Cromatograma del extracto SeRHA (linea azul) comparado con SeAce (linea
negra) a) 290 nm y b) 340 nm. En ¢ y d se comparan las fracciones R14 (linea negra)
y R17 (linea azul), a 340 nm y 290 nm respectivamente.
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En este cromatograma se presentaron los picos 1 y 2 con tiempos
de retencion de 7.21 y 8.04 min. Donde el pico 2 correspondié al metil
éster del acido cinamico encontrado en el analisis de HPLC-PDA-MS

representado por el pico 4 en la Figura 3 (a) y en la figura 3 (b) al pico
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Figura 3. Cromatograma de masas de la fraccién R14 (a) y su espectro de absorcién
de masas (b).

La Figura 4 es el cromatograma de la comparacién del extracto
SeAce con el estandar de acido cinamico leido a A= 280 nm, donde se

aprecia que el extracto SeAce presenta como compuesto mayoritario al
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acido cinamico con un tiempo de retencion de 13.8 min., el espectro de
absorciéon del pico presente en el extracto SeAce es correspondiente con

el del estandar de acido cinamico.
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Figura 4. Cromatograma del extracto SeAce (linea azul) comparado con
un estandar de acido cinamico (linea negra); A= 280 nm. Asi mismo los
espectros de absorcion correspondientes.
8.2. Modelo de hipertensién crénica inducido con AGII en ratones ICR
En la grafica 1, se presentan los resultados correspondientes al
modelo de hipertension cronica inducido con AGII. Se aprecia que el
grupo basal (Vehiculo) presenta en promedio una PA de 100/64 mmHg,
donde el grupo control negativo (AGIl) presenta un incremento
estadisticamente significativo de la PA de 156/92 mmHg. Este incremento
establece claramente una alteracion fisiopatologica de hipertension en el

grupo AGII tras 10 semanas de la administracion de este agonista.
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En los grupos de animales que ademas de AGII (0.1 ug/Kg), recibieron o
Losartan, o SeAce o SeMeOH, presentaron una disminucién significativa
de la PA, en donde el farmaco antagonista de AT1 mantiene una presién
de 120/75 mmHg, el SeAce 115/67 mmHg y por ultimo el SeMeOH de
114/66 mmHg. Estos resultados nos sugieren que los extractos presentan
un efecto antihipertensivo al igual que Losartan, ya que logran controlar

la PA aun bajo la administracion sub-efectiva de AGII.
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Grafica 1. Presion arterial sistélica y diastélica en mmHg, de los diferentes
tratamientos en el modelo de HAS crénica inducida por la administracion de AGII
(0.1 ug/kg) los valores se expresan como la Media + DE. ANOVA post hoc de Tukey
n=10. * p < 0.05 con respecto al grupo Vehiculo. ** p < 0.05 con respecto al grupo
AGII.
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Este ensayo fue necesario para establecer el funcionamiento del
modelo basado en lo propuesto por Goldblatt et al (1933). En la cual se
propone una administracién sub-efectiva del agonista AGII por via i.p. por
un periodo de 10 semanas, al contrario del modelo de Glodblatt que
propone una intervencidén quirurgica donde se hace una constriccion a las
arterias renales por medio de prensar ligeramente ésta con una pinza, asi

generando un estado de isquemia renal bilateral.

8.3. Cuantificacion citocinas por ELISA en riinén

En este ensayo se presentan los resultados correspondientes a la
cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias. Este estudio se realiz6 a
partir de los animales de experimentacion con hipertension cronica
establecida después de un periodo de 10 semanas de tratamiento con
AGII (0.1 wg/Kg), al término de las 10 semanas los animales fueron
puestos bajo anestesia quirurgica y se les midié la PA. Posteriormente se
perfundieron con PBS para eliminar cualquier residuo de sangre en los
organos; tras la perfusion se obtuvieron los rifiones. Este organo en
particular es altamente vascularizado y tiene una participacién importante
en las alteraciones provocadas por la hipertension crénica, algunas de las
alteraciones que provoca esta enfermedad sobre los rifones es un
proceso inflamatorio crénico, que conduce a una alteracién del sistema
renal en general. Las graficas correspondientes a la cuantificaciéon de

citocinas que estan presentadas como indices de deteccién, por lo que
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los valores correspondientes al grupo vehiculo se representan con el
valor de uno y los valores del resto de los tratamientos evaluados v,
corresponde a cuantas veces por encima del vehiculo incrementaron la
cantidad de las citocinas. Se usd un grupo como control negativo el cual
fue administrado con LPS, que son fragmentos provenientes de pared

celular bacteriana que activa el estado pro-inflamatorio en los aminales.

En las Graficas 2 a 5 se presentan los resultados de la
cuantificacion de IL-18, TNF-a, IL-6, IL-10, respectivamente, asi como
en el cuadro 2. En las cuales el grupo AGII incrementé en cada una de
ellas su concentracion, indicando que AGIlI tras 10 semanas de ser
administrado, logra establecer un estado pro-inflamatorio. Por otro lado,
el grupo que fue tratado con Losartan incrementd la concentracion de
todas la citocinas con respecto a el grupo de AGII, indicando que este
medicamento no controla el estado pro-inflamatorio que se desencadena
por otras vias que no dependen de los receptores AT1 de AGIl y como
bien se ha mencionado AGIlI no sd6lo actua por medio de este receptor
sino por la activacion de NOX y otras enzimas transmembranales que
producen ROS tal como O~ y ONOO™ que promueven la produccion de

PGy TX, que a su vez promueven el estado pro-inflamatorio vascular.
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Cuadro 2. indices de deteccién de citocinas en rifién por el método de ELISA

1,62* %030 1,87* +0,32 1,60* +0,19 1,39* +0,26

1,99 0,12 1,93 0,05 1,63 0,27 1,49 +0,47

3,06** 1,29 4,57** +1,14 1,59 +0,44 2,64%** +0,95

Se realiz6é una prueba de ANOVA y una post prueba de Tukey con una diferencia de
medias + DE con significancia de p < 0.05. * Diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo Vehiculo. ** Diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo de AGII.
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Grafica 2. Determinacion de la concentracion tisular de IL-1p en rifiones de ratones
con hipertensiéon arterial crénica. Se realizé una prueba de ANOVA y una post prueba
de Tukey con una diferencia de medias + DE con significancia de * p < 0.05 con
respecto al grupo Vehiculo. ** p < 0.05 con respecto al grupo AGII.
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Grafica 3. Determinacién de la concentracién tisular de TNF-a en rifiones de ratones
con hipertension arterial crénica. Se realizé6 una prueba de y una post prueba de
Tukey con una diferencia de medias + DE con significancia de * p < 0.05 con
respecto al grupo Vehiculo. ** p < 0.05 con respecto al grupo AGII.
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Grafica 4. Determinacion de la concentracion tisular de IL-6 en rifiones de ratones
con hipertension arterial crénica. Se realizé6 una prueba de y una post prueba de
Tukey con una diferencia de medias + DE con significancia de * p < 0.05 con
respecto al grupo Vehiculo. ** p < 0.05 con respecto al grupo AGII
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Grafica 5. Determinacion de la concentracién tisular de IL-10 en rifiones de ratones
con hipertension arterial crénica. Se realizé6 una prueba de y una post prueba de
Tukey con una diferencia de medias + DE con significancia de * p < 0.05 con
respecto al grupo Vehiculo. ** p < 0.05 con respecto al grupo AGII.
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8.4. Histopatologia.

