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Resumen y Abstract IX

Resumen

En el presente estudio se evalu6 la capacidad antihipertensiva y antioxidante de
extractos etandlicos obtenidos de semillas de P. vitifolia Kunth y P. edulis Sims var.
edulis; se evidencié la presencia de metabolitos secundarios mediante pruebas
cualitativas y cromatografia de capa delgada (CCD), La capacidad antioxidante de
los extractos se midi6é mediante la estabilizaciéon de los radicales ABTS y DPPH; el
potencial antihipertensivo se determiné mediante el modelo de presion indirecta in
vivo (Tail cuff) utilizando ratas Wistar e induciendo la hipertensiéon mediante la
administracion de L-NAME (inhibidor de la enzima 6xido nitrico sintasa; para
establecer el efecto vasodilatador y posible mecanismo de accién, se emple6 el
modelo de vasodilatacién en anillos aislados de aorta. Se encontr6 alta presencia de
terpenos, antraquinonas, flavonoides, taninos, fenoles y antocianinas. La
evaluaciéon antirradicalaria evidencié que los extractos estabilizaron los dos
radicales a bajas concentraciones; en cuanto al potencial antihipertensivo in vivo,
los extractos presentaron un efecto preventivo de la hipertensiéon durante las seis
semanas de tratamiento (p<0.05) con un comportamiento similar al patrén
(enalapril) y al control (rata normotensa). La evaluacion de los posibles mecanismos
de accién mediante 6érgano aislado en anillos de aorta ex vivo (ratas tratadas con los
extractos), pre-contraidos con fenilefrina y relajados con acetilcolina y nitroprusiato
de sodio, no evidencié un efecto relajante mayor al de anillos sin tratamiento; por
otra parte, en anillos aislados de aorta de ratas no tratadas y precontraidos con
fenilefrina, KCl y fenilefrina, se observé que los extractos presentaron un efecto
relajante, tales efectos no se revierten en presencia de, propanolol, atropina, azul de

metileno e indometacina pero son parcialmente revertidos en presencia de L-



NAME e inhiben la contraccién inducida por angiotensina II. Los resultados
obtenidos sugieren que los extractos de semilla de P. vitifolia y P. edulis var. edulis,
contienen metabolitos secundarios con potencial antihipertensivo y antioxidante
que podrian llegar a ser utilizados como una alternativa en la industria
fitofarmacéutica para la elaboracién de posibles tratamientos antihipertensivos.

Palabras clave: Passiflora vitifolia, Passiflora edulis var. edulis, antioxidante, antihipertensivo,
L-NAME, angiotensina-II.

Abstract

The present study evaluated the antihypertensive and antioxidant capacity of the ethanolic
extracts obtained from the seeds of P. vitifolin Kunth and P. edulis Sims var. edulis. The
presence of secondary metabolites was evidenced by using qualitative tests and thin layer
chromatography (CCD). The antioxidant capacity of the extracts was measured by the
stabilization of the ABTS and DPPH radicals. The antihypertensive potential was
determined by using Wistar rats that where induced to hypertension through the
administration of a L-NAME inhibitor (nitric oxide synthase inhibitor). In order to establish
the vasodilator effect and its possible mechanism of action, a vasodilation model based on
aortic rings was used. High presence of terpenes, anthraquinones, flavonoids, tannins,
phenols and anthocyanins was found. The antiradical evaluation showed that the radicals
were stabilized by the extracts at low concentrations. In terms of the in wvivo
antihypertensive potential, the extracts exhibited a preventive effect on hypertension
during the six weeks of treatment (p<0.05); similar to that of the standard (enalapril) and
control (normotensive rat). The evaluation of the possible mechanisms of action through
an isolated organ in ex vivo (treated rats), pre-contracted (with phenylephrine) and relaxed
(with acetylcholine and sodium nitroprusside) aortic rings did not show a relaxing effect
greater than the one from the untreated rings. Otherwise, those isolated aortic rings from
untreated rats that were precontracted with phenylephrine, KCl and phenylephrine,
showed a relaxing effect when in contact with the extracts. Such effects are not reversed in
the presence of propanolol, atropine, methylene blue and indomethacin, but are partially
reversed in the presence of L-NAME, besides, they inhibit the angiotensin II-induced

contraction. The results suggest that the extracts from the seeds of P. vitifolia and P. edulis



XI

var. edulis, contain secondary metabolites with antihypertensive and antioxidant potential
that could be used as an alternative in the phytopharmaceutical industry for the production

of possible antihypertensive treatments.

Keywords: Passiflora vitifolia, Passiflora edulis var. edulis, antioxidant, antihypertensive, L-

NAME, angiotensin-II.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son a nivel mundial la principal causa
de morbimortalidad, no solo en paises en via al desarrollo sino también en paises
desarrollados. Segtin la Organizacion Mundial de la salud (OMS, 2015), se calcula
que en el 2012 murieron por esta causa 17,5 millones de personas, lo cual representa
el 31% de todas las muertes registradas en el mundo; de estas muertes, 7,4 millones
se debieron a la cardiopatia coronaria, y 6,7 millones a los accidentes
cardiovasculares (ACV).

Diversos factores se asocian a la ECV tales como edad, sexo, tabaquismo, obesidad,
sedentarismo, estrés, herencia, raza, dislipidemia y enfermedades como diabetes e
hipertension arterial (Carrero et al., 2005 y Segura, Agusti y Parody, 2006).

La hipertension arterial (HTA) se describe segtin la OMS (2013) como una elevacion
cronica de la presion arterial (PA) tanto sistélica como diastolica y se considera que
un paciente padece de hipertensiéon cuando la presion arterial sistolica (PAS) es
igual o superior a 140mmHg y/o la presién arterial diast6lica (PAD) es igual o
superior a 90mmHg.

La HTA es considerada como un trastorno que incide directamente en la salud y se
considera como la principal sefial de alerta en el padecimiento de enfermedades
cardiovasculares; su prevalencia gira en torno a un 30-45% de la poblacién adulta
con un marcado aumento en edades avanzadas (Mancia et al., 2013) y es la
responsable de aproximadamente el 45% de las muertes relacionadas con
enfermedades del corazén y el 51% de las muertes causadas por accidente
cerebrovascular (OMS, 2013). La HTA puede clasificarse como primaria o

secundaria seglin su causa, la primaria representa el 95% de HTA y corresponde a
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PA elevada con evaluaciones diagnosticas que no logran identificar su causa y la
secundaria tiene un diagnostico conocido y se relaciona generalmente con
enfermedades que afectan las funciones renales y neurohormonales (Brown, 2006
citado en Ettinger y Feldman, 2007).

La HTA es considerada como una enfermedad crénica, por ende su control se
realiza mediante el uso prolongado de farmacos con diversos blancos
farmacologicos tales como: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA), pB-bloqueadores, diuréticos y bloqueadores de los receptores de
angiotensina-II, los cuales han sido eficaces en el tratamiento de la hipertension; sin
embargo, estos medicamentos de origen sintético pueden presentar ciertas
alteraciones secundarias a corto y largo plazo en su uso como: tos seca, sedacion,
trastornos de la concentracién mental, hipotension, insuficiencia renal aguda,
hipercalcemia, perturbacion en el sabor y salpullidos en la piel (Torruco et al., 2008;
Rojas, 2009). Por lo anterior se hace indispensable la basqueda de nuevas fuentes
de compuestos con potencial antihipertensivo que presenten potencialmente
menores efectos adversos, siendo los compuestos aislados de fuentes naturales una
alternativa fitofarmacéutica para la exploraciéon de nuevos tratamientos para la
hipertension y otras enfermedades de interés mundial.

La mayoria de tratamientos de las enfermedades hasta finales del siglo XX se
realizaba mediante el uso de remedios de origen botanico, de los cuales no se
conocian sus componentes principales, razén por la que podian llegar a ser
perjudiciales o incluso mortales; sin embargo, los avances en los métodos quimicos
y farmacolégicos permitieron la identificacién, aislamiento, purificacion y
evaluacion de los principios bioactivos que se convirtieran en nuevas fuentes para
la fabricacion de farmacos, ya que alrededor del 25% de los medicamentos actuales
son derivados de fuentes vegetales (Remillard y Wynn, 2006 citado en Ettinger y
Feldman, 2007 y Pamplona, 2007).
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Las pasifloraceas cuentan con mas de 500 especies reconocidas en el mundo, 80%
de ellas distribuidas en regiones tropicales de Sudamérica, teniendo a los Andes de
Colombia y Ecuador como el centro de diversidad del género, con un registro 172
especies, 58 de ellas endémicas y el 50% de ellas de fruto comestible (Ocampo et al.,
2007, Pérez y d’Eeckenbrugge, 2017). Se calcula en Colombia un estimado de
12.000ha de passifloraceas cultivadas teniendo a la maracuy4, la granadilla y la
gulupa como las especies de mayor produccién y de las cuales aproximadamente
el 20% se convierte en pulpa apetecida por su alto contenido de minerales,
vitaminas, fibras y a su atractiva textura, aroma y sabor; el 80% restante del fruto se
transforma en residuos agroindustriales de los cuales no se conoce a totalidad su
composicion quimica y funcionalidad biolégica de sus componentes
fundamentales. (Ocampo, Coppens y Jarvis, 2010 y Contreras, Calderén, Guerra y
Garcia, 2011).

Por tal razén, la realizacién de este trabajo pretende caracterizar quimica y
biol6gicamente extractos obtenidos de semillas de Passiflora vitifolia y Passiflora
edulis var. edulis, evidenciar su potencial antirradicalario y antihipertensivo,
planteando el uso de estos residuos como un posible tratamiento de la hipertensién
arterial, ya que las passifloras contienen metabolitos secundarios con posible

aplicabilidad fitofarmacéutica.



4 Potencial antihipertensivo y antioxidante de extractos etandlicos obtenidos de

semillas de Passiflora vitifolia kunth 'y Passiflora edulis sims var. edulis.

1. ANTECEDENTES

Las pasifloraceas cuentan con un gran potencial en componentes bioactivos con
propiedades sedativas, antiespasmoédicas, antibacteriales (Perry, Alberston, Blunt,
Cole y Munro, 1991), antioxidantes, antiproliferativas (Aguillon, Maldonado,
Loango, Arango y Landazuri, 2013) e insecticidas (Rudnicki et al., 2007). Un ntimero
significativo ha sido utilizado en la medicina tradicional de muchos paises, como
tratamiento de la ansiedad, hipertension, insomnio, histeria, epilepsia, espasmos y
dolor (Dhawan, Dhawan y Sharma, 2004). Ademas, la familia se distingue debido a
su aporte en minerales, vitaminas, fibras y su atractivo referido a la textura, aroma
y sabor (Ocampo et al., 2007).

Los flavonoides glicosidados son el principal componente en gran parte de las
passifloras (Wohlmuth, Penman, Pearson y Lehmann, 2010), sin embargo, otros
flavonoides (Abourashed, Vanderplanck y Khan, 2002), compuestos fenolicos,
quinonas, terpenos, glicésidos cardiotonicos, alcaloides y taninos; también han sido
reportados (Aguillon et al., 2013).

Algunos estudios realizados en especies pertenecientes a esta familia, contribuyen
al conocimiento, caracterizacién quimica y farmacolégica de los compuestos
presentes en ellas, donde se ha demostrado que las passifloras cuentan con

metabolitos con capacidad para disminuir la hipertension arterial.



2. JUSTIFICACION

Las passifloras son un grupo de plantas que cuentan con gran potencial de
compuestos bioactivos, por tal motivo han sido utilizadas en la medicina tradicional
de muchos paises como tratamiento de diversas enfermedades, entre ellas: la
ansiedad, el insomnio, la histeria, la epilepsia, los espasmos y el dolor (Dhawan et
al., 2004). Ademas, la familia se distingue por su gran uso en el sector fruticola
debido a su aporte en minerales, vitaminas, fibras y a su atractivo sabor, textura y
aroma (Ocampo et al., 2007).

La hipertension arterial es un padecimiento multifactorial que puede dafar 6rganos
vitales, tales como corazon, cerebro, retina y rifién (Veldzquez et al., 2003), por lo
que es considerada un problema importante de salud publica. Esta enfermedad se
ha tratado, entre otros, con medicamentos que inhiben la enzima convertidora de
la angiotensina (ECA), uno de los mecanismos responsable de la alteracion de la
presiéon normal de la sangre. Otros grupos de medicamentos comunes en el
mercado son los B-bloqueadores, los diuréticos y los bloqueadores de los receptores
de angiotensina-1I, los cuales han sido eficaces y bien tolerados en el tratamiento de
la hipertensién. Sin embargo, una de las desventajas de estos medicamentos de
origen sintético es que pueden producir ciertas alteraciones secundarias a corto y
largo plazo como tos, perturbacién en el sabor y salpullidos en la piel (Torruco et
al., 2008).

En la actualidad, los antioxidantes sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA) y
butilhidroxitolueno (BHT) se utilizan comtnmente para actuar contra los radicales
libres en los sistemas alimentarios y biolégicos. Sin embargo, los posibles efectos
adversos de estos aditivos sintéticos han estimulado su sustituciéon por
antioxidantes y compuestos naturales derivados de plantas que ademas podrian
llegar a actuar como antihipertensivos, hipocolesterolémicos, anticancerigenos y
coadyuvantes de actividades inmunomoduladoras en el organismo, gracias a
metabolitos secundarios como flavonoides glicosidados, el tipo de compuesto mas

encontrado en passifloras estudiadas, (Wohlmuth et al., 2010), flavonoides como
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schaftosido, isoschaftosido, isoorientina, orientina, isovitexina y vitexina
(Abourashed et al., 2002), compuestos fendlicos y otros metabolitos como quinonas,
terpenos, glic6sidos cardiotonicos, alcaloides y taninos; los cuales también han sido
reportados en pasifloraceas como el maracuya (P. edulis) (Aguillén et al., 2013).

