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Presentación

La investigación interdisciplinaria en el estudio de productos naturales con fines 
medicinales es la piedra angular para lograr un avance significativo en esta área 
tan valiosa e importante para nuestro país, el segundo más biodiverso del mundo.

Durante muchos años, se han estudiado las plantas como fuente de 
principios activos, que han sido aislados y posteriormente sintetizados como 
fármacos para el desarrollo de medicamentos usados en el tratamiento de 
diversas patologías; tal es el caso de la artemisinina, la quinina y el ácido sali-
cílico, entre otros. 

Sin embargo, en años más recientes, las plantas medicinales se han 
entendido de una manera más integral, considerando la importancia no solo 
de los principios activos aislados, sino también del extracto completo como 
posible ingrediente activo, teniendo en cuenta sus posibles ventajas en tér-
minos de acción farmacológica (derivados de efectos en la farmacocinética y 
la farmacodinamia). De esta forma, llegó también la necesidad de lograr una 
mejor caracterización de estos extractos con el fin de producir medicamentos 
seguros, eficaces y de calidad.

Con esto en mente, hace aproximadamente 20 años, el grupo de inves-
tigación Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales Marinos y Frutas 
de Colombia ha trabajado de la mano con el grupo de investigación Principios 
Bioactivos de Plantas Medicinales en el estudio químico y farmacológico de posi-
bles compuestos, fracciones y extractos de origen natural con fines terapéuticos. 
En años más recientes, junto con el Grupo de Investigación en Fitoquímica 
de la Pontificia Universidad Javeriana, se ha profundizado en el desarrollo de 
métodos analíticos que permitan realizar una caracterización completa de la 
composición del extracto; y ante la necesidad de tener extractos estandarizados 
y llegar a la propuesta de productos fitoterapéuticos caracterizados, el grupo de 
investigación Sistemas para Liberación Controlada de Moléculas Biológicamente 
Activas se ha unido a este equipo de trabajo. Aunque este es el equipo base de 
un gran número de nuestros trabajos de investigación, siempre hemos contado 
con el apoyo de otros grupos de investigación a nivel nacional e internacional 
en áreas complementarias.



14 • 

Han sido varios los productos marinos y plantas que hemos estudiado 
en conjunto, principalmente los órganos de plantas frutales que son considera-
dos subproductos o residuos de cosecha, como las hojas de la badea (Passiflora 
quadrangularis), granadilla (Passiflora ligularis), gulupa (Passiflora edulis var. edulis) y 
curuba (Passiflora tripartita), además de los cálices de la uchuva (Physalis peruviana). 
Este libro resume algunos de los avances de investigación realizados por este 
equipo durante varios años en torno a las hojas de la granadilla (Passiflora ligularis). 
Estudios que se han enfocado a contribuir al desarrollo de un producto fitote-
rapéutico, en el que estamos avanzando de manera sostenida.

En el capítulo 1 se describe la composición química del extracto de las 
hojas de P. ligularis y se muestra la evaluación in silico e in vitro de los compuestos 
mayoritarios de dicho extracto sobre las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa, 
enzimas intestinales que han sido identificadas como un blanco importante 
para el tratamiento de la diabetes mellitus.

En el capítulo 2 se muestran los resultados de la evaluación de la acti-
vidad antiinflamatoria del extracto acuoso, de la fracción butanólica y de siete 
compuestos aislados de las hojas de P. ligularis. Esta actividad farmacológica 
fue evaluada teniendo en cuenta que la inflamación es un proceso presente en 
un gran número de patalogías, en especial en síndromes complejos como lo 
es la diabetes mellitus.

Con base en los estudios químicos y farmacológicos presentados en los 
primeros dos apartes, en el capítulo 3 se evaluó la actividad hipoglicemiante 
tanto del extracto acuoso como de los flavonoides mayoritarios presentes en 
este extracto, lo que condujo a proponer dichos compuestos como los res-
ponsables de la actividad hipoglicemiante, elucidando además algunos de sus 
mecanismos de acción.

Una vez identificados los flavonoides como los compuestos activos 
(hipoglocemiantes) del extracto evaluado, en el capítulo 4 se desarrollaron 
dos metodologías analíticas que permitieran la caracterización del extracto y la 
correcta cuantificación tanto de los flavonoides totales como de los mayoritarios.

Considerando que la investigación presentada en este libro está orien-
tada a contribuir en el desarrollo de un producto fitoterapéutico, y que para 
esto es necesario tener un extracto completamente caracterizado, el capítulo 
5 presenta no solo la obtención de un extracto estandarizado, sino también la 
optimización de dicho extracto en los compuestos demostrados como activos, 
con lo cual se corrobora el incremento de la actividad hipoglicemiante respecto 
a la mostrada por el extracto acuoso evaluado inicialmente.