En las figuras 4 a 8 se presentan microfotografias de cortes de
rinones obtenidos a partir de los animales con los diferentes tratamientos,
a los rinones se les realizaron cortes de 7 micras que fueron tefidos con
Hematoxilina — eosina (H-E). La H-E es una de las técnicas de tincion
mas empleada en la histologia, la Hematoxilina tiie de color morado
oscuro y que actua como una tincion basica (basofilica), la eosina a su
vez tine de color rosa a rojo y funciona como una tincion acida
(acidofilica). La hematoxilina reacciona especificamente con los acidos
nucleicos (ADN y ARN), la eosina reacciona con proteinas del citoplasma
y con una variedad de estructuras extracelulares. Dependiendo de los
niveles de acidez o basicidad es la intensidad de tincion que llegan a
tener los cortes histologicos (Leslie et al, 2001)

Estas microfotografias fueron tomadas de la zona de la corteza
renal donde se encuentran los glomérulos y que esta altamente
vascularizada ya que estas estructuras renales son las encargadas de
filtrar los desechos del organismo para ser excretados en la orina. Por lo
que, se realizdé la histologia para poder identificar si la administracién
cronica de AGII alteraba la integridad de este 6rgano como consecuencia
subsecuente a las alteraciones provocadas por el estrés oxidante e

inflamacion causada por la DE.
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Figura 5. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo vehiculo tefiida con Hematoxilina Eosina, donde
se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados distales
(TCD); Tubulos colectores (TC); capsula de Bowman (CB); células mesangiales (M); polo vascular (PV).

Figura 6. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo AGII tefiida con Hematoxilina Eosina, donde se
aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados distales
(TCD); capsula de Bowman (CB); macula densa (MD); polo vascular (PV); eritrocitos (E).
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Figura 7. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo Losartan tefiida con Hematoxilina Eosina, donde
se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados distales
(TCD); Tubulos colectores (TC); capsula de Bowman (CB); células del epitelio parietal (EP); polo

vascular (PV).
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Figura 8. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo SeAce tefiida con Hematoxilina Eosina, donde se
aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados distales
(TCD); capsula de Bowman (CB); polo vascular (PV); eritrocitos (E) .
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Figura 9. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo SeMeOH tefiida con Hematoxilina Eosina, donde
se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados distales
(TCD); capsula de Bowman (CB); eritrocitos (E).

En las Figuras 9 a 13 se muestran las histologias correspondientes
a la técnica de tincién de Tricrémica de Masson que diferencia al tejido
conectivo del tejido muscular, en este caso la tincion que se genera es de
color azul oscuro para los nucleos, de color rojo el tejido muscular, la
queratina asi como el citoplasma y de color azul claro el colageno y el

mucindgeno.
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Figura 10. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo Vehiculo tefiida con Tricrémica de Masson,
donde se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados
distales (TCD); Tubulos colectores (TC); capsula de Bowman (CB); macula densa (MD); células
mesangiales (M); fibras de colageno (C).

Figura 11. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo AGII tefiida con Tricromica de Masson, donde
se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados distales
(TCD); Tubulos colectores (TC); capsula de Bowman (CB); macula densa (MD); células mesangiales(M);
colageno (C). Ovalos amarillos indican perdida de la estructura debido a que los contornos de las células
se vuelven difusos y se aprecia depositos de materia cicatricial como colageno.
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Figura 12. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo Losartan tefiida con Tricrémica de Masson,
donde se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados
distales (TCD); Tubulos colectores (TC); capsula de Bowman (CB); macula densa (MD); polo vascular

(PV); células mensagiales (M).

Figura 13. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo SeAce tefiida con Tricrdmica de Masson, donde
se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados distales
(TCD); Tubulos colectores (TC); capsula de Bowman (CB); macula densa (MD); polo vascular (PV);

células mesangiales (M).
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Figura 14. Micrografia 40X de la corteza renal del grupo SeMeOH tednida con Tricromica de Masson,
donde se aprecian: el glomérulo (G); Tubulos contorneados proximales (TCP); Tubulos contorneados
distales (TCD); Tubulos colectores (TC); capsula de Bowman (CB); macula densa (MD); polo vascular
(PV); células mesangiales (M)

8.5. Ensayos en aorta aislada de rata

En la Grafica 6 se muestra el comportamiento de aorta aislada de
rata sin células endoteliales, bajo dos condiciones de estimulacion de la
contraccion del musculo liso vascular. Se reporta la contracciéon
resultante, respecto a la contraccion maxima generada por |la
administracion de KCI. En esta grafica se observa la contraccion
dependiente de la concentracion de AGII (circulos sdlidos), en la que se
establecié un Emax = 98% y una ECso = 8.5 x 10°° M, asi como el efecto de
diferentes concentraciones del extracto SeHA, que presentaron una

disminucién significativa en el valor de Enax . Los diamantes representan
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a la concentracion de 0.15 ug/ml de SeHA con una disminucion de 20%
con respecto a la contraccion obtenida con AGII sola.

En los cuadros vacios se presentd el comportamiento de los anillos de
aorta con 0.30 ug/ml del SeRHA, la disminucién de Enax fue de 50% con
respecto a la AGII sola. La concentracion maxima de SeRHA (0.60 ug/ml),
provocd una disminucion de la contraccién de alrededor de 70%. Los
valores de ECso que se obtuvieron fueron de alrededor de 1.5 x 10°% M
de AGII, para las tres concentraciones de extracto.

En la grafica 7, se aprecia el comportamiento de los anillos de aorta
sin CE, en presencia de concentraciones crecientes de Ca’™ y una
concentracion constante de AGII utilizada como agente desencadenante
de la contraccion del musculo liso vascular. La contraccion mostré un
comportamiento contractil dependiente de la concentracion Ca*". El valor
para AGIl presentd una Enax = 95 -98 % y ECso = 0.0008 M (circulos
solidos). Al momento de la administraciéon de las diferentes
concentraciones de SeRHA + AGIl se presenté una disminucién
estadisticamente significativa de los valores de Enax, para SeRHA de 200
ug/ml (diamante vacio) la disminucion fue de 20-25% con respecto a la
contraccion obtenida con AGII sola y una CEso de 0.001 M. Con SeRHA
400 mg/ml (cuadro vacio) la disminucion de Enax fue del 50% con
respecto a la curva de AGIl y su CEso de 0.001 M. El efecto maximo fue

de SeRHA 800 ug/ml (cruces), provocando la disminucion de la
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contraccion de alrededor del 80% y los valores de ECs0 que se obtuvieron
fueron de 0.003 M de Ca™".

Estos resultados nos dirigen a proponer que el posible modo de
accion esta directamente relacionado con la modulacién de la actividad
del Ca™, como el encargado de provocar la vaso constriccion posterior a
la administracion de AGIl, ya sea bloqueando canales de Ca'",
impidiendo que el Ca”™ entre a la célula, o por el bloqueo de la

interaccion calcio-calmodulina.
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Grafica 6. Porcentaje de contraccion del musculo liso vascular de anillos de aorta de
rata aislada estimuladas con concentraciones crecientes de AGII, con respecto al
efecto maximo obtenido con KCI. Asi como la evaluacion del efecto vasorrelajante del
extracto SeRHA estimulado con AGIl. Se utilizé nifedipina como control positivo ya
que es un bloqueador de los canales de calcio. Se realizé una prueba de ANOVA y
una post prueba de Tukey con una diferencia de medias + DE con significancia de
p<0.05, con una n=10 animales
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Grafica 7. Porcentaje de la contraccion del musculo liso vascular de anillos de aorta
de rata estimulados con AGII, en presencia de concentraciones crecientes de CaCl,
con respecto al efecto maximo obtenido con KCI. Asi como el efecto modulador del
extracto SeRHA sobre la contraccion. Se realizé una prueba de ANOVA y una post
prueba de Tukey con una diferencia de medias + DE con significancia de p<0.05, con
una n=10 animales.