Es por esto que se plantea evaluar la capacidad antioxidante y antihipertensiva de
extractos totales obtenidos a partir de residuos agroindustriales (semillas) de P.
vitifolia (especie silvestre) y P. edulis Sims var. edulis (especie cultivada), con el fin
de establecer su potencial aplicacién en la industria farmacéutica o nutracéutica en
la que se incluyan compuestos de origen natural como parte de una dieta
potencialmente util para la disminucion de los riesgos provocados por

enfermedades cardiovasculares.



3. PLANTEAMIENTO Y DELIMITACION DEL
PROBLEMA

La hipertension y las enfermedades a las que esta conlleva (cardiopatias, accidentes
cerebro vasculares e insuficiencia renal), se han convertido en una problematica a
nivel mundial ya que afecta desproporcionadamente a todas las poblaciones, sin
tener en cuenta el nivel social causando el mayor porcentaje de mortalidad y
discapacidad prematura en el mundo (OMS, 2013a).

La prevencion y/o tratamiento de la hipertension, teniendo como base de nuestra
alimentacion diaria el aporte de compuestos bioactivos con capacidad
antihipertensiva obtenidos de plantas promisorias de nuestro pais, es una
alternativa al uso de farmacos sintéticos que pueden ocasionar efectos secundarios
indeseables al organismo.

Colombia es un pais megadiverso con una amplia diversidad de plantas que, a
pesar de ser usadas por diferentes comunidades étnicas y en medicina alternativa,
aun no han sido estudiadas quimica y farmacolégicamente con el fin de establecer
los diferentes componentes y posibles mecanismos farmacolégicos.

El uso de la quimica de productos naturales en conjunto con la farmacologia se
convierte en una herramienta indispensable en la busqueda de nuevas alternativas
para el control de enfermedades con base en plantas promisorias presentes en
nuestro pais.

De acuerdo con esto, la basqueda de nuevas alternativas para el control de
enfermedades de impacto mundial como la hipertensién y la evaluacién de los
extractos obtenidos de passifloras como P. edulis var. edulis y P. vitifolia podrian
conformar una nueva fuente de compuestos de interés en la prevencién y/o

tratamiento la hipertension.



8 Potencial antihipertensivo y antioxidante de extractos etandlicos obtenidos de

semillas de Passiflora vitifolia kunth 'y Passiflora edulis sims var. edulis.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad antihipertensiva y antioxidante de extractos obtenidos de
semillas de Passiflora vitifolian Kunth (especie silvestre) y Passiflora edulis Sims var.
edulis (especie cultivada).
4.2. Objetivos especificos
4.2.1. Caracterizar fitoquimicamente los extractos totales obtenidos de
semillas de P. vitifolia Kunth y P. edulis Sims var. edulis.
4.2.2. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos totales obtenidos y
establecer una posible correlacion con la capacidad antihipertensiva.
4.2.3. Evaluar la actividad citotoxica de los extractos sobre células
polimorfonucleares (PMNs) aisladas de sangre periférica humana.
4.2.4. Evaluar la actividad anti-hipertensiva in vivo de los extractos, en un

modelo de laboratorio utilizando ratas Wistar.



5. MARCO TEORICO

5.1. Familia Passifloraceae
Derivado del latin “Flor is Passion” (Flor de la pasién), el nombre Passiflora fue

dado en 1696 por Plukenet y en un principio el interés de su estudio se centraba en
la belleza de sus flores y posteriormente en la riqueza de sus frutos. La familia se
encuentra situada dentro del orden Malpighiales y esta dividida en tres subfamilias

Passifloroideae, Malesherbioideae y Turneroideae (Souza y Lorenzi, 2005).

5.2. Género Passiflora

Este género se considera como el mas evolucionado y diverso dentro de la familia,
con més del 80% de las especies distribuidas en regiones tropicales de Africa y
América, principalmente en Sudamérica (imagen 1). El género incluye arboles o
arbustos carentes de zarcillos, algunos con espinas y androceo con mayor nimero
de estambres. Los analisis filogenéticos basados en marcadores moleculares apoyan
la divisiéon de Passiflora en ocho subgéneros: Astrophea, Deidamioides, Dysosmia,
Granadilla, Plectostemma, Poliantea, Tetrapathea y Tryphostematoides (Yockteng y
Nadot, 2004).

Imagen 1: en amarillo, la distribucion de las pasifloras en el mundo.

Fuente: http:/ /www.gbif.org/species/2874172#images
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Los Andes constituyen el centro de diversidad del género en las cuencas
hidrogréficas situadas entre los 1000 y 2500 m s.n.m. Colombia, con 172 especies
reportadas, de las cuales aproximadamente el 50% producen frutos comestibles y
nueve se cultivan comercialmente, es el pais con mayor biodiversidad de passifloras
en el mundo (Estrada y Rodriguez, 2009; Ocampo et al, 2007 y DPérez y
d’Eeckenbrugge, 2017) (imagen 2). Se estiman, aproximadamente 16.706ha
sembradas en passifloras, correspondientes a 7600ha de maracuyd, 5640ha de
granadilla, 2110ha de curuba, 942ha de gulupa y 40%ha sembradas en badea y
cholupa lo que representa aproximadamente una produccién de 188.962 toneladas
de fruta fresca y unos 15 millones de délares anuales en exportaciones para el pais

(Ocampo et al., 2007 y Agronet, 2010).

Imagen 2: Distribucién de las passifloras en Colombia.

Fuente: Ocampo et al., 2010.

Las pasifloraceas cuentan con un gran potencial en componentes con propiedades

sedativas, antiespasmoédicas, antibacteriales (Perry et al., 1991), antioxidantes,
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antiproliferativas (Aguillén et al., 2013) e insecticidas (Rudnicki et al., 2007). Un
namero significativo ha sido utilizado en la medicina tradicional de muchos paises,
como tratamiento de la ansiedad, hipertensién, insomnio, histeria, epilepsia,
espasmos y dolor (Dhawan et al., 2004). Ademas, la familia se distingue debido a
su aporte en minerales, vitaminas, fibras y su atractivo referido a la textura, aroma
y sabor (Ocampo et al., 2007).

Los flavonoides glicosidados son el principal componente en gran parte de las
passifloras (Wohlmuth et al., 2010), sin embargo, otros flavonoides (Abourashed et
al., 2002), compuestos fenélicos, quinonas, terpenos, glicésidos cardioténicos,

alcaloides y taninos; también han sido reportados (Aguillén et al., 2013).

5.3. Gulupa (Passiflora edulis Sims var. edulis)
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Equisetopsida

Orden: Malpighiales

Familia: Passifloraceae

Género: Passiflora

Especie: Passiflora edulis Sims var. edulis.

Imagen 3: Passiflora edulis variedad edulis determinada por Sims en 1818.

Fuente: imagen A: el autor; imagen B: Ortiz (2010).
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Especie originaria de América también conocida como curuba redonda o maracuyéa
morado, es una fruta promisoria, apetitosa con un sabor tinico, dulce y ligeramente
acido (Isaacs, 2009); sus caracteristicas nutricionales, organolépticas de sabor y
aroma han tenido gran uso en la industria alimenticia para la elaboracién de jugo,
pulpas, dulces, jaleas, mermeladas y cocteles entre otros (Angulo, 2009); posee
alcaloides, y otros principios farmacéuticos los cuales presentan efectos sedante,
bajando la presion arterial y actuando como un tranquilizante. Es fuente de
vitaminas esenciales como la A, B12 y C, las cuales son de suma importancia para
el cuerpo humano; ademads contiene calcio, fibra, fésforo, hierro, proteinas,
magnesio, potasio y carbohidratos (Pinzén, Fischer y Corredor, 2007 y Ocampo et
al., 2010).

5.4. Granadilla silvestre (Passiflora vitifolia Kunth)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Passifloraceae
Género: Passiflora
Especie: Passiflora vitifolia Kunth.

Imagen 4: Passiflora vitifolia determinada por Kunth en 1818.

Fuente: imagen a: el autor; imagen b:
http:/ /bibdigital.rib.csic.es/Imagenes/Ff(§YMUT Fl Exp Bot N Gra 27/MUT F
1 Exp Bot N Gra 27 101.pdf.



http://bibdigital.rjb.csic.es/Imagenes/Ff(8)MUT_Fl_Exp_Bot_N_Gra_27/MUT_Fl_Exp_Bot_N_Gra_27_101.pdf
http://bibdigital.rjb.csic.es/Imagenes/Ff(8)MUT_Fl_Exp_Bot_N_Gra_27/MUT_Fl_Exp_Bot_N_Gra_27_101.pdf
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También conocida como gulupa de monte o granadilla de monte, especie de
passiflora de la cual existe escasa informacién cientifica disponible. En un trabajo
realizado por Sakalem, Negri y Tabach (2012), se afirma que la especie es nativa del
Amazonas, pero que también aparece en América Central, compartiendo
similitudes en algunos aspectos, como la intensidad del color rojo de la flor, con
Passiflora coccinea, también llamada flor escarlata de la pasiéon (Ocampo et al., 2010).

5.5. Hipertension arterial

5.5.1. Definicién y relevancia clinica
La hipertension arterial (HTA), se describe como la elevacion de la presion ejercida

por la sangre sobre las paredes de las arterias, venas y camaras cardiacas, la cual es
mantenida mediante la interaccion de mecanismos homeostaticos organicos
moderados por el volumen de la sangre, la luz de las arterias, las arteriolas y la
fuerza de contraccién cardiaca. Segtan la OMS (2015) se considera que un individuo
padece de hipertensiéon cuando su presion arterial sistolica (PAS) es igual o mayor

a 140mmHg y/o su presion arterial diastélica (PAD) es igual o superior a 90mmHg.

La HTA es considerada un trastorno serio que incide directamente sobre la salud y
se considera una sefial temprana de alerta de enfermedades que pueden llegar a
presentar un mayor riesgo sobre la salud tales como: problemas cardiacos
(insuficiencia cardiaca, angina, infarto), renales (insuficiencia renal) y cerebrales
(hemorragia o infarto cerebral y a largo tiempo demencia). Segtin la OMS (2015) las
enfermedades cardiovasculares causan alrededor de 17,5 millones de muertes al
afio, de las cuales la HTA es responsable de alrededor del 45% de las muertes
relacionadas con enfermedades del corazén y del 51% de las muertes por accidente
cerebrovascular; asimismo, se debe tener en cuenta que su prevalencia de la HTA
estd alrededor de un 30 a 45%la cual aumenta en personas de edad avanzada

(Mancia et al., 2013).

5.5.2. Estrategias de tratamiento
Antes de dar inicio al tratamiento farmacolégico, se debe tener en cuenta que las

buenas practicas alimentarias, la reduccion del peso corporal, el consumo de
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alcohol, abandonar el habito de fumar y reducir el consumo diario de sal son
necesarias para controlar de forma primaria la hipertension ya que estos son
factores que influyen directamente sobre su apariciéon y se ha demostrado que
dietas ricas en frutas, vegetales, lacteos y el incremento de la actividad fisica
conllevan a la reduccién de la presion arterial de pacientes con hipertension

Jauhiainen y Korpela (2007).

Como primera eleccion para el tratamiento de la hipertension arterial se
recomienda el uso de farmacos cuyas reducciones de la mortalidad y de la
hipertension han sido demostradas claramente en fases clinicas (diuréticos,
inhibidores de la ECA, antagonista de angiotensina I, betabloqueantes y
antagonista de calcio). Para disminuir el riesgo cardiovascular es importante en
primer lugar, reducir la tension arterial, sin embargo, la eleccion de los farmacos se
realiza teniendo en cuenta las enfermedades concomitantes y las posibles

contraindicaciones Guyton y Hall (2011).

Los diuréticos, son farmacos que actdan directamente sobre los rifiones
aumentando la excrecién urinaria mediante la inhibicién y reabsorcién de NaCl y

agua Guyton y Hall (2011).

Los inhibidores de la ECA impiden la formacién de la angiotensina II por la
inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina, y reducen de esa forma la
resistencia periférica y la tensién arterial Brunton, Lazo y Parker, (2006) y Lorenzo

et al., (2008).

Los antagonistas de calcio son farmacos que inhiben el flujo de iones Ca?*, al unirse
con los canales de calcio de tipo L en el corazén y en el masculo liso de los vasos
coronarios y periféricos, su bloqueo induce la relajaciéon del musculo liso vascular,
con dilatacién de las arteriolas principales (Brunton et al., 2006 y Lorenzo et al,,

2008).
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Los antagonistas de los receptores f-adrenérgicos, segtin su afinidad con el receptor
pueden clasificarse en antaonistas no selectivos (bloqueantes 1 y p2) y
antagonistas selectivos (bloqueantes 1), estos reducen la presion arterial,
principalmente a través de la disminucion del gasto cardiaco, reducen el flujo
simpatico del sistema nervioso central (SNC) e inhiben la liberacién de renina,
disminuyendo asi la formacién angiotensina II y la secrecién de aldosterona, los
tarmacos prescritos con mas frecuencia se encuentran los bloqueantes (31 selectivos,
por ejemplo el metoprolol, este, no tiene afinidad por los receptores a, y en segunda
instancia los antagonistas no selectivos como el propanolol (Brunton et al., 2006 y

Lorenzo et al., 2008).

Los inhibidores de la ECA basado en el sistema renina-angiotensina-aldosterona
regulan la tensién arterial y la homeostasis de Na* y agua del organismo. La renina
proviene de las células musculares lisas especializadas de las ateriolas eferentes de
los glomérulos renales (aparato yuxtaglomerular). Los estimulos para la liberacion
de renina son: la caida de la presion de perfusion renal y la activaciéon de los
receptores adrenérgicos 31 de las células yuxtaglomerulares, mediadas por el
simpatico. Cuando la renina se secreta hacia la sangre escinde el decapéptido
angiotensina I del angiotensinégeno proveniente del higado. A partir de la
angiotensina I, la enzima convertidora de angiotensina (ECA) produce angiotensina

I, que presenta el efecto bioldgico (Hernandez, Lourdes e Isidra, 2002).

