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Resumen

El estrés reductor (ER) es un concepto que actualmente no esté bien definido. Sin
embargo, se caracteriza por un incremento de los equivalentes reductores y de
algunos componentes del sistema antioxidante, este aumento sostenido puede
perturbar el equilibrio redox y generar efectos nocivos como interferir en la funcion,
sefalizacion y sintesis de ROS. Por otra parte, la Hibiscus sabdariffa Linnaeus
(HSL) también conocida como flor de Jamaica, es considerada un alimento
funcional, atribuido a sus propiedades antioxidantes per se y por proveer algunos
compuestos que favorecen el funcionamiento de los sistemas antioxidantes. En este
sentido, algunos estudios han mostrado que, el exceso de antioxidantes podria
conducir a ER, por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la modulacion de
la reactividad vascular por ER asociada al consumo excesivo en diferentes
concentraciones de infusion de HSL. Se utilizaron 40 ratas Wistar macho de 300 *
50 g, divididas en 4 grupos experimentales con 10 individuos cada uno, grupo 1
agua, grupo 2, 3y 4 con infusién al 1.5, 3y 6% de HSL respectivamente. Se retird
la aorta toracica y se dividié en tres secciones, en la primera parte se analizo la
reactividad vascular, en la segunda seccién se realizaron cortes histolégicos para
determinar cambios morfolégicos de acuerdo a las diferentes porcentajes de HSL
y con la tercera seccion se determinaron diferentes componentes de los sistemas
antioxidantes como la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD), el glutation (GSH),
el selenio (Se), la tiorredoxina reductasa (TrxR), los nitritos y nitratos (NO3z™ y NO2),
la 3-nitrotirosina (3-NT), los tioles, la glutation peroxidasa (GPx), la glutation S
transferasa (GST) y la lipoperoxidacién (LPO). Los resultados mostraron que el
grosor de la pared y las fibras elasticas en la aorta presentaron incremento
significativo en el grupo de 6% de HSL con respecto al grupo control (p=0.004 y
p=0.02 respectivamente). La presion arterial sistdlica (PAS) aumenté de forma
significativa en los grupos de HSL al 3% (p=0.02) y 6% (p=0.01) con respecto al
control. Estos resultados repercutieron sobre mayor respuesta a la vasoconstriccion
(p=0.001) y menor vasodilatacion (p<0.01) en los diferentes grupos experimentales.

La alteracién en la reactividad vascular se regularizé al incubar la aorta con algunos




ROS, como K20 y H202. Ademas, la HSL favorecio el incremento significativo en los
grupos de HSL al 6% de la G6PD (p=0.02), el GSH (p=0.01), Se (p=0.05), la GPx
(p=0.03) y TrxR (p=0.01), pero disminuy? los tioles (p<0.001), la 3-NT (p=0.04) y la
actividad de la GST (p=0.0005) lo que favorecié la LPO (p=0.01). Los resultados
obtenidos indican que el exceso de antioxidantes proporcionados por las infusiones
al 3% y 6% de HSL modifican la respuesta de vasodilatacion, vasoconstriccion,
aumentan la actividad del sistema antioxidante enzimatico y por consiguiente
agotan los ROS, lo cual conduce a ER, que se ve reflejado en el incremento de la

presion arterial y en las alteraciones anatdmicas en la pared de la aorta.

Palabras clave: Estrés reductor, Hibiscus sabdariffa Linnaeus, sistema

antioxidante, reactividad vascular, presion arterial sistdlica.




Abstract

Reductive stress (RS) is a concept that is currently not well defined. However, it is
characterized by an increase in reducing equivalents and some components of the
antioxidant system, this sustained increase can disturb the redox balance and
generate harmful effects such as interfering with the function, signaling and
synthesis of ROS. On the other hand, Hibiscus sabdariffa Linnaeus (HSL) also
known as hibiscus flower, is considered a functional food, attributed to its antioxidant
properties per se and for providing some compounds that favor the functioning of
antioxidant systems. In this sense, some studies have shown that, the excess of
antioxidants could lead to ER, therefore, the aim of this study was to evaluate the
modulation of vascular reactivity by ER associated with excessive consumption at
different concentrations of HSL infusion. Forty 300 + 50 g male Wistar rats were
used, divided into 4 experimental groups with 10 individuals each, group 1 water,
group 2, 3 and 4 infused with 1.5, 3 and 6% HSL respectively. The thoracic aorta
was removed and divided into three sections, in the first part the vascular reactivity
was analyzed, in the second section histological sections were performed to
determine morphological changes according to the different percentages of HSL and
with the third section different components of the antioxidant systems such as
glucose 6 phosphate dehydrogenase (G6PD) were determined, glutathione (GSH),
selenium (Se), thioredoxin reductase (TrxR), nitrites and nitrates (NO3 and NO2),
3-nitrotyrosine (3-NT), thiols, glutathione peroxidase (GPx), glutathione S
transferase (GST) and lipoperoxidation (LPO) were determined. The results showed
that wall thickness and elastic fibers in the aorta presented significant increase in the
6% HSL group with respect to the control group (p=0.004 and p=0.02 respectively).
Systolic blood pressure (SBP) increased significantly in the 3% (p=0.02) and 6%
(p=0.01) HSL groups with respect to the control. These results had an impact on
greater vasoconstriction response (p=0.001) and lower vasodilatation (p<0.01) in the
different experimental groups. The alteration in vascular reactivity was regularized

by incubating the aorta with some ROS, such as K20 and H202. Moreover, HSL




favored the significant increase in HSL groups at 6% of G6PD (p=0.02), GSH
(p=0.01), Se (p=0.05), GPx (p=0.03) and TrxR (p=0.01), but decreased thiols
(p<0.001), 3-NT (p=0.04) and GST activity (p=0.0005) which favored LPO (p=0.01).
The results obtained indicate that the excess of antioxidants provided by 3% and 6%
HSL infusions modify the response of vasodilatation, vasoconstriction, increase the
activity of the enzymatic antioxidant system and consequently deplete ROS, leading
to ER, which is reflected in increased blood pressure and anatomical alterations in
the aortic wall.

Key words: Reductive stress, Hibiscus sabdariffa Linnaeus, antioxidant system,

vascular reactivity, systolic blood pressure.
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Modulacion de la reactividad vascular por estrés reductor asociado al
consumo excesivo de Hibiscus sabdariffa Linnaeus (Malvaceae)

1. INTRODUCCION

El equilibrio redox es esencial para la homeostasis celular. Se ha prestado
mucha atencién al estrés oxidativo (EO) y se han publicado muchos articulos y
trabajos en mudltiples sistemas, por ello, las rutas metabdlicas de los radicales
libres (RL) y su participacion en las mismas se encuentra bien establecido. La
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), de manera moderada
conduce a efectos benéficos como segundos mensajeros (Steinberg, 2013;
Taverne et al., 2013). Sin embargo, la deplecién de ROS y/o la sobreproduccion
de los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos pueden conducir a
estrés reductor (ER) con consecuencias patolégicas, representado por un exceso
de equivalentes reductores, como la relacion glutation reducido (GSH)/glutation
oxidado (GSSG) y nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH) que pueden agotar
todos los ROS, lo que conduce a la contrapartida del EO (Singh et al., 2015).

1.1. Especies reactivas al oxigeno y sistemas antioxidantes

Los ROS incluyen el radical anién superoxido (Oz’), radical hidroxilo (OHe),
radical alcoxilo (RO¢), peroxiradical (ROQ¢), peréxido de hidrogeno (H2032), acido
hipocloroso (HOCI), éxido nitrico (NO), mondxido de nitrogeno (*ON) peroxinitrito
(ONOO) y singulete de oxigeno (*0O2). Se pueden generar los ROS en varios sitios
intracelulares, que incluyen mitocondrias, peroxisomas, membrana plasmatica,

reticulo endoplasmico y citoplasma (Valko et al., 2007).

Los ROS son el resultado de diferentes vias que incluyen los complejos
mitocondriales de la cadena respiratoria | y 1ll, xantina oxidasa, NAD(P)H oxidasa,
citocromo P450 y desacoplamiento de la NO sintasa endotelial (eNOS), y
sobreexpresion de la NO inducible (iNOS) (Griendling et al., 2000). El equilibrio

redox es necesario para la homeostasis celular y la produccién moderada de ROS




pueden actuar como segundos mensajeros entre ellos estan; NO, *ON y H202. Los
ROS pueden modificar proteinas postraduccionalmente, alterando su
conformacion, estabilidad, actividad y/o capacidad para interactuar con otras
proteinas, modulando asi la funcion celular. Algunas proteinas que son sensibles a
los efectos de los ROS incluyen proteinas involucradas con los canales de calcio,
proteinas contractiles, proteinas involucradas en diversas vias de sefalizacion y

proteinas con actividades transcripcionales (Steinberg, 2013; Taverne et al., 2013).

Por ejemplo, el NO y el *ON pueden actuar como moléculas mensajeras que
contribuyen a la vasodilatacion adrtica (Benhar et al., 2005). EI H202 puede modular
la transduccién de sefiales por la oxidacion reversible de cisteinas que tiene
actividad redox (Rhee et al., 2005). En células de mamiferos, el H202 puede activar
al menos 40 productos génicos (Grune, 2002). Ademas, el nivel no citotdxico de
ROS (concentraciones picomolares) se garantiza mediante sistemas antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, que participan de manera importante en la
homeostasis de los procesos redox celulares (Valko et al., 2007). Si el “equilibrio
redox” se modifica 30 mV representara un cambio de 10 veces entre la proporcion

de especies reductoras y oxidantes (Valko et al., 2007).

Por otra parte, los sistemas antioxidantes no enziméaticos incluyen; GSH,
acido ascorbico (vitamina C), a- y B-tocoferol (vitamina E), a-retinol, (vitamina A),
licopeno, ubiquinol-10, B-caroteno, melatonina, &cido (rico soluble en agua,
piruvato, y bilirrubina (Helmut, 1997). El sistema enzimatico incluye la super 6xido
dismutasa (SOD) con sus tres isoformas; SOD cobre-zinc (SOD Cu-Zn), SOD
manganeso (SOD Mn) y SOD extracelular (SOD-ec), catalasa (CAT) y enzimas que
emplean GSH como las isoformas de glutation peroxidasa (GPx), glutation S
transferasa (GST), glutation reductasa (GR), glutarredoxina (Grd) y tiorredoxina
reductasa (TrxR) (Sharapov et al., 2016).

Como se mencioné anteriormente las células cuentan con los sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, a continuaciéon, se mencionan

brevemente las caracteristicas principales de algunos de ellos.




2. Enzimas antioxidantes

2.1. Superoxido dismutasa

La SOD es considerada una metaloenzima ya que utiliza cofactores
metélicos, cuya funcién es catalizar la reduccion del radical libre Oz a oxigeno (O2)
y H202. La SOD se clasifica de acuerdo a la diferencia que existe en sus cofactores
metalicos y a su localizacion, dividiéndose en SOD CU-Zn localizada en el
citoplasma, SOD-Mn ubicada en la mitocondria y SOD-ec en fluidos extracelulares
(Birben et al., 2012; Guan et al., 2017).

2.2. Glutatién peroxidasa

Es una familia de enzimas de las cuales algunas isoformas utilizan como
cofactor al selenio (Se) y su funcion es catalizar la reduccion del H202 y/o los
hidroperéxidos orgénicos en agua o alcohol respectivamente, utilizando GSH como
agente reductor. GPx1-4 tiene la presencia de selenocisteina en el sitio catalitico,
esta caracteristica garantiza una reaccion rapida con los hidroperéxidos y que
pueda ser reducido por el GSH, mientras que GPx5-8 sustituyen la selenocisteina

por cisteina (Flohé and Maiorino, 2013).

Cada isoforma de GPx se encuentra distribuida en diferentes sitios: GPx1 se
localiza en el citosol y las mitocondrias; GPx2 en el epitelio intestinal; GPx3 en el
plasma; GPx4 con tres isoformas se encuentra en mitocondrias, nucleo, citosol y
parece proteger las membranas celulares del EO; GPx5 se ubica en el epididimo;
GPx6 esta en el epitelio olfativo; GPx8 es una proteina de membrana (Flohé and
Maiorino, 2013). Cabe mencionar que GPx7 y GPx8 son consideradas como
CysGPxs, es decir, no utilizan al GSH como agente reductor, es su lugar utilizan a
las llamadas redoxinas, utilizando mayoritariamente a las tiorredoxinas (Flohé and
Maiorino, 2013).




2.3. Tiorredoxinas

El sistema tiorredoxina comprende a la NADPH, la tiorredoxina reductasa
(TrxR) y tiorredoxina (Trx), que se encargan de reducir los grupos tioles entre las
cisteinas de las proteinas, ademas de proporcionar los electrones a las peroxidasas
dependientes de tiol (peroxirredoxinas) (Lu and Holmgren, 2014; Branco and
Carvalho, 2018).

Las Trx son pequefias reductasas, las cuales se encargan de catalizar el
cambio de disulfuro/ditiol de las proteinas (Lu and Holmgren, 2014). Trx1 en el
ndcleo participa en la regulacion de diversas enzimas y factores de transcripcion
mediante la reduccion de los residuos de Cys en el dominio de unién al DNA (Arnér,
2009; Tapiero et al., 2003; Whayne et al., 2015; Branco and Carvalho, 2018).

Las TrxR son flavoproteinas con una masa molecular de 112 kDa y derivadas
de la familia de las piridinas nucleotido-disulfuro oxidorreductasas, en la que se
incluye la GR, la alquil hidroperdxido reductasa, la lipoamida deshidrogenasa y la
mercurina reductasa (Lu and Holmgren, 2014). La presencia del selenotiol (en la
enzima reducida) es indispensable para la actividad de TrxR, ademas, esta enzima
puede reducir diversos sustratos como peréxidos lipidicos, H202, acido lipoico,
deshidroascorbato, 5,5 Ditiobis 2-acido nitrobenzoico (DTNB), selenocisteina,
ubiquinona o proteina disulfuro isomerasa (Lu and Holmgren, 2014).