8.6. Cuantificacion de los niveles de O;"" en cerebro, rifiones y

aortas de ratones con hipertensiéon arterial.

En la grafica 8 se observa que la concentraciéon del anién superoxido fue
menor en el grupo basal (Vehiculo) en todos los érganos muestreados.
Siendo ambos rifiones los que mostraron el menor nivel, en contraste de
la aorta. Mostrando wuna diferencia en el comportamiento de la
microvasculatura, vista en el primer caso respecto a l|la vasculatura

mayor. El grupo de dafo, que corresponde al tratamiento con AGII, fue
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aorta la que mostro la mayor nivel de Oy, respecto a los rifiones y el
cerebro; en estos ultimos el nivel de Oz~ no mostré diferencia
significativas entre ellos. Es destacable el hecho de que el tratamiento
con Losartan no mostré capacidad de disminuir el nivel de Oz~ en todos
los 6rganos al comparar contra el control negativo, exceptuado el caso de
la aorta, en donde si hubo una disminuciéon importante. Ademas el caso
del nivel de Oz~ en cerebro fue mucho mayor cuando se administré
losartan, es probable que los productos de biotransformacién de este
farmaco sea capaces de aumentar el estrés oxidante en este o6rgano. En
el caso de los grupos tratados con los extractos de S. edule, se pudo
observar que hubo una disminucion significativa en el nivel de Oy,
comparado contra el control negativo y el control positivo a excepcion de
lo observado en la aorta. Es noble que el extracto de acetona fue mas

efectivo en el control del nivel de O~ en todos los 6rganos comparado

con el extracto de metanol.
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Grafica 8. Resultados de anién superéxido por fluorometria con DHE. Se realizé una
prueba de ANOVA y una post prueba de Tukey con una diferencia de medias + DE
con significancia de p<0.05. (*) Diferencia estadisticamente significativa con respecto
al grupo Vehiculo. (**) Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo
AGII
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9. DISCUSION

La Hipertension Arterial Sistémica es un padecimiento cronico
degenerativo que por su etiologia se ha considerado que es idiopatica o
secundaria a un padecimiento subyacente, tal es el ejemplo de la
Diabetes Mellitus tipo 2. En donde podemos suponer que la Disfuncién
Endotelial es la alteracién de la cual se origina la HAS. De tal forma que
los padecimientos cronico degenerativos como DM2 vy dislipidemia
derivada de obesidad provocan HAS por la alteraciones que llevan a la
DE (Paravicini et al., 2008). Por ello también, que al ser la DE el origen
de este tipo de HAS, se puede inferir que no se revertira con sodlo
controlar la HAS.

Los mecanismos por los cuales se puede llegar a controlar o revertir
la DE asociada a la HAS es por medio de la modulacion del estrés
oxidante asi como del proceso pro-inflamatorio derivado de esta
alteracién (Li, 2013). Por lo que en este trabajo proponemos un modelo
de HAS cronica basado en la primicia del modelo propuesto por Goldblatt
(Goldblatt,1934); el cual const6 de provocar una leve constriccion de la
arteria renal con una pinza o abrazadera ajustable para inducir un cuadro
de isquemia renal, provocando la sobre-estimulacion de RAAS,
culminando en la produccion exacerbada de AGII. Por lo que en una
primer propuesta se administré por via i.v. AGII, para generar la HAS de
modo agudo (Lombardo, 2008). Lo anterior se basa en que se ha

observado que la administracion aguda de AGII provoca un incremento
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transitorio de las cifras de presidén arterial de entre un 25 y 35%, por un
periodo de tiempo de hasta 300 segundos, estableciendo asi el modelo
agudo de HAS. En este trabajo, se diseid un esquema de administracién
cronico de AGII, utilizando dosis sub-efectivas que no provocaran HAS
inicialmente, pero que debido a su cronicidad se acumularan los dafos
que provocaron HAS crénica. Como se pudo comprobar a lo largo de los
ensayos de este trabajo, el origen de la HAS fue por el proceso
inflamatorio y oxidante provocado por la administracion sub-efectiva de
AGIl, mas que la vasoconstriccion mediada por la estimulacion de los
receptores AT4 de la células de musculo liso vascular, este efecto lo
vemos claramente en el ensayo de HAS crénica mostrada en la Grafica 1.
Donde se presentan los resultados correspondientes a la administracién
sub-efectiva cronica de AGIl, en la cual el grupo vehiculo tras diez
semanas de administracion i.p. de SSI mantienen valores normales de PA
de 100/62 mmHg (The Jackson Laboratory, 2014). Sin embargo, el grupo
tratado solo con AGIl presentdé un incremento estadisticamente
significativo con respecto al vehiculo con una PA de 156/92 mmHg,
indicando que el tratamiento de administracion de dosis sub-efectivas de
AGIl i.p. de manera crénica logra el objetivo de provocar HAS. El grupo
coadministrado con Losartan + AGII, mostré una modulacion de la PA a la
baja con una PA de 124/75 mmHg que corresponde a un 22% y 17%
respectivamente, que es estadisticamente significativa con respecto al

grupo AGII, esto es consistente con la actividad antagonista de los rAT;4
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(PLM, 2014), controlando asi la hipertension provocada por Ila
administracion créonica de AGII en contraste al grupo control negativo. Sin
embargo, los tratamientos SeAce y SeMeOH tuvieron un efecto todavia
mayor sobre la modulacién a la baja de la PA de lo que presentd
Losartan, con valores de PA 115/67 y 114/66 mmHg respectivamente, que
fue equivalente a que SeAce redujera la PAS en un 26% y la PAD en un
28 %, mientras que el extracto SeMeOH provocd una reduccién de un
27% para PAS y 28% para PAD. Este efecto puede estar dado por la
actividad sinérgica que logran tener estos extractos, ya que presentan
compuestos derivados de acido cinamico a los cuales se les han
identificado actividades anti-inflamatorias y antioxidantes (Suzuki et al.,
2007; Higuchi, 2014; Marfella et al., 2014). Aunque también, estos
extractos han demostrado tener un efecto sobre los rAT, asi como sobre
la cadena de sefalizacion que se desencadena a partir de la activacion
de este receptor.

Habra que recordar que AGII al interactuar con rAT4, inicia una
cadena de sefalizacion donde se activa una proteina G que a su vez
promueve la activacion de la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C,
subsecuentemente l|la fosfolipasa C que hidroliza a los fosfolipidos
produciendo DAG e IP3. Este ultimo activa a los canales de calcio del RE
incrementando la concentracion de Ca’™ que a su vez promueve la
entrada de Ca’" extracelular por canales especificos de Ca’'". Este

incremento en Ca’" es el que genera la contraccion del MLV ante un
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estimulo agudo. En cambio la DE que conlleva a la HAS que esta
regulada por la participacion de la AGIl sobre la activacién de NOX
desencadenando un proceso de estrés oxidante por la sobre produccidn
de O2"~ (Li et al., 2014). Como ya se ha descrito el O,"" es una de las
ROS mas reactivas y que participa en la transformacién del NO a
ONOO"™ que transforma de manera no enzimatica al AA en PG asi como
en TX (Vanhoutte et al., 2005). Estos dos componentes estan
estrechamente relacionados con el proceso inflamatorio

Por lo que el estrés oxidante se considera una de las principales
alteraciones provocadas por la HAS, que esta estrechamente relacionada
con la DE, en la cual el estado inflamatorio y el estrés oxidante son sus
principales agentes de dafo. El modelo que se utiliz6 para provocar
hipertension arterial crénica se basd en la primicia de la alteracién de la
RAAS, en donde la AGII es el agente primordial de la alteracién. La AGII
como ya ha sido expuesto anteriormente es un agente de regulacion de la
PA, sin embargo cuando hay una sobre produccién o en este caso un
incremento en la presencia de éste se generan alteraciones
principalmente en el sistema reno-vascular. La AGIl ademas de ser un
potente vasoconstrictor que regula la PA también participa en la
activacién de la NOX, ésta es una enzima implicada en la formacién de
radicales libres en las células endoteliales. En el momento en que la NOX
se activa y forma anién O, que consume y agota la disponibilidad de

NO formando asi peroxinitrito (ONOO"™). EIl ONOO"™ a su vez tiene la
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capacidad de transformar de manera no enzimatica el AA y formar
prostanoides como: prostaglandinas y tromboxanos, que participan en el
proceso inflamatorio vascular, aunado a esto también son
vasoconstrictores muy potentes y que junto con la disminucién en la
disponibilidad de NO, afectando asi los efectos benéficos vasorrelajantes
de esta molécula.