Diana Marcela Aragón Novoa, Ph. D.
Profesora titular

Departamento de Farmacia
Universidad Nacional de Colombia
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Introducción

Las glucosil-hidrolasas pertenecen a un grupo de enzimas que se caracterizan 
por catalizar la hidrólisis de carbohidratos, y que se encuentran ampliamente 
distribuidas en diferentes procesos biológicos1. Estas enzimas desempeñan 
un papel clave en el metabolismo de carbohidratos, puesto que representan la 
primera vía de degradación facilitando su absorción1. Es así como estas enzi-
mas se han perfilado como dianas biológicas de interés para el tratamiento de 
la diabetes, y cuentan actualmente con diferentes inhibidores usados a nivel 
clínico2. No obstante, los perfiles de seguridad de algunos de estos fármacos se 
caracterizan por un gran número de efectos adversos2, por lo que la búsqueda 
de alternativas más efectivas y seguras, que complementen la terapia, sigue 
siendo el objetivo de diversas investigaciones. En este contexto, los produc-
tos naturales ofrecen una alternativa como fuente de este tipo de inhibidores, 
dada su diversidad estructural y la bioactividad que han mostrado en diversos 
modelos de inhibición enzimáticos3. 

Un gran número de reportes evidencian que compuestos polifenólicos, 
terpenos, alcaloides, quinonas, entre otros productos naturales, han presen-
tado inhibición de la actividad catalítica de enzimas como la α-glucosidasa y 
la α-amilasa3. Dentro de estos grupos de compuestos, son los flavonoides los 
que poseen un mayor número de reportes de actividad inhibitoria e incluso 
cuentan con estudios de relación estructura-actividad (SAR). Estos últimos 
han permitido establecer algunas características estructurales de los flavonoides 
que favorecen la unión al sitio activo3-4. Con respecto a los compuestos de tipo 
terpénico, se han reportado diferentes triterpenos, esteroides y saponinas con 
esta actividad3. Tanto los flavonoides como las saponinas son de interés para el 
estudio aquí descrito, puesto que son compuestos frecuentemente encontrados 
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en especies del género Passiflora, un género de gran interés económico y cultural 
en países de la región andina como Colombia5-6. 

En el caso de Passiflora ligularis (conocida como granadilla) se han iden-
tificado tentativamente al menos 14 compuestos polifenólicos, que incluyen 
flavonoles, flavonas, flavonoides O-glicosidados y esterificados; además de al 
menos 4 saponinas de núcleo tipo lanostano7-8. Estos hallazgos representan 
evidencia base para el direccionamiento de investigaciones en la búsqueda de 
inhibidores de glucosil-hidrolasas a partir de esta especie. Sin embargo, las 
estrategias tradicionales de purificación y evaluación de la actividad biológica 
representan procesos arduos que muchas veces se materializan en esfuerzos no 
aprovechables; esto es particularmente cierto si los compuestos son minoritarios 
(como es el caso de flavonoides en esta especie)8. De esta forma, métodos de 
screening alternativos se han venido implementando como estrategias de iden-
tificación de compuestos bioactivos a partir de fuentes naturales9. Algunos de 
estos métodos son los estudios computacionales, los cuales se han posicionado 
como herramientas de predicción de interacciones moleculares entre moléculas 
y dianas biológicas de interés; y es por ello por lo que actualmente representan 
herramientas potentes en la búsqueda, identificación y optimización de fármacos10.

Este capítulo presenta los resultados y conclusiones de un estudio de 
acoplamiento molecular que pretendió establecer aquellos compuestos iden-
tificados en hojas de P. ligularis con mejores predicciones de interacción frente 
a los sitios activos de las estructuras tridimensionales de las enzimas α-amilasa 
pancreática porcina, y la subunidad N-terminal de la α-glucosidasa (glucomaltasa) 
intestinal humana. Por último, los estudios computacionales se correlacionaron 
con la actividad inhibitoria de algunos compuestos, mediante la determinación 
de los valores de IC50 in vitro contra ambas enzimas. 