La ECA circula por el plasma y se localiza sobre la superficie de las células
endoteliales, inhibe el efecto de la angiotensina II sobre la sintesis proteica de las
células musculares del corazén y los vasos, y disminuyen de esa forma la hipertrofia
cardiaca. Como efectos indeseados, los inhibidores de la ECA pueden producir tos
irritativa, empeoramiento de la funcién renal e hiperpotasemia y contribuye a la

inactivacién de las cininas, por ejemplo de la bradicinina (Herndndez et al., 2002).

Los inhibidores de la ECA, como el captopril y el enalapril, ocupan el sitio activo

de la enzima, de tal manera que se inhibe competitivamente la ruptura de la
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angiotensina I. Estan indicados en caso de hipertensién y de insuficiencia crénica
del miocardio. La caida de la presion arterial elevada se fundamenta
principalmente en el bloqueo de la formacion de angiotensina II. La inhibicién de
la degradacioén de la cininas, por ejemplo de las que actian como vasodilatadoras,
puede contribuir al efecto de los inhibidores de los ECA. (Liillmann, Mohr y Hein,
2010).

5.5.3. Mecanismos de control de la presién arterial (PA).
La PA se regula mediante un complejo sistema en el que interaccionan diferentes
mecanismos que actdan a corto, mediano y largo plazo. A corto plazo podemos
encontrar el sistema nervioso auténomo (SNA) que mediante el control del gasto
cardiaco y la resistencia periférica corrige desviaciones agudas de la PA, mientras
que, a mediano y largo plazo, la interaccion de diferentes mecanismos nerviosos y
hormonales, asi como de diferentes sistemas como el de renina angiotensina
aldosterona (SRAA) y el sistema 6xido nitrico (NO) endotelina (ET) (FitzGerald,
Munrray y Walsh, 2004 y Guyton y Hall, 2001).
5.5.4. Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)

EI SRAA es considerado como uno de los sistemas mas importantes que actta en la
regulacion de la presion arterial, el tono vascular y el balance hidro-electrolitico del
organismo, razones por las que se considera una diana terapéutica para el control
de la HTA.

La Activacion del SRAA (figura 1) se da cuando la PA disminuye, lo que provoca
la liberacién de angiotensindégeno, sustrato que es transformado a angiotensina I
(Ang-I) mediante la renina producida en las células yuxtaglomerulares del rifion;
posterior a la conformacion de la AT-I, ésta, en presencia de la enzima convertidora
de angiotensina (ECA), es transformada en Angiotensina II (Ang-II) un octapéptido
que presenta un potente efecto vasoconstrictor que ademas regula el equilibrio de

fluidos y sodio en el organismo (Oparil y Haber, 1974 y Majumder y Wu, 2014).
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La ECA en este sistema se convierte en la clave para la hidrolisis de los péptidos de
formas inactivas a formas activas, lo cual también la convierte en una diana
farmacéutica, ya que al lograr su inhibicion se interrumpe el sistema y no se logra

la formacién de la Ang-II (Cushman, Cheung, Sabo y Ondetti, 1981).

‘ Angiotensinégeno |

"B Renina —»l

‘ Angiotensina I ‘

14— ECA

T
_ ‘ Receptores AT, ‘

1 l

Liberacion de
oxido nitrico (NO)
(Vasodilatacion)

Figura 1: Sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA).

Fuente: el autor

La AT-II se puede unir a dos receptores, el receptor de angiotensina tipo 1 (AT1)y
el receptor de angiotensina tipo 2 (ATz), presentando diferentes efectos
dependiendo del receptor al que se unen; la unién al receptor tipo 1 causa
vasoconstriccion e induce la liberacién de aldosterona que aumenta la retencién de
agua y sal en el rifién; mientras que la unién de la Ang-II al receptor tipo 2 induce
efectos contrarios ya que se estimula la liberacion de NO lo que aumenta la
vasodilatacion (Majumder y Wu, 2014).
5.5.5. Sistema 6xido nitrico (NO)

Muchas de las funciones fisiol6gicas de la regulaciéon y homeostasis vascular se da
por la secrecién de sustancias vasoactivas por parte de las células endoteliales, entre

estas sustancias se encuentra el 6xido nitrico (vasodilatador) y la endotelina
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(vasoconstrictor). Cuando se produce disfuncién endotelial esta se caracteriza por
el desequilibro entre estos dos factores (Majumder y Wu, 2014).

El NO producido por las células endoteliales reduce y mantiene la vasodilatacion
mediante diferentes eventos biolégicos; el NO se produce por la accion de la enzima
6xido nitrico sintasa (NOS) que transforma la L-arginina en L-citrulina y NO, este
ultimo es uno de los principales reguladores del tono vascular y acttia activando la
guanilato ciclasa soluble (GCs) la cual aumenta la concentracién intracelular de
guanosin monofosfato ciclico (GMPc) en el musculo liso vascular, promoviendo la

relajacion del mismo (figura 2) (Rodriguez et al., 2001).

L-arginina L-arginina

vasodilatacion

Figura 2: Sistema 6xido nitrico (NO).
Fuente: el autor
5.6. Modelos animales para el estudio de la hipertensién
Como la hipertensiéon es una enfermedad que se encuentra influenciada por
diferentes pardmetros ligados al estilo de vida entre ellos: la alimentacién, edad,
sedentarismo, tabaquismo, ademdas de muchos mecanismos fisiolégicos; la

generacion y estudio de nuevos compuestos se realiza mediante la implementacion
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de métodos que permitan observar cual es el efecto del compuesto a probar sobre
la presion arterial como un todo, limitando la intervencién de variables externas
que puedan interferir y de esta forma modificar la respuesta por parte del modelo.
Por lo tanto los modelos animales se usan como una alternativa eficaz para lograr
observar cual es la reaccion de un individuo y cémo se comportan las sustancias
probadas en el mismo. La eleccién del modelo se debe realizar teniendo en cuenta
que las caracteristicas de la hipertension presentadas por el animal deben coincidir
con la hipertension de humanos y de esta forma lograr los mejores resultados con

la evaluacién antihipertensiva (Leong, Ng y Jaarin, 2015).

5.6.1 Modelos in vivo para el estudio de la hipertensién

Existe un gran nimero de modelos animales a los que mediante diferentes
metodologias se les logra inducir algin tipo de hipertension, entre ellos podemos

encontrar:

5.6.1.1. Hipertension inducida quirtargicamente
Fue implementada en 1934 por Goldblatt, Lynch, Hanzal y Summerville, quienes
utilizaron al perro como primer modelo animal de hipertensién, la cual indujo
mediante la constriccion unilateral de la arteria renal; mas adelante esta misma
técnica se implementé en ratas y conejos ya que en los perros se dificultaba el
mantenimiento de la presiéon debido a que tienen la capacidad de autorregulacion
renal. Se conocen tres formas quirdrgicas para la induccién de esta hipertension
pero que a su vez logran diferentes respuestas en el animal, entre ellas podemos

encontrar:

* Dos rifiones un clip (2R1C): se realiza con la presencia de los dos rifiones en
el animal de los cuales uno se interviene bloqueando la arteria renal, el
resultado obtenido de esta intervencion es el aumento sostenido de la
presiéon arterial, activaciéon del sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA) y el sistema nervioso simpético (SNS), sin retencion de sal y agua ya

que uno de los rifiones se encuentra intacto (Badyal, Lata y Dadhich, 2003).
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Un rifién un clip (1R1C): Para este modelo se realiza la extracciéon uno de los
rifiones y bloqueando la aorta renal del que queda, como resultado se
produce incremento de la presion arterial y aumenta en la retencion de sal y

agua (Badyal et al., 2003).

Dos rifiones dos clips (2R2C): En este caso se realiza el bloqueo de ambas
arterias renales, como resultado se produce incremento de la presion arterial
y aumenta en la retencién de sal y agua, bloqueando del sistema renina

angiotensina (Badyal et al., 2003).

5.6.1.2. Hipertension endocrina

En este modelo, la hipertensiéon es inducida mediante la administracion de

mineralocorticoides como el acetato de desoxicorticosterona (DOCA), lo que

aumenta la retencion de sodio y liquidos aumentando la presioén arterial (Badyal et

al., 2003).

Induccién de hipertension con sal DOCA: se debe realizar la extraccion de
uno de los rifiones en el animal y posterior a su recuperacion se le administra
via subcutanea sal DOCA, sustituyendo el agua por una solucién de NaCl,
lo que induce la hipertensién mediante la retencién de sodio y agua (Badyal
et al., 2003).
5.6.1.3. Hipertension por dieta

Exceso en la ingesta de sal: El consumo de altas concentraciones de sal por
parte de un organismo produce la aparicion de la hipertension, de forma
crénica su consumo en ratas produce hipertension similar a la sufrida por
humanos, y por lo general se induce mediante la sustitucion de agua potable
por soluciones de NaCl y aumentando las concentraciones de sal en la dieta

del animal (Badyal et al., 2003).
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5.6.14. Hipertension genética
Ratas SRH: el modelo de ratas espontdneamente hipertensas, es un modelo
al que se le han atribuido similitudes con la fisiologia de la hipertensién en
humanos, por lo que se ha convertido en el animal de eleccién para la
evaluacion de compuestos con potencial antihipertensivo; los animales
desarrollan la hipertension entre las 4 y las 6 semanas de edad, sin necesidad
de realizar intervenciones quimicas, quirdrgicas y/o farmacoldgicas; este
modelo en las primeras etapas de la enfermedad, presenta aumento en el
gasto cardiaco y resistencia periférica normal y durante el desarrollo de la
hipertensién las SRH pueden generar alteraciones estructurales en el
corazén formando hipertrofia cardiaca progresiva (Leong et al., 2015); sin
embargo los costos y las dificultades para el acceso y manutencioén de estos
animales en nuestro pais, dificulta su adquisiciéon para la realizacion de
pruebas en este modelo.
5.6.1.5. Hipertension inducida quimicamente

Hipertension por dexametasona: La dexametasona es un medicamento
generalmente usado como antiinflamatorio, el cual al ser usado de forma
cronica produce incremento de la presién arterial tanto en ratas como en
humanos; la hipertensién puede estar ligada al aumento del estrés oxidativo,
especies reactivas de oxigeno (ROS), disminucién de 6xido nitrico sintasa
(NOS) y concentracién de Nitrégeno (NOx) en suero (Sharma, Vyawahare,
y Ladhha, 2010).

Hipertension inducida por L-NAME: el N-Nitro-L-Arginina metil éster (L-
NAME) es un inhibidor de la oxido sintasa, y al administrarlo crénicamente
inhibe la NOS lo que disminuye la produccién de 6xido nitrico en el
organismo, produciendo un aumento de la presién arterial, disminucién de
la frecuencia cardiaca, reduccién del gasto cardiaco y alteraciones en la

contractilidad cardiaca; lo cual genera dafios a nivel arterial y cardiaco que
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se pueden detectar mediante la implementacién de histopatologia (Sharma
et al., 2010).

5.6.2. Modelos de baio de 6rganos
Los ensayos realizados en Organo aislado establecen una herramienta

complementaria para la evaluacion de la actividad farmacolégica de una muestra
in vivo, ya que nos permite realizar la evaluacién de sus efectos en tejidos,
receptores, canales y enzimas de un modelo animal; de esta forma se convierte en
un modelo para la elucidacién de posibles mecanismos de accién de una molécula
o extracto asi como las concentraciones a las que presentan una respuesta especifica
(Ramirez, Palacios y Gutiérrez, 2006).

Este modelo ha sido ampliamente utilizado por la comunidad cientifica ya que es
econémico, permite la evaluacién rapida de moléculas y extractos vegetales, con un
requerimiento menor de animales que en modelos in vivo teniendo en cuenta que
los efectos homeostaticos del 6rgano aislado pueden ser menores que en organismo
integro; este modelo es aplicado comtinmente en la evaluacion de moléculas con
potencial antihipertensivo empleando anillos aislados de aorta, arterias y corazén,
mediante los cuales se valora la capacidad que poseen para relajar (Ramirez et al.,

2006).
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6. METODOLOGIA
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al, 2015).

Figura 3: Diagrama de la metodologia

6.1. Recoleccién y preparacion del extracto
El material vegetal P. vitifolia se recolect6 en el municipio de Ibagué en los predios

del jardin botédnico Alejandro Von Humboldt de la Universidad del Tolima (N 4°
15'a N 4° 40", y W 75° 00" a 75° 30), y P. edulis var. edulis fue recolectado en la finca
Buenos Aires vereda la tigrera en el municipio de Cajamarca departamento del
Tolima (4° 26" 27"N 75° 25' 40"0O). Se recolectaron ejemplares completos y se
enviaron para la determinacién taxonémica al Herbario Nacional, asi como frutos
enteros maduros de cada especie para la extraccion de las semillas y realizacion de
los extractos y posteriores pruebas quimicas y biolégicas.

El material recolectado fue llevado a los laboratorios del Grupo de Investigaciéon en
Productos Naturales de la Universidad del Tolima (GIPRONUT) donde se clasifico
por su grado de madurez, se separ6 de material en mal estado y se extrajeron las
semillas.

Las semillas limpias fueron sometidas secado a 42 + 2°C durante 72 horas para

posteriormente ser molidas en un molino de aspas hasta obtener un polvo
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homogéneo que fue empacado y rotulado en bolsas ziplock para su

almacenamiento a -80°C protegidas de la luz y de la humedad.