En humanos se han identificado tres isoformas de TrxR con diferentes
ubicaciones: TrxR1 en el citosol de la célula en la mayoria de los tejidos; TrxR2
ubicado en las mitocondrias y tiorredoxina glutation reductasa (TGR) que se
encuentra en los testiculos. Los genes que codifican para las TrxR les proporcionan
sus diversas caracteristicas, TrxR1 (gen TXNDR1) tiene afinidad amplia por
diversos sustratos ya que puede reducir tanto a Trx1 y Trx2; TrxR2 (gen TXNRD2)
posee mayor afinidad por sustratos relacionados con la mitocondria como Grx2 y
citocromo C (Branco and Carvalho, 2018). La TrxR2 es fundamental para mantener

la Trx2 en su forma reducida utilizando los electrones de la NADPH. De la misma




forma, la Trx2 es cofactor de la peroxiredoxina 3 (Prx3) y la peroxiredoxina 5 (Prx5)
ubicadas en la mitocondria y las cuales se encargan de reducir el H202 y el ONOO-
(Kameritscj et al., 2021).

3. Antioxidantes no enzimaticos
3.1. Glutation

El GSH es un tripéptido formado por cisteina, acido glutamico y glicina es
abundante en el citosol, nacleo y mitocondria, es antioxidante soluble en los
compartimientos de la célula, protege a la célula del dafio oxidativo de lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Las enzimas que intervienen en su sintesis son la y-
glutamilcisteina sintetasa (y-GCS) y la glutation sintetasa. Presenta interaccion
sinérgica con otros antioxidantes como la vitamina C, E y SOD. Asimismo, el GSH
actla atrapando radicales OHe y Oz, reactivando enzimas que son inhibidas a
concentraciones altas de oxigeno. Dentro de las caracteristicas de esta enzima se
encuentra el enlace y -glutamilo que impide que el GSH sea hidrolizado por las a-
peptidasas y el grupo tiol que le permite reaccionar con algunas sustancias, entre
ellas los xenobiodticos (Cisneros et al., 2011; Zitka et al., 2012).

4. Estrés reductor

Por otra parte, el ER es la contraparte del EO y consiste en el aumento anormal
de equivalentes reductores en presencia de sistemas intactos de oxidacion y
reduccion (Singh et al., 2015). El exceso de equivalentes reductores en forma de
parejas redox NAD/NADH+, NADPH/NADP+ y GSH/GSSG o la sobreexpresion
de los sistemas enzimaticos antioxidantes pueden agotar las ROS (Zhang et al.,
2012; Singh et al., 2015). Los equivalentes reductores en exceso disminuyen las
respuestas de crecimiento celular, inducen alteraciones en la formacién de
enlaces disulfuro en proteinas, reducen la funcion mitocondrial, disminuyen el
metabolismo celular y contribuyen al desarrollo de algunas enfermedades que
estan estrechamente asociadas a afecciones inflamatorias como cardiomiopatia

por agregacion de proteinas, miocardiopatia hipertrofica, distrofia muscular,




hipertension pulmonar, artritis reumatoide, cancer y sindrome metabdlico (SM),
entre otros, ademas el ER cronico puede inducir EO por regulacion de
retroalimentacion positiva (Zhang et al., 2012; Singh et al., 2015). Algunos factores

que contribuyen al desarrollo de ER se mencionan a continuacion (Figura 1):
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Figura 1. Participacion de equivalentes reductores y enzimas antioxidantes en el
estrés reductor (Pérez-Torres et al., 2017).

4.1. Factores que contribuyen al estrés reductor

4.1.1. Nicotinamida adenina dinucleétido oxidado / nicotinamida adenina

dinucleétido reducido

NADPH es un cofactor encargado de donar electrones e hidrogenos en
diversas reacciones catalizadas por algunas enzimas. La sobreproduccién de
NADH induce presion sobre los electrones en el complejo mitocondrial I,
respondiendo dentro de su capacidad para oxidarse y convertir NADH a NAD+.
Este evento, provoca aumento en la fuga de electrones y por consiguiente
disminuye el oxigeno disponible para producir O2. Los elevados niveles de

equivalentes reductores, tales como NADH, favorece un ambiente oxidativo. Sin




embargo, se logra la transicion a ER, por medio de la ruta del poliol (Pérez-Torres
et al., 2017). La ruta del poliol también conocida como ruta del sorbitol, es una ruta
alterna del metabolismo de la glucosa, en donde la conversién de glucosa a
glucosa 6 fosfato (G6P) por la hexocinasa es dependiente de la concentracion
plasmatica de insulina, mientras que la generacion de sorbitol es independiente
del mismo y depende exclusivamente de la concentracion disponible de glucosa

no fosforilada (Blanes et al., 2002).
4.1.2. Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

La G6P es una enzima limitante para diversos procesos, ya que puede ser
utilizada en la glucolisis para producir energia en forma de ATP y NADH, para
almacenar energia en forma de glucégeno o se puede utilizar en la via de las
pentosas (Stanton, 2012). La regulacién de la G6PD esta condicionada por la
relacion NADPH/NADP, la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) se activa
después de la exposicion de la célula a diversos oxidantes extracelulares que
conllevan a la disminucion de la concentracion de NADPH, por lo cual se considera

qgue la G6PD tiene efecto antioxidante (Stanton, 2012).
4.1.3. Nrf2

El Nrf2 es un miembro de la familia “Cap-n-Collar”’, con siete dominios
funcionales (Neh 1-7) los cuales estdn encargados de regular su actividad
transcripcional y/o estabilidad (Bellezza et al., 2018). El dominio N-terminal a
concentraciones bajas (Ko~5nM) se encarga de su interaccion con Keapl, el
dominio Neh5 regula su localizacién dentro de la célula, el dominio Neh6 controla
la degradacién independiente de Keapl de Nrf2, mientras que el dominio Nehl
permite la unién del Nrf2 a la secuencia del elemento de respuesta antioxidante
(ARE) (Keum and Choi, 2014).

Un estudio en ratones demostro que el Nrf2 esta implicado en la sefializacion
para la transcripcion de enzimas antioxidantes tales como SOD, GST, GPx, GR,

entre otras (Dong et al., 2008). Ademas de Keap-1, Nrf2 se encuentra regulado por




la autofagia y la proteina p62 (encargada de regular de manera negativa al Nrf2
mediante Keap-1), una proteina de union a la ubiquitina que actia como andamiaje
para diversos agregados de proteinas (Bellezza et al., 2018). La alteracion de
alguno de los mecanismos antes mencionados, puede provocar la activacion
sostenida y la translocacion nuclear del Nrf2 generando una regulacion
transcripcional incesante de enzimas antioxidantes que favorecen la presentacion
de ER (Pérez-Torres et al., 2017).

4.1.4. Glutatiéon reducido/glutation oxidado

En presencia de ROS, el GSH se oxida a GSSG para posteriormente
reducirse por la GR a GSH; por lo que, el indice de GSH/GSSG es un marcador de
toxicidad celular. EI GSH en el plasma se encuentra en concentraciones
micromolares, mientras que, las concentraciones intracelulares estan en rango
milimolar (Zitka et al., 2012). El exceso de GSH podria disminuir los ROS y
favorecer el ER (Pérez-Torres et al., 2017).

4.1.5. Hierro

El hierro es un importante catalizador en diversas reacciones, conocidas
como reacciones Fenton y Haber Weiss. La alteracién en la homeostasis del hierro
se ha asociado con disfuncion mitocondrial, ya que las mitocondrias utilizan
aproximadamente 90% del oxigeno celular, que resulta en la produccion de ROS
(Dominguez et al., 2017). Por mencionar algunos, los ROS con los que interacciona
el hierro son H202y el OHe, que se reducen a H20 (actividad antioxidante) o se
oxidan, como superéxido con reduccion analoga de Fe'' a Fe'. La disminucién de
hierro intracelular disminuye o altera las reacciones que involucran la generacion

de ROS y puede favorecer la aparicion de ER (Tewari et al., 2013).




4.1.6. Selenio

El Se es un metaloide y componente esencial del sitio activo de algunas
enzimas con actividad antioxidantes que se conocen como selenoproteinas, como
la familia de las GPxs, la TrxR y las yodotironina deiodinasas (IDD) (Roman et al.,
2014). Todas las selenoproteinas a excepcion de la SelP cuentan con un residuo
de SeCys que define su actividad bioquimica, por lo que, la alteraciéon en la
homeostasis de este oligoelemento podria alterar la capacidad antioxidante
(Tonggi, 2008).

5. Aspectos béasicos de la anatomiay fisiologia vascular

Por otra parte, los vasos sanguineos se clasifican de acuerdo a su funcion,
ubicacién y el tamafio de las arterias, venas y capilares. En forma general y
dependiendo del calibre de los vasos sanguineos, se pueden identificar tres capas:
intima (cara interna), media (tunica media) y adventicia (capa externa) (Sandoo et
al., 2010).

A su vez, las arterias se pueden dividir de acuerdo a sus caracteristicas
anatomicas en arterias conductoras o arterias elasticas; arterias musculares o
arterias de distribucién y arterias de resistencia. Algunos ejemplos de arterias
conductoras son la aorta, la arteria pulmonar y la carétida, cuyo distintivo es poseer
gran cantidad de tejido elastico que les permite expandirse y contraerse de acuerdo
a los cambios oscilatorios en la presion arterial (Mc Eniery et al., 2007). Las arterias
conductoras se ramifican en arterias de distribucion, como la arteria braquial, la
radial y la femoral, estas arterias son las encargadas de dirigir el flujo sanguineo a
regiones particulares del cuerpo (Pugsley and Tabrizchi, 2000; Sandoo et al., 2010).
Las arterias de distribucion se dividen en arterias de resistencia y forman parte de

la microcirculacion (Sandoo et al., 2010).




5.1. Aorta

La aorta es la arteria mas grande en el organismo de los animales y
humanos, cualquier alteracion en la estructura y/o funcion de la aorta puede

ocasionar disturbios en el sistema cardiovascular (Berillis, 2013).
La aorta se divide en 5 secciones:

e Aorta ascendente

e Arco adrtico

e Aorta descendente

e Aorta toracica

e Aorta abdominal (Berillis, 2013).

La pared de la aorta presenta tres tunicas: intima (endotelio vascular), media y
adventicia. Ademas, se pueden distinguir otros componentes como las laminas
elasticas y coldgeno que estan intimamente relacionadas con las células del
musculo liso. Tanto el colageno como la elastina determinan la resistencia a las
fuerzas de traccion y rigidez de la aorta. Las propiedades mecanicas de la aorta
dependen de las cantidades de los componentes principales, asi como de la
organizacion espacial (determinadas por proteinas de adhesién de la matriz
extracelular y sus receptores de membrana) y de las interacciones mecanicas entre

estos componentes (Silver et al., 2001; Laurent et al., 2006).

La propiedad mecanica mas importante de la pared de la aorta es su elasticidad
no lineal, que se explica por la “Ley de Hooke”. La Ley de Hooke se aplica para
tejidos biolégicos (ligamentos, tendones, vasos sanguineos, entre otros) que
presentan un comportamiento no lineal de deformacion por accion de esfuerzo-
deformacion, esta caracteristica se relaciona con los efectos viscoelasticos, que
involucran un fuerte estrés inicial para producir una deformacion inicial, conocido
como médulo de Young, posteriormente, la tensidn-deformacion sigue una

tendencia lineal hasta que nuevamente se requiere aplicar tensiones mayores para




generar un aumento drastico de la deformacion, previo a la falla del material de

manera irreversible (Tabernero et al., 2019).
5.1.1. Endotelio vascular

El endotelio vascular es una monocapa de células que recubre el interior de
los vasos sanguineos de todo el sistema cardiovascular. Este se encarga de gran
variedad de funciones como el manejo de la permeabilidad microvascular, la
coagulacion, la inflamacion, el tono vascular, la vasculogénesis, la angiogénesis,
por mencionar algunos (Endemann and Schiffrin, 2004; Jamwal and Sharma, 2018).
Ademas, para controlar la reactividad vascular; las células endoteliales, que se
ubican en la intima, son metabdlicamente activas y liberan diversos mediadores
vasoactivos como el NO, el factor de contraccién dependiente del endotelio (EDCF),
el factor relajante dependiente del endotelio (EDRF), los tromboxanos, los
endoperoxidos, el factor de hiperpolarizacién derivado del endotelio (EDHF), los
prostanoides, el factor de Von Willebrand (VWF) (Janus et al., 2016; Sandoo et al.,
2010). La homeostasis en la produccién de estas sustancias es ateroprotectora, ya
gue el desequilibrio puede generar disfuncion endotelial, que es un indicador previo

al desarrollo de aterosclerosis (Sandoo et al., 2010).

Asi mismo, las células endoteliales estan constantemente expuestas a varios
estimulos entre los que podemos destacar lipoproteinas oxidadas, fuerzas de
friccion, agentes inflamatorios, citocinas, y ROS (Bafios et al., 1993). La alteracion
en la estructura y/o funciébn de las células endoteliales conlleva a diversas
patologias como los diferentes tipos de cardiomiopatias (Janus et al., 2016). En las

figuras 2 y 3 se observa la anatomia de la aorta.
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Figura 2. Anatomia de la aorta Figura 3. Anatomia de los vasos sanguineos
(Berillis, 2013). (Tortora and Grabowski, 2003).

5.2. Oxido nitrico

ElI NO es una molécula pequefia con un electron desapareado en el orbital 21*y,
ademas es considerado el principal vasodilatador y se sintetiza a partir de la
arginina por accion de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS), posee propiedades
antiinflamatorias, antiaterogénicas, antifibrinoliticas y antiapoptoticas, ademas de
evitar la agregacion plaquetaria. (Hilfiker-Kleiner et al.,2007; Valko et al., 2007;

Jamwal and Sharma, 2018).

En medios acuosos la vida media de NO es de escasos segundos. Sin embargo,
en ambientes con bajas concentraciones de oxigeno el tiempo de vida media es
mayor (>15 seg) (Valko et al., 2007). Las caracteristicas mencionadas
anteriormente le permiten ser soluble en medios hidrofilicos como hidrofébicos,
difundiendo facilmente a través del citoplasma y las membranas plasmaticas (Valko
et al., 2007).