Metodología

Reactivos y equipos
En los ensayos de inhibición enzimática se emplearon los reactivos α-D-glu-
copiranósido (pNPG) N1377, acarbosa A8980, polvo intestinal de rata (en 
acetona) I1630, alfa amilasa de páncreas porcino (PPA) A3176, almidón azul 
Sigma-Aldrich S7776, TRIS base, K2HPO4, y KH2PO4, adquiridos a Sigma-Al-
drich (San Luis, EE. UU.). Los estándares de referencia usados fueron: quer-
cetina-3-O-β-glucósido (Sigma, > 98 %), kaempferol-3-O-β-glucósido (Sigma, 
> 97 %), (-)-catequina (Sigma, > 95 %), y crisina (Fluka, > 98 %). La identidad 
y pureza de los compuestos de referencia se verificó por RMN-1H y HPLC-MS.
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Para el procesamiento de las muestras se usó una microcentrífuga 
refrigerada Hettich D-78532 (Tuttlingen, Alemania), y el lector de microplacas 
BIORAD modelo 550 fue empleado en la determinación de la absorbancia. 
Para la obtención de la solución de α-glucosidasa, a partir de extracto acetónico 
de intestino de rata, se usó un sonicador Qsonica (Melville, EE. UU.). En la 
incubación de las muestras se utilizó una incubadora con agitación (Polimax 
1040, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Alemania). Para 
los estudios de acoplamiento molecular se utilizó un equipo ASUS VivoBook 
X524U, Intel (R) CoreTM i8-8550U CPU 4.0 GHz x64, memoria RAM de 12.0 
GB, con sistemas operativos Windows10 y Linux (Ubuntu).

Estudios de acoplamiento molecular

Selección de las estructuras 3D de las 
enzimas α-amilasa y α-glucosidasa
Las estructuras de las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa se descargaron de la 
base de datos Protein Data Bank (PDB)11. Los archivos descargados se selec-
cionaron con base en tres criterios: organismo de origen (de acuerdo con el 
origen de la enzima usada en el bioensayo), presencia del inhibidor acarbosa 
en el sitio activo y resolución de la estructura cristalográfica. 

Preparación de las estructuras 3D de las 
enzimas para el acoplamiento molecular 
El desarrollo del preprocesamiento de los archivos de las estructuras proteicas 
seleccionadas se ejecutó a través de la herramienta Protein Preparation Wizard 
del software académico Maestro 11.512. Esta herramienta permite hacer correc-
ciones a la estructura mediante la adición de hidrógenos, órdenes de enlaces, 
corrección de los estados de protonación de los aminoácidos de acuerdo con 
el pH (pH=6,8), remoción de moléculas de agua, selección de tautómeros, 
eliminación de subunidades proteicas, entre otros.

Preparación de las estructuras de los ligandos
Las estructuras 3D de los metabolitos aislados de P. ligularis fueron construidas 
con base en las estructuras identificadas en trabajos previos7-8. Este proceso se 
realizó mediante la modelación en 3D de las estructuras en el software Maestro 
11.5, cuidando la asignación de la estereoquímica en los centros asimétricos 
y los estados de ionización de acuerdo al pH de los bioensayos (6,8)12. En el 
caso de metabolitos cuya estereoquímica no ha sido elucidada en su totalidad 
(saponinas), se generaron todos los diasteroisómeros para su evaluación frente 
a las enzimas de estudio. 
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Determinación y validación del protocolo 
de acoplamiento molecular
El proceso de acoplamiento molecular se llevó a cabo usando el software Auto-
Dock Vina 1.1.2 (ADV)13. Los archivos de entrada, tanto de las proteínas como 
de los ligandos, se prepararon mediante el uso del paquete de herramientas 
MGLTools, específicamente la herramienta AutoDockTools 1.5.6 (ADT)14. Los 
parámetros, como las coordenadas y el tamaño de rejilla, se definieron teniendo 
como referencia la ubicación del inhibidor cocristalizado y la distancia en Å 
entre los átomos más distantes de los inhibidores en las estructuras proteicas 
seleccionadas. Para el caso de la α-amilasa, las coordenadas empleadas fueron 
x = 36,03, y = 19,95, z = 59,54, y el tamaño de rejilla de 35 Å. Respecto a la 
α-glucosidasa, se emplearon las coordenadas x = –20,78, y = –6,7, z = –5,33, 
y un tamaño de rejilla de 30 Å. Por otro lado, la exhaustividad de búsqueda 
conformacional correspondió al valor establecido por defecto en el software. 

Para el proceso de validación de los parámetros se establecieron dos 
estrategias: la primera se basó en someter la conformación del inhibidor cocris-
talizado a un reacoplamiento, mientras que la segunda partió de conformaciones 
aleatorias del inhibidor. De esta forma, se pretendió evidenciar qué conjunto 
de parámetros generaba el mayor grado de similitud (menor valor de RMSD) 
conformacional entre las conformaciones resultantes y la conformación bioac-
tiva del inhibidor cocristalizado. 