Para poder establecer y confirmar que la HAS provocada por la
administracion sub-efectiva de AGIIl no sélo fue por activacion de los rAT1
y la cascada de sefalizacién subsecuente, se hicieron cortes histologicos
teiidos con hematoxilina — eosina y tricromica de Masson. Asi como
también se hicieron ensayos de cuantificacion de citocinas pro-
inflamatorias en un 6rgano altamente vascularizado como es el rindn y

pruebas de estrés oxidante en riiidn, cerebro y aorta.

En las Figuras 5 a 9 se aprecian las fotomicrografias de los diferentes
tratamientos tefiidos con H-E, donde en el grupo Vehiculo (figura 5) que
solo fue administrado con SSI, se puede apreciar un glomérulo junto con
los tubulos contorneados distales y proximales de manera definida sin
presencia de danos o alteraciones como se ve en el tratamiento con AGII
(figura 6), donde los glomérulos se ven deformes con perdida de la forma
de la capsula de Bowman y con infiltracion de eritrocitos en la parte de
los tubulos contorneados. El grupo con losartan (figura 7) presentan una
integridad semejante a la del grupo Vehiculo, sin embargo, los glomérulos

se ven crecidos dentro de la capsula de Bowman. En el grupo tratado con
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SeAce (figura 8) se presenta ligera infiltracion por eritrocitos junto a los
tubulos contorneados, sin embargo el dafio no es tan evidente como en el
tratamiento de AGIIl. El tratamiento con SeMeOH (figura 9) es el que
presentd el menor dafno provocado por la AGII, por lo que este atenud de
manera eficiente las alteraciones derivadas de la administracién crdonica
de AGII.
En las Figuras 10 a 14 se muestran las fotomicrografias de los diferentes
tratamientos tefidos con tricromica de Masson, las cuales muestran la
formacién de fibras de colageno que se presentan en color azul, en la
Figura 10 se aprecia que tanto los glomeérulos y tubulos contorneados no
presenta formacién de colageno a diferencia del grupo control negativo
(Figura 11) que presentd dentro de los glomérulos y en la parte del lumen
de los tubulos contorneados una deposiciéon de colageno que indicaria un
proceso de cicatrizacion, que probablemente este asociado a el dano del
proceso inflamatorio y oxidante desencadenado por la administracion
cronica de AGIIl, asi mismo se aprecia que hay perdida estructural de
algunos tubulos contorneados. Los tratamientos con los extractos se
muestran en las figuras 13 y 14, donde hay una disminucion en la
presencia de colageno indicando que estos extractos disminuyen el dafio
provocado por la AGII.

En el ensayo de cuantificacion de citocinas se observo que el
tratamiento con AGII provoco un incremento estadisticamente significativo

con respecto al grupo vehiculo, esto es consistente con lo reportado por
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Xu et al. (2011), donde estudiaron la participacion de la AGIl en la
modulacion de la inflamacion, la activacion de moléculas de adhesion
como VCAM-1 y de iNOS y su participaciéon en el estrés oxidante. Los
tratamientos de Losartan y SeAce no presentan diferencia alguna con el
tratamiento de AGIlI (Graficas 2 a5) . En el caso de Losartan como
antagonista de los rAT1 no intervienen en el control de la inflamacién que
esta activada por otras vias como es la activacion de NOX (PLM, 2014).
El extracto SeAce tampoco intervino como se habria esperado, esto
puede deberse a que este extracto no presenta los compuestos con
actividad antiinflamatoria, lo que contrasta con los resultados de estrés
oxidante ya que este mismo extracto si modula la produccion de anién
superoxido de manera estadisticamente significativa. Sin embargo, el
extracto SeMeOH baja los niveles de anién superdéxido pero no tan
eficientemente como SeAce. Lo que es interesante ya que SeMeOH

modula a la baja tanto las interleucinas como a TNF-a.

En las Figuras 6 y 7 se presentan los resultados del ensayo de
aorta aislada. En donde la accion vasoconstrictora de la AGIlI fue
dependiente de la concentracion de calcio, en este ensayo se observo
que el incremento en calcio promovioé una elevacion en las contracciones
de la aorta cuando se administr6 AGIl a una sola concentracion. Se
empled nifedipina como control farmacolégico; ya que, especificamente
bloquea los canales de calcio tipo L, como un antagonista competitivo

(Shen et al., 2000), en la entrada de calcio que puede ser por

67



despolarizacion o por acoplamiento de l|la respuesta del receptor
(Godfraind et al., 1983) que en este ensayo fue activado por AGII. El
extracto SeRHA en comparacion con nifedipina, respondi6 como un
antagonista irreversible (también Ilamado antagonismo farmacoldgico),
que modifica la curva de concentracion respuesta hacia la baja, indicando
que el agonista (en este caso AGIl) ya no podra provocar su efecto
maximo a ninguna concentracion. Las tres concentraciones utilizadas del
extracto, no so6lo inhibieron la contraccion aodrtica, también alteraron la
ECs0 como lo hace un antagonista competitivo (Weir, 2010).

Este comportamiento confirma el efecto antagonista de AGII, sin embargo
podria también tener un efecto calcio antagonista. El extracto SeRHA
puede que actue bloqueando ya sea a los receptores de AGIl o
impidiendo la activacion por este agonista del segundo mensajero, que
promueve el flujo de calcio endoplasmatico, que activa a su vez a los
canales de calcio tipo L, permitiendo aun mayor entrada de calcio a la
célula, donde forma complejos calcio-calmodulina que deriva en la
contraccion muscular (Guyton et al., 2006; Perekh et al., 2005), con estos
resultados se demuestra la actividad vasorrelajante y antihipertensiva del

extracto de S. edule.

En la grafica 8 se muestra el efecto que se obtuvo por la
administracién de AGIlI durante las 10 semanas de tratamiento. Se
obtuvieron de los animales de experimentacion para esta prueba el

cerebro, ambos rifiones y la aorta. Se puede apreciar en cada uno de los
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tejidos el incremento del anién superdxido en el grupo de AGII con
respecto a el grupo vehiculo. Interesantemente esperariamos que el
grupo de Losartan mostrara niveles bajos del anién superdxido, sin
embargo, en cerebro y ambos riflones el losartan no muestra diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo AGIl y solamente en
las aortas presenta una regulacion a la baja, ésta es la arteria mayor
encargada de distribuir la sangre al organismo posterior al bombeo
cardiaco. Por otro lado, en el riidn se encuentran conformado por
microvasculatura que esta conformada por arteriolas y capilares que se
encargan de regular la PA por medio de la resistencia periférica y
también se encargan de el intercambio de sustancias con los tejidos
adyacentes, respectivamente (Guyton et al., 2006). Por lo que la
microvasculatura es mas susceptible al efecto sub-crénico de AGII en
comparacién con la aorta. Los extractos SeAce y SeMeOH, presentaron
una disminucion estadisticamente significativa a la baja en los niveles de
anion superoxido con respecto al grupo de AGIlI. De ambos extractos
SeAce es el que presentd una mayor modulacion en la produccion de
O2'™ incluso manteniéndolo en niveles por debajo de los que presenta el
grupo Vehiculo en cerebro, rifidn izquierdo y aorta. La modulacién de los
niveles a la baja de estos extractos nos indica que pueden tener
propiedades antioxidantes o incluso de modulacién de la activacion de
NOX, ya que los compuestos encontrados en estos extractos poseen una

estructura meta-metoxi catecol como la apocinina (Suzuki et al. 2007; Marfella et
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al., 2014; Higuchi, 2014) que es un inhibidor de NOX, Suzuki et al. (2007),
probaron en un modelo de aorta de aislada de rata compuestos derivados del
acido cinamico y apocinina, donde establecieron que los compuestos
cinamicos disminuyeron significativamente la actividad de NOX como la

cantidad de anidén superéxido.
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10. CONCLUSIONES

* Los extractos de S. edule tienen un efecto antihipertensivo en
un modelo cronico de HAS.