Se conocen tres isoformas de la NOS las cuales adquieren diversas
denominaciones de acuerdo al sitio de produccidén: eNOS, se produce en el
endotelio vascular (tanica intima); 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS), se localiza
en el tejido nervioso e INOS, la cual es la isoforma inducible, se sintetiza
principalmente en macrofagos y neutréfilos (Pacher et al., 2007; Taverne et al.,
2013). La eNOS y la nNOS requieren iones de calcio, se localizan en el citoplasma
y son consideradas enzimas constitutivas, ya que, se producen de manera
continua, mientras que, la INOS se activa por procesos patolégicos e inflamacion
(Pacher et al., 2007; Taverne et al., 2013). Las diferentes isoformas se clasificaron
de acuerdo a los sitios donde se identificaron por primera vez. Sin embargo, la
produccién de estas isoformas también se ha observado en otro tipo de células
como en los miocitos cardiacos, el musculo esquelético, las plaquetas sanguineas

y el hipocampo (Sandoo et al., 2010).

La eNOS se encuentra unido a la proteina caveolina dentro de pequefas
invaginaciones de la membrana celular conocido como caveolas, para activarse
necesita separarse de la caveolina; a corto plazo, algunos agonistas del NO pueden
favorecer el incremento de Ca?* en el reticulo endoplasmatico como acetilcolina
(ACh), bradiquinina (BK), trombina, entre otros. Cuando se agotan los niveles
intracelulares de Ca?*, se envia una sefial a los receptores de membrana dando
lugar a un proceso conocido como “entrada capacitativa de calcio o entrada de

calcio operada por depdsitos” (Sandoo et al., 2010).

El NO sintetizado por la eNOS requiere del aminoacido L-arginina el cual utiliza
como cofactores al Ca?*calmodulina y NADPH (Rivero-Vilches et al., 2001; Fleming
and Busse, 2003). En general, la produccion de NO depende de los niveles de Ca?*
intracelular del reticulo endoplasmatico y del extracelular. La reducciéon de Ca?*
promueve que el complejo de calmodulina-Ca?* se disocie de eNOS, provocando
la unién a la caveolina para inactivarse nuevamente y viceversa (Sandoo et al.,
2010).




A largo plazo, cuando disminuyen los niveles intracelulares de Ca?* se activa el
mecanismo de fosforilacion de eNOS, a través de las proteinas quinasas, entre las
que se encuentra la proteina quinasa A y la proteina quinasa Il dependiente de
guanosina 3’,5-monofosfato ciclico (cGMP). La fuerza que la sangre ejerce sobre
la pared de las arterias también conocido como “shear stress”, es el resultado del
aumento de flujo sanguineo en el vaso y puede aumentar la producciéon de NO
mediante la fosforilacién de eNOS por acciones de la proteina quinasa B (akt), pero
también puede estimular los receptores de las células endoteliales y permitir la
adherencia a los mismos de algunos agonistas provenientes de la sangre

aumentando los niveles de Ca?* intracelular (Sandoo et al., 2010).

En particular, el “shear stress” activa los canales de K* activados por Ca?* en la
superficie de la célula endotelial, causando la salida de K* y la entrada de Ca?* en
la célula. Cuando la tensién que la sangre ejerce sobre la pared de los vasos
sanguineos es breve provoca la liberacién de Ca?*, mientras que si esta tension se
prolonga (>30 minutos) las reservas intracelulares de Ca?* disminuyen, por lo que

la produccién de NO depende de la fosforilacion de eNOS (Taverne et al., 2013).

Una vez sintetizado, el NO pasa de la célula endotelial hacia el musculo liso
adyacente, donde se une a la enzima guanilil ciclasa soluble (sGC), esta enzima
presenta en su estructura un grupo hemo que se encarga de reconocer al NO
(Rivero-Vilches et al., 2001; Fleming and Busse, 2003). La interacciéon de estos
componentes mejora la tasa de conversién de guanosina trifosfato (GTP) a cGMP
lo que disminuye la tension del musculo liso (Tsutsumi et al., 1999). Ademéas, cGMP
reduce la liberacion de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico en la célula del misculo
lisoy a su vez, restaura los niveles de Ca?*. Ambas acciones reducen la contraccion
de las células musculares lisas (Sandoo et al., 2010). La figura 4 describe este

proceso.




5.2.1. Nitritos y nitratos

Los NOs™y NO2 son los productos finales de la via de oxidacion del NO, la
determinacion de sus concentraciones hematolégicas es utilizada como indice de
la produccion sistémica de NO. ElI NO2 es considerado una molécula de
sefalizacion, ya que es un intermediario para la generacién de NO, ya sea en el
estdbmago en pH &cido o por la accion con la desoxihemoglobina, induciendo
vasodilatacion (DeMartino et al., 2019). Asimismo, el NO2 puede inhibir la
actividad del complejo mitocondrial | de la cadena transportadora de electrones
mediante la S-nitrosacion, disminuyendo la generacion de ROS, evitando los
cambios de permeabilidad mitocondrial y la liberacion de citocromo C (Waltz et al.,
2015).

El NOs se genera rapidamente a partir de la reaccion del NO con
hemoproteinas oxigenadas en un proceso denominado NO-dioxigenacion, este
proceso desintoxica al sistema cardiovascular del exceso de NO téxico. La vida
media del NO es corta, sin embargo, el NO3™ generado simultdneamente se utiliza

nuevamente para la produccién de NO (DeMartino et al., 2019).
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Figura 4. Mecanismos de accion de diferentes sustancias sobre la contraccion y relajacion en
la célula del musculo liso vascular. Abreviaciones: Ach: Acetilcolina; BK: Bradicinina; SP:
Sustancia P; tPA: Activador del plasmindgeno tisular; GPCR: Receptor acoplado a proteinas; RI:
Receptor de insulina; eNOS: éxido nitrico sintasa endotelial; EDHF: Factor de hiperpolarizacién
derivado del endotelio; Ang: Angiotensina; AA: Acido araquidénico; COX: Ciclooxigenasa; TXS:
Tromboxano sintasa; PGIS: Prostaglandina sintasa; Arg: arginlna; HO:Hemooxigenasa; CO:
Monoxido de carbono; NE: Receptor de noradrenalina; ET: Receptor de endotelina; AT:
Receptor de angiotensina; TX: Receptor de tromboxano; PGR: Receptor de prostaglandina; AC:
Adenilato ciclasa; cAMP: monofosfato de adenosina; sGC: enzima soluble guanilil ciclasa; cGMP:
3’5" guanosina monofosfato ciclico; PKs: Proteina kinasa; MLCK: Miosina kinasa de cadena
ligera; SM MHC: Cadena pesada de miosina del musculo liso; SR: Reticulo sarcoplasmico.

(Sandoo et al., 2010).




6. Hibiscus sabdariffa Linnaeus Malvaceae

Por otra parte, la Hibiscus sabdariffa Linnaeus Malvaceae (HSL) también
conocida como flor de Jamaica ha sido utilizada en diversas preparaciones; los
calices frescos o0 secos sirven para la preparacion de diferentes bebidas; en Sudan
y Nigeria, estos célices se hierven con azUcar para generar una bebida conocida
como “Karkade o Zoborodo”. En México esta bebida es conocida como “agua de

Jamaica” o “té de Jamaica” (Norhaizan et al., 2010; Costa-Rocha et al., 2014).

En la medicina tradicional de algunos paises, por ejemplo, en China se
emplea como tratamiento para pirexia, hipertension y dafio hepético, debido a su
alto contenido de acido protocatecuico; ademas, su extracto de caliz se utiliza como
tratamiento para pacientes con célculos renales por su efecto uricosurico (Tseng et
al., 2000; Prasongwatana et al., 2008). En India, Africa y México las infusiones de
las hojas o calices se usan por sus efectos diuréticos, coleréticos, hipotensivos y

por estimular el peristaltismo intestinal (Costa-Rocha et al., 2014).

Los calices de HSL contienen muchos componentes quimicos incluyendo
polifenoles, acidos polifendlicos, quercetina, acido galico y flavonoides que han sido
utilizados contra el EO. Se ha descrito que los polifenoles de HSL protegen a los
componentes celulares del dafio por oxidacion, disminuyendo la lipoperoxidacion
(LPO) por captura de RL (Sousa et al.,1985), incrementa la actividad de las enzimas
CAT, GPx y SOD, participa en la regeneracion de vitamina C y E, incrementa la
concentracion del GSH reducido, inhibe la actividad de las enzimas xantina-oxidasa
y la enzima convertidora de angiotensina, tiene efecto antiinflamatorio al actuar
sobre la modulacion de la ciclooxigenasa 2 e iINOS evitando la sintesis de la
prostaglandina E2 y del NO respectivamente (Rees et al., 1989), evita la apoptosis
de las células hepaticas por inhibicion de la activacibn de los factores de
transcripcion p-JNK y p38 MAPK activados durante la inflamacion, baja los niveles
séricos de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad e incrementa las

lipoproteinas de alta densidad, aminora la hiperglucemia y la deposicién de los




productos de la glicosilacion avanzada, inhibiendo el desarrollo y/o la progresion de

la aterosclerosis (Ikeda et al., 1997).

En general, se puede decir que los polifenoles de HSL tienen actividad cito-
protectora y efectos preventivos contra el EO in vitro e in vivo; sin embargo, también
pueden mostrar actividades pro-oxidantes cuando se consumen a dosis elevadas
o cuando los iones metalicos estan presentes (Watien et al., 2005). Por lo que su
concentracion determina su actividad pro-oxidante y/o antioxidante. Se han
publicado actividades pro-oxidativas de varios polifenoles, como la quercetina, las
catequinas y el acido gélico (Sergediene et al., 1999). Diversos estudios han
mostrado que la supervivencia y la viabilidad celular, el contenido de tioles, la
capacidad antioxidante total y las actividades de SOD, CAT, GST se redujeron con
quercetina a 50 uM (Robaszkiewicz et al., 2007). Los niveles elevados de
flavonoides (50-250 pM) produjeron citotoxicidad, dafio al ADN, apoptosis y
presencia de ROS por auto oxidacion (Hodnick et al., 1986).

Los antioxidantes fendlicos a altas concentraciones exhiben actividades pro-
oxidantes cuando los iones de metales de transicién, como el hierro y el cobre,
estan presentes formando quelantes y reduciendo la capacidad antioxidante
(Decker., 1997). Los antioxidantes fendlicos se convierten en radicales fenoxilo en
sistemas bioldgicos, estos radicales pueden ser la base de una cascada de eventos
pro-oxidativos que se caracterizan en primer lugar por la auto oxidacién de un
difenol o polifenol concomitante con reduccién univalente de oxigeno molecular,
seguida de la dismutacién de la formacién de Oz y la posterior formacion de OHe
en una reaccion de tipo Fenton (Passi et al., 1987). Estos compuestos difendlicos
son mas citotdxicos que las sustancias monofendlicas porque producen cantidades
mucho mayores de metabolitos de oxigeno reactivos en el espacio extracelular
(Laughton et al., 1989).

La quercetina es un flavonoide que puede conducir a la formacion de H20:2

durante la auto oxidacion (Laughton et al., 1989). Ademas, se ha observado un




exceso de produccion de H202 en microsomas con varios antioxidantes fenolicos

tales como quercetina y galatos (Sousa et al., 1985).

7. Reactividad vascular e Hibiscus sabdariffa Linnaeus Malvaceae

Asimismo, un estudio determiné los efectos de la infusibn de HSL en la
reactividad vascular en ratas con sindrome metabdlico (SM) y ratas con SM
tratadas con HSL, donde se observé que en los anillos de aorta de las ratas con
SM mas HSL disminuyd la respuesta de vasoconstriccion y aumento la respuesta
de vasorelajacion. Ademas, se observo aumento en la expresion de eNOS y en la
concentracion de los NOs y NO2 en comparacion con las ratas con SM sin
tratamiento. Los resultados de este estudio sugieren que la HSL puede tener
injerencia en la sobreexpresion de la eNOS, que se refleja en la respuesta
vasorelajante y por consiguiente en la disminucion de la presion arterial (Pérez-
Torres et al., 2014).

Otro estudio mostré que el extracto de HSL contribuyd a la reduccién de la
fibrosis cardiaca mejorando la distensibilidad y la relajaciébn ventricular, estos
resultados sugieren que el extracto de HSL puede influir en las acciones inotrépicas
y cronotrépicas en el corazén de ratas con SM, lo que puede contribuir a la
restauracion de la resistencia vascular coronaria (CVR) y al rendimiento mecénico
cardiaco (CMP), ademas, estos resultados se vieron reflejados en la disminucion
de la presidon sanguinea de las ratas con SM (Pérez-Torres et al., 2019). Por otra
parte, los polifenoles presentes en la HSL pueden activar la via PI3 K en el
endotelio, esta via se encarga de regular la sintesis de NO mediante la fosforilacion
de la eNOS, ademés de disminuir las arritmias cardiacas mediante la regulacion de
Ca?* en los miocitos cardiacos (Pérez-Torres et al., 2019). Sin embargo, la
concentracion elevada y constante de polifenoles podria mantener activa esta via

con resultados contrarios a los antes mencionados (Pérez-Torres et al., 2019).

Con respecto al efecto pro-oxidante de los agentes fendlicos, recientemente se

inform6 que la infusion al 3% de HSL, se asocié con aumento en la actividad de la




SOD, CAT, GPx y disminucion de la lipoperoxidacion y carbonilacién, en un modelo
de rata con SM. Sin embargo, este incremento en las enzimas y marcadores

antioxidantes también fue evidente en el grupo control (Zufiga-Mufioz et al., 2013).

Lo anterior sugiere que la infusion de HSL a concentraciones bajas 2-3%
puede disminuir o mejorar los sintomas de las patologias que comprenden el SM,
pero en animales clinicamente sanos (control) incrementa la actividad del sistema
antioxidante enzimatico y no enzimético, con una tendencia discreta en la elevacion
de la PAS.