Acoplamiento molecular y huellas digitales 
de interacción proteína-ligando (protein-
ligand interaction fingerprint, PLIF)
El acoplamiento molecular entre los metabolitos y las enzimas de estudio se realizó 
empleando los parámetros de docking validados en la sección anterior. La huella 
digital de interacciones o interaction fingerprint se estableció mediante el software 
Maestro 11.512. Este perfil de interacciones muestra el conteo de interacciones que 
presentan los ligandos con los residuos de aminoácidos en una distancia menor a 
4 Å, y se compararon con las interacciones del ligando cocristalizado (molécula 
de referencia). Adicionalmente, se usó la métrica de Tanimoto para establecer 
la similitud entre los modos de unión de los resultados de los acoplamientos, 
de los diferentes ligandos, con los correspondientes ligandos cocristalizados. 

Ensayos de actividad inhibitoria sobre las enzimas 
α-amilasa y α-glucosidasa de compuestos 
identificados en hojas de Passiflora ligularis Juss. 
La evaluación de la actividad inhibitoria sobre las enzimas α-amilasa pancreática 
porcina y la α-glucosidasa presente en el polvo de intestino de rata fue determi-
nada para el extracto total (25 mg hojas secas/ml), y para las fracciones acuosas 
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y butanólicas obtenidas tras un proceso de partición. Además, en el caso de 
los compuestos polifenólicos y saponinas identificados en hojas de P. ligularis 
y disponibles en cantidades suficientes, se calculó la concentración inhibitoria 
50 (IC50). Para esto, se partió de una solución de 1 mg/ml del compuesto a 
ensayar y se realizaron hasta 6 diluciones del compuesto, de acuerdo con la 
disponibilidad de este. Finalmente, se empleó el software Graphpad para el cálculo 
de la IC50. Las metodologías de los ensayos de inhibición enzimática fueron: 

•	 Inhibición de la α-amilasa pancreática porcina. 

Se utilizó la metodología descrita por Hansawasdi-Kawabata et al.15, modificada 
por Rey et al.16, en la cual se determina la actividad enzimática mediante la 
absorbancia a 600 nm generada por fragmentos solubles de dextrinas unidas 
al colorante remasol azul producto de la hidrólisis del almidón azul. 

•	 Inhibición de la α-glucosidasa obtenida a partir del extracto acetónico 
de intestino de rata. 

La metodología empleada fue la descrita por Ayinampudi et al.17, modificada 
por Rey et al.16. Esta se basa en la determinación de la actividad enzimática 
mediante la absorbancia medida a 405 nm por el producto de hidrólisis del 
sustrato α-D-glucopiranósido de p-nitrofenilo (pNPG).

Resultados y discusión

En esta sección se describen los resultados del proceso de búsqueda de estruc-
turas 3D de las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa. Posteriormente, se presentan 
los resultados de los ensayos de validación que permitieron definir los pará-
metros de rejilla para el acoplamiento molecular. Por otro lado, se detallan las 
estructuras 2D de los flavonoides y saponinas identificados en las hojas de P. 
ligularis, junto con los diasteroisómeros de la cadena lateral de las saponinas 
cuya estereoquímica absoluta no ha sido determinada. Finalmente, se listan los 
compuestos seleccionados como mejores candidatos para la inhibición de estas 
enzimas, con base en los resultados tabulados del estudio de acoplamiento, el 
perfil de interacciones y los valores de IC50 calculados.
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Selección de las estructuras 3D para las 
enzimas α-amilasa y α-glucosidasa
La estructura de la α-amilasa pancreática porcina se buscó mediante el uso 
de las palabras claves “pig”, “alpha amylase”, “acarbose” y “pancreatic” en la base 
de datos del Protein Data Bank, encontrándose las 4 estructuras presentadas 
en la tabla 1. La estructura con código 1HX0 posee la mejor resolución cris-
talográfica (1,38 Å). Además, los valores de R y R free (0,130 y 0,108) indican 
una baja desviación entre el patrón de difracción modelado y el obtenido 
experimentalmente. Por lo tanto, se infiere que la estructura reportada tiene 
una buena calidad para estos estudios18. Esta estructura además posee como 
ligando cocristalizado un pseudo-hexasacárido (PHAC), generado por la 
transglicosilación de subproductos de la reacción de hidrólisis de la acarbosa.