* Los compuestos activos presentes en los extractos de
S. edule son derivados de acido cinamico y poseen efectos
antiinflamatorios y antioxidantes.

* Los extractos de S. edule presentan actividad antiinflamatoria
a nivel renovascular en la produccién de citocinas pro-
infalmatorias.

* Los extractos de S. edule presentan actividad antioxidante,
mediante la modulacion de la produccién de anién superoxido

en MLV.
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11. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Determinar la participacion de los extractos de S. edule
sobre los factores moleculares participantes en las
alteraciones provocadas por la disfuncidén endotelial.

Determinar el efecto de los extractos de S. edule a
diferentes concentraciones en las diferentes alteraciones

fisiopatol6égicas derivadas de la disfuncion endotelial.
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Sechium edule is traditionally used in Mexico as a therapeutic resource against renal diseases and to control high blood pressure.
The purpose of this work is to evaluate the antihypertensive effect of the hydroalcoholic extract obtained from the roots of this plant,
including its fractions and subfractions, on different hypertension models induced with angiotensin IT (AG II). The hydroalcoholic
extract was tested on an in vitro study of isolated aorta rings denuded of endothelial cells, using AG IT as the agonist; this assay proved
the vasorelaxant effect of this extract. Vagotomized rats were administered different doses of AG II as well as the Hydroalcoholic
extract, which reduced blood pressure in 30 mmHg approximately; subsequently this extract was separated into two fractions
(acetone and methanol) which were evaluated in the acute hypertension mouse model induced with AG II, where the acetone
fraction was identified as the most effective one and was subsequently subfractioned using an open chromatographic column
packed with silica gel. The subfractions were also evaluated in the acute hypertension model. Finally, the extract, fraction, and
active subfraction were analyzed by MS-PDA-HPLC, identifying cinnamic derivative compounds like cinnamic acid methyl ester.

1. Introduction

Sechium edule (Jacq.) Sw. (Cucurbitaceae) is an endemic plant
from Mexico known as chayote. It is originally from southern
Mexico (states of Veracruz, Puebla, and Oaxaca) and was
domesticated in the valleys of Oaxaca and Tehuacan, Puebla
[1]. S. edule is cultivated for alimentary purposes, where the
stems and fruits are mainly used, although the roots are
specially appreciated in the east and southeast of Mexico [2].
The roots are described as a succulent fibrous tuber with
a characteristic flavour [3]. Also, this plant is used in the
Mexican traditional medicine; in Motozintla, Chiapas, the
“Mam” indigenous community employs the chayote plant for
treating symptoms such as severe headaches with ringing
ears, nervousness, and anxiety, where a decoction of the

leaves is prepared for use as drinking water throughout
the day [4]. Its use is also reported for the treatment of
renal and urinary disorders, like bladder or kidney stones,
inflammation of the urethra, and difficulty and pain when
urinating, as well as high blood pressure, varicose veins, and
venous insufficiency, among others [5, 6].

There has been little pharmacological research done on
S. edule. These studies have reported the hypotensive activity
of aqueous and hydroalcoholic extracts from aerial parts
of the plant; the treatments were administered orally and
intraperitoneally in rats and dogs, respectively [7, 8]. Other
reports have indicated that the hydroalcoholic extract of
fruits of two varieties of S. edule, which were administered
intravenously in anaesthetized rats, produced effects on
different cardiovascular parameters such as lowering blood
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pressure and displaying changes on electrocardiographic
(ECQG) recordings [9]. Nonetheless, the action mechanisms
by which these extracts act are not described. Phytochemical
analysis has been done on the hydroalcoholic extracts of roots
and aerial parts of S. edule plants collected in Italy, where
chemical differences between the two plant organs were
reported. The aerial parts contained a high concentration
of luteolin glycosides, while the most significant concentra-
tion of apigenin derivatives (C-glycosidic and O-glycosidic
bonds) was found in the root extract [10]. The aim of the
current study was to evaluate the antihypertensive effect of
S. edule root extract and fractions on two different murine
models, in which the participation of the extracts as a calcium
antagonist is proposed, as well as the possible modulation of
AG I, together with the chemical identification of the active
compounds implicated in the pharmacological activity.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material and Extract Preparation. Sechium edule
(Jacq.) Sw. roots and aerial parts were collected in the
community of Tuxpanguillo, Veracruz, Mexico (18°47'00.5"
N and 97°00'175"”"W, 1721 meters above mean sea level),
during the months of April and May. Plant material was
identified by Abigail Aguilar-Contreras, M.S., and the IMSSM
Herbarium Director (located in National Medical Center,
Mexico City). Voucher specimens were stored for future
reference (IMSSM-15549). The roots (R) were dehydrated
by freeze-drying and ground in an electric mill (Pulvex)
obtaining particles of <4 mm. An exhaustive maceration was
conducted with ethanol/water (60 : 40) mix at room temper-
ature, concentrated by evaporation at reduced pressure and
controlled temperature, and finally dried by lyophilization,
obtaining a hydroalcoholic root extract (SeRHA). After a
pharmacological evaluation of this extract on vagotomized
rats, it was submitted to a prechemical separation with ace-
tone following with methanol, obtaining the acetone extract
(SeRAce) and the methanol extract (SeRMeOH).

Based on the results obtained from the acute pharmaco-
logical evaluation, SeRAce (2 g) was then subjected to chem-
ical separation by a chromatographic column (64 x 5cm)
packed with Silica-Gel 60 Merck (0040-0063 mm). The col-
umn was eluted against a gradient of chloroform : methanol.
Forty-one fractions were obtained, which then were analysed
by thin layer chromatography (silica gel on aluminium sheets
60 F245 Merck). Based on their chromatographic profile,
20 fractions were grouped and named Rl to R20; from
these fractions, the eight most representative ones were
evaluated on the acute hypertension mice model and two
were characterized by HPLC, using HPLC module system
(Waters 2595) coupled with a PDA detector (Waters 996)
and Empower Chromatographic Manager software version
1 empower pro (Waters). The stationary phase corresponded
to a column Altima HP CI8-HL Rocket (53 x 7 mm; 3 ym).
The mobile phase consisted of a gradient (Table 1) of 0.5%
TFA :CH;CN 1:1at a rate flow of 1 mL/min for 24 min; using
a photodiode detector array, the wavelengths were scanned
at 250-600 nm and the main compounds were analyzed at
340 nm for flavonoids and at 290 nm for cinnamic derivatives.
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TABLE 1: Process conditions for HPLC chromatographic characteri-
zation of the extracts of S. edule.