8. JUSTIFICACION

El consumo de altas concentraciones de antioxidantes provenientes de
plantas o productos sintéticos por la poblacion es cada vez mayor sin valorar el
impacto fisiolégico que esto puede ocasionar a largo plazo. Sin embargo, existen
escasas evidencias experimentales que sugieren que el consumo cronico de altas
concentraciones de antioxidantes conduce al desarrollo de diversas patologias. Por
lo que, en este proyecto se propuso explorar el efecto de diferentes porcentajes de
Hibiscus sabdariffa Linnaeus, fuente de antioxidantes naturales, sobre la alteracion
de la reactividad vascular y la posible generacion de estrés reductor por el exceso

de agentes antioxidantes proporcionados por la Hibiscus sabdariffa Linnaeus.

9. HIPOTESIS

El exceso de agentes antioxidantes suministrados por diferentes
concentraciones de infusion de Hibiscus sabdariffa Linnaeus al 1.5%, 3% y 6%
altera la funcién vascular al generar la sobreexpresioén de equivalentes reductores
y/o de los sistemas antioxidantes que eliminaran los ROS y favoreceran el ER, lo

gue aumentara la presién arterial.




10.0OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del estrés reductor asociado al consumo excesivo de
diferentes concentraciones de infusion Hibiscus sabdariffa Linnaeus sobre la

modulacién de la reactividad vascular por medio de la camara de érgano aislado.

11.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

e De acuerdo a las diferentes infusiones de Hibiscus sabdariffa Linnaeus se
cuantificé por medio de espectrofotometria la concentracion de:

+ Flavonoides
+ Antocianinas
+» Polifenoles
+ Vitamina C

e Por medio del cromatdgrafo de gases se determind la concentraciéon de
acido oleico y &cido linoleico.

e En la aorta toracica se determin6:

 Los indices de reactividad vascular por medio de la camara de 6rgano
aislado.

% Los cambios morfolégicos en la pared de la aorta tefiidos con la tincion
tricromica de Masson y plata metenamina Jones.

% Por medio de ELISA se determind la concentracion 3-nitrotirosina.

% Por medio del espectrofotometro se cuantifico las concentraciones de
la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, los nitritos y nitratos, el glutation,
la glutation peroxidasa, la lipoperoxidacion, el selenio, los tioles, la

tiorredoxina reductasa y la actividad de la glutation S transferasa.

e Se determiné la bioguimica sanguinea de los diferentes grupos
experimentales, grupo control y con Hibiscus sabdariffa Linnaeus al 1.5, 3y
6%.




12.MATERIAL Y METODOS

12.1. Muestra animal

Este estudio se llevo a cabo en 40 ratas Wistar macho, los procedimientos
realizados con los mismos fueron revisados y autorizados por el SICUAE de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (SICUAE.DC-2019/3-4, anexo 3) y el
CICUAL del |Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez’
(INC/CICUAL/011/2019, anexo 4). Ademas, de seguir los lineamientos de manejo
y contencién de esta especie establecidos en la NOM-062-Z00-1999.

12.1.1. Criterios de inclusion

¢ Clinicamente sanas.
e Pesode 300 50 g.
e Condicién corporal de tres (CC 3/5)

12.1.2. Criterios de exclusion

e Ratas con un peso inferior o superior al requerido.
e Hembras.
e Ratas que clinicamente presenten alguna enfermedad (problemas

respiratorios, digestivos, inapetencia, agresividad, entre otros).

12.1.3. Tamafio de muestra por grupo experimental

La medicién de la presion arterial sistolica (PAS), es el pardmetro inicial y
cuantitativo del cual partimos para calcular el nimero de animales por grupo, en la
literatura se indica que la media para la PAS en ratas sanas es de 116 mmHg,
mientras que, en las ratas del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez se
ha observado que la media para la PAS es de 112.8 mmHg con una varianza de
20.4, con base a esto se estimo el tamafio de la muestra por grupo a través de p
(presion arterial sistélica de las ratas Wistar) con confianza del 95% y error maximo
(EM) de 3.2 mmHg es decir 116 + 3.2.




Con este fin, se utilizé la siguiente formula:
EM: |p—X| =|116 — 112.8| = 3.2 mmHg
Confianza: |u — x| = [116 — 112.8] = 3.2

_\2 ~2 2 %
T™: n = (og)?%0% _ (2%)(20.4) _ 4x204 _ 816 _ 796 ~ 8
EM?2 (3.2)2 10.24 10.24 —

Donde:
e EM=Error maximo

e ooX=nUmero de desviaciones estandar del estimador de la media.
o 0)26=Varianza de la PAS de las ratas del Instituto Nacional de Cardiologia.

12.1.4. Formacion de grupos y manejo de los animales

Se usaron 40 ratas Wistar macho para formar 4 grupos con 10 animales cada
uno como se indica a continuacién: grupo 1, control (agua); grupo 2, HSL 1.5%;
grupo 3, HSL 3%; grupo 4, HSL 6%. Los animales estuvieron durante 4 semanas
bajo las siguientes condiciones: ciclo de 12 horas luz/12 obscuridad, temperatura
ambiente y la humedad relativa entre los rangos de 18-26°C y 40-70%
respectivamente. El alimento comercial para roedores adicionado con 23% de
proteina cruda, 4.5% de grasa cruda, 6% fibra cruda, 8% cenizas y 2.5% minerales,
(Labdiet 5008; PMI Nutrition International, Richmond, IN.) se suministré a libre
acceso. La infusion de HSL a las diferentes concentraciones se proporciond via oral

(ad libitum) en el agua de bebida.

12.1. 5. Tomay mediciones en la muestra sanguinea

Las muestras sanguineas de las ratas se obtuvieron después de realizar la
eutanasia por decapitacion de acuerdo a lo establecido por la NOM-062-Z00-1999,
posteriormente se coloco la sangre en tubos sin anticoagulante, se dejo reposar

durante 15 minutos a temperatura ambiente y después se centrifug6 a 3,000 rpm;




finalmente se recupero el suero y se congel6 a -4 °C. El colesterol, la glucosa, la
leptina y los triglicéridos fueron determinados por medio de métodos enzimaticos
comerciales (PointeScientific USA ®) y la insulina fue determinada mediante la
técnica de radioinmunoensayo (RIA) (Millipore USA ®), siguiendo los métodos de

rutina recomendados por el fabricante.

El indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) se calcul6 con la siguiente
formula (Borai et al., 2007; Tropf et al., 2017):

HOMA-IR=[insulina(uU/mL)*glucosa (Mm)}/22.5

12.2. Preparacion de la infusién de Hibiscus sabdariffa Linnaeus

Por cada litro de agua en ebullicion se le agregaron 15, 30 y 60 ¢
respectivamente de los célices de HSL (1.5%, 3% y 6%). Se mantuvo hirviendo
durante 10 minutos, se dejé enfriar, se filtr6 y se les proporcion6 ad libitum a las

ratas.

._ IR - s i ol B g,
Dejar hervir @ Enf.riar y @ Colocarlasen '
durante 10 posteriormente los bebederos

minutos filtrar

Figura 5. Preparacion de la infusidon de Hibiscus sabdariffa Linnaeus




12.2.1. Determinacion de la vitamina C

La vitamina C en la infusion de HSL fue determinada mediante el método de
Jagota (1982). Se agregaron 100 uL de la infusion a 200 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (0.20 mM). La mezcla se homogenizé en el vortex durante 5 segundos,
después se incubo durante 10 minutos a temperatura ambiente y se leyé mediante
espectrofotometria a 760 nm. La curva de calibracion se obtuvo utilizando solucion

estandar de acido ascérbico (Jagota S. and Dani H.,1982).
12.2.2. Determinacién de polifenoles

Esta técnica determina la capacidad con la que cuentan los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes, el reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato
y tugstato sédico que reaccionan con cualquier tipo de fenol, dando como resultado
la formacion de complejos fosfomolibdico (HsPMo12040)-fosfotiingstico
(HsPW12040). En pH basico, es decir, al agregar carbonato de sodio (Na2CO3) se
reducen de forma reversible los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico y refleja la
cantidad de polifenoles expresados como equivalentes del acido galico (George S.
et al., 2005; Gutiérrez et al., 2008; Sanchez-Rangel et al., 2013).

Para este método se diluyeron 100 uL de la infusién de HSL en agua
destilada en proporcion 1:10. Después se agregaron 500 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (2 N), la mezcla se homogenizé en el vortex y se incub6 durante 3 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 3 mL de Na2COs al 2%, se
incub6é nuevamente durante 15 minutos a temperatura ambiente, sin embargo, cada
intervalo de 5 minutos se homogenizé la muestra. La absorbancia se leyd a 750 nm

y se utilizé acido gélico para obtener la curva de calibracién.
12.2.3. Determinacién de flavonoides totales

Las flavonas y flavonoles reaccionan con el tricloruro de aluminio (AICls)
formando complejos estables como apigenina, crisina y luteonina, asi como los
flavonoles morina, quercetina, miricetina, kaempferol, quercitina y galangina, que

se pueden analizar mediante el espectrofotometro (Jia et al.,1999).




Los flavonoides totales presentes en la infusion de HSL se determinaron con
el método de Jia (Jia et al.,1999). Se agregaron 500 uL de infusion de HSL a 1250
ML de agua destilada mas 75 puL de nitrito de sodio (NaNO2) al 5% y se incubd
durante 6 minutos a temperatura ambiente. Luego se agrego 150 pL de AICIs al
10% vy la solucion se incub6é durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregd 500 uL de NaOH (0.1 M). La curva de calibracion se
consiguio utilizando quercetina como estandar y la absorbancia se leyé a 510 nm
(Jia et al.,1999).

12.2.4. Determinacién de antocianinas totales

Las antocianinas cuentan con diversos pigmentos monomericos en su
estructura que se manifiestan al cambiar el pH (Lee J. et al., 2005; Garzén G.,
2008). En pH acido, esta molécula manifiesta su forma estable conocida como
oxonio, el cual es de color rojo intenso, mientras que, en pH basico, la molécula
pierde un proton y adiciona agua en su estructura, dando lugar a su forma inestable

conocida como hemicetal la cual no presenta color (Lee et al., 2005; Garzon, 2008).

Para la determinacion de las antocianinas se agreg6 1 mL de la infusién de
HSL a 49 mL de los amortiguadores de NaCz2HsO2 (4 M) a pH 1 Y pH 4.5
respectivamente, la absorbancia se midié a 520 nm y 700 nm y se comparé con
una celda blanco que contenia agua destilada. Se realizé la diferencia de
absorbencia para calcular la 3-glucosido de cianidina como se describe en el
método de Lee (Lee et al., 2005).

12.2.5. Extraccién de los acidos grasos

Para la extraccion de los acidos grasos (AG), es decir, acido oleico y acido
linoleico se utilizaron 100 uL de las diferentes concentraciones de infusion de HSL
con 100 mg de &cido nonadecanoico (CH3(CH2)17COOH) como estandar interno y
cloroformo-metanol (2:1, vol/vol) de butilhidroxitolueno (BHT) al 0.002%, como lo
describe Folch and Sloane-Stanley, 1957. Los AG se transesterificaron a sus
esteres metilicos de AG calentandolos a 90 °C durante 2 hrs con metanol (CHsOH)




y con acido sulfurico (H2S04) al 2% y BHT al 0.002%. Los esteres metilicos se
separaron e identificaron por medio de cromatografia de gases en un cromatografo
Carlo ErbaFratovap 2300 ® equipado con un detector FID y una columna capilar
empaquetada con la fase SP-2330 (30 m de longitud y 0.25 mm -0.2 ym de espesor

de pelicula) utilizando helio como gas portador con un indice de 1.2 mL/min.
12.3. Presion arterial

Se tomd la PAS 24 horas previas a la eutanasia por medio de un
pletismoégrafo. Este aparato consiste en un sistema que utiliza un sensor, colocado
en la cola del animal, conectado a un transductor de presion (SPEM) que envia las
seflales a una computadora equipada con un programa para la captura y
procesamiento de datos (SIEVART version 0.1).

SIEVART 1.1
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Figura 6. Determinacion de la presion arterial en ratas.

12.4. Reactividad vascular

Las ratas fueron eutanasiadas por decapitacion de acuerdo a lo establecido por la

NOM-062-Z00-1999. Después de la eutanasia, se realizdé un corte longitudinal en




el térax de las ratas, se localizé la aorta toracica y diseco, se colocé en una cada de
Petri la cual contenia solucion de Krebs. Se retir6 completamente el tejido conjuntivo
que rodea la aorta bajo un microscopio estereoscopico, con ayuda de instrumentos
de cirugia fina. Se cuidd de no estirar la aorta para que el endotelio no sufriera dafio
mecanico, después se cortaron en anillos de aproximadamente 2 mm. Los anillos
de la aorta se fijaron por medio de ganchos de alambre de Nicromel, al fijar los
anillos se cuidd que éstos no se rasgaran para evitar un posible dafio al endotelio.
Por un extremo el gancho se fij6 al fondo de la camara de 6érgano aislado con
capacidad de 5 mL y el otro extremo se fijo a un transductor de tensién conectado
a un poligrafo Grass modelo 79 D con registrador. La camara contenia solucion de
Krebs con la siguiente composicién: (mM). 118 cloruro de sodio (NaCl), 1.2 fosfato
monopotasico (KH2POa4), 24 bicarbonato de sodio (NaHCO3), 4.7 cloruro de potasio
(KCI), 1.2 sulfato de magnesio (MgSOa4-7 H20), 2.5 cloruro de calcio (CaClz-2H20),
4.5 glucosa, pH 7.4, la cual permanecio con burbujeo constante de gas carbégeno
(95 % de O2, 5 % CO2) y a temperatura de 37 °C. A los anillos se les aplicd una
tensidon basal de 2 g. Las preparaciones se mantuvieron sumergidas en la soluciéon
de Krebs durante una hora con dos cambios de solucion cada 30 minutos. Pasado
este tiempo se verificd que la tensién permaneciera constante a 2 g (a esta tension
las respuestas obtenidas se registraran por abajo del nivel de saturacion). Las

figuras 7 a la 10 muestran el proceso previamente descrito.




Figura 7. Extraccion de la aorta toracica. Figura 8. Eliminacion de tejido conjuntivo
1. Aorta de la aorta toracica.

2. Pulmones

Figura 9 A. Division de la aorta toracica en anillos.
Figura 9 B. Colocacion de ganchos de Nicromel en los anillos de la aorta.




Figura 10 A. Anillo adrtico en la cdmara de drgano aislado.
Figura 10 B. Registro de la reactividad vascular.