Para la búsqueda de las estructuras de α-glucosidasa, se emplearon las 
palabras claves “rat”, “alpha glucosidase” y “acarbose”. Sin embargo, no se encon-
traron estructuras 3D reportadas con estos términos. Por ello, se direccionó la 
búsqueda a estructuras 3D con alto grado de homología estructural respecto a 
la enzima de origen murino. De esta forma, dos estructuras de origen humano 
fueron incluidas como se detalla en la tabla 1. Finalmente, con base en el por-
centaje de homología respecto a la isomaltasa intestinal de rata (P23739 uniprot 
entry), en los valores de resolución cristalográfica (1,9 Å), y valores de R y R 
free (0,177 y 0,215), la estructura con código PDB 2QMJ, correspondiente a la 
subunidad N-terminal de la α-glucosidasa (glucomaltosa) intestinal humana, 
se empleó en los estudios de acoplamiento molecular. 

Tabla 1. Estructuras de la α-amilasa pancreática porcina y de la α-glucosidasa 
obtenidas del PDB de acuerdo con los parámetros de búsqueda (en 
cursiva se resaltan las estructuras usadas en este estudio)

Código 
PDB

Nombre Resolución 
(Å)

1OSE Porcine pancreatic alpha-amylase complexed with acarbose19 2,3
1HX0 Structure of  pig pancreatic alpha-amylase complexed with the “truncate” 

acarbose molecule (pseudotrisaccharide)20
1,38

1PPI The active center of  a mammalian alpha-amylase. the structure of  
the complex of  a pancreatic alpha-amylase with a carbohydrate 
inhibitor refined to 2.2 angstroms resolution21

2,2

1JFH Structure of  a pancreatic alpha-amylase bound to a substrate 
analogue at 2.03 angstrom resolution22

2,03

2QMJ Crystral structure of  the N-terminal subunit of  human maltase-glucoamylase 
in complex with acarbose23

1,9

3TOP Crystral structure of  the C-terminal subunit of  human maltase-
glucoamylase in complex with acarbose24

2,0
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Preparación de las estructuras de los ligandos
Las estructuras de 14 compuestos polifenólicos y 4 saponinas fueron modela-
das. Adicionalmente, se incluyó un flavonoide C-glicosidado (compuesto 19) 
identificado y aislado en Passiflora bogotensis como control positivo, puesto que 
presenta actividad inhibitoria frente a α-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae26. 
En la tabla 2 se listan los compuestos usados en este estudio.

Las saponinas (ligularósidos B-D) no cuentan con la determinación 
de la estereoquímica absoluta de los centros quirales de la cadena lateral7. 
En el caso del ligularósido A, la configuración relativa está determinada para 
los centros estereogénicos de la cadena lateral a través de experimentos de 
RMN8. La figura 2 presenta las estructuras 3D de las saponinas propuestas por 
Meneses-Macías7, numerando los carbonos quirales de la cadena lateral. No 
obstante, Meneses-Macías aclara que no se conoce toda la información sobre 
la estereoquímica de los centros asimétricos de la cadena lateral. Ante esta falta 

a b
Figura 1. Estructuras 3D de las enzimas empleadas para los estudios de acoplamiento mo-

lecular y procesadas mediante la herramienta Protein Preparation Wizard del software 
Maestro 11.512. a) Estructura α-amilasa pancreática porcina código PDB 1HX0, b) estructura 
subunidad N-terminal de la α-glucosidasa intestinal humana código PDB 2QMJ.
Nota: los sitios de unión del ligando se esquematizan mediante superficie de 
Van der Waals. 

Preparación de las estructuras proteicas 
para el acoplamiento molecular
La figura 1 presenta las estructuras tridimensionales de las enzimas α-amilasa 
(1HX0) y α-glucosidasa (2QMJ) después de su preparación con la herramienta 
Protein Preparation Wizard. El pH seleccionado para generar los estados de 
ionización de los residuos fue de 6,8, puesto que este es el de máxima actividad 
enzimática y el que se empleó en los bioensayos in vitro16, 25.
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Tabla 2. Listado de metabolitos de hojas de P. ligularis usados en el estudio de 
acoplamiento molecular frente a las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa. Se tuvo en 
cuenta la protonación al pH de trabajo de los ensayos de inhibición enzimática

N.º del 
compuesto Nombre Estructura 2D

1 Crisina

2 (-)-Catequina

3 Quercetina-3-O-β-
glucósido

4 Luteolin-7-O-β-glucósido

5 Quercetin-3-O-(6”-
malonil)-glucósido

6 Kaempferol-3-O-
glucósido

 