Time (min) Flow 0.5% TFA (%) CH,CN (%)
0 1.00 100.0 0.0
1.00 1.00 100.0 0.0
2.00 1.00 90.0 10.0
4.00 1.00 90.0 10.0
5.00 1.00 80.0 20.0
7.00 1.00 80.0 20.0
8.00 1.00 70.0 30.0
14.00 1.00 70.0 30.0
15.00 1.00 60.0 40.0
18.00 1.00 60.0 40.0
19.00 1.00 20.0 80.0
22.00 1.00 20.0 80.0
23.00 1.00 0.0 100.0
26.00 1.00 0.0 100.0
27.00 1.00 100.0 0.0
28.00 1.00 100.0 0.0

The extracts and fractions were also analysed by MS-
PDA-HPLC to identify the molecular weight of the active
compounds. The method used was as follows: for the
HPLC analysis, liquid chromatographer (Agilent 1200) with
a visible-UV diode array detector (Waters model 2996) was
used, with a column Zorbax Eclipse Plus C18 100 x 2.1 mm,
3.5um. The eluent used was acetonitrile and water/0.2%
acetic acid, starting at 10:90 and at 30 min 90:10, respec-
tively. The temperature for the column was 40°C with a
flow rate of 0.2mL/min; the results were read at 300 nm.
MS was performed on an Esquire 6000, operating with
negative ion polarity, ESI ionization mode, and negative
current alternating ion.

2.2. Animals. Male Sprague-Dawley albino rats (250-280 g)
and male ICR albino mice (30-36g) from Harlan, Mexico
City, were used. All animals were housed (8 per cage) and
maintained under laboratory conditions: 25°C, a normal
12h:12h light/dark schedule (lights on at 07:00 a.m.) with
free access to water and food (pellets from Harlan rodent
lab diet). The animals were given at least three weeks to
adapt to the laboratory environment before experiments.
All studies were carried out in accordance with the official
Mexican regulation NOM-062-Z0O0-1999 (technical specifi-
cations for production, care, and use of laboratory animals);
the experimental protocol including the ethical aspects was
authorized since December 14, 2010, by the Local Health
Research Committee (IMSS, Registry number: R-2010-1701-
62).

2.3. Angiotensin Il Induced Hypertension in Vagotomized
Rats. Rats were put under surgical anaesthesia with ure-
thane (1.5g/kg, i.p.), the cervical vagus nerve was cut, and
the femoral vein was dissected in order to allow drug
administration. Blood pressure (BP) was measured thought
indirect blood pressure equipment (LE 5002 Storage Pressure
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Meter, Biopac Systems MP 150). In all animals, hexametho-
nium chloride (ganglion-blocking agent) was administered
at 0.1g/kg i.v. dose. After BP stabilization, increasing dosages
of AGII (0.5, 1, and 2 pg/kg) were administered to establish
a dose dependent curve. BP was recorded every 20s for
8 min following each dose. After recording the baseline blood
pressure, three doses of SeRHA were administered (50, 100,
and 200 mg/kg o.p.). One hour later, BP was measured for a
period of 5min; immediately, AG II was injected i.v, at the
doses previously given, and BP was measured again.

2.4. Acute Hypertension Induced on Mice with AG II. Based
on the acute high blood pressure model proposed by Jiménez-
Ferrer et al. (2010) [11] to establish an acute model of
hypertension on mice, it was necessary to determine which
dose of AG II was enough to elevate SBP and DBP over the
normal parameters (120/70 mmHg). A dose dependent curve
was done (data not shown). The optimal dose defined was
1 ug/kg of AG II (Sigma) by i.v. administration. Subsequently
a bioguided analysis was performed to define which extract
(SeRHA, SeRAce, or SeRMeOH, 50 mg/kg, o.p.) exhibited
a higher antihypertensive activity. The three extracts were
administered by o.p., one hour prior to the trial, as well
as Losartan (10 mg/kg, o.p.) an AT, receptor antagonist of
AG 1I that was used as the positive control. The experiment
control group received isotonic saline solution (100 xL/10 g,
o0.p.). One hour after the treatments, under surgical anaes-
thesia (pentobarbital 55 ug/kg, i.p.), BP was monitored by a
noninvasive BP detector (LE 5002 Storage Pressure Meter,
Biopac Systems MP150); 8 BP lectures were taken to establish
a base line, immediately after AG II was administered and
the BP was registered again. At this point, the SeRAce extract
was chosen for the chemical separation by chromatographic
column. Representative fractions (R2, R5, R6, R8, Rl1l, R14,
R17, and R20) were also tested in this same model.

2.5. In Vitro Aorta Ring Assay. Rats were sacrificed by decap-
itation, the thoracic aorta was isolated, cleaned of fat and
connective tissue, and all aortas were denuded of endothe-
lium film by gentle mechanical procedure and, finally, cut
into rings of about 4-5mm of width. The rings were tied
to stainless steel hooks with silk thread and immersed into
10 mL organ baths of Krebs solution at 37°C and oxygenated
(0,/CO,, 95:5). A basal tension of 2g was established for
all tissues, and Biopac Systems TSD 125c equipped with
AcqKnowledge software recorded changes in basal tension.
KCI (120 mM) was administered to determine the maximum
contraction of each prepared aorta.

Sixty min after stabilizing the tissue, rings were stimulated
with different concentrations of AG II (from 1.00 x 107 to
1.00 x 10°* M) for 10 min and then washed out to remove
stimulant agent and stabilized for another 30 min. The tissues
were preincubated with SeRHA (150 pug/mL, 300 pg/mL, and
600 pg/mL), respectively. The relaxant effect was determined
by comparison among maximum vascular contraction before
and after addition of samples.

To determine the possible vasorelaxant mechanism (like
calcium antagonism), It was evaluate the effect of calcium

TaBLE 2: Effect produced on systolic and diastolic blood pressure of
vagotomized rats by the administration of angiotensin II (i.v.).

AG II doses Systolic pressure Diastolic pressure
ug/kg i.v. mmHg + SD mmHg + S.D.
0.0 127.7 + 3.13 55.1+3.27

0.5 144.3 + 7.34" 70.33 + 6.15"
1.0 145.6 +12.2" 78.3 +9.30"
2.0 153.60 + 11.0" 85.5+15.4"

Data are presented as means + SD with n = 7. ANOVA and post hoc
Bonferroni test. * P < 0.05 was compared to basal data (0.01 mg/kg AG II).

over AG II agonistic activity, the assay consisted of evaluating
a calcium concentration curve inducing vasoconstriction
with AG II at a specific concentration (1 X 10°° M) and the
activity of SeRHA (200 pg/mL, 400 pg/mL, and 800 pg/mL);
Nifedipine (calcium channel blocker) was employed as posi-
tive control.

2.6. Statistical Analysis. Statistical analysis was carried out
with SPSS 11.0 and based on an analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni test. A significant difference was
established with respect to control group when the P value
was lower than 0.05.

3. Results

3.1. Effect of S. edule Root Extract on Vagotomized Rats with
AG 1I Induced Hypertension. Blood pressure elevation on
vagotomized rats was established by a dose dependent curve,
as showed in Table 2.

The administration of the different dosages of SeRHA
extract was capable of inhibiting the increment of BP when
given the respective dose of AG II, the effect of which was
preestablished in the dose dependent curve. Figure 1 indicates
the differential of the decrement of the systolic blood pressure
(SBP) and diastolic blood pressure (DBP) when given AG IL
Once the highest dose of AG II (2.0 ug/kg) is administered
in all three SeRHA treatments, there is a proportional drop
in BP. In Figure 1(a) the 200 mg/kg dose of SeRHA showed
a statistical difference when the 2.0 ug/kg AG II dose was
administered, decreasing BP in 30 mmHg (F(2.93) < 53.06,
P < 0.05) when compared with differential effect (de)
induced with the lower dose of AG II (0.5 ug/kg) and SeRHA
(50 mg/kg). The behaviour of the hypotensive activity from
the SeRHA 100 and 200 mg/kg dose was proportional to the
administration of the AGII dose, making it a dose dependent
drop in SBP, where BP dropped 24 mmHg, with a statistical
difference of both groups of F(2.93) < 152.96, P < 0.05,
when compared with differential effect (de) induced with
the lower dose of AG II (0.5 ug/kg) and SeRHA (50 mg/kg).
This activity could be consistent with the modification of the
cardiac output of the animals and this might be the cause why
Lozoya et al. [7, 8] saw a modification on the ECG recordings
when they tested the fruit and leaf extracts.