6.1.1. Obtencién de extractos
Se empacaron 170 gramos de cada una de las semillas molidas en un dedal de

interlon para realizar un desengrasado con hexano en un equipo soxhlet hasta el
agotamiento, el material desengrasado se sec6 a temperatura ambiente para
eliminar los excesos de hexano y se sometié a maceracion con etanol al 97% con
agitacion constante durante 24 horas. Los extractos fueron filtrados al vacio y el
material se someti6 nuevamente a maceraciéon hasta lograr el agotamiento del
mismo; los extractos etandlicos (EETOH) fueron concentrados a presion reducida
en un rotaevaporador BUCHI R114 hasta reducirlos en un 70% aproximadamente
y posteriormente almacenarlos a 4°C protegidos de la luz (Jiménez, Rodriguez,

Murillo, Méndez & Rueda, 2013).

6.1.2. Caracterizacion fitoquimica de los extractos
Los extractos obtenidos fueron caracterizados mediante pruebas fitoquimicas

colorimétricas y cromatografia en capa delgada con el fin de determinar la presencia
y ausencia de nicleos secundarios (Dominguez, 1973 y Murillo y Méndez, 2012),
para lo cual se utilizaron las pruebas descritas a continuacion:
% Saponinas: la presencia de este nticleo secundario se realiz6 mediante dos
pruebas:

e Prueba de la espuma: esta prueba se realiza mediante la mezcla del

extracto a evaluar en proporciones 1:10 con agua caliente, tomando

ImL de esta mezcla y se agita vigorosamente por 30 segundos y la

reaccion se deja en reposo por 30min, la presencia de espuma
sobrenadante indica la presencia de saponinas en la muestra.

e Prueba de Rosenthaler: esta prueba se realiza mediante la adiciéon dos

gotas de solucién etanodlica de vainillina al 1% y dos gotas de acido

sulfarico concentrado a 0,5mL del extracto a evaluar, reacciéon que
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7
L X4

X/

permite cambios de coloracién a morado violeta del extracto en

presencia de saponinas.
Polifenoles: para verificar la presencia de polifenoles totales en los extractos, se
utiliza el ensayo de Folin-Ciocalteu (FC) en el cual mediante la mezcla de 0,5mL
del extracto con 5 gotas de reactivo FC y dos gotas de NaxCOs, permite la
identificacion de polifenoles mediante el cambio a color azul oscuro de la mezcla
indicativo de su presencia.
Taninos: los taninos son compuestos polifendlicos astringentes con capacidad
de unirse a proteinas con una alta sensibilidad a la oxidacion especialmente en
medios acidos, la confirmacién de su presencia se realiza mediante la reaccion
de 0,5mL del extracto con 5 gotas de cloruro férrico que mediante cambios de
coloracién a azul a negro indican la presencia de taninos hidrolizables y cambios
de color a azul a verde indican la presencia de taninos condensados.
Flavonoides: para verificar la presencia de flavonoides en los dos extractos, se
realiz6 la prueba de Shinoda y cromatografias de capa delgada.

e La identificacién de flavonoides mediante la prueba de Shinoda se
realiza mediante la adicién de limaduras o polvo de magnesio a la
muestra a evaluar, seguido de la adiciéon gota a gota de HCI
concentrado hasta finalizar el desprendimiento de hidrégeno. La
reaccion se interpreta como positiva para la presencia de flavonoides
con la aparicién de coloraciones rosadas, rojas, violetas o anaranjadas,
posterior a la reaccion.

e Las cromatografias se realizaron utilizando como fase estacionaria
placas de silica gel 60 GF-254 con soporte de aluminio y como fase
movil una mezcla de acetato de etilo - 4cido férmico - acido acético -
agua en proporciones (10:0,5:1:1), las placas se observaron al visible y
luz ultravioleta (254nm y 366nm) antes y después de revelarse con
AlCls interpretando la presencia de bandas de color amarillo, rojo, azul

y purpura como positivo para la presencia de flavonoides.
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Antraquinonas: para la identificacién de antraquinonas en los extractos, se

realiz6 la reaccion de Borntrdger la cual consisti6 en el fraccionamiento

liquido/liquido del extracto etandlico con cloroformo con posterior adiciéon de

NaOH al 5% en agua a la fase cloroférmica del fraccionamiento, la aparicion de

coloracion rojiza fase acuosa indica la presencia de este niicleo secundario.

Terpenos: la presencia de terpenos en los extractos etanodlicos de las dos semillas

se verific6 mediante las reacciones de Lieberman-Burchard, Salkowski y CCD.

Reaccion de Lieberman-Burchard se lleva a cabo posterior a la
extraccion solido liquido del extracto, de una fraccién cloroférmica la
cual se lleva a sequedad y posterior a esto se le agrega anhidrido
acético seguido de &cido sulfarico que genera coloraciones azul o
verde en presencia de esteroides; rojo, rosado o violeta en presencia de
triterpenos y amarillas en presencia de triterpenos saturados.

La reaccién de Salkowski se lleva a cabo mediante la mezcla de 0,5mL
del extracto etandlico con 0,5mL de cloroformo a la cual le es agregada
posteriormente 0,5mL de &cido sulfarico al 85%. La reaccion de la
mezcla con el acido genera un anillo en la interfase positivo para
terpenos cuando se aprecia de color amarillo o rojo.

La CCD se realiz6 utilizando como fase estacionaria placas de silica gel
G-60 y como fase moévil una mezcla de éter de petréleo y acetato de
etilo en proporciones (9:1); la placa se revel6 mediante aspersién con
vainillina al 1%en H>SOs al 5% sometiéndola a calor durante 5 min, la
aparicion de bandas de color verde, rojo, rosado, azules y/o amarillo

son indicativas de la presencia de terpenos en la muestra evaluada.

%+ Alcaloides: la presencia de alcaloides en los dos extractos se evidencié mediante

la reacciéon de Tanred, Dragendorff, Mayer y Valser; para lo cual, 10mL de cada

extracto se secaron y resuspendieron en HCl al 10%, la suspension se filtré y se

dividié en 5 tubos para realizar las pruebas de reconocimiento nombradas
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anteriormente. Cuatro tubos se destinaron para los reactivos de los cuales se
agregd tres gotas y el quinto se destin6 como control de comparacién. Se
consideré como positivo para las pruebas cuando aparecieron precipitados o
turbiedad en la reaccién, y negativo cuando no se formé ningtn tipo de

precipitado.

K/

% Cardiotonicos: la presencia de este nticleo en los extractos se verificé mediante
la reacciéon de Baljet la cual se realizé mezclando 2,5mL de cada extracto con
1,5mL de acetato de plomo al 10% y 1,5mL de agua destilada calentando durante
10min, la mezcla se filtr6 y se le agregé 5mL de CHCl; separando la fase
cloroférmica en dos tubos y llevando a sequedad; uno de los tubos se le agregé
el reactivo de Baljet (solucién etandlica de acido picrico al 1% + NaOH al 10%
en agua), el otro se tomé como control, la reaccién se considera positiva para la
presencia de este nticleo con la presencia de coloracién naranja, roja o violeta en

la reaccion.

6.2. Actividad citotoxica de los extractos in vitro.

6.2.1. Ensayo de MTT
Para determinar la citotoxicidad de los extractos, se realiz6 un ensayo de MTT

(metil tiazol tetrazolio) el cual evalta la supervivencia y capacidad de proliferacién
de células posterior a recibir un tratamiento (Mosmann, 1983). El MTT 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) es una sal tetrazolio de
color amarillo y soluble en agua; el cual al ingresar a una célula viable se
descompone por la accion de enzimas deshidrogenasas mitocondriales (succinato-
deshidrogenasas), transformédndolo en cristales de formazan de color azul-violeta
insolubles en agua, solubles en dimetilsulféxido (DMSO) y cuantificable
espectrofotométricamente a una longitud de onda A= 540nm. Teniendo en cuenta
esto, la trasformacion del tetrazolio a formazan es directamente proporcional a la
cantidad de células viables en el medio posterior a la exposicion de estas a una
muestra (Mosmann, 1983 y Cardenas, Aragén, Ospina, Isaza, y Pérez, 2012).

Los leucocitos polimorfonucleares humanos (PMNs) fueron obtenidos de sangre

periférica humana previo consentimiento informado del paciente (anexo 1),
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teniendo en cuenta la metodologia propuesta por Cardenas y colaboradores (2012)
con algunas modificaciones. En tubos cénicos de 15mL se tomaron 3mL de la sangre
y se adicionaron cuidadosamente sobre 9mL de Ficoll-Hypaque con el fin de crear
un gradiente adecuado para separar células mononucleares de polimorfonucleares,
los tubos fueron sometidos a centrifugacion a 1400rpm durante 40min y
temperatura ambiente, el resultado son tres fases de las cuales se descartan la fase
superior (plasma) y la fase intermedia (mononucleares); la fase inferior que contiene
los PMNss vy eritrocitos es diluida al doble con buffer PBS pH 7,4 y mezclada con
dextrano al 2% en solucién salina al 0,9% en proporcione 1:1, la mezcla se
homogeniza por inmersién del tubo con el fin de separar los eritrocitos de lo PMNs
y se dejo en reposo durante 40 minutos a temperatura ambiente, posterior a esto se
elimind la fase superior que contiene los eritrocitos y se centrifugé a 325xg durante
15min descartando el sobrenadante, el precipitado final, se resuspendié en PBS con
glucosa 10mM y se realiz6 un recuento celular determinando la viabilidad de las
células presentes (Cardenas et al., 2012).

Para la evaluacién de la viabilidad celular, los PMNs fueron incubados con los
extractos a diferentes concentraciones (500, 1000, 2000 y 4000pg/mL) durante
30min a 37°C, pasado este tiempo se centrifugan a 325xg durante 10 min a 4°C
eliminando el sobrenadante teniendo cuidado de no eliminar las células adheridas
al tubo, se les adiciona MTT a una concentracién de 420pg/mL y se incuban
nuevamente durante 1 hora a 37°C, nuevamente se centrifugan se elimina el
sobrenadante y se le agregan 100uL de DMSO agitdndolo vigorosamente durante
5 min; a la solucién final se le determina la absorbancia a 540nm y mediante esta se
determiné la viabilidad final de las células.

El porcentaje de viabilidad se calcul6 teniendo en cuenta la siguiente ecuacién:

A ,
%% Viabilidad = (M) % 100

control

Doénde: Apatamiento: absorbancia de las células tratadas con los extractos y Acontror:

absorbancia de las células tratadas con el vehiculo (solucion salina).
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6.3. Actividad Antioxidante

6.3.1. Actividad estabilizante del cation radical ABTS (cation del acido
2,2’, azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).
Para evaluar la capacidad antirradicalaria de los extractos frente a este radical, se

utiliz6 la metodologia propuesta por Granados, Yafiez y Santafé (2012) con algunas
modificaciones. Para la elaboracion del radical, se tomaron 17.5mg de ABTS (Sigma
Aldrich®) y se disolvieron en 9ml de H>O estéril; aparte se pesaron 34mg de
persulfato de potasio (K2S20s) (Merck®) disueltos en ImL de H2O; las dos
soluciones se mezclaron constituyendo la solucién madre, la cual fue almacenada
por 24h en oscuridad; transcurrido el tiempo, el radical formado (ABTS+) se diluy6
con etanol al 97% ajustando la absorbancia del mismo a 0.700 £ 0.05 a una longitud
de onda de A= 734nm en un lector de microplacas Thermo Evolution®.

Los extractos fueron evaluados desde 1png/mL hasta 125pug/mL con un n=3,
combinando el radical ajustado con las diferentes concentraciones de los extractos
en proporciones (50:1) e incubando la mezcla en oscuridad durante 7min para su
posterior lectura. La actividad estabilizante del radical ABTS se determiné

mediante la ecuacion:

Anpre — A
AEABTS = ( ABTS 6“”“) x 100
AABTS

Dénde: AEABTS: Actividad estabilizante del radical ABTS en porcentaje. AABTS:
Absorbancia del ABTS antes de agregar la muestra. A6min: Absorbancia de la
mezcla reaccionante a los 7min. Como patrén se utilizo el vehiculo de preparacion

de los extractos, el cual se someti6 a las mismas condiciones de ensayo.

6.3.2. Actividad estabilizante del radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo)
Para evaluar esta actividad se utilizé la metodologia propuesta por Sanchez,

Murillo y Méndez (2010). El método fue propuesto por Blois en 1958 donde
demostré inicialmente la capacidad para aceptar un hidrogenién por parte del
radical, la molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo es conocida como un radical libre
estable que al reaccionar con un sustrato antioxidante con capacidad de donar un

atomo de hidrégeno cambia de color violeta oscuro a un color amarillo claro o
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incoloro; este cambio de color es posible monitorearlo mediante espectrometria y
dependiendo del cambio en la coloracién. El radical se preparé a una concentracion
de 20mg/L en metanol cubriendo los recipientes con papel aluminio para evitar su
degradacion; la evaluaciéon de los extractos se realizé desde 1pg/mL hasta
125pg/mL concentracion final con un n=3, combinando el radical ajustado con las
diferentes concentraciones de los extractos en proporciones (1:0,25) La mezcla se
conserv6 en oscuridad (30min) y se midi6 la absorbancia a 517nm contra un blanco
(solvente y DPPH).

La actividad estabilizante del radical DPPH se determiné mediante la ecuacion:

ADPPH - A30min

AEDPPH = ( ) % 100

ApppH
Doénde: AEDPPH: Actividad estabilizante del radical DPPH en porcentaje. Appph:

Absorbancia del DPPH antes de agregar la muestra. Asomin: Absorbancia de la

mezcla reaccionante a los 30 minutos.