7 Apigenin-7-O-glucósido

de información, se decidió modelar la estructura de todos los diasteroisómeros 
posibles, la cual se presenta con detalle en la tabla 3. En ella solo se enlistaron 
aquellos energéticamente viables. 
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N.º del 
compuesto Nombre Estructura 2D

8 Isoramnetin-3-O-
glucósido

9 Kaempferol-3-O-(6”-
malonil)-glucósido

10 Isoramnetin-3-O-(6”-
malonil)-glucósido

11 Crisin-7-O-β-glucósido

12 Apigenina

13 Kaempferol 

14 Crisin 7-O-β-(6”-acetil)-
glucósido

15 Ligularósido A
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N.º del 
compuesto Nombre Estructura 2D

16 Ligularósido B

17 Ligularósido Ca

18 Ligularósido Da

19

Luteolin-6-C-α-L-
ramnopiranosil-(1→2)-
(6”-O-acetil)-β-D-
glucósido. Control 
positivo.

AC Acarbosa

PHAC Pseudo-hexasacárido 
derivado de acarbosa

a Diasteroisómero representado por Meneses-Macías7.
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Tabla 3. Diasteroisómeros modelados para los compuestos 15-18

    Estereoquímica absoluta modelada

Compuesto Código diasteroisómero C20 C22 C24 C25

15 15.1 R R N. a. N. a.

16
16.1 R R R N. a.
16.2 R R S N. a.

17
17.1 R R R R
17.2 R R S R

18
18.1 R R R S
18.2 R R S S

Nota: se describe la estereoquímica absoluta de cada uno de los centros quirales presen-
tados en la figura 3. Solo se muestran los que son energéticamente viables. N. a.: no aplica.

Figura 2. Estructuras de las cadenas laterales de las saponinas identificadas por Mene-
ses-Macías7 en hojas de Passiflora ligularis: R1 ligularósido A (15), R2 ligularósido B (16), 
R3 ligularósido C (17) y R4 ligularósido D (18).

Determinación y validación del protocolo 
de acoplamiento molecular

α-Amilasa
El alineamiento entre la conformación energéticamente más estable del ligando 
sometido a “re-docking” y la conformación del ligando cocristalizado arrojó un 
RMSD de 8,198 Å. Este valor es alto, y se considera aceptable para un ligando 
de gran tamaño y con un gran número de enlaces rotables como es el caso del 
PHAC, siempre que se mantenga la misma orientación. No obstante, con el 
objetivo de visualizar el impacto de cambios en las coordenadas y dimensiones 
de la rejilla, se evaluaron otros parámetros de rejilla presentados en la tabla 
4. Estos resultados permitieron establecer que el conjunto de coordenadas y 
dimensión de la rejilla denominada como “P3” produce el confórmero que 
mejor asemeja la conformación del ligando cocristalizado.
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La superposición de los resultados del acoplamiento entre confórmeros 
aleatorios del ligando cocristalizado y su conformación experimental permitieron 
evidenciar que la mayoría de los ángulos diedros de los enlaces se conservan y las 
conformaciones superpuestas son similares. Todo esto muestra que el modelo 
permite predecir la interacción entre el ligando y el sitio activo de la enzima. 

α-Glucosidasa
De acuerdo con los datos recopilados en la tabla, se encontró que el conjunto 
de coordenadas y tamaño de la rejilla denominado P2 reproduce de mejor 
manera la conformación del ligando cocristalizado. Al igual que en el caso 
anterior, se encontraron valores de RMSD altos para el re-docking de la acarbosa 
cocristalizada en la estructura 2QMJ; esto se explica por el número de enlaces 
rotables y la remoción de moléculas de agua. 

Tabla 5. Parámetros de la rejilla empleada en ensayos de validación del 
protocolo de acoplamiento para la enzima α-glucosidasa

Código Coordenada 
x

Coordenada 
y

Coordenada 
z

Tamaño (Å) 
direcciones x, y, z RMDS (Å)

P1 –20,78 –6,7 –5,33 30 7,6706
P2 –20,78 –6,7 –5,33 25 7,3770
P3 –20,78 –6,7 –5,33 35 17,0189
P4 –18,95 –5,2 –4,33 30 7,4858

Nota: el ligando corresponde a acarbosa.

Tabla 4. Parámetros de la rejilla empleada en el protocolo de 
validación del acoplamiento para la enzima α-amilasa. 