The modification of DBP is shown in Figure 1(b), where
the three dosages of SeRHA produced an important effect
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FIGURE 1: Antihypertensive activity of increasing doses (50, 100,
and 200 mg/kg i.p.) of SeRHA, in vagotomized rats with ganglion
blockage by hexamethonium chloride, pretreated with AG II i.v.
Each bar represents the average of the differential of systolic (a) and
diastolic (b) blood pressure with respect to the basal pressure, after
AG II administration. ANOVA, post hoc Bonferroni P < 0.05,
when compared to SeRHA 50 mg/kg represented in white bars (n =
6; mean + SE).

preventing an increase in DBP when administered the differ-
ent AG II doses. These results were more evident than those
of SBP, since only the 100 and 200 mg/kg doses of SeRHA that
were administered in all three AG II groups showed the most
important hypotensive activity compared with the smallest
dose of SeRHA and AG II that are exhibited as the white
bars, as well as in the SBP results; the highest dose of AG II
and of SeRHA had the most potent effect, with a fall of DBP
of around 25mmHg. The impairment of the increment of
DBP by the SeRHA extract in this model might be associated
with an AG II antagonist activity, due to the nature of this
model, where one of the ways to block AG II effect would
be the extract interacting with the AT, receptor for AG II,
since the vagotomization and ganglionic blockage inhibit the
BP control mechanisms in general, and the model is induced
by intravenous injection of the agonistic AG II, leaving this
mechanism of action as the most prominent to occur.

3.2. Ring Aorta Assay. Figures 2 and 3 show the behaviour
of the isolated rat aortas without endothelial cells, under two
conditions of stimulation of vascular smooth muscle. The
resulting contraction is reported with regard to the maximum
contraction produced by the administration of KCL
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FIGURE 2: Percentages of the contraction of vascular smooth muscle
of rat aorta rings stimulated with increasing concentrations of AGI1,
with respect to the maximum effect obtained with KCl, as well as the
evaluation of the vasorelaxant effect of the SeRHA extract stimulated
with AG IL.

Figure 2 presents the aorta contraction curve dependent
on the increasing concentration of AG II (s), witha E . =
98% and a ECs, = 8.5x10™° M. It also shows the effect of three
doses of SeRHA + AG II, 150 ug/mL (<), 300 ug/mL (O), and
600 pg/mL (x); all three extracts had a statistical difference
with respect to AG II, where the first concentration of SeRHA
had a decrease 0of 14% of E,,,, the second one of 44% of E, .,
and the highest concentration diminished the contraction
66% of E,,... The ECs values for the three concentrations of
SeRHA were with an average of 1.5 x 107 M.

Figure 3 shows the Ca"" concentration curve, stimulated
with a constant concentration of AG II (1 x 10~ M) (s). The
contraction of the aorta was dependent on Ca*" concentra-
tion. The AG II E,,, value was 98% of contraction with an
ECs, = 0.0008 M. When SeRHA + AG II was administered,
the resulting effect had a statistically significant decrease
of E_ . where SeRHA of 200 ug/mL (¢) decreased 20%,
400 pg/mL (O) decreased 48%, and finally the 800 pug/mL (x)
concentrations produced a 69% contraction of the aorta with
respect to AG II by itself; the values of ECs,, obtained were of
0.003 M in average. In this experiment, Nifedipine was used
as a positive control due to its calcium channel blocker effect.

3.3. Bioguided Fractioning of SeRHA, Using the Acute Hyper-
tension Mice Model Induced with AG II. Having established
the hypotensive activity of the SeRHA extract, it is important
to identify which group of compounds is responsible for the
biological activity. The extract was summited to a chemi-
cal separation, and two fractions, SeRAce and SeRMeOH
extracts, were obtained. The oral administration of the extract
and fractions was able to reduce the blood pressure while
administering AG II (1.0 yg/kg i.v.) (Figure 4). The most
active fraction was SeRAce and the complete extract SeRHA,
shown by statistical differences for SBP of F(2.57) < 39.69,
P < 0.05, and for DBP of F(2.57) < 126.76, P < 0.05,
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FIGURE 3: Percentages of the contraction of vascular smooth
muscle of rat aorta rings stimulated with AG II, in presence of
increasing concentrations of CaCl,with respect to the maximum
effect obtained with KCl, as well as the modulating effect of SeRHA
extract on the contraction. Nifedipine was used as a positive control
due to its calcium channel blocker activity.

TaBLE 3: Antihypertensive effect produced by losartan (10 mg/kg)
and fractions (50 mg/kg) obtained from SeRAce, on pretreated mice
with AG II (1.0 ug/kg, i.v. ).

Treatment Systolic BP mmHg Diastolic BP mmHg
Vehicle 12751 £ 3.24 61.14 + 6.74
AGII 146.40 + 3.01 95.90 + 8.01
R2 133.98 +15.86 86.3 +£14.86
R5 122.61 +16.43 84.5+18.08
R6 132.38 +17.87 93.03 +20.83
R8 138.01 + 14.84 93.63 £13.98
R11 119.45 £ 19.85 82.07 +16.23
R14 109.21 +13.94" 68.88 +12.10"
R17 109.09 + 8.73" 71.66 +14.53"
R20 122.55 +13.15 77.71 £10.97
Losartan 119.50 £11.73 77.45 +12.41

Data are presented as means + SD with n = 7. ANOVA and post hoc
Bonferroni test. “P < 0.05 is with respect to the negative control (AG II
1.0 ug/kg).

when compared to the negative control condition (AG II),
with a critical decrease of SBP below the base line values,
was established by the vehicle (ISS) group. Both Losartan and
SeRMeOH did not achieve significant differences in SBP and
DBP compared with SeRHA and SeRAce. Nevertheless, they
lowered the BP when compared with the AG II group.

3.3.1. Antihypertensive Activity of SeRAce Fractions. Based
on the pharmacological activity of SeRAce extract, it was
selected for chemical separation by chromatographic column,
from which eight fractions (R2; R5; R6; R8; Rl11; R14; R17;
and R20) were chosen based on their chromatographic profile
to be evaluated on the acute hypertension mice model
(Table 3). Five of the eight fractions presented a decrease
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FIGURE 4: Bioguided assay of S. edule extracts against AG IT agonistic
effect. ANOVA, post hoc Bonferroni *P < 0.05, when compared to
the vehicle represented in white bars (n = 6; mean + SE).

in BP when administered AG II; all five fractions had a
significant hypotensive activity on SBP although not all of
them had the same activity on DBP. Only two fractions (R14
and R17) were able to significantly decrease SBP (F(2.11) <
92.92; P < 0.05) and DBP (F(2.11) < 41.18; P < 0.05), with
a net effect below the SBP of the ISS group and of the control
group Losartan. The hypotensive activity of these extracts
and fractions could be related to the phenolic compounds
that were identified in the chemical characterization done
through HPLC of the R14 and R17 fractions and SeRHA as
well as for SeRAce extracts.