6.4. Evaluacién de la actividad antihipertensiva

6.4.1. Actividad antihipertensiva in vivo
Para la evaluacion de la actividad antihipertensiva in vivo se utilizaron ratas Wistar

macho de 9-11 semanas de edad, suministradas por el Bioterio del Departamento
de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia; los animales fueron
mantenidos en condiciones controladas de temperatura y ciclos luz-oscuridad de
12h con libre acceso a alimento y agua excepto durante los dias de administraciéon
de los extractos cuando se dej6 en un periodo de ayuno de 12h. Los ensayos de esta
investigacion fueron realizados cumpliendo los lineamientos éticos plasmados en
la resolucién N. 008430 de 1993 por el Ministerio de Salud y la ley 84 de 1989 de la
Republica de Colombia; la propuesta de investigacion se present6 ante el Comité
de Bioética de la Facultad de ciencias de la Universidad Nacional y las metodologias
planteadas fueron avaladas para su realizacién bajo el acta 16 del 13 de septiembre

de 2016 (Anexo 2).
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6.4.2. Modelo de induccion de hipertension arterial con L-NAME
Para llevar a cabo este modelo se realiz6 un acondicionamiento previo de los
animales a la técnica (“Tail-cuff”) y al ambiente del Bioterio (Barefio, 2015),
posterior a esto los animales fueron asignados aleatoriamente a los siguientes
grupos (n=6):
Grupo 1: extracto P. edulis (150mg/Kg)+ L-NAME (30mg/Kg)
Grupo 2: extracto P. vitifolia (150mg/Kg)+ L-NAME (30mg/Kg).
Grupo 3: Grupo blanco (Gnicamente vehiculo).
Grupo 4: L-NAME a (30mg/Kg)+vehiculo.
Grupo 5: Enalapril (10mg/Kg)+L-NAME (30mg/Kg).
Los extractos y el enalapril (farmaco de referencia) fueron suspendidos en el
vehiculo, se administraron de forma oral con la ayuda de canulas y el L-NAME
disuelto en solucién salina se administré intraperitonealmente; tanto los extractos
como el L-NAME se administraron cada 48 durante. El vehiculo utilizado para
resuspender los extractos y el enalapril consisti6 en una mezcla de glicerol,
propilenglicol y agua en proporciones (10:10:80).

6.4.3. Medicién de la presion arterial
La medicién de la presion sistélica se determiné por el método no invasivo de
"dispositivo de manguito en la cola" (“Tail- Cuff”), el cual mediante la oclusion del
paso de sangre a través de un sensor permite realizar un seguimiento al pulso del
animal y de esta forma determinar la presiéon arterial del mismo. Las ratas se
colocaron en cepos y las colas se calentaron a una temperatura de 30+2°C con el fin
de dilatar la arteria caudal del animal y de esta forma permitir una mejor lectura,
posterior a esto, en la base de la cola se colocé el manguito y transductor de
ultrasonido conectados a un medidor de presiéon no invasiva marca (“PANLAB-LE
5002”), equipo necesario para expresar numéricamente el pulso y presién arterial
del animal. La presion se calculé mediante la generacién de presion externa a la cola
mediante el manguito, lo que disminuye la sefial del pulso hasta desaparecer

debido a la oclusién de los vasos sanguineos y al disminuir la presién ejercida por
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el manguito, el pulso reaparece; teniendo en cuenta la presiéon externa que se esté
infringiendo al momento de aparecer nuevamente el pulso esta es considerada
como la presion sistolica (PS) del animal (Vanvliet, Chafe, Vladan, Schnyder y

Montani, 2000).

6.5.Modelo de vasodilatacion en anillos aislados de aorta

Para la realizacion de esta técnica, se utilizaron ratas Wistar adultas con pesos entre
los 250 a 350g, las cuales se sacrificaron mediante el uso de cdmara de éter etilico;
se realiz6 la toracotomia del animal y se extrajo la arteria aorta toracica la cual fue
sumergida inmediatamente en solucién de Krebs pH 7,4 compuesta por: NaCl
1,18M, KCI 4,75mM, CaCl; 1,8mM, MgSOs 1,20mM, KHoPO4 1,24mM, 4cido L-
ascorbico 0.1M, glucosa 11mM y bicarbonato de sodio 25mM, a una temperatura de
37°C con carbogenizacién constante, esto con el fin de conservarla de la mejor
manera durante la limpieza del tejido conectivo circundante y montaje en el bafio
de 6rganos (Torres, Ibanez & Paboén, 2012).

La aorta libre de tejido conectivo fue cortada en fragmentos de 5mm de longitud y
los anillos vasculares resultantes se montaron en un sistema de bafio de 6rganos
que contenia 20mL de solucién de Krebs pH 7,4 a 37°C y oxigenacién constante con
carbogeno; cada anillo se fij6 mediante alambres de acero inoxidable por el extremo
inferior a la base del bafio y por el superior a un transductor isométrico acoplado a
un sistema de amplificacién de sefial y registro computarizado marca (“Data Trax
2”, WPI). Los anillos se sometieron a una tensién basal de 2g permitiendo un
periodo de estabilizaciéon aproximado de 1h realizando cambio de la solucion de
Krebs y ajustando la tension basal cada 15min (Torres et al., 2012).

Transcurrido el periodo de estabilizacion y para verificar la integridad de los
anillos, se aplicé a cada bafio una solucién 1pM (concentracion final) de fenilefrina
(FE) y se incub¢6 hasta que los anillos alcanzaran un valor de contraccién estable
(valor meseta), en este momento a cada pozo se le adicion6 solucién de acetilcolina

(ACh) 1*10-°M y se calcul6 el porcentaje de relajacion; los anillos cuya contracciéon
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con fenilefrina no fuese > a 1g y relajacién con acetilcolina > al 30% se descartaron
del experimento. Posterior a su verificacion, los anillos se lavaron con solucién de

Krebs hasta alcanzar la contraccion basal y se estabilizaron durante 15min.

6.5.1. Evaluacion de la relajacién inducida por el extracto etandlico de P.
vitifolia 'y P. edulis var. edulis.
Con el fin de comprobar si los extractos etandlicos de P. vitifolia y P. edulis var. edulis

ejercen vasorrelajacion de los anillos precontraidos con KCl 80mM (agonista
despolarizante de membrana por activacion de canales de Ca2?* voltaje
dependientes) (Brunton et al., 2006) y fenilefrina 1uM (agonista de los receptores a-
adrenérgicos (Lorenzo et al., 2008), se aplicaron por separado cada uno de ellos,
previa verificacion de la viabilidad de los anillos, incubandolos hasta lograr la
meseta maxima de contraccién, posterior a esto se agregaron a los bafios los
extractos en concentraciones acumulativa de 1, 10, 30, 100 y 300ng/mL
(concentracion final en la copa) aplicando la concentracién a acumular cada 20
minutos y registrando el potencial relajante con cada aplicacién; como control se
utiliz6 DMSO al 1% (concentracién final en la copa) vehiculo en el cual se

disolvieron los extractos (Torres et al, 2012).

6.5.2. Determinacion de la relajacién de acetilcolina y nitroprusiato en
aorta de rata tratada pre-contraida con Fenilefrina.
Ratas hipertensas tratadas con los extractos de P. edulis var. edulis y P. vitifolia , se

sacrificaron en cdmara de éter etilico y mediante toracotomia se extrajo la aorta
toracica la cual se seccioné y mont6 en el bafio de érganos, los anillos se contrajeron
mediante FE 1uM y una vez alcanzada la maxima contraccién se le adicionaron
concentraciones acumulativas de acetilcolina (1.0* 104, 1.0* 103, 5.0*10-3, 1.0*102,
5.0¥10-2, 8.0*102, 1.0*10-1, 3.0*101, 5.0¥10-1, 1.0, 5.0, 10, 50, 100 pM) y nitroprusiato
(5.0 * 103, 1.0¥10-4, 1.0*10-3, 5.0%10-3, 1.0*10-2, 5.0*10-2, 1.0*10-1, 5.0¥10-1, 1.0, 5, 10pM),
anotando la méxima relajacién que se lograba al agregar cada una de las alicuotas

(Baretio, 2015).
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6.5.3. Evaluacion de los mecanismos de accién del extracto etandlico de
P. vitifolia y P. edulis var. edulis.
Mediante el modelo de bafio de 6rganos utilizando ratas sin tratamiento, anillos de
aorta previamente verificados se incubaron durante 15min con: L-NAME 100pM
(inhibidor de la NOS), azul de metileno 1pM (inhibidor de la guanilato ciclasa),
indometacina 1pM (inhibidor de ciclooxigenasa), atropina 30pM (antagonista
muscarinico) y propanolol 1,0pM (bloqueador del receptor ) (Brunton et al., 2006;
Lorenzo et al., 2008; Champion et al., 1999), posterior al tiempo de incubacién los
anillos se sometieron a contracciéon con fenilefrina hasta alcanzar la meseta maxima
de contraccién y se agregaron a los bafios los extractos en concentraciones
acumulativas de 1, 10, 30, 100 y 300pg/mL cada 20min observando la relajacion
producida, que se comparé con la establecida en anillos sin presencia de estos
compuestos. Esta metodologia permite evaluar si la vasodilataciéon producida por
los extractos estd ligada a los mecanismos mediados por los compuestos

anteriormente nombrados (Torres et al., 2012).

6.5.4. Inhibicién de la angiotensina II (AT-II) por el extracto etanélico de
P. vitifolia y P. edulis var. edulis.
Teniendo en cuenta la metodologia de bafio de o6rganos, anillos de aorta

previamente verificados fueron precontraidos con NaCl 60mM y lavados con
solucion de Krebs pH 7,4 hasta alcanzar la tension basal (2g), posterior a esto se
adicionoé a cada bano AT-II de forma acumulativa en concentraciones de 1*10-5, 1*10-
5, 1*104, 5104, 1*103, 5*10-3, 1*10-2 , 5*10-2, 1¥10-1 , 5*10-1 y 1pM, estableciendo la
curva de contracciéon de este compuesto, los anillos fueron nuevamente lavados
hasta lograr la contraccién basal y se incubaron durante 15min con los extractos a
300 y 30pg/mL, logrado el tiempo de incubacién se repite la curva de contraccion
con AT-II comparando los resultados de contraccién obtenidos en presencia y en

ausencia de los extractos.
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6.6. Analisis de los datos

Todos los resultados obtenidos en este trabajo se expresaron como el promedio * el
error estadistico de la media (e.s.m), las diferencias de presion arterial y relajacion
de los anillos de aorta se analizaron mediante la aplicaciéon de un andlisis de
varianza (Anova paramétrico de dos vias), previa verificaciéon de la distribucion
normal de los datos (prueba de Shapiro Will) y de su dispersiéon homogénea
(prueba de homocedasticidad de varianzas).

Las graficas de los resultados de relajaciéon en anillos de aorta fueron comparadas
mediante el test de Tukey, con el fin de encontrar diferencias significativas entre los
ensayos. La concentraciéon efectiva 50 (CEsp) de los extractos (la concentracion
necesaria para disminuir en 50% la contracciéon maxima obtenida con el agonista),
se obtuvo mediante un andlisis de regresion lineal logaritmica con al menos tres
puntos de concentracion que generaran porcentajes de respuesta entre el 20 y el 80%
de contraccién. Todos los datos se archivaron en el programa Excel (Microsoft®

office Excel 2013) y su anélisis se realiz6é por medio del programa GraphPad Prism

6.
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con los principios establecidos en la Declaraciéon de Helsinkien

(Manzini, 2000), la ley 84 de 1989 y la resoluciéon 008430 de Octubre 4 de 1993 y

debido a que esta investigacion se considerd como riesgo minimo en cumplimiento

con los aspectos mencionados en el articulo 6 de la presente resolucion, este estudio

se desarroll6 conforme a los siguientes criterios:

Las muestras de sangre utilizadas para el desarrollo de los ensayos de
citotoxicidad planteados en esta investigacion, se adquirieron previa
notificacién y firma de un consentimiento informado de los pacientes
donantes (anexo 1).

Los animales utilizados en ésta investigacion fueron proporcionados por el
Bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia sede Bogotd, institucion que cuenta con los permisos y
certificaciones necesarias, asi como las instalaciones adecuadas para el uso y
cria de animales de experimentacion.

Los investigadores recibieron la induccién necesaria para llevar a cabo las
pruebas y manipulacién correcta de los animales, tratando los animales
como seres sensibles y brinddndoles un cuidado ético apropiado para
evitarles angustia y dolor.

Los animales seleccionados para la realizacion de las pruebas contaban con
caracteristicas y calidad apropiadas y se utiliz6 el minimo namero requerido
para obtener resultados validos segtin las 3R de Russel y Burch.

Al finalizar las pruebas in vivo, o cuando fue necesario, los animales que
presentaron signos de dolor, invalidez, angustia o algin otro sintoma de
disconfort, se sacrificaron mediante técnicas adecuadas que no generen
dolor tal como vapores de éter en camara de vidrio.

El proyecto fue evaluado por el comité de bioética de la facultad de ciencias,

quien aprobo la realizacion de los ensayos planteados en el mismo (anexo 2)
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8. RESULTADOS

8.1. Caracterizacidon fitoquimica preliminar

8.1.1. Determinacion del material bioldgico
Partes aéreas (hojas, flores y frutos) de las dos especies estudiadas fueron colectadas

y secadas para su posterior envio al Herbario Nacional Colombiano (COL) del
Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de
Colombia sede Bogot4; donde se les realiz6é su determinacion taxonémica. Las
plantas fueron determinadas como Passiflora edulis Sims y Passiflora vitifolia Kunth
y quedaron registradas en el herbario en los nameros de coleccién COL. 592023 y

COL. 592024 respectivamente (anexo 3).

8.1.2. Identificacion de los principales ntacleos secundarios
La identificaciéon de los principales ntcleos secundarios representativos de los

metabolitos se realizé6 mediante una serie de pruebas cualitativas que permitieron
comparar la diversidad quimica de los extractos obtenidos de las semillas de las dos

especies estudiadas (tabla 1).