12.4.1. Célculo de lareactividad vascular

Dentro de la camara para 6rganos aislados, se someti6é a los anillos de la
aorta a una tension inicial de 2 g representado en el papel milimétrico por 20 mm
utilizado en el poligrafo, para la curva de NE se considerd cuantos mm se desplaza
el trazo hacia la parte superior derecha por cada concentracion hasta ser asintética
con respecto a la basal, esto se va sumando hasta alcanzar la maxima respuesta

para cada concentracion y el resultado se reporta en g (sumatoria simple):

Contraccion (g)=[1]+ [2]+ [3]+ [4]+ [5]

En el caso de ACh se procedié de la siguiente manera, dado que la
concentracion de NE para pre contraer los anillos de aorta es la concentracion de




2X107 (EC50 6ptima), la tension inicial y basal es de 2 g. La respuesta maxima que
se obtiene cuando el trazo se desplaza hacia la derecha en gramos indica el 100%,
posteriormente se agrega de manera creciente y acumulativa la ACh de 2X10° a
10X10%, dado que, la respuesta de relajacion es dependiente para cada relajacion
y acumulativa para la siguiente concentracion se procede a realizar una ecuacion

de relacion de linealidad y proporcionalidad.
Relajacion (%) = (A (%)*(B (g)/C (g)

Donde:

A= Maxima fuerza de contraccion de la concentracibn de NE expresada en
porcentaje

B= Maxima relajacion obtenida por concentracion expresada en gramos
C= Gramos de fuerza dependiente de la concentracion de NE

12.4.2. Curva acumulativa concentracion respuesta de acetilcolina en la

aorta toracica de rata

Las curvas de concentracion/respuesta a ACh se obtuvieron contrayendo los
anillos inicialmente con norepinefrina (NE) 2x107 M y afiadiendo posteriormente

ACh de 2x10° M a 2x10° M, de manera consecutiva y acumulativa.

Después de obtener las curvas de relajacion, los anillos de aorta se lavaron
con solucion de Krebs tres veces continuas y se dejaron en reposo durante 15
minutos, al finalizar este tiempo se cambid la solucion nuevamente, este proceso

se repitié hasta llegar al parametro basal de cada uno de los anillos de la aorta.

12.4.3. Curva acumulativa concentracion respuesta de norepinefrina en

la aorta toracica de rata

Para las curvas de contraccion se afiadio NE a concentraciones crecientes y
acumulativas: 2x10° M a 2x10° M, cuando la curva de contracciéon alcanz6 su

maxima respuesta para cada concentracion, se procedié a aplicar la siguiente.




Luego de obtener las curvas de contraccion, los anillos de aorta se lavaron con
solucion de Krebs tres veces continuas y se dejaran en reposo durante 15 minutos,
al finalizar este tiempo se cambi6 la solucidbn nuevamente, este proceso se repitid

hasta llegar al parametro basal de cada uno de los anillos de la aorta.

12.4.4. Curvas acumulativas concentracion respuesta para valorar la

participacion de las especies reactivas al oxigeno
Superoxido de potasio

Los anillos de la aorta fueron incubados durante 10 minutos con superéxido
de potasio (K20) a concentracién de 2x10" M después de transcurrido este tiempo
la curva de relajacion se realiz6 agregando NE 2X10°7 M, una vez que la curva de
contraccion llegdb a su maxima respuesta se agregdé ACh a concentraciones

crecientes y acumulativas; 2x10° M a 2x10° M.

Para la curva de contraccion, una vez que transcurrio el periodo de incubacion
con K20, se agregd NE a concentraciones crecientes y acumulativas; 2x10-° M a
2x10° M, cuando la curva de contraccién alcanzé su maxima respuesta de cada

concentracion, se procedio a aplicar la siguiente.

Después de obtener las curvas de relajacion y contraccibn con K20
respectivamente, los anillos de aorta se lavaron con solucién de Krebs tres veces
continuas y se dejaron en reposo durante 15 minutos, al finalizar este tiempo se
cambio la solucidon nuevamente, este proceso se repitio hasta llegar al parametro

basal de cada uno de los anillos de la aorta.
Peroxido de hidrégeno

Los anillos de aorta fueron incubados durante 10 minutos con H202 a
concentracion de 2x10% M después de transcurrido este tiempo la curva de
relajacion se realizé agregando NE 2X107 M, una vez que la curva de contraccion
llegé a su maxima respuesta se agregé ACh a concentraciones crecientes; 2x10-°
M a 2x10°M.




Para la curva de contraccion, una vez que transcurrio el periodo de incubacion
con H202, se agregd NE a concentraciones crecientes; 2x10°M a 2x10° M, cuando
la curva de contraccidn alcanzé su maxima respuesta de cada concentracion, se

procedio a aplicar la siguiente.

Después de obtener las curvas de relajacion y contraccion con H20:2
respectivamente, los anillos de aorta se lavaron con solucién de Krebs tres veces
continuas y se dejaron en reposo durante 15 minutos, al finalizar este tiempo se
cambio la solucion nuevamente, este proceso se repitio hasta llegar al parametro

basal de cada uno de los anillos de la aorta.

12.5. Histologia de los anillos adrticos

Los anillos adrticos de cada una de las ratas se conservaron en formalina al
10% en proporcion 1:20 con esta muestra se realizaron cortes histologicos y se
tiferon con las técnicas tricromica de Masson y plata metenamina Jones (JM), los
cortes histologicos fueron analizados con un microscopio de luz marca Carl Zeiss
modelo 6300 equipado con una camara digital CoolSNAP-Pro de 9 megapixeles y

se analizaron por densitofotometria con el programa Sigma Scan Pro 5 ®.

12.6. Homogeneizacién de la aorta torécica

Después de tomar los anillos adrticos, el resto del vaso se congel6 en
nitrégeno liquido y se homogeniz6 con amortiguador de KH2PO4 50mM (pH 7.0) en
presencia de inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 2 uM pepstatina A, 2 yM
leupeptina y 0.1% de aprotinina), se centrifugé a 2500 rpm durante 10 minutos a
4°C. El sobrenadante se separd y almacend a -30°C. La determinacion de las
proteinas totales del homogeneizado se realizO segun el método descrito por
Bradford (Ramirez et al., 2014).




12.6.1. Actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

Esta prueba de espectrofotometria mide la generacion de NADPH a partir de
la NADP* como resultado de la actividad de la G6PD, midiendo la diferencia de

absorbancia de la muestra durante 8 minutos (Benedikt et al., 2017).

Para evaluar la actividad de la G6PD se utiliz6 amortiguador de TRIS-HCI
(0.1 M, pH 7.5), mas 2 pL de G6P (2 mM)y 10 uL de NADP* (5 mM). La mezcla se
leyd en un espectrofotometro (UNICO UV 2100) a 340 nm y se dej6 estabilizar
durante 1 min a 37°C, después de ese tiempo se adicion6é 100 ug de proteina del
homogenizado de aorta y se ley6 inmediatamente en un intervalo de 8 minutos
(Lessmann et al., 1975; Lee, 1982).

12.6.2. Determinacién de nitritos y nitratos

EI NOz reacciona en medios acidos como el acido sulfanilico (HO3SCesHaNH?2)
para formar un cation de diazonio (HO3SCsH4-N=N*) que después se acopla a la
amina aromatica 1-naftilamina (C10H7NH2) para producir una coloracion rojo-violeta

que se puede leer en el espectrofotdmetro a 540 nm (Tsikas, 2007).

Para evaluar la concentracion de los NOs y NOz2z'se utilizé el método de la
reaccion de Griess (1879). Inicialmente se desproteinizaron las muestras, a 100 ug
de proteina del homogenizado de aorta se le agregaron 25 uL de sulfato de zinc
(ZnS04) 10%, luego se agregd 25 L de hidroxido de sodio (NaOH) al 0.5 N, se
homogenizo en el vortex y se centrifugé a 5,000 rpm durante 15 minutos. Después
de centrifugar las muestras, se traspasa el sobrenadante a otro tubo. Se afiadi6 a
las muestras 50 pL de KH2P0O40.14 M pH 7.35, mas 5 pL de NOs reductasa, luego
se incubaron en bafio maria a 37 °C durante 45 minutos. La curva de calibracion se
realizé con nitrato de sodio (NOsNa) 0.1 M en proporcion 1:1000. Posteriormente,
se adicionaron a todos los tubos 50 uL de sulfanilamida al 1%, se incubaron durante
10 minutos en oscuridad. Al finalizar el tiempo de incubacién, se afadié 50 pL de 1-

naftiletilendiamina (NED) 0.1, el volumen total se ajustdé a 1 mL y se homogenizaron




las muestras en el vortex. La absorbancia se leyé a 540 nm (Griess, 1879; Aisa-
Alvarez.et al., 2020).

12.6.3. Determinacién de la 3-nitrotirosina

La determinacién de la 3-nitrotirosina (3-NT) se realizd por ELISA (marca
LifeSpanBioSciencies, Seattle, WA, USA) siguiendo el método de rutina
recomendado por el fabricante y se ley6 a 450 nm en un lector de microplacas de
ELISA (Stat Fax 3200 AwarenessTechnology Palm City, FL, USA).

12.6.4. Concentracion de glutation

Este ensayo consiste en la oxidacion del GSH por medio del reactivo de
Ellman (5,5 Ditiobis 2-acido nitrobenzoico) para formar un croméforo de color
amarillo llamado 5'-tio-2-nitrobenzoico (TNB) el cual puede ser cuantificado por
medio del espectrofotdmetro, la tasa de formacién de TNB es proporcional a la

concentracion de GSH de la muestra (Rahman et al., 2006).

Para determinar la concentracion del GSH, las muestras primero se
desproteinizaron, ya que las proteinas intervienen con la cuantificacion del GSH. A
100 pg de proteina del homogenizado de aorta se le anadieron 100 yL de
KH2P040.05 M pH 7.35, mas 100 uL de tungstato de sodio (Na2WOQa) al 5% y se
agregd 100 uL de H2SOa4, se homogeniz6 en el vértex y se centrifugd durante 5
minutos a 5000 rpm. Después de la centrifugacion se traspaso el sobrenadante y
se agregaron 700 pL de KH2PO4 mas 100 pL de reactivo de Ellman 10M. La mezcla
fue incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos y la absorbancia se ley6 a
412 nm. La calibracién de la curva fue realizada con GSH de 5 a 25 pmol/mg de

proteina (Rahman et al., 2006).
12.6.5. Determinacion de selenio

Esta prueba consiste en determinar la absorbancia del Se (V) por medio de
la digestion de la muestra empleando una mezcla de HCIl: HNOs, las moléculas
organicas son oxidadas por la accion de los acidos, a altas temperaturas el HCI




reduce el Se (VI) a Se (IV) y el NaOH también participa en esta reduccion (Belandria
et al., 2011).

Para evaluar la concentracidén de selenio se utilizaron 200 ug de proteina del
homogenizado de aorta al cual se le agregd 500 uL de la mezcla de HCIl: HNOs
(a&cido clorhidrico: acido nitrico, 1:4) y 500 yL de H202 10%, después las muestras
se incubaron a 115 °C durante 5 hrs para destruir la matriz organica de la muestra,
cada hora se homogeneizaban en el vortex. Posterior a ese tiempo y para detener
la reaccion, las muestras se colocaron en hielo y se le agregé 150 uL de NaOH al
0.5 N, 250 pL de formaldehido al 30%, 200 uL de sulfuro sodico al 0.1 M, 250 L de
acido etilenodiaminatetraacético (EDTA) al 0.01 M y 300 uL de azul de toluidina al
0.004 M. Se incubdé en bafio maria 15 minutos a 25 °C y posteriormente se
centrifugaron las muestras durante 2 minutos a 3,500 rpm. La absorbencia se midi6

en el espectrofotbmetro a 600 nm.
12.6.6. Determinacién de grupos tioles totales

Esta prueba consiste en la reaccion del reactivo de Ellman con un tiol,
comunmente tiolato, produciendo tionitrobenzoato. Para determinar la
concentracion de tioles libres totales se utilizé 100 pg de proteina del homogenizado
de aorta al que se le anadié 100 pL de tetrahidroborato de potasio (KBHa4) disuelto
en una solucion de metanol: agua (1:1 v/v) 10 mM, se homogenizo en el vértex y se
dejo reposar 3 minutos. Posteriormente, se anadieron 750 uL de amortiguador pH
8.2 el cual contenia formaldehido 6.7 mM, adicionado con EDTA 10 mMy TRIS 100
mM, después se dejé reposar 3 minutos. Se agregaron 100 pL de reactivo de Ellman
10 mM. La mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 4 minutos y la
absorbancia se leyé a 415 nm. La calibracion de la curva fue realizada con GSSG y
los valores fueron expresados en tioles totales (Erel and Neselioglu, 2014).

12.6.7. Determinacion de la tiorredoxina reductasa

Se determiné indirectamente por la cantidad de DTNB en presencia de

NADPH para formar 2 moles de TNB. La actividad de la tiorredoxina reductasa




(TrxR) se evalud de la siguiente manera, a 100 ug de proteina del homogenizado
de aorta suspendidos en 3 mL de buffer el cual contenia: KH2PO4 (0.1 Mm, Ph 7.0),
NADPH (0.2 Mm), EDTA (1.0 Mm) y albumina sérica bovina (0.1 mg/ 1 mL). La
muestra se leyo en presencia de 20 yL del inhibidor especifico de TrxR (10 uM de
auranofina), junto con un duplicado de la muestra sin el inhibidor. La muestra se
incub6é y monitoreo a 412 nm durante 6 minutos a 37° C para monitorear la
oxidacién de DTNB, con un coeficiente de extincion de 13600 M- cmX(Pérez-Torres
et al., 2022).