Código Coordenada x Coordenada y Coordenada z
Tamaño (Å) 
Direcciones x, 
y, z

RMDS (Å)

P1 36,03 19,95 59,54 35 8,20
P2 32,02 14,86 52,54 35 13,04
P3 36,03 19,95 59,54 30 7,94
P4 36,03 19,95 59,54 25 8,98

Nota: el ligando corresponde a un pseudo-hexasacárido derivado de acarbosa (PHAC).
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Acoplamiento molecular y huellas digitales de 
interacción proteína-ligando (PLIF) para los compuestos 
identificados de hojas de Passiflora ligularis Juss. 
y las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa

α-Amilasa
El estudio de acoplamiento molecular, realizado entre los compuestos de la 
tabla 2 y la estructura rígida de la enzima α-amilasa pancreática porcina 1HX0, 
permitió identificar que bajo las condiciones modeladas todos los compuestos 
interactúan en el sitio activo de la proteína, y los complejos allí formados son 
energéticamente viables. La energía de afinidad obtenida fue normalizada al 
incluir el número de átomos pesados, obteniendo el parámetro de eficiencia 
de ligando27. Adicionalmente, se tuvo en cuenta el perfil de interacciones que 
presenta el ligando con el sitio activo. De acuerdo con esto, en el presente 
trabajo se seleccionaron estos dos criterios en conjunto para la clasificación 
de los diferentes ligandos identificados en hojas de P. ligularis. 

De esta forma, mediante los valores recopilados en la tabla 6 se identi-
ficó que todos los compuestos de naturaleza polifenólica poseen una eficiencia 
teórica del ligando superior al PHAC (–0,18 kcal*átomo/mol), mientras que 
las saponinas poseen valores cercanos o iguales a este, mas no superiores. 
De igual forma, al comparar la eficiencia calculada para el control positivo o 
compuesto 19 (–0,20 kcal*átomo/mol) con los compuestos identificados en 
P. ligularis se encontró la misma tendencia. Los resultados obtenidos muestran 
que la mayoría de los compuestos estudiados interactúan con los aminoácidos 
del sitio activo de la enzima, incluyendo los residuos Asp197, Glu233 y Asp300 
de la triada catalítica descrita por Qian et al.20. Es importante resaltar que no se 
identificaron interacciones electrostáticas relevantes entre los grupos ionizables 
de los compuestos y los aminoácidos presentes en el espacio de búsqueda. Por 
lo tanto, las interacciones de tipo puente de hidrógeno fueron consideradas 
de mayor relevancia para la selección de los mejores candidatos. Sin embargo, 
también se identificaron interacciones con aminoácidos necesarias para la 
estabilización y reconocimiento del sustrato, como interacciones hidrofóbicas20. 

La cuantificación de la similitud de los patrones de interacción gene-
rados por los inhibidores y los compuestos estudiados se realizó mediante el 
coeficiente de Tanimoto. Este coeficiente relaciona el número de elementos 
similares entre los dos conjuntos respecto al número de elementos diferentes12. 
De forma puntual, el análisis de interacciones arrojó que los compuestos de 
mayor tamaño, como las saponinas y algunos flavonoides glicosilados con 
ésteres del ácido malónico, presentan un patrón de interacción modelado de 
mayor similitud al inhibidor PHAC. En relación con los flavonoides de un 
mismo núcleo estructural, se encontró que la glicosilación aumenta el número 
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de interacciones favorables con los aminoácidos del sitio activo. Por otra parte, 
la esterificación con malonato de los flavonoides O-glicósidos también impacta 
en el perfil de interacciones calculado. 

Como resultado de la integración de los datos de eficiencia de ligando y los 
perfiles de interacción, se seleccionaron el ligularósido A (diasteroisómero 15.1, 
tabla 3), la quercetina-3-O-β-glucósido (compuesto 3), la luteolina-7-O-β-glu-
cósido (4), el kaempferol-3-O-glucósido (6) y a la apigenina-7-O-glucósido (7) 
como los compuestos con mayor potencial como inhibidores de la α-amilasa 
pancreática porcina. Las interacciones de algunos de estos compuestos con 
aminoácidos del sitio activo se presentan en la figura 3.

Figura 3. Representación gráfica 3D y 2D de las interacciones receptor-ligando entre los 
compuestos: a-b) pseudo-hexasacárido derivado de acarbosa, c-d) quercetina-3-O-β-glu-
cósido (3), y e-f) ligularósido A (15.1), y el sitio activo de la estructura de la α-amilasa 
pancreática porcina (1HX0), mostrando los aminoácidos de contacto a 4 Å.