Extracto Extracto
S.P.E | S.P.V SPE | sPV
Prueba Prueba
Polifenoles Foling-Ciocalteu | +++ | +++ Lieberman- won | vae
Cardiotdnicos Baljet + + Burchard
Terpenos Salk ki +4+ +4++
Antraquinonas Borntriger + + alkows
CCD +++ +++ CCD +++ +++
Flavonoides
Shinoda +++ +++ Tanred ++ ++
Taninos Cloruro Férrico | +++ | +++ Dragendorff ++ ++
Espuma - - bbbt Mayer ++ ++
Saponinas
Rosenthaler - - Valser - -

Tabla 1: Tamizaje fitoquimico preliminar extractos crudos de semillas P. edulis var. edulis (S.P.E) y P.

vitifolia (S.P.V).
Dénde: (-) indica la no detecciéon del niicleo secundario por esta prueba, (+++) indica la
deteccion del metabolito en altas concentraciones, (++) indica la detecciéon del metabolito
en mediana concentracién y (+) indica la presencia del metabolito en bajas

concentraciones (Murillo y Méndez, 2012).
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Los extractos se destacan por la presencia de alcaloides, terpenos, flavonoides y
taninos condensados que pueden llegar a cumplir funciones bioldgicas en la planta
tales como reserva de nutrientes y defensa del embrién.

Las semillas de estas dos especies mostraron la presencia de ntcleos relacionados
estructuralmente con compuestos tales como: flavonoides, taninos, antraquinonas,
terpenos, alcaloides, fenoles y antocianinas, segin lo indicado por Murillo y
Méndez (2012). Lo anterior indica que durante el proceso de secado del material
vegetal y los dos métodos de extracciéon evaluados, estos metabolitos no sufren
alteraciones, garantizdndose asi la calidad de los extractos a evaluar. Ademas de
ello, algunos de los nucleos secundarios que se encontraron en los extractos estan
relacionados con actividades biolégicas como antihipertensiva, antiinflamatoria,
antioxidante y antitumoral (Roy & Saraf, 2006).

8.2. Actividad citotoxica de los extractos in vitro
8.2.1.Ensayo de MTT

Para poder llevar a cabo la determinacién de citotoxicidad de los dos extractos
utilizados, se verific6 su comportamiento citotoxico frente a células
polimorfonucleares humanas (PMNs) las cuales fueron ajustadas a una
concentracion de 5x10°¢ células/mL de muestra, la viabilidad de las células se
estableci6 con respecto a la absorbancia dada por el vehiculo al cual se le asignha una
supervivencia del 100%; teniendo en cuenta que un extracto es considerado como
citotoxico cuando el porcentaje de la viabilidad celular de los tratamientos es
inferior al 80% (Rodriguez, Vergel, Ospina, Calle y Pinzén, 2004). Los extractos a
las concentraciones evaluadas, no presentaron toxicidad elevada (figura 4; tabla 2)
cumpliendo con los parametros de seguridad planteados por Rodriguez et al;

(2004).
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Figura 4: Efecto citotéxico de los extractos frente a PMNss.
Dénde: Cada barra representa la media del % de viabilidad + la D.E de cada tratamiento

n=3. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los extractos.

Tabla 2: viabilidad de las PMNs en presencia de los extractos por el método de MTT.

VIABILIDAD CELULAR (MTT)

Tratamiento Passiflora edulis Passiflora vitifolia
[ug/mL] Absorbancia | %viabilidad | Absorbancia | %viabilidad
Control 0,617+0,09 100 0,617+0,09 100

500 0,61510,01 99,6311,68 0,52340,01 84,79+1,93
1000 0,610+0,03 98,83+4,41 0,51610,01 83,68+2,33
2000 0,59210,02 96,02+3,88 0,51340,02 83,06+2,81
4000 0,58210,05 94,39+7,34 0,507+0,01 82,239+2,15

Doénde: Cada resultado representa la media * la D.E de cada tratamiento n=3.

8.2.2.Actividad estabilizante del radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Los resultados de la capacidad estabilizante de los extractos etandlicos de las dos

passifloras frente al radical DPPH se pueden observar en la figura 5 donde podemos

observar que la capacidad del extracto para estabilizar el radical evidencié un

comportamiento concentracién-dependiente; en la tabla 3, se puede observar la

CEso de los extractos que es necesaria para la estabilizacion del radical con sus

respectivos limites de confianza superior e inferior.
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Figura 5: Capacidad antioxidante de los extractos frente al radical DPPH.

== P.vitifolia

&= P.edulis

Actividad estabilizante del radical DPPH
Extracto LogECso(ug/mL) L.I L.S
P. vitifolia 1,14 0,83 1,44
P. edulis 0,98 0,74 1,22
Acido ascorbico (control +) 0,25 0,23 0,27

Tabla 3: Concentracion efectiva media del extracto, frente al radical DPPH.

8.2.3.Actividad estabilizante del radical ABTS (cation del acido 2,2’, azino-bis 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

La capacidad de estabilizar el radical ABTS por parte de los extractos se pueden
observar en la figura 6, donde se logré demostrar que los extractos de semilla de las
dos passifloras presentaron un comportamiento concentracién-dependiente; en la

tabla 4 se establecen las CEsp de los extractos frente al radical ABTS con sus

respectivos limites de confianza superior (L.S) e inferior (L.I).
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Figura 6: Capacidad antioxidante de los extractos frente al radical ABTS.

Actividad estabilizante del radical ABTS
Extracto LogECso(ng/mL) L.I L.S
P. vitifolia 1,62 1,69 1,52
P. edulis 0,41 0,46 0,28
Trolox (Control +) 0,73 1,23 0,24

Tabla 4: Concentracién efectiva media del extracto, frente al radical ABTS.

8.3. Evaluacién de la actividad Antihipertensiva in vivo

El tratamiento realizado con los extractos etandlicos de las semillas de las dos
especies permiti6 realizar diferentes observaciones en los animales; se logré evaluar
la toxicidad por parte de los extractos utilizados, esto gracias a que los animales no
presentaron sintomas (pérdida de peso, cambios comportamentales y/o
mortalidad) con las dosis seleccionadas para la administracion de los mismos.

Por otra parte, los extractos administrados presentaron un efecto preventivo del
incremento de la presion arterial de los animales posterior a la administracion del
L-NAME (figura 7), donde se logra observar que los valores de PAS de los animales
no se alteraron posterior a la administracién del L-NAME, resultado que se puede
contrastar con la PAS de los animales control la cual aumenté significativamente
(p<0.0001) con respecto a los animales tratados con los extractos, el enalapril y los

vehiculos.
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Figura 7: Potencial antihipertensivo de los extractos sobre la presion arterial sistélica

de ratas hipertensas inducidas por L-NAME.

Doénde: cada punto representa la media de la PAS de cada grupo tratado (n=6) * el

(e.m.s); los asteriscos indican diferencias (p<0,0001) entre el grupo tratado con L-NAME y
los grupos tratados con los extractos, enalapril y vehiculo.

Las diferencias de presion entre los tratamientos realizados fueron comparadas
mediante una Anova de dos vias con multiples comparaciones la cual se puede
observar en la siguiente tabla (tabla 5) donde se logran evidenciar diferencias
significativas (p<0.0001) a partir del dia 22 del tratamiento entre el L-NAME, los

extractos, el enalapril y el blanco y hasta dar por finalizado los ensayos de medicién

de la presion (dia 39).
DIA
Tratamiento (14| 8 |11 | 15 [18| 22 | 25 29 | 32 | 36 | 39
Blanco alala |a |a a |a a a a a
P. edulis ajlala |a |a a b | b b |a a a
Enalapril |ajaja |a |a |a | b | Db b b b | b
P. vitifolia |a |a |a b| b |a | b c b |ab b | b
Vehiculo ajla| b C cla C d C C C C

Tabla 5 Comparacién de la PAS entre los diferentes tratamientos por dia

Doénde: Las letras iguales representan similitud entre los resultados y letras diferentes
representan diferencias significativas (p<0,001) entre los grupos por dia.
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8.4. Evaluacion de la actividad vasodilatadora In vitro

8.4.1.Efecto relajante de los extractos etanélicos de semillas de P. edulis var.
edulis y P. vitifolia sobre la contraccion ejercida por fenilefrina (FE 10-¢M)
y KCI (80mM).
Los extractos de las dos semillas presentaron efecto relajante en anillos integros

contraidos con FE (1x10-°M) y KCl (80mM) figura 8, siendo mayor la relajacion
(Emax) en los anillos tratados con el extracto de P. edulis precontraidos con FE y KCl,
que la relajaciéon dada por P. vitifolia; se logré evidenciar un efecto relajante mayor
por parte de los dos extractos en los anillos precontraidos con FE encontrando
diferencias significativas entre las CEsoy el efecto méximo (Emax) de los tratamientos

y los compuestos utilizados para contraer los anillos (tabla 6).
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Figura 8: Relajacion ejercida por los extractos en anillos de aorta contraidos con
FE (10 M) v KC1 (80 mM).

Doénde: Cada punto representa el promedio + e.m.s. de 6 anillos; (¥), representan

diferencias (PP<0,05) entre la relajacion de los anillos precontraidos con KCl y FE.

Tratamiento CEsp |L.I.CEso| L.S. CEsp | Emax (%)* e.m.s | Anova
P. vitifolia KCl | 3,38x10-3 |1,23x104| 2,19x10-2 56,96x1,99 a
P. edulis KC1 | 3,33x10-3 | 5,05x10+4 | 2,19x10-2 72,59+1,53 b

P. edulis FE 8,80x104 | 7,13x10-5 | 1,09x10-2 83,05+3,43 c
P. vitifolia FE | 1,58x10+ | 4,86x10° | 5,15x10-2 73,971+2,11 b
Blanco - - - 5,47+1,1 d

Tabla 6: Concentracion efectiva media (CEso) y efecto maximo de relajacion
(Emax) de los extractos en anillos precontraidos con KCl y FE.
Doénde: letras iguales representan similitud y letras diferentes representan diferencias
significativas (p<0,001) entre 10s Emax.
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8.4.2. Efecto relajante de acetilcolina (ACh) sobre anillos de aorta de
ratas hipertensas tratadas con los extractos.

Se compar¢ la relajaciéon causada por la accion acumulativa de ACh sobre anillos
aislados de aorta de ratas hipertensas tratadas con los extractos, frente a la relajacion
provocada en anillos de ratas normotensas (figura 9). Se observé que la relajacion
disminuye respecto a la relajacion provocada por ACh en anillos de aorta aislados
dela rata control; sin embargo los anillos aislados de ratas tratadas con los extractos
presentaron una relajacién mayor que los aislados de ratas tratadas con enalapril y
ratas hipertensas.

Debido a que la relajacién por ACh en los anillos aislados de aorta de ratas tratadas
no superd el 50% de relajacién, no se logré determinar la CEso de relajacion en estos
anillos; pero al realizar el anova, se logré evidenciar que no se presentaron
diferencias significativas entre la relajacién de los anillos de aorta de la rata normal

y la rata tratada con el extracto de P. edulis (tabla 7)

Blanco
Z " —=~ Enalapril+L-NAME
L
o —*= P.vitifolia+L-NAME
<
: 40+ =¥ P.edulis+tL-NAME
: == Vehiculo+L-NAME
[
K 204
A
X

Log[ACh],M

Figura 9: Comparacioén del efecto relajante de acetilcolina (ACh) en anillos de
aorta de ratas hipertensas tratadas con los extractos.
Dénde: Cada punto en la figura representa el promedio + e.m.s. de 6 anillos.
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CONCENTRACION [uM]
Tratamiento |1x10-4| 1x103 | 5x10-3 | 1x10-2 | 5x10-2 | 8x10-2 | 1x10! | 3x10-1 | 5x101 | 1 5 10 50 | 100
Blanco a a a a a a a a a a a |a a a
P. edulis a a a a a ab ab ab ab ab |ab |ab |ab |ab
Enalapril |a a a a a b bc bc bc bc | bc| bc | bc | bc
P. vitifolia |a a a a a ab abc bc bc bc| b | b b b
Vehiculo a a a a a b C c c c c| ¢ C c

Tabla 7 Comparacion de la relajacion por ACh en anillos de ratas hipertensas tratadas con los extractos.
Doénde: letras iguales representan similitud entre los resultados y diferentes representan

diferencias (p<0,005) entre los grupos por concentraciéon de ACh.

8.4.3. Efecto relajante de nitroprusiato (NP) sobre anillos de aorta de

ratas hipertensas tratadas con los extractos.

Al igual que con ACh se realiz6 la comparacién de la relajacién causada por

concentraciones acumulativas de NP sobre anillos aislados de aorta de ratas

hipertensas tratadas con los extractos, frente a la relajaciéon provocada en anillos de

ratas normotensas (figura 10). Se observé que la relajacion disminuye respecto a la

relajacion provocada por NP en anillos de aorta aislados de la rata control. La

adicion de concentraciones acumulativas de NP desde 5x10-11 M hasta 1x10-5 M,

evidencié un marcado efecto relajante de todos los anillos, sin embargo en los

anillos extraidos de ratas tratadas hipertensas se observa un desplazamiento hacia

la derecha de la curva respecto a los anillos de la rata control, provocando que la

CEso sea mayor en los tratamientos, pero cuando estos alcanzan la concentraciéon

mayor solo se logré observar una diferencia significativa entre el Emax del blanco y

el animal hipertenso (tabla 8)
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Figura 10: Comparacioén de la relajacion por Nitroprusiato (NP) en anillos de aorta
aislados de ratas hipertensas tratadas con los extractos.

Doénde: Cada punto en la figura representa el promedio + e.m.s. de 6 anillos de aorta.

Tratamiento CEso L.I. CEso | L.S. CEso | Emax (%) * e.m.s | Anova
Vehiculo -8,52 -8,58 -8,45 106,39+2,54 a
Enalapril + L-NAME -7,82 -7,89 -7,75 105,74+1,99 a
P. vitifolia + L-NAME -7,55 -7,61 -7,49 102,03+1,43 ab
P. edulis + L-NAME -8,10 -8,15 -8,04 100,51+0,50 ab
L-NAME -7,48 -7,56 -7,40 96,42+032 b

Tabla 8: Concentracién efectiva media (CEsp) y efecto maximo de relajacién (Emax) por NP
en anillos de aorta aislados de ratas hipertensas tratadas con los extractos.