12.6.8. Actividad de la enzima glutation S transferasa

Para evaluar la actividad de la GST se utilizaron 1 mL de KH2POa4 (0.1M, pH
6.5) mas 300 yL GSH 0.1 mM y 300 pL 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB) 10 mM
posteriormente se le afadieron 100 pg de proteina del homogenizado de aorta. La
muestra se incub6 y monitored a 340 nm durante 10 minutos a 37 °C. Los valores
de la GST se expresan en U/min/mg. Una unidad de actividad de GST se expresa

en umol de conjugado de GS-DNB formado/min/mg de proteina.
12.6.9. Actividad de la enzima glutatién peroxidasa

La actividad de la GPx se determiné indirectamente por la cantidad de
NADPH oxidado, esta reaccion requiere de GSH cuya disponibilidad a su vez
depende de la actividad de la GR, la ausencia del NADPH se monitorea mediante
el uso de espectofotometria. Para medir la actividad de la GPx, se utilizaron 100 ug
de proteina del homogeneizado de aorta suspendidos en 2.4 mL del amortiguador
de fosfatos (KH2PO4) 50 mM (ph 7.0), adicionado con NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM
y GR 1 Ul/mL. La mezcla se leyé en el espectrofotometro (UNICO UV 2100) a 340
nm y se dejé estabilizar durante 2 min a 37°C, después de ese tiempo se adicion6
el H202y se leyo inmediatamente en un intervalo de 8 minutos (Paglia and Valentine,
1967; Laurence and Burk, 1976; Flohé and Gunzler, 1984).




12.6.10. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico

Esta prueba se basa en la reaccion del malondialdehido, producto secundario
de la oxidacion de los AG de tres o mas ligaduras con el 4cido tiobarbitarico en un
medio acido y a alta temperatura, generando un producto de coloracion rosa
(Gutteridge J., 1975). Para esta medicion se utilizaron 100 ug de proteina del
homogenizado de aorta al cual se le agregaron 50 yL de CHsOH con BHT al 4%
méas 1 mL de KH2PO4 pH 7.4, se homogenizé en el vortex durante 5 segundos, se
incubo 30 minutos en bafio maria a 37°C, al final de la incubacion se agregaron 1.5
mL de &cido tiobarbitarico al 0.8 M y se incubd una hora en bafio Maria a 100 ° C.
Después de ese tiempo y para detener la reaccion, las muestras se colocaron en
hielo y se agreg6 1 mL de cloruro de potasio (KCL) al 5% por muestra se
homogenizo6 en el vortex durante 15 segundos después se agregaron 5 mL de n-
butanol, se homogeniz6 en el vortex durante 30 segundos y se centrifugé a 3000
rpm a temperatura ambiente durante 2 minutos. Después se extrajo la fase de n-
butanol y se midi6 la absorbancia en el espectrofotometro a 532 nm. La curva de

calibracion se realizo utilizando tetraetoxipropano (Pérez-Torres et al. 2009).




13.Analisis estadistico

El analisis estadistico y las gréaficas se realizaron con el programa Sigma Plot
(SigmaPlot ® version 14.0, Jandel Corporation). Los datos se presentan como la
media + error estandar. La significancia estadistica se determiné con la prueba de
ANOVA de una via y una prueba post hoc de Tukey. Una p<0.05 se consideré como

significativa.

14. RESULTADOS

14.1. Analisis garantizado

De acuerdo a las diferentes infusiones de HSL en el cuadro 1, se muestran
los componentes y la cantidad que aportan las infusiones a las ratas de los grupos
experimentales como son: proteina, grasa, carbohidratos, antocianinas,

flavonoides, polifenoles, vitamina C, &cido oleico y &cido linoleico.

HSL (%)
Variables 15 3 6
Proteina (g) 0.12 0.24 0.48
Grasa (g) 0 0 0
Carbohidratos (g) 0.61 1.23 2.46
3-glucosido de cianidina (mg/L) 105.8 + 19.48 751.44 £ 9.64 603.94 + 10.03
Quercetina (mg/L) 0.29 = 0.01 0.97 £ 0.00 1.24 + 0.01
Polifenoles (mM/L) 0.38 + 0.00 0.70 + 0.01 0.78 £ 0.00
Vitamina C (mM/L) 0.40 £+ 0.00 0.80 + 0.02 0.91 + 0.01
Acido oleico (%) 9.83 + 0.86 12.11 + 1.08 1549 + 1.30
Acido linoleico (%) 2.10 + 1.26 6.18 + 0.21 9.32 + 0.76

Cuadro 1. Composicion de las diferentes infusiones de Hibiscus sabdariffa Linnaeus.




14.2. Analitos: Colesterol, glucosa, insulina, indice HOMA, leptina y

triglicéridos

En el cuadro 2, se muestran las variables bioquimicas en suero de las ratas

en los grupos experimentales en donde no se presentd ninguna diferencia

significativa en ninguno de los grupos.

HSL (%)

Variables Control 1.5 3 6

Colesterol (mg/dL) 594 + 1.8 64.4 + 3.2 56.6 £+ 3.1 599 £+ 2.7
Glucosa (mg/dL) 6.2 + 0.1 6.1 + 0.1 6.1 + 0.1 6.3 + 0.1
Insulina (UU/mL) 9.1 + 0.6 125 + 22 114 £ 0.9 10.7 £ 0.9
indice HOMA 25 + 0.1 3.3+ 0.6 3.1+ 0.2 3+ 08
Leptina (ng/mL) 87 + 1.2 6.7 + 0.6 6.1 + 0.5 6.5 + 0.5
Triglicéridos (mg/dL) 134 + 18.6 130 + 13.1 116 + 12.9 136 + 17.7

Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas en suero de las ratas experimentales con

los diferentes porcentajes de infusion de Hibiscus sabdariffa Linnaeus.

Valores expresados en media * error estandar; (n=10).




14.3. Presion arterial sistolica en los grupos experimentales

En lafigura 11, se presenta la PAS de los grupos experimentales, donde en
los grupos de infusion de HSL al 3% y 6% se presentd incremento significativo

(p=0.02 y p=0.01 respectivamente) en comparacion con el grupo control.
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Figura 11. Presion arterial sistolica en los grupos experimentales.

Valores expresados en media * error estandar; (n=10).

14.4. Respuesta de vasodilatacion y vasoconstriccion en los anillos de

aorta toracica en los grupos experimentales

En la figura 12, se observa la respuesta a la vasodilatacién en los anillos de
aorta de los grupos experimentales, donde se puede observar que los grupos de
3% (p=0.05) y 6% (p<0.01) tienen una menor respuesta a la vasodilatacion con

respecto al grupo control.

En la figura 13, se muestra la respuesta a la vasoconstriccion en los anillos

de aorta de los grupos experimentales, en donde se aprecia una mayor respuesta




a la vasoconstriccion en los grupos de 3% (p=0.03) y 6% (p=0.001) con respecto al

grupo control.
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Figura 12. Vasodilatacién en los anillos de aorta tordacica en los grupos experimentales.
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Figura 13. Vasoconstriccidn en los anillos de aorta toracica en los grupos experimentales.




14.5. Participacion del superéxido sobre la respuesta de vasodilatacion y

vasoconstriccion en los anillos de aorta toracica

Enlas figuras 14 y 15, se muestra la participacion del K20 sobre la respuesta
de vasodilatacion y vasoconstriccion en los anillos de aorta toracica de los
diferentes grupos experimentales. La respuesta de vasodilatacion fue menor con
diferencia significativa (p=0.01) dentro del grupo control en presencia de Ach (10
MM) vs. Ach (10 pM) + K20 (30 pM). Esta misma tendencia se presentd en la
respuesta de vasodilatacién en el grupo control en presencia de Ach (10 uM) vs. el

grupo ratas con infusién de HSL al 6% (p=0.02), figura 14.
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Figura 14. Participacion del K.O sobre la respuesta de vasodilatacion en los anillos de
aorta toracica en los grupos experimentales. Valores expresados en media * error
estandar; (n=10).




La figura 15, muestra la respuesta de vasoconstriccion la cual presento
incremento significativo dentro del grupo control en presencia de NE (10 uM) vs.
NE (10 pM) + K20 (30 pM), (p<0.001). Ademas, se observoé incremento significativo
en la respuesta de vasoconstriccion en los anillos de aorta entre los grupos control
en presencia de NE (10 pM) + K20 (30 pM), vs. los grupos de 3% y 6% (p=0.002 y

p=0.003 respectivamente).
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Figura 15. Participacion del K,O sobre la respuesta de vasoconstriccion en los anillos de
aorta tordcica en los grupos experimentales. Valores expresados en media * error
estandar; (n=10).




14.6. Particion del peroxido de hidrégeno sobre la respuesta de

vasodilatacion y vasoconstriccion en los anillos de aorta toracica

Enlafigura 16, se presenta la participacion del peréxido de hidrogeno sobre
la respuesta de vasodilatacion en los anillos de aorta toracica en donde esta
respuesta aumento significativamente en el grupo control vs. el grupo HSL al 6%
(p=0.01). Ademas, al incubar con Ach (10 uM) + H202 (20 pM) se observo
incremento significativo dentro del grupo con la infusion de HSL al 6 % vs. Ach (10

uM) (p=0.04).
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Figura 16. Participacion del H,0: sobre la respuesta de vasodilatacion en los anillos de
aorta toracica en los grupos experimentales. Valores expresados en media * error

estandar; (n=10).

La figura 17 corresponde a la vasoconstriccion donde se muestra diferencia

significativa dentro del grupo control en comparacion con los grupos experimentales




con las diferentes infusiones de HSL al 1.5 %, 3 % y 6 % en presencia de NE (10
pUM) vs. NE (10 pM) + H202 (20 puM) (p=0.001, p=0.007 y p=0.02 respectivamente).
Conjuntamente, se presentd incremento significativo en la respuesta de
vasoconstriccién en presencia de NE (10 uM) en el grupo control vs. los grupos
experimentales con la infusion de HSL al 3% y 6% (p=0.002 y p=0.0003
respectivamente). Ademas, se observa también incremento significativo en la
respuesta de contraccion en presencia de NE (10 puM) + H202 (20 uM) entre el grupo
control vs. el grupo con la infusion de HSL al 6% (p=0.03).

Contraccion (g)

HSL (%)

NE (10 mM)
NE (10 mM) + H,O, (20 mM)

[ ]
=
Figura 17. Participacion del H20, sobre la respuesta de vasoconstriccion en los anillos de

aorta toracica en los grupos experimentales. Valores expresados en media * error

estandar; (n=10).




14.7. HISTOLOGIA

La figura 18, corresponde a las fotomicrografias representativas de la tincion
de JM, donde se puede observar al grupo control y los grupos de HSL al 1.5, 3y
6%, los resultados muestran que conforme se incrementa la concentracion de HSL
en los grupos experimentales aumenta el grosor de la pared de la aorta toracica

con respecto al grupo control.

En la figura 19, se muestra el analisis densitofotométrico del grosor de las
fibras elasticas en los diferentes grupos experimentales, en donde se presentd
menor grosor en el grupo control con diferencia significativa en comparacion con el
grupo de HSL al 6% (p=0.04). Los otros grupos con infusion de HSL al 1.5% y 3%

no mostraron diferencia en comparacion con el grupo control.

Figura 18. Fotomicrografias representativas que muestran las fibras elasticas en la pared
de la aorta toracica de los diferentes grupos experimentales. Tincidn de JM. Abreviaturas:
TI=Tunica intima, LEI=Lamina elastica interna, TM=Tulnica media, TA=Tunica adventicia.
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Figura 19. Analisis densitofotométrico del grosor de las fibras elasticas de la aorta
toracica. Valores expresados en media * error estandar; (n=10).

Lafigura 20, corresponde a las fotomicrografias representativas de la tincién
Tricromica de Masson, en el grupo control y los grupos de HSL al 1.5, 3y 6% los
resultados mostraron que conforme aumenta la concentracién de infusion de la HSL
en los grupos experimentales respectivamente, aumento el grosor de la pared de

la aorta toracica con respecto al grupo control.

En la figura 21, se presenta el analisis densitofotométrico del grosor de la
pared de la aorta toracica de los diferentes grupos experimentales, donde se
presentd engrosamiento de la pared de la aorta con diferencia significativa (p=0.02)
entre el grupo de 6% con respecto al control. Los otros grupos con infusion de HSL
al 1.5% y 3% no mostraron diferencia.




Figura 20. Fotomicrografias representativas que muestran la pared de la aorta toracica de
los diferentes grupos experimentales. Tincidn Tricrdmica de Masson, tomadas con filtro
azul 20X, monocromatico. Abreviaturas: TI=Tunica intima, LEI=Lamina el3stica interna,
TM=Tunica media, TA=Tunica adventicia.
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Figura 21. Analisis densitofotométrico del grosor de la pared de la aorta toracica.
Valores expresados en media * error estandar; (n=10).




14.8. Sistemas antioxidantes
14.8.1. Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

En la figura 22, se observa la concentracion de la G6PD en el
homogeneizado de aorta toracica en donde se puede apreciar incremento
significativo en el grupo de HSL al 1.5 % y al 6 % con respecto al grupo control

(p=0.01 y p=0.02 respectivamente).
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Figura 22. Concentracion en la aorta tordacica del G6PD con diferentes porcentajes de

infusion de HSL. Valores expresados en media  error estandar; (n=10).

14.8.2. Nitritos y nitratos

En la figura 23, se presenta la concentraciéon de NOs™y NOz" en el homogeneizado
de aorta toracica donde se observo tendencia a incrementarse conforme aumenta
la concentracion de los grupos experimentales de HSL respecto al grupo control,

pero sin diferencia significativa (p=0.09).
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Figura 23. Concentracidn en la aorta toracica de los NO3" y NO2" con diferentes
porcentajes de infusion de HSL. Valores expresados en media * error estandar; (n=10).

14.8.3. 3- Nitrotirosina

En la figura 24, se observa la concentracion de la 3-NT en el
homogeneizado de aorta toracica donde se puede apreciar disminucion significativa

en el grupo de HSL al 6% con respecto al grupo control (p=0.04).
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Figura 24. Concentracion en la aorta toracica de la 3-nitrotirosina con diferentes
porcentajes de infusion de HSL.




14.8.4. Glutatiéon

En la figura 25, se muestra la concentracion del GSH en el homogeneizado
de aorta toracica donde se observo incremento significativo en el grupo de HSL al

3 %y 6 % con respecto al grupo control (p=0.03 y p=0.01 respectivamente).
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Figura 25. Concentracion en la aorta toracica del GSH con diferentes porcentajes de
infusion de HSL. Valores expresados en media * error estandar; (n=10).