3.4. Chemical Analysis. SeRHA, SeRAce, and the most active
fractions (R14 and R17) were analysed by HPLC and MS-
PDA-HPLC; the compounds in each one displayed diverse
UV spectra that can be related to flavones (A,,,, = 340 nm)
and cinnamic acid derivatives (A,,,, = 290 nm).

The extraction made with acetone from SeRHA allowed
us to obtain a less polar fraction that also presented the
antihypertensive activity that was tested in the biological
model used.

The chromatographic comparison of SeRHA extract with
the fraction SeRAcet that was read at 340 nm (specific for
vitexin and other related flavonoids) (Figure 5(a)) allows
observing the loss of this type of compounds in the fraction
SeRAcet as well as the more polar compounds that came out
with the solvent front. When the comparison of these two
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FIGURE 5: Chromatograms of SeRHA extract (blue line) compared with SeRAcet (black line); they were read at two length waves, panel (a) at
290 nm and panel (b) at 340 nm. Fractions R14 (black line) and R17 (blue line) represented in panels (c) and (d) read at 340 nm and 290 nm,
respectively, show two peaks (1 and 2) with retention times of 721 and 8.04 min. Peak 2 corresponds to the cinnamic acid methyl ester that
corresponds to the MS-PDA-HPLC analysis represented in Figure 6(a) peak 4 and Figure 6(b) peak 160.3.

was analysed at 290 nm (Figure 5(b)), It can be appreciated
an increment in the concentration of the peaks present
throughout minute 7 to 18 of the retention times of this
fraction. The chemical separation of these fraction derived
20 fractions, from which two of them, R14 and R17 (at a
dose of 50 mg/kg), presented significant statistical difference
in the biological activity superior to Losartan. These fractions
were compared in the chromatographic method at 290 nm,
observing an increment in the peaks with retention time 7.21
and 8.04 min in both fractions having the same UV spectrum
for both retention times, peak 1 and 2 from Figures 5(c) and
5(d), respectively. The MS-PDA-HPLC analysis from SeRHA
and the Fraction 14 (Figure 6(a)) allowed establishing that

the peak with retention time of 10.8 min corresponds to a
cinnamic acid methyl ester.

4. Discussion

Blood pressure is a mechanism that an organism has to
maintain a constant irrigation of blood, for nutrient distri-
bution and oxygenation of organs and tissues. It is regulated
essentially throughout two factors, cardiac output (CO) and
total peripheral resistance (TPR). The CO is the total amount
of blood pumped in to the aorta each minute by the heart
and the TPR or vascular resistance is the impediment to
blood flow in a vessel. The pharmacological model used in
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FIGURE 6: Mass chromatogram of fraction R14 (a) and its mass
absorption spectrum (b).

this work has the purpose of simulating an alteration in the
TPR, increasing blood pressure by the administration of AG
II, and triggering a general vasoconstriction reaction. Drug
discovery [12] describes this assay as an AG II antagonism
model.

The vagotomization of the rats eliminates the cardio-
vascular reflexes, without interfering with the heart rate
and normal blood pressure, allowing AG II to induce an
increase of blood pressure, inciting an acute vasoconstriction
when administered intravenously without any intervention
of the sympathetic and parasympathetic response, which
are responsible for the immediate homeostatic control of
blood pressure. The ganglionic-blockade purpose is to block
the transmission of nerve impulses through the autonomic
ganglia [13], impairing the vasculature to compensate blood
pressure when administered AG II or the extract evaluated.

The results obtained from this model allowed us not
only to confirm the antihypertensive effect of this plant
but also to identify the probable action mechanism. The
extracts of S. edule may have an AG II antagonism activity.
This action mechanism can be modulated through direct
antagonism of the AG II receptor AT, or by the intervention
on calcium fluxes activated by AGII, impeding the immediate
vasoconstriction response to the i.v. administration of AG II.

In the isolated aorta assay AG II vasoconstriction action
was dependent on Ca™™ concentration, where it was observed
that the increment in Ca** promoted a rise of the contraction
of the aorta when a single concentration of AG II was
administered. Nifedipine was used as a pharmacological
control; it specifically blocks L-type calcium channels as a
competitive antagonist [14] on the calcium influx that can
be through depolarization or by receptor-response coupling
[15], which, in this assay, was triggered by AG II. The SeRHA

extract, in comparison to Nifedipine, responded as an irre-
versible antagonist (also called pharmacologic antagonist)
that shifts the dose-response curve downward, indicating that
the agonist can no longer exert maximal effect at any dose. All
three concentrations of the extract that were tested not only
inhibited the aorta contraction but also altered the ECy, as a
competitive antagonist would do [16].

This behaviour confirms the AG II antagonist effect,
although it could also have a calcium antagonist effect.
The activity of SeRHA extract can be associated with an
AG 1I receptor blocking action, as well as obstructing the
second messenger system initiated by AG II, which promotes
the efflux of sarcoplasmic calcium that activates the store
operated channels (SOC) that allows more calcium to enter
the cell and form a calcium-calmodulin complex That ends
in vascular contraction [17, 18].

With these results, the antihypertensive and vasorelaxant
activity of S. edule root extract were demonstrated; therefore,
a chemical separation was carried out, obtaining a first
fraction SeRAce, which was summited to chemical separation
and the most chemically relevant fractions obtained were
analysed on the acute hypertensive model; two of them had
the most pharmacological activity (R14 and R17) and were
then analysed by HPLC as well as SeRHA and SeRAce. The
chemical results allowed us to identify most polyphenolic
compounds like flavonoids and phenylpropanoids. Vitexin
was identified in SeRHA and SeRAce as well as coumaric and
cinnamic acid; in contrast with the extracts, fractions R14 and
R17 predominantly had coumaric and cinnamic acid. This
information is relevant and consistent to the results obtained
from the pharmacological experiments.

Polyphenolic compounds have a very wide and important
biological activity regarding cardiovascular diseases. Mainly
in the regulation of high blood pressure, recent studies are
evoked on inflammation and ROS scavenging properties of
this type of compounds [19-22]. Thus, there have been studies
on flavonoids and cinnamic acid derivative on their calcium
antagonism and vasorelaxant activity [23, 24].

Liew et al. [25] demonstrated that red wine polyphenols
like resveratrol act as calcium channel antagonists lowering
free intracellular Ca*". Summanen et al. [23] presented that
numerous simple phenolic compounds like cinnamic acid
derivatives and flavonoids have a potent inhibition of Ca™
entry by high K" -evoked activity; the effects were comparable
to those of verapamil. They presented an inhibitory activity
against Ca™" entry similar to the one of another class
of natural Ca*™" channel antagonists, like furanocoumarins
identified by Vuorela et al. [26]. Other studies of extracts of
Gentiana floribunda that contained flavonoids and tannins
among other compounds were effective for lowering blood
pressure with a vasorelaxant effect, mediated by the inhibition
of Ca™" influx via membranous calcium channels and its
release from the intracellular stores [27].

The presence of cinnamic acid derivatives in the S.
edule extracts and fractions could be responsible for the
angiotensin II and calcium antagonist effect, which were
established with the pharmacological assays, which are
designed to identify a specific action mechanism. Cinnamic
acid derivatives are a group of natural compounds that have



been studied in different antihypertensive models, mostly as
anti-inflammatory and antioxidant activity, although these
studies are based on chronic hypertension assays, which
originate by the alterations of Ca™ fluxes in the vascular
smooth muscle and on the renin—angiotensin—aldosterone
system.

5. Conclusions

In conclusion the results obtained in this work demonstrate
that S. edule extracts have an antihypertensive activity, which
is consistent with the traditional use in Mexico. Thus, the phy-
tochemical analysis was not precise on a specific compound
and the richness in polyphenols opens a new range of inquiry
for other action mechanisms of S. edule extracts related to
inflammation and oxidative stress damage that is related to
hypertension and endothelial dysfunction.
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