Dénde: letras iguales representan similitud entre los resultados y diferentes representan

diferencias (p<0,005) entre los Emax generados por NP en los anillos de cada tratamiento.

8.5. Mecanismo de accidon de los extractos etandlicos.

8.5.1. Relajacién en presencia de L-NAME
La accién relajante de los extractos etanélicos de semillas de las dos passifloras en

anillos de aorta integros precontraidos con FE (10-¢ M) e incubados con L-NAME
(100 uM) fue parcialmente revertida en comparacién con la relajacién en anillos sin

presencia de L-NAME (figura 11)




47

100 4 !

Z == P.edulis+ L-NAME
O
; 804 —®= P.vitifolin + L-NAME
O Blanco
< 60 - .
&~ =¥ P.edulis
=
Z == P.vitifolia
o 40 1
O
=3]
o 20
L *

0 T 1 T 1 1

-7 -6 -5 -4 -3 -2

log[m g/L]

Figura 11: Relajacion de los extractos en anillos de aorta contraidos con FE (10-¢ M) en
presencia y ausencia de L-NAME (100 uM).

Dénde: Cada punto representa el promedio + e.m.s. de 6 anillos; (*) representan
diferencias (I’<0,05) entre los tratamientos en presencia y ausencia de L-NAME.

Se encontraron diferencias significativas entre los efectos maximos de relajacién de
los extractos en presencia y ausencia de L-NAME y debido a que los extractos en
presencia de L-NAME no superaron el 50% relajaciéon de los anillos, no se logré
calcular su CEs (tabla 9).

Tratamiento LogICso | LI ICs | L.S.ICs0 | Emax (%)% e.m.s | Anova
P. vitifolia -3,95 -4,93 -2,96 73,97+2,11 a
P. edulis -3,19 -4,03 -2,36 83,05+3,43 a
P. edulis + L-NAME - - - 38,16+4,74 b
P. vitifolia + L-NAME - - - 46,021+4,76 b
blanco - - - 4,01+0,40 C

Tabla 9: Concentracion efectiva media (CEso) y efecto maximo de relajacion (Emax) de los
extractos en anillos de aorta precontraidos con FE (10-¢ M) en presencia y ausencia de L-
NAME (100pM).

Doénde: Letras iguales representan similitud entre los resultados y letras diferentes
representan diferencias significativas (p<0,005) entre los Emaxen presencia y ausencia de
L-NAME.

8.5.2. Relajacioén de anillos de aorta en presencia de Atropina,
Indometacina, Propanolol y Azul de metileno
La accién relajante de los extractos etanélicos de semillas de las dos passifloras en

anillos de aorta integros precontraidos con FE (10 M) e incubados con Atropina

(30uM), indometacina (1pM), propanolol (1uM) y azul de metileno (1pM), no
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evidenci6 diferencias significativas con respecto a la relajacién provocada por los
mismos extractos en ausencia de estos compuestos (anexo 4).

Los efectos maximos (Emax) de los extractos asi como las concentraciones efectivas
50 (CEso) en presencia de atropina, indometacina, propanolol y azul de metileno, no
presentaron diferencias significativas siendo similares al efecto provocado por los
extractos en ausencia y presencia de dichos compuestos.

8.5.3. Efecto inhibitorio de los extractos etandlicos de P. edulis y P.
vitifolia sobre la contraccién ejercida por angiotensina-II (AT-II) en
anillos integros precontraidos con KCI 80mM.

Los extractos etandlicos de las dos especies lograron inhibir la contraccion
producida por las concentraciones acumulativas de AT-II en anillos de aorta
integros, sin embargo, se logra observar que el extracto de P. edulis a las dos
concentraciones probadas (30 y 300 pg/mL) presenté un mayor efecto antagénico

sobre los receptores AT-II que el extracto de P. vitifolia (figura 12).

100 - o —— P edulis [300pg/mL]

=%= P.vitifolia [300pg/mL]
=®= Losartan [10uM/mL]
Vehiculo

P.edulis [30mg/mL]

P.vitifolia [30mg/mL]

bttt

ATII

% CONTRACCION

12 -10 -8 -6 -4
Log[mM/mL] AT-II

Figura 12: Comparacién entre la contraccién ejercida por Ang-II sobre anillos de
aorta integros en presencia y ausencia de los extractos, losartan y vehiculo.

Doénde: cada punto representa la media + el e.s.m. de seis anillos de aorta.
Al realizar la contraccién de los anillos mediante concentraciones acumulativas de
Ang-II en anillos incubados con los extractos, se evidencié un efecto concentraciéon

respuesta de los mismos siendo P. edulis el extracto que presentd una mayor
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inhibicién de la Ang-II; se logré comparar el efecto de los extractos contra el
Losartan (antagonista de la Ang-II) obteniendo resultados similares a los del

tarmaco (figura 13)
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AT-IT Blanco P.vitifolia P.edulis Losartan P. vitifolia P. edulis

30ug/ml  30ug/ml  10uMfmL 300ug/mL 300ug/mL

% CONTRACCION AT-II

Figura 13: Comparacion del efecto maximo (Emax) de contraccion por AT-II, en presencia
y ausencia de los extractos, losartan y vehiculo.

Dénde: letras iguales representan similitud entre los resultados y letras diferentes
representan diferencias significativas (p<0,005) entre los Emax de la AT-II en presencia de
los tratamientos.
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9. DISCUSION

9.1. Identificacién de los principales nticleos secundarios
El tamizaje fitoquimico preliminar indic6 la presencia de diferentes ntcleos

secundarios tales como alcaloides, compuestos polifendlicos, taninos entre otros,
muchos de los cuales son reportados en otras investigaciones con especies de
passifloras donde han sido utilizados para la identificaciéon quimiotaxondmica de
la familia, sin embargo, la mayoria de los reportes se realiza a extracciones
obtenidas de las hojas y no a los residuos agroindustriales de sus frutos (Sakalem
et al., 2012).

Los grupos secundarios identificados en los extractos han sido reportados con
diferentes actividades biologicas, entre ellos se logré determinar la presencia de
compuestos polifendlicos los cuales se conocen por su potencial estabilizante de
radicales libres y son utilizados por las plantas como protecciéon a diferentes
factores tales como radiacion UV, ataque de animales, hongos y bacterias entre
otros (Stevenson y Hurst, 2007).

Los compuestos de naturaleza polifendlica han sido ampliamente reportados como
uno de los principales grupos en la estabilizacién de radicales libres, esta capacidad
se encuentra relacionada con el potencial que estos tienen para la captaciéon de
especies reactivas de oxigeno, superdxido, peréxido, hidroxilo, hipocloroso entre
otras, las cuales se desencadenan de procesos fisiologicos tales como inflamacion,
aterosclerosis, accidentes cerebrovasculares, carcinogénesis y el envejecimiento
(Lambert, Sang y Yang, 2007).

Los alcaloides presentes en los extractos de las dos semillas de passifloras también
se convierten en un grupo importante en la basqueda de compuestos con actividad
antihipertensiva, ya que algunos alcaloides de los tipos tropano y harmano
extraidos de plantas como Schizantus grahammi y Peganum harmala provocan la
disminucién de la contractibilidad producida por noradrenalina y fenilefrina

(Chao, Yin, Jane, Fei y Fu, 1999; Ortillo, 2002; Gottschalk, 2003).
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9.2. Actividad citotoxica de los extractos in vitro

9.2.1. Ensayo de MTT
Los ensayos de citotoxicidad son el paso inicial para la realizaciéon de screening

farmacologicos a moléculas o extractos, a los cuales se les desea conocer su potencial
farmacolégico, ya sea como posibles principios de farmacos, cosméticos o
suplementos alimentarios, esto debido a que se debe demostrar su inocuidad.

En la evaluacién de la citotoxicidad de los extractos etandlicos de las semillas de las
dos passifloras estudiadas, frente a la viabilidad de células PMNs humanos, éstos
no presentaron un comportamiento citotéxico frente a las células a las
concentraciones utilizadas (figura 4, tabla 2) ya que con todas se observé una
viabilidad mayor al 80%, con una desviacién menor al 20% (Rodriguez et al., 2004);
sin embargo, al realizar una comparacion entre los extractos se encontré que la
viabilidad obtenida con el de semillas de P. edulis fue mayor (p<0,05) que la
obtenida con el extracto de semillas de P. vitifolia (figura 4). Los resultados
obtenidos mediante el ensayo de MTT y la administraciéon de los extractos a los
animales en el ensayo de presioén in vivo, demostraron que los dos extractos no

presentan toxicidad, ni generan cambios comportamentales a los animales.

9.3. Actividad Antioxidante

9.3.1. Actividad estabilizante del cation radical ABTS (cation del acido
2,2’, azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).
Los dos extractos presentaron estabilizacion del radical en dosis-dependiente, sin

embargo se logra observar una diferencia significativa (p<0,05) entre las CEso de
cada extracto siendo menor la de P. edulis (4,03+0,61ng/mL) que la de P. vitifolia
(16,1540,71ng/mL) esta diferencia puede estar relacionada con la concentraciéon de
los metabolitos secundarios evaluados, ya que en los dos extractos se observé la
presencia de los mismos metabolitis (tabla 1). La actividad estabilizante de los
radicales evaluados puede estar relacionada con la presencia de compuestos
polifendlicos los cuales han sido ampliamente reportados como los principales

compuestos con esta actividad (Salatino, Salatino, & Negri, 2007).
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9.3.2. Actividad estabilizante del radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo)
Aligual, que con el radical ABTS, los dos extractos permitieron la estabilizacion del

radical DPPH a concentraciones bajas y en concentracién-dependiente, sin embargo
frente a este radical no se presentaron diferencias significativas (p<0,05) al momento
de registrar la CEso de los extractos( P. edulis (9,80+1,34 ng/mL) y P. vitifolia
(10,04+0.88 pg/mL));y al igual con la estabilizacién del radical DPPH esta actividad
podria ser atribuida a la presencia en los extractos de compuestos fenélicos (Olleta,
Apaza y Viturro, 2011) asi como terpenos (Carreras, Miguel y de Artifiano, 2012)
los cuales estructuralmente podrian llegar a presentar caracteristicas apropiadas
para la estabilizacion de este tipo de radicales; la amplia variedad de metabolitos
secundarios presentes en los extractos etandlicos de las dos semillas, los proponen
como una fuente promisoria de compuestos y su screening en diferentes modelos de

enfermedades que se encuentran relacionadas al estrés oxidativo.

9.4. Evaluacién de la actividad Antihipertensiva in vivo
La induccién de la hipertensiéon mediante la administracién intraperitoneal de L-

NAME se convierte en un método eficaz para la aparicién de la hipertension en
animales de laboratorio. El L-NAME es un inhibidor de la enzima NOs la cual es la
encargada de generar 6xido nitrico a partir de L-Arginina en el endotelio, lo que a
su vez origina vasoconstricciéon, aumento de renina e hipertension arterial.

La evaluacion de la actividad antihipertensiva in vivo de los extractos etandlicos de
las dos passifloras, mostré que la presion arterial sistdlica de los animales tratados
oralmente con los extractos y el enalapril se mantuvo constante durante la
administraciéon del L-NAME, observando diferencias significativas (p<0,05) con la
presiéon de los animales tratados tnicamente con L-NAME; al realizar una
comparacion de la PS de los animales tratados (P. vitifolia, P. edulis y enalapril) se
presentaron diferencias significativas a partir del dia 32 de tratamiento entre los
animales tratados con P. edulis y los tratados con P. vitifolia y enalapril, siendo

menor la PAS en los animales tratados con P. edulis la cual tuvo al finalizar el ensayo
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un comportamiento similar al que presentaron las ratas normotensas (figura 5, tabla
5); lo anterior sugiere que los extractos produjeron un efecto comparable e incluso
mayor que el inducido por el enalapril el cual es ampliamente reportado en el

control de la hipertension.

El efecto favorable de los extractos podria llegar a ser atribuido a diferentes
metabolitos secundarios identificados en los extractos, ya que se encontraron
diferentes reportes en los que se indica que compuestos fendlicos y alcaloides
generan un efecto hipotensor tanto en modelos in vivo como in vitro utilizados para
la evaluacién de compuestos antihipertensivos (Chao et al, 1999; Carroén et al., 2010;

Wang et al., 2014)

9.5. Evaluacién de la actividad vasodilatadora In vitro

9.5.1. Efecto relajante de los extractos etanélicos de semillas de P. edulis
var. edulis y P. vitifolia sobre la contracciéon ejercida por FE (10 M)
y KC1 (80 mM).
La determinacion de los efectos relajantes en bafio de 6rganos de los extractos

etandlicos de las dos semillas demostré que éstos tienen la capacidad de disminuir
los efectos contréctiles provocados por KCly FE en anillos de aorta aislados de rata.
La contracciéon producida por KCI se establece como un método sencillo para el
estudio de nuevos compuestos que puedan llegar a tener propiedades bloqueantes
de los canales de Ca*? ya que altas concentraciones de potasio extracelular contraen
sostenidamente los anillos de aorta mediante la despolarizaciéon de las membranas
celulares de musculo liso, lo que a su vez incrementa el flujo de calcio por los
canales de Ca* voltaje dependientes tipo L y tipo P, activando la liberacién de calcio

del reticulo sarcoplasmico (Topouzis, Pelton, y Miller, 1989 (citado por Chaves,

2010)).

En cuanto a la contraccién que se logra por efecto de la fenilefrina, ésta produce la
activacion de los receptores a-adrenérgicos tipo postsindpticos que contraen los
anillos mediante dos mecanismos claramente diferenciados; inicialmente se

produce contraccion fisica por la liberacion de Ca*2 que se encuentran en depdsitos
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intracelulares; esta liberacion es mediada por la activaciéon de receptores inositol
trifosfato (IP3); posteriormente se produce contraccién lenta y sostenida de los
anillos la cual se debe al ingreso de Ca*? mediante canales Ca+ voltaje dependientes

(Tran, Rozec, Audigane y Gauthier, 2009 (citado por Chaves, 2010)).