14.8.5. Selenio
En la figura 26, se aprecia la concentracion de Se en el homogeneizado de

aorta toracica donde se observd incremento significativo en los grupos de 3%

(p=0.03) y 6% (p=0.05) de HSL con respecto al grupo control.
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Figura 26. Concentracion en la aorta toracica de Se con diferentes porcentajes de
infusion de HSL. Valores expresados en media * error estandar; (n=10).




14.8.6. Tioles

En la figura 27, se observa la concentracion de los tioles totales en el
homogeneizado de aorta toracica donde se puede apreciar incremento significativo
en el grupo de 1.5 % con respecto al grupo control (p=0.005), mientras que, en los
grupos de 3 % y 6 % se puede apreciar disminucién significativa con respecto al

grupo control (p=0.002 y p<0.001 respectivamente).
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Figura 27. Concentracion en la aorta toracica de tioles totales con diferentes
porcentajes de infusion de HSL. Valores expresados en media * error estandar; (n=10).

14.8.7. Actividad de la tiorredoxina reductasa
En la figura 28, se presenta la actividad de la TrxR en el homogeneizado de

aorta toracica en donde se observo incremento significativo en el grupo de 6% de

HSL (p=0.01) con respecto al grupo control.
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Figura 28. Actividad enzimatica de la TrxR con diferentes porcentajes de infusién de
HSL. Valores expresados en media * error estandar; (n=10).




14.8.8. Actividad enzimatica de la glutatién peroxidasa

En la figura 29, se puede observar la actividad de la GPx en el
homogeneizado de aorta tordcica en donde se puede apreciar incremento

significativo del grupo de HSL con respecto al grupo control (p=0.03).
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Figura 29. Actividad enzimatica de la GPx con diferentes porcentajes de infusidon de HSL.
14.8.9. Actividad enzimética de la glutation S transferasa

En la figura 30, se muestra la actividad de la GST la cual presenté disminucion
en la actividad con diferencia significativa en el grupo de HSL al 3% y 6% con respecto

al grupo control (p=0.0009 y p=0.0005 respectivamente).
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Figura 30. Actividad enzimatica de la GST en la aorta toracica con diferentes porcentajes
de infusion de HSL. Valores expresados en media * error estandar; (n=10).




14.8.10. Lipoperoxidacién

Enlafigura 31, se presenta el indice de lipoperoxidacion, en donde se observé
incremento significativo en el grupo de HSL al 6% con respecto al grupo control
(p=0.01).
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Figura 31. LPO en la aorta toracica con diferentes porcentajes de infusion de HSL.
Valores expresados en media t error estandar; (n=10).




15.DISCUSION

El equilibrio redox es fundamental para mantener la homeostasis del organismo
entre los ROS vy los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, el ER es un
concepto que actualmente no esta bien definido. Sin embargo, al igual que el EO el
ER genera efectos perjudiciales (Bellezza et al., 2018). En diversos estudios se ha
observado incremento de equivalentes reductores y de los sistemas antioxidantes, no
obstante, los mecanismos de accidn, las consecuencias biolégicas, asi como la
respuesta de la célula ante estos cambios siguen siendo desconocidos.
Tradicionalmente se asocia un ambiente reductor con efectos benéficos para las
funciones celulares y los procesos biologicos. Sin embargo, el incremento de estos
componentes de manera prolongada puede perturbar el equilibrio redox y generar
efectos nocivos como interferir en la sefializacion y sintesis de los ROS (Xiao and
Loscalzo, 2020).

El objetivo de este estudio fue evaluar la modulacion de la reactividad vascular
por ER asociado al consumo excesivo de diferentes porcentajes de infusion de
HSL.

En este sentido, la HSL es considerada un alimento “funcional” es decir,
proporciona diversos componentes con actividad biologica, por ejemplo, puede
proveer diferentes minerales y aminoacidos esenciales para los sistemas
antioxidantes. Sin embargo, estas caracteristicas “benéficas” podrian tornarse
perjudiciales si se consumen en exceso 0 por un periodo prolongado de tiempo,
incrementando la enzimas antioxidantes y equivalentes reductores que podrian
conducir a ER y al desequilibrio redox (Ariza et al., 2017). Como se puede observar
en el cuadro 2, las diferentes infusiones de HSL no tienen injerencia sobre las

variables bioquimicas determinadas.

Sin embargo, los resultados del presente estudio muestran incremento
significativo en el tamafio de las fibras elasticas de la aorta toracica observando que:

a mayor porcentaje de infusion de HSL, mayor grosor de las fibras elasticas e




hipertrofia de la pared vascular, presentadas en las fotomicrografias representativas
y en el analisis densitofotométrico de la histologia (Figuras 18-21). Lo mencionado
anteriormente se reflejé en la presion arterial de los grupos experimentales con
infusion de HSL al 3 y 6 % con respecto al grupo control, en donde podemos observar
un incremento significativo (Figura 11 p=0.02 y p=0.01 respectivamente). Cuando se
generan alteraciones estructurales como la hipertrofia de la pared en arterias
conductoras, generalmente se asocian con rigidez e incremento de la presion arterial
(Berillis, 2013). Un estudio llevado a cabo en ratas macho “Carworth”, asocio el
incremento de los depdsitos de colageno y fibras elasticas en la arteria renal con la
presencia de hipertension renovascular (Wolinsky, 1972). Este mismo efecto se
observd en otro estudio al analizar la estructura de la aorta en ratas “Wistar”
hipertensas, en donde la hipertrofia provocada en la pared de este vaso sanguineo
repercutio en la disminucion de la elasticidad de las fibras elasticas y biosintesis de
colageno lo que resultdé en el aumento de la presion arterial (Ooshima et al., 1974;
Berillis, 2013). Ademas, se ha descrito que, la hipertrofia de la pared de la aorta puede
estimular al sistema renina-angiotensina, la angiotensina Il produce vasoconstriccion
generalizada ademas de favorecer la produccién Oz por medio de la activacion del
sistema oxidativo de membrana NADH / NAD(P)H en las células musculares lisas, lo
gue conlleva a la inactivacion de la eNOS provocando a su vez, la oxidacion de la
tetrahidrobiopterina que actia como cofactor para la sintesis de NO (Gonzalez et al.,
2004). Asimismo, se debe considerar que los grupos de 3% y 6% de HSL podrian
tener exceso de tirosina aminoacido proporcionado por la misma planta, lo que llevaria
a proporcionar un exceso de sustrato para la sintesis de noradrenalina, por parte de
las terminaciones nerviosas simpaticas lo que podria contribuir al aumento de la

presion arterial (Olmos, 2010; Semsti et al., 2020).

Nuestros resultados muestran que la vasoconstriccion en la aorta de las ratas
tratadas con infusion de HSL al 3% y 6%, aumento significativamente (Figura 13
p=0.03 y p=0.001 respectivamente) y la vasodilatacion disminuyo (Figura 12 p=0.05

y p<0.01 respectivamente), esto sugiere que el incremento de antioxidantes aportados




por la infusion de HSL puede modular la reactividad vascular a través de la
disminucion de la eNOS y esto podria influir sobre el engrosamiento de las fibras

elasticas, la zona media muscular y la pérdida de la elasticidad en la aorta toracica.

De igual manera, en las células endoteliales es indispensable mantener el
equilibrio redox, ya que la produccion excesiva o la disminucion de los ROS puede
contribuir a la alteracion de la funcion vascular y por consiguiente conducir a diversas
enfermedades vasculares (Taverne et al., 2013). Los efectos de los ROS en el sistema
cardiovascular no son uniformes, ya que dependen de que molécula de ROS esté
actuando y a que concentracion (Breton and Lamas, 2014). En el sistema
cardiovascular los ROS mas importantes son el Oz',el H202, el NOy el ONOO" (Touyz
et al., 2020).

El exceso de antioxidantes y de precursores utilizados por los sistemas
antioxidantes proporcionadas por las infusiones de HSL podria estar disminuyendo la
produccion de Oz"y H202 que en concentraciones fisiolégicas actian como segundos
mensajeros. Altas concentraciones de Oz pueden favorecer la vasoconstriccion
debido a que reduce la biodisponibilidad de NO al reaccionar con la misma y generar
ONOO- (Breton and Lamas, 2014). En nuestro estudio, la respuesta de
vasoconstriccion con diferentes porcentajes de infusién de HSL eliminé la diferencia
significativa que presento el grupo control (Figura 15 p<0.001) tras ser incubado con
K20. El K20 reacciona violentamente con el agua para formar KOH y, en este proceso,
se forma el Oz, lo cual sugiere la participacion del Oz en la respuesta vascular, pero
también muestra que el exceso de HSL disminuye la concentracion Oz este resultado

se puede asociar a la alteracion de la reactividad vascular y al aumento de la PAS.

En contraste, el H20: favorece la vasodilatacion y produce NO a través de la
activacion de diferentes vias de sefializacion como PI3K/ Akt, Erk1/2 y p38MAPK
(Touyz et al., 2020). Recientemente se ha descrito que el H202 no solo estimula la
eNOS, sino que también puede aumentar su expresion. Otra proteina que participa

en la regulacién de la vasodilatacion es la PKG1a, esta proteina quinasa es sensible




a la oxidacion de H202 a través de la formacion de un enlace disulfuro y la
vasodilatacion que se produce es independiente a los niveles de cGMP (Breton and
Lamas, 2014). Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que la
vasodilatacion aumenta posterior a la incubacién con H202 en todos los grupos
experimentales, observando asi la participacion del H202 en la respuesta de
vasodilatacion, pero también sugiere que el exceso de antioxidantes proporcionados
por la infusién de HSL al 6 % disminuye la concentracion de H20:z lo que se refleja en
la alteracién de la funcién arterial probablemente atribuido a la disminucion de la via
de la eNOS. En este sentido, la tendencia y el aumento de la relacién de NOs y NO2
en los grupos que consumieron la infusion de HSL al 3 % y 6 % podria reflejar

indirectamente la sobreexpresion/actividad de la iINOS (Figura 23 p=0.09).

Asimismo, algunas especies reactivas al nitrogeno (RNS) como ONOO-
exacerban los procesos inflamatorios y junto con mayor disponibilidad del NO por la
via de la INOS son la principal caracteristica del dafio endotelial (Pérez-Torres et al.,
2020; Handy et al., 2021). Sin embargo, nuestros resultados mostraron que la relacion
NOs y NO2z presentaba tendencia a aumentar, pero la 3-NT estaba disminuida
(Figura 24). Estos resultados podrian ser paradojicos porque se esperaba aumento
en de la nitrosilacién de las proteinas; a través de la via metabdlica de la INOS que
probablemente estaria aumentada en la aorta. No obstante, el exceso de
antioxidantes proporcionado por la infusion de HSL al 6 % podria disminuir el ONOO"
gue participa en el proceso de nitrosilacion explicando asi la disminucion significativa
de la 3-NT del homogeneizado aértico en este grupo (p=0.04). Esta disminucién
también se asocia a la baja concentracién de los grupos tiol en las cisteinas de las
proteinas en los grupos experimentales por el consumo excesivo de HSL al 1.5,3y 6
% (Figura 27 p=0.005, p=0.02 y p<0.001, respectivamente), (Pérez-Torres et al.,
2020). Sin embargo, se requieren mas estudios para corroborar esta hipotesis.

Por otro lado, la enzima antioxidante G6PD presente en el endotelio se encarga
de proporcionar equivalentes reductores como el NADPH y controlar la produccién

ROS (Leopold et al., 2003). En un estudio se observd que la sobreexpresion de la




G6PD disminuy6 el exceso de ROS en las células endoteliales tratadas con H202 o
con el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa); ademas la sobreexpresién de la G6PD
mantuvo elevado la concentracion de GSH a través de la via de la GR (Leopold et al.,
2003). En células vasculares se ha observado que algunos procesos que generan
inflamacién como la hipertrofia de la pared vascular en el SM y en la diabetes tipo 2,
podrian incrementar la expresion de la G6PD y favorecer niveles elevados de NADPH
como mecanismo compensatorio (Peird et al., 2016). Se ha reportado que el
tratamiento de células vasculares con 1L-1 provoca inflamacion y en consecuencia
se activa la NADPH oxidasa necesaria para la produccion de ROS, paralelamente
este proceso incremento las concentraciones de GSH (Peir6 et al., 2016). En nuestro
estudio podemos observar el incremento de la G6PD en el homogeneizado de aorta,
siendo significativo en los grupos de 1.5% y de 6% (Figura 22, p=0.01 y p=0.02
respectivamente), estos resultados podrian atribuirse a la alteracion de la funcién
vascular y a los cambios estructurales asociados al nivel de inflamacion e hipertrofia
de la pared de la aorta, ya que como se mencion6 anteriormente, la hipertrofia provoca
la activacion de la NADPH oxidasa y de algunas interleucinas que favorecen la
presentacion de un ambiente de inflamacién, estos procesos pueden estimular la
activacion de la G6PD para ejercer su efecto per se como antioxidante y al mismo
tiempo, generando equivalentes reductores que les servirAn a otras enzimas
antioxidantes como a la GPx, TrxR e iINOS. Conjuntamente, la HSL puede favorecer
el incremento de la actividad de la G6PD como se ha observado en algunos estudios
previos, por lo que a mayor porcentaje de infusion HSL mayor la actividad o expresion
de esta enzima lo que conduce al aumento de la NADPH (Ajiboye et al., 2016). Sin

embargo, son necesarios mas estudios para corroborar esta hipétesis.

Ademas, el incremento en la actividad de la G6PD puede favorecer también el
aumento en las concentraciones de GSH, la HSL puede contribuir por si misma a
aumentar el GSH ya que contiene cisteina, glicina y acido glutamico precursores del
GSH, que podrian aumentar la sintesis de este antioxidante (Ariza et al., 2017). En

este sentido, nuestros resultados mostraron incremento significativo en la




concentracion del GSH en los grupos que recibieron la infusion al 3%y 6% de HSL

(Figura 25 p=0.03 y p=0.01, respectivamente).