La relajacién inducida por los extractos de las semillas de las dos passifloras sobre
anillos precontraidos con ACh y FE presenta un comportamiento concentracion-
dependiente, presentando un efecto mayor cuando la contracciéon es producida por
FE que cuando esta es causada por KCl, esto sugiere que los efectos relajantes de
los extractos pueden estar vinculadas con el movimiento de calcio intracelular que
es estimulado por diferentes mecanismos que actian sobre canales de Ca*2voltaje-

dependientes (figura 6).

9.5.2. Efecto relajante de acetilcolina (ACh) sobre anillos de aorta de ratas
hipertensas tratadas con los extractos.

La estimulacion de las células endoteliales con compuestos como ACh activan
receptores muscarinicos Mz y pueden llegar a aumentar la liberacion de NO
induciendo la disminucién de la presion arterial. La determinacién del efecto
relajante de ACh en anillos de ratas tratadas con L-NAME, enalapril y extractos;
evidenci6 que los tratamientos disminuyen la relajacion producida por ACh
respecto a ratas normotensas (figura 9) sin embargo se logré evidenciar una
relajaciéon dosis-dependiente de su concentraciéon. Al comparar el efecto de la
relajacion entre tratamientos, se observé que las ratas hipertensas presentaron el
menor Emax seguidas por las tratadas con enalapril, P. vitifolia y P. edulis, esta tltima
no presentd diferencias significativas (p<0,05) en la relajacién comparada con los

resultados de relajacion obtenidos con las ratas normotensas (figura 9, tabla 7).



55

9.5.3. Efecto relajante de nitroprusiato (NP) sobre anillos de aorta de ratas
hipertensas tratadas con los extractos.

El NP actta como dador exégeno de NO el cual actta rdpidamente como un
vasodilatador independiente de la presencia de endotelio. En cuanto a la
comparacion ejercida por la aplicacion de concentraciones-acumulativas de NP en
anillos de aorta obtenidos de ratas normotensas y tratadas con L_NAME, los
extractos, enalapril y los vehiculos y precontraidos con FE (10-¢ M), se logrd
evidenciar una disminucién entre la relajacién provocada por NP en los anillos
obtenidos de ratas normotensas y los anillos de ratas tratadas; al igual que con la
relajacion presentada por ACh las ratas hipertensas fueron las que presentaron un
menor efecto Emaxseguidas por las que se trataron con P. edulis, P. vitifolia y enalapril
sin embargo al comparar los resultados con los obtenidos de las ratas normotensas,
la relajacion maxima de los anillos de las ratas tratadas con los extractos y el
enalapril no se presentaron diferencias significativas (p<0,05), mientras que el
efecto Emax en las ratas hipertensas si present6 diferencias (p<0,05) (figura 10, tabla

8).

9.6. Mecanismo de accion de los extractos etanélicos.
9.6.1. Relajacién en presencia de L-NAME y azul de metileno.
La evaluacién de la sintesis de 6xido nitrico mediante la adicion de L-NAME al
bafio de érganos, evidencié que este reduce parcialmente la capacidad relajante de
los dos extractos en comparacién a la relajacién producida en ausencia de este
antagonista (figura 11), lo anterior sugiere que el efecto del extracto podria ser en

parte endotelio dependiente relaciondndolo con la sintesis de 6xido nitrico.

Es importante conocer que el NO produce su efecto cuando este activa la enzima
Guanilato ciclasa y aumenta la formacién de GMPc, por ende se hace necesario
evaluar los extractos en presencia de un inhibidor de esta enzima (azul de metileno)
y de esta manera determinar si estos actdan a su vez en la via NO/GMPc

(Krumenacker, Hanafy, y Murad, 2004; Underbakke et al., 2014). Al evaluar la
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capacidad de relajacion de los extractos en presencia de azul de metileno 1pM, no
se logro evidenciar diferencias significativas entre la relajacién dada en presencia y
ausencia del agonista por parte de los extractos (tabla 10, anexo 4), lo que indica que

la via de accidn de los extractos limita su accién a la sintesis de NO.

9.6.2. Relajacién en presencia de atropina, indometacina, propanolol.
Los resultados obtenidos en este trabajo, evidenciaron que la incubacién previa de
los anillos de aorta con estos compuestos no presenté una influencia significativa
(p<0,05) en la relajacién provocada por los dos extractos (tabla 10, anexo 4) lo cual
sugiere que su efecto relajante no se encuentra relacionado a estos mecanismos

endotelio-dependientes.

9.6.3. Efecto inhibitorio de los extractos etandlicos de P. edulis y P.
vitifolia sobre la contraccién ejercida por angiotensina-II (Ang-II) en
anillos integros precontraidos con KCI 80mM.

El efecto de los extractos frente a la contraccién ejercida por Ang-II se evalud en
anillos de ratas normotensas los cuales fueron precontraidos con KCl (60mM) con
el fin de lograr una mayor contraccion al momento de adicionar las
concentraciones-acumulativas de la angiotensina Il y se verificé la integridad de los
anillos mediante la adicién de ACh (5.0¥10-*uM); se realizé una curva de contraccion
inicial de los anillos con la angiotensina, con el fin de valorar la contraccién maxima
de cada uno de ellos; los anillos se lavaron hasta obtener nuevamente la contraccion
basal. El efecto de los extractos frente a la contracciéon de Ang-II se evalué mediante
la aplicacion de los extractos (300 y 30png/mL) y losartan (10 pM) 15 minutos antes
de comenzar la aplicacion de las dosis-acumulativas de AT-II, los resultados
obtenidos evidenciaron una reduccién en la capacidad de contraccion de la AT-II
(figura 12, figura 13), el efecto demostrado por los extractos presenté una
efectividad similar e incluso mayor a la presentada por el Losartan el cual es un
antagonista selectivo del receptor AT-I produciendo la reduccién de los efectos de

la Ang-II.
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Los extractos presentaron un comportamiento concentraciéon-respuesta y segtn los
resultados podrian actuar como un posible antagonista de la Ang-II; también se
logré evidenciar un mayor efecto (p<0,05) del extracto de P. edulis que el producido

por P. vitifolia en las dos concentraciones utilizadas (grafica 13).
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10. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El anélisis fitoquimico preliminar de los extractos permiti6 evidenciar la presencia
de diferentes grupos de metabolitos secundarios (flavonoides, taninos,
antraquinonas, terpenos, alcaloides, fenoles y antocianinas), muchos de los cuales
han sido reportados como activos no solo en la evaluacién de actividades
antihipertensivas sino también en la evaluacion de posibles efectos en

enfermedades de importancia mundial.

Aunque las metodologias utilizadas para la evaluacién de la actividad antioxidante
no son concluyentes, los dos extractos permitieron la estabilizacion de los radicales
utilizados a bajas concentraciones, lo que los propone como una posible fuente de

compuestos con capacidad antioxidante.

La accién de los extractos sobre células PMNs y los animales utilizados, demostré

que estos no presentan una toxicidad evidente a las dosis utilizadas.

Los dos extractos etandlicos previnieron la aparicién de la hipertension inducida
por déficit de 6xido nitrico, sin embargo se logré evidenciar que las semillas de P.
edulis var. edulis presentaron un efecto mayor el cual al finalizar el ensayo permiti6

comparar los resultados de presién con los obtenidos de animales normotensos.

Los posibles mecanismos de accién de los extractos estudiados se encuentran
principalmente relacionados a la sintesis de 6xido nitrico y antagonismo de la

angiotensina II.

El fraccionamiento de los extractos y la identificacion de los metabolitos
secundarios presentes, mediante técnicas més robustas, permitiria realizar una

identificacion de los compuestos encargados de la actividad antihipertensiva.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado para la toma de muestras sanguineas.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA GRUPO DE INVESTIGACION EN
FARMACOLOGIA MOLECULAR (FARMOL) Y UNIVERSIDAD DEL TOLIMA
GRUPO DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES DE LA
UNIVERSIDAD DEL TOLIMA (GIPRONUT)

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS DE
SANGRE, para evaluar la actividad citotoxica y antioxidante en un modelo de
células sanguineas, con extractos obtenidos de subproductos (semillas) de
Passiflora vitifolia y Passiflora edulis var. edulis.

DECLARACION DE INFORMACION

El sefior: D\QE\Q Teinanclo \J‘Or\#oq_q \%QPQS

1. Ha suministrado informacién acerca de su condicion de salud y el consumo
de medicamentos.

2. Ha recibido informacién de la sefior Angel Arturo Jimenez R. respecto a su
propésito de desarrollar estudios de actividad bioldgica de extractos de
semillas de Passiflora vitifolia y passifiora edulis var. edulis.

3. Ha suministrado 5 mL de sangre periférica para tal fin.

4. Ha tenido la libertad de hacer preguntas y estas han sido respondidas
adecuadamente con el fin de aclarar sus inquietudes.

5. Ha sido informado de su derecho de declinar su continuidad en este proyecto
en el momento en el que lo considere necesario.

6. Ha sido informado acerca de la finalidad y naturaleza de este estudio, que
hace parte del desarrollo del proyecto del sefior Angel Arturo Jimenez R,
en calidad de investigador, que consiste en evaluar nuevas aplicaciones
biolégicas de esta especie.

Yo consiento que el sefior Angel Arturo Jimenez R, en su calidad de investigador,
obtenga muestras de sangre suministradas por mi, con el fin de desarrollar su
trabajo de tesis, que consiste en evaluar el potencial antihipertensivo y
antioxidante de extractos etanélicos obtenidos de semillas de Passiflora
vitifolia Kunth y Passiflora edulis Sims var. Edulis. Asi mismo, se me ha
explicado que el grado de riesgo existente en este procedimiento es minimo y que
la informacion obtenida sera utilizada Unicamente con fines investigativos.

El investigador Angel Arturo Jimenez R, bajo la tutoria del doctor Mario Francisco
Guerrero Pabén y codireccién del doctor Jonh Jairo Méndez Arteaga, desarrollara
su trabajo investigativo en los grupos FARMOL y GIPRONUT; con el fin de aclarar
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las dudas o decisiones que con respecto al proposito del presente documento
puedan surgir se adjuntan el correo electrénico y nimero telefénico del investigador.

e Correo electronico: anajimenezro@unal.edu.co
e Numero telefénico movil: 315 2883242

En constancia a lo anterior firma el donante.

)

Nombré: O/eqo /?/ncmc/o HOnJo:jlq \[epes
ce. 411054 616

Ciudad y fecha: / thvf 5 c/v j }10

’Zol‘

El testigo

Firma:
Nombre: | Uisa_Fernanda OQ/\OZ‘C{LQ% —‘uo qJUlr’\
C.C. 1110561691

Ciudad y fecha: Ibqq(,e : 45 do J\Jh() Ceﬂ, 1016
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 NACIONAL
'Y DE COLOMBIA

..,_ A
wiif%s SEDEBOGOTA

COMITE DE ETICA  FACULTAD DE
CIENCIAS

Bogota, septiembre 13 de 2016

Estudiante
Angel Arturo Jiménez Rodriguez
Departamento de Farmacia

Respetado Estudiante:

Atentamente le comunice que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunion realizada
el dia 13 de septiembre de 2016 (Acta 16), evalud aspectos éticos del proyecto presentado por
usted. Como resultado de esta revision, el Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones y el concepto
final.

Proyecto: / Potencial antihipertensivo y antioxidante de extractos etandlicos obtenidos de semillas
de Passiflora vitifolia Kunth y Passiflora edulis Sims var. edulis”.
Proyecto Tesis de Maestria en Ciencias Farmacéuticas.

Responsables: Angel Arturo Jiménez Rodriguez (Tesista de Maestria en Ciencias
Farmacéuticas), Mario Francisco Guerrero Pabon (Director de Tesis, Grupo de Investigacion en
Farmacologia Molecular — FARMOL) y Jonh Jairo Méndez (Codirector de Tesis, Grupo de
Investigacién en Productos Naturales de la Universidad del Tolima — GIPRONUT).

Observaciones:

Se emplearan ratas Wistar a las cuales se les inducira experimentalmente hipertensién con el
compuesto L-NAME. La presién arterial se medira mediante método no invasivo (“manguito en la
cola’, tail-cuff). Se haran pruebas in vitro con anillos de aorta (preparacién de drgano aislado)
obtenidos de animales sacrificados bajo atmésfera de éter etilico. Los pardmetros de citotoxicidad
y actividad antioxidante se evaluaran en células de sangre periférica humana, muestras que seran
obtenidas de donantes, previa aceptaciéon mediante protocolo de consentimiento informado y bajo
las debidas medidas de bioseguridad para estos procedimientos.

El personal participante estard debidamente entrenado en el cuidado y uso de animales de
laboratorio, acatando orientaciones contenidas en la Resolucién 008430 de 1993 — MSP.,

La manipulacién de reactivos quimicos y biologicos asi como la disposicion de sus desechos se
hara acorde con los protocolos de bioseguridad contemplados en el sistema institucional de gestion
ambiental.

Concepto: Avalado.

LUIS FERNANDO OSPINA G.
Coordinador Comité de Etica

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Teléfono: {57-1) 316 5045 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666 Fax: 14456
Correo electrénico: fospinag@unal.edu.co / Bogota, Colombia, Sur América

Anexo 2: Aval comité de ética Facultad de Ciencias Universidad Nacional de Colombia.
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Anexo 3: Determinacion taxondmica de las plantas utilizadas en este estudio.

' '\h Fams — ‘
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Anexo 4: Anexo 4: Relajacion de los extractos en anillos de aorta contraidos con FE (10-
6 M) en presencia y ausencia de atropina (30uM), indometacina (1uM), propanolol (1uM)
y azul de metileno (1pM).
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