La HSL en diferentes concentraciones también puede aportar Se y la cantidad
aportada depende del cultivo, tipo de suelo, pH, tipo de especie vegetal (Hariharan
and Dharmaraj, 2020; White, 2016). El Se es considerado un micronutriente esencial,
su exceso o disminucion en el organismo favorece la aparicion de algunas
enfermedades como hipotiroidismo, alteraciones cardiovasculares, deterioro
cognitivo, debilitamiento del sistema inmunoldgico, entre otras (White,2016). Ademas,
el Se es indispensable para 25 selenoenzimas como la GPx y la TrxR, que contribuyen
a mantener la homeostasis redox (Lee and Jeong, 2012). En nuestros resultados
observamos que a mayor porcentaje de infusibn de HSL existe incremento
significativo de Se como se observa en la Figura 26, lo cual sugiere que el consumo
excesivo de HSL podria generar selenosis, la cual es provocada por la ingesta
excesiva de Se. Sin embargo, se necesitan mas estudios para corroborar esta

hipétesis.

El Se puede ser oxidado en presencia de especies nitrogenadas y de GSH
(Terada et al., 1999). En este sentido, los compuestos de Se como el selenito y el
diéxido de selenio pueden reaccionar con los grupos tiol, presentes en el GSH para
producir Oz, esto se ha observado en experimentos con mitocondrias aisladas
tratadas con componentes que tienen Se, incluyendo selenito y selenocisteina (Lee
and Jeong, 2012). Esto sugiere que el exceso de Se podria conducir a la generacién
de Oz y ONOO" y el exceso de antioxidantes proporcionados por la HSL puede
disminuirlos. En algunos estudios se ha observado que el nivel elevado en la
concentracion de Se favorecen la LPO (Figura 31), provocan dafio al DNA, favorecen
la degradacion de algunas proteinas y la degradacion de acidos grasos
poliinsaturados (Lee and Jeong, 2012).

La concentracion Se podria causar la oxidacion de los tioles (Figura 27). Nuestros

resultados mostraron que la concentracion de tioles totales estaba disminuida




significativamente en el grupo de 3% (p=0.002) y 6% (p<0.001) pero la LPO estaba
aumentada. Los bajos niveles de tioles pueden contribuir a la alteracion de la funcion
vascular y a los cambios estructurales de la aorta toracica en estos grupos de ratas y
estar relacionados con eventos cardiovasculares (Bourgonje et al., 2021). Otro estudio
asocio la disminucion de los tioles y el aumento en la LPO con la gravedad de las
lesiones de la enfermedad coronaria arterial (Ahmed et al., 2018). Para mantener la
homeostasis de los tioles en las cisteinas de las proteinas, las células de los
mamiferos dependen del sistema de TrxR (Lu and Holmgren, 2014; Hariharan and
Dharmaraj, 2020). Este sistema contribuye a la regulacion del tono vascular, ya que
la inhibicion de estas enzimas por medio de algunos farmacos aumenta la produccion
de H202 e inhiben a la sGC lo que altera la respuesta dependiente del endotelio al
disminuir la vasorelajacién por medio del NO (Handy et al., 2021). Un estudio en
ratones demostré que la delecidon de la TrxR 2, generé una menor respuesta a la
vasodilatacion y una mayor produccion de ONOO-lo cual favorecio la vasoconstriccion
(Kirsch et al., 2016; Kameritsch et al., 2021). Los resultados en el presente estudio
muestran incremento significativo en el grupo de 6% (Figura 28 p=0.01) en la
actividad de esta enzima. Estos resultados sugieren que el incremento en la actividad
de la TrxR podria atribuirse al exceso de Se y al aumento de la actividad de la G6PD
(Lu and Holmgren, 2014; Montano et al., 2014). Esto podria ser un mecanismo
compensatorio que tiene como objetivo aumentar los niveles de tioles y podria estar
asociado con el consumo de antioxidantes en exceso que pueden ser proporcionados

por la infusion de HSL en alto porcentaje (Lu and Holmgren, 2014).

Otra enzima que aumento su actividad en este estudio fue la GPx. Esta enzima
contiene selenio-cisteina en su centro catalitico y estuvo sobreactivada en el
homogeneizado de la aorta de las ratas del grupo que consumié la infusién de HSL al
6% (Figura 29 p=0.03). Este aumento de la actividad podria producirse por el exceso
de sustratos como el GSH y el NADPH que fueron proporcionados por la G6PD y por
la elevacién del Se. Ademas, los ROS moderados son necesarios para mantener la

formacion de disulfuros (tioles) en la célula y la sobreexpresién de GPx puede llevar




a la disminucion de los disulfuros de las proteinas que se relacionan con la reduccion
de la sefalizacion de los factores de crecimiento y disminucion de la funcién

mitocondrial (Handy et al., 2009).

Por otra parte, la GST en una enzima antioxidante, que participa en la
desintoxicacion de los RL previniendo los efectos de la LPO (Beutler et al., 1988;
Krajka-Kuzniak et al., 2008). Esta enzima conjuga al GSH con agentes electrofilicos
y xenobidticos como drogas, toxinas, agentes cancerigenos y detoxifica al organismo
de ellos (Beutler et al., 1988; Hayeshiet al., 2007). Nuestros resultados mostraron
disminucion significativa en la actividad de la GST en los grupos que consumieron la
infusion de HSL al 3% y 6% como se puede observar en la Figura 30. Se ha reportado
que la administracion de acido tanico a dosis de 80 mg/kg, reduce la actividad de las
subunidades “mu” y “alpha” de la GST en el higado (Krajka-Kuzniak et al., 2008),
asimismo, en este estudio se observo la disminucién de la subunidad “pi” de la GST
al proporcionar acido protocatecuico (Krajka-Kuzniak et al., 2008). En otro estudio se
observé que concentraciones elevadas de flavonoides presentes en algunos
compuestos naturales, como en la HSL podrian inhibir la actividad de la GST y por
consiguiente favorecer el aumento de la LPO (Hayeshi et al., 2007), estos hallazgos
se podrian atribuir al patrén de hidroxilacion que presentan estos compuestos, se ha
reportado que los glucésidos flavonoides son mas débiles, es decir, tienen menos
potencia para inhibir a la GST (Zhang and Das, 1994). Esto sugiere que el exceso de
acido protocatecuico en la infusion al 6% de HSL puede favorecer la disminucion en

la actividad de la GST en la aorta y contribuir al incremento en la LPO (Figura 31).

En resumen, el exceso de antioxidantes como flavonoides, &cido protocatecuico y
polifenoles proporcionados por la infusién con cantidades crecientes de HSL aumenta
algunas enzimas del sistema antioxidante que contribuye a disminuir los ROS y
conducir a ER, aunado a la hipertrofia de la pared de la aorta que altera la reactividad

vascular, aumenta la presion arterial, lo cual puede favorecer la hipertension arterial.




16.Conclusiones

1. La infusion de HSL al 3% y 6% favoreci6 el incremento de la presion arterial,
al proporcionar exceso de algunos componentes como flavonoides,
polifenoles, entre otros, que favorecieron la vasoconstriccion y redujeron la
vasodilatacion por consiguiente se altero la respuesta vascular.

2. El exceso de los antioxidantes proporcionados por los diferentes porcentajes
de infusién de HSL favorecio el incremento en las fibras elasticas y en el grosor
de la pared de aorta toracica.

3. El exceso en el porcentaje de infusion de la HSL favorecio el incremento en la
actividad de algunos componentes del sistema antioxidante como la G6PD, la
TrxR, la GST y la GPx.

4. El exceso de los componentes antioxidantes proporcionados por los diferentes
porcentajes de infusion de HSL modificaron la accion del K20 y H202, que
actlian sobre las respuestas vasoconstriccion y vasodilatacion de la aorta.

5. El incremento en el grosor de la pared y las fibras elasticas en la aorta,
favorecieron el incremento de la presién arterial y por consiguiente la
generacion de un ambiente de inflamacion, que se puede ver reflejado en el
incremento de la concentracion de los NOz'y NO2'.

6. El exceso de flavonoides presentes en la infusion al 6% de HSL redujeron la
actividad de la GST aunado al incremento en las concentraciones de Se que

favorecieron el incremento en la LPO.




17.Resumen grafico
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Abstract: Hibiscus sabdariffa L. (HSL) has high amounts of antioxidants and many beneficial effects in
several pathologies. However, few studies describe the possible harmful effects of high concentrations
of HSL. Here we evaluate the effect of excessive and chronic consumption of infusions with different
percentages of HSL on some oxidative stress markers in serum, and the possible association with
inflaimmation and increased systolic blood pressure (SBP), in healthy rats. A total of 32 male Wistar
rats were used to form 4 groups with 8 animals each. Group 1 control (drinking tap water), group 2,
3 and 4, drinking water supplemented with 15, 30 and 60 g/L of HSL calyxes respectively. SBP
was evaluated and determinations in serum of the NO;~ /NO, ~ ratio, glutathione (GSH), total
antioxidant capacity (TAC), selenium (Se), TNF-«, IL-1/IL-1F1, IL-13, IL-10, extracellular superoxide
dismutase (EcSOD), thioredoxin reductase (TrxR) and glutathione peroxidase (GPx) activities, were
evaluated. The SBP (p = 0.01), GPx activity, GSH, TAC, Se, TNF-a and EcSOD activities (p < 0.001)
and IL-1x/IL-1F1, IL-1B, TrxR and NO3  /NO> " (p < 0.05), were increased but IL-10 (p < 0.001)
was decreased in rats that consumed the 3 and 6% HSL infusions. The excessive and chronic
consumption of HSL may increase the TAC that could lead to a proinflammatory state which is
associated with hypertension.

Keywords: proinflammatory interleukins; hypertension; Hibiscus sabdariffa L.; oxidative stress

1. Introduction

The antioxidant defense systems are critical for maintaining health in biological
subjects and they are constituted by enzymatic and non-enzymatic antioxidant compo-
nents. These defenses are in continuous demand of reducing equivalents provided by glu-
tathione (GSH) and of exogenous compounds including vitamins, amino acids, carotenoids,
flavonoids and polyphenols that contribute to counteract oxidative stress (OS) [1]. How-
ever, high concentrations and chronic consumption of these agents may lead to prooxidant
effects. Nevertheless, few studies have highlighted the prooxidant activity of polyphenols
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3. Carta de aprobacién del SICUAE.

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
FacurLTaD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

VNIVERZDAD NACJONAL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
AVENMA DE
MEXICO

SICUAE - SUBCOMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO Y USO DE
ANIMALES EXPERIMENTALES

Protocolo Numero: SICUAE.DC-2019/3-4

Titulo del Proyecto: Modulacion de la reactividad vascular por estrés reductor asociado al
exceso de Hibiscus Sabdariffa Linnaeus (Malvaceae)

Investigador Responsable: Israel Pérez Torres

Tesista: Manzano Pech Linaloe Guadalupe

Después de haber revisado el proyecto de investigacion el dia 20 de septiembre del
presente, el SICUAE consideré que retne los requisitos que marcan las normas para el
cuidado y uso de animales en experimentacion, por lo cual, no tiene objecion en que se
realicen los procedimientos planteados tal y como fueron descritos en el protocolo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, CDMX. a 03 de diciembre del 2019

O Unidad de Posgrado, Edificio B, Primer Piso, B107. Circuito del Posgrado. Ciudad Universilaria. Alcaldia Coyoacdn, Cd. de México, CP 04510.
Tels.: 01 (55) 5623-7005 y 01 (55) 5623-0222 ext.: #80023, #80005, #80024.

O Edificio 4 Posgrado, Planta alta. Fac. de Med. Vet. y Zoot. Circuito Escolar $/N, Ciudad Universitaria, Alcaldia Coyoacdn, Cd. de México, CP 04510.
Tels.: 01 (55) 5622-5854 al 57, Fax: 01 (55) 5616-7197 y 5616-2342.

O Secretaria Técnica de Produccién y Salud Animal, FES-Cuautitldn: Unidad de I igacién Multidisciplinaria, Campo 4, Km 2.5 Carretera
Cuautitldn Teloyucan, Col. San Sebastidn Xhala, Cuautitldn Izcalli, Estado de México, CP 54714, Tel.: 5623-1939 ext.: 39405.

O Edificio A, planta baja de la Secretaria de Ensefianza del Instituto de Investigaciones Biomédicas, Nueva Sede, Circuito Maestro Mario de
la Cueva (pasando el Jardin Botdnico) Ciudad Universitaria, Alcaldia Coyoacdn, Cd. de México, CP 04510, Tel.: 01 (55) 5622-8908 ext.: 47985.
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4. Carta de aprobacion del CICUAL

lcnacioChavez
of

-

- } 47 INSTITUTO NACIONAL DECARDIOLOGIA

Renacimiento de la Excelencia

Ciudad de México a 11 de Diciembre del 2019.
Ref: BT/227/2019

Asunto: Aprobacion del Protocolo.

P

Dr. Israel Pérez Torres.

Investigador en Ciencias Medicas “C".
Departamento de Biomedicina Cardiovascular.
Responsable del protocolo.

Presente:

Estimado Dr. Pérez:

Por medio de la presente, me dirijo a usted para saludarle e informarle sobre la revision
y analisis del protocolo presentado por usted titulado:

‘Modulacién de la reactividad vascular por estrés reductor asociado
al consumo excesivo de Hibiscus Sabdariffa Linnaeus (Malvaceae)”

Le comento que ha sido revisado por el Comité Interno para el Cuidado y uso de los
Animales de Laboratorio “C..C.U.A.L.” de esta Institucién y a quedado aprobado y
registrado con el siguiente nimero:

INC/CICUAL/011/2019.

No obstante, el desarrollo de la aprobacion del presente protocolo queda sujeto al
Comité de Investigacion.

Sin mas por el momento agradecemos la atencion y reciba un cordial saludo.

Atentamente:
(
{
c Dra. Laura Gabriela Sancffez Lozada. O

Presidenta del CICUAL.

Dr. Osc élez Méndez.
: Vocal del CICUAL.

MVZ Juan Villegas Juache.
Secretario del C..C.U.A.L.

Dra. Ediia Tapia Rodriguez.

Vocal del CICUAL.
C.cp. Comité de Investigacion.

v

Juan Badiano No. 1, Col. Seccién XVI, Alcaldia Tlalpan, C.P.: 14080, Ciudad de México,
Teléfono: 5573-2911, ext. 25102.
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