α-Glucosidasa
En el caso de los estudios de acoplamiento con la estructura rígida de la subu-
nidad N-terminal de la glucosidasa intestinal humana 2QMJ, se evidenció que 
tanto los compuestos polifenólicos como las saponinas presentan interacciones 
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con el sitio activo de la enzima, de acuerdo con el modelo planteado (tabla 7). 
Los compuestos polifenólicos son los que presentan una mayor eficiencia 
de ligando respecto a la acarbosa (–0,17 kcal*átomo/mol); mientras que las 
saponinas, teniendo en cuenta los diasteroisómeros previstos, presentaron 
valores inferiores. Para esta enzima la triada catalítica corresponde a los resi-
duos Asp203, Asp327, y Asp44323, y se observó que la mayoría de los ligandos 
estudiados interactúan con los aminoácidos de la triada catalítica. De igual 
forma, los ligandos presentaron interacciones con residuos de aminoácidos 
claves para la estabilización de los ligandos, como: Tyr299, Arg526, Asp542 e 
His600, entre otros23. 

Los compuestos de tipo saponina son aquellos que presentan mayor 
número de interacciones, lo cual está relacionado con su tamaño. El comporta-
miento opuesto se encontró para los compuestos polifenólicos sin glicosilación 
(como el 1 y el 2), en los que, aunque se presentaron menores interacciones, 
se encontró una mayor eficiencia de ligando. En el caso de las saponinas el 
efecto de los cambios en la configuración absoluta de los centros quirales 
de la cadena lateral no tuvo un impacto significativo, en contraposición a lo 
observado con la α-amilasa. En conjunto, los compuestos que presentaron 
valores de eficiencia de ligando superiores a la acarbosa, e interacciones de 
puentes de hidrógeno con uno o más aminoácidos de la triada catalítica, fueron: 

Figura 4. Representación gráfica 3D y 2D de las interacciones receptor-ligando entre los 
compuestos: a-b) acarbosa, c-d) quercetin-3-O-(6”malonil)-glucósido (5) y d-e) apige-
nina-7-O-glucósido (7), y el sitio activo de la estructura de la subunidad N-terminal de 
la glucosidasa intestinal humana (2QMJ), mostrando los aminoácidos de contacto a 4 Å.
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quercetin-3-O-(6”malonil)-glucósido (5), apigenina-7-O-glucósido (7), kaemp-
ferol-3-O-(6”malonil)-glucósido (9), e isoramnetin-3-O-(6”malonil)-glucósido 
(10). Lo anterior indica que la esterificación con malonato podría repercutir 
en el número de interacciones efectivas para la formación del complejo ligan-
do-receptor. La figura 4 esquematiza las interacciones de algunos de estos 
compuestos con los aminoácidos del sitio activo de la enzima. 

Tabla 6. Datos del acoplamiento molecular y análisis de similitud de la 
interacción ligando-proteína entre la α-amilasa pancreática porcina 1HX0 y 
los ligandos identificados en hojas de P. ligularis, PHAC, y compuesto 19

Co
m

pu
es

to

Ti
po

 d
e 

co
m

pu
es

to

En
er

gí
a 

de
 a

fin
id

ad
(k

ca
l/

m
ol

)

Nú
m

er
o 

de
 á

to
m

os
 p

es
ad

os

Efi
ci

en
ci

a 
de

l l
ig

an
do

 
(k

ca
l*

át
om

o 
pe

sa
do

/m
ol

)

Am
in

oá
ci

do
s 

in
vo

lu
cr

ad
os

 
en

 p
ue

nt
es

 d
e 

hi
dr

óg
en

o

Co
efi

ci
en

te
 d

e 
Ta

ni
m

ot
o 

re
sp

ec
to

 a
l l

ig
an

do
 

co
cr

is
ta

liz
ad

o

Co
efi

ci
en

te
 d

e 
Ta

ni
m

ot
o 

re
sp

ec
to

 a
l c

om
pu

es
to

 1
9

PHAC Pseudo-
hexasacárido. 
Corresponde 
al ligando 
cocristalizado

–11,7 65 –0,18 Trp59, Gln63, 
Val163, Gly164, 
Leu165, Arg195, 
Ala198, Lys200, 
His201, Glu233, 
Glu240, His299, 
Asp300, His305

N. a. 0,369

1 Flavonoide no 
glicosilado

–8,9 19 –0,46 Gln63 0,346 0,512

2 Flavonoide no 
glicosilado

–9,0 21 –0,43 Asp197 0,346 0,694

3 Flavonoide 
O-glicosilado

–8,7 32 –0,26 Gln63, Arg195, 
Asp197, Asp300

0,519 0,500

4 Flavonoide 
O-glicosilado

–9,7 31 –0,31 Gln63, Asp197, 
Asp356

0,346 0,788

5 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado con 
malonato

–9,1 39 –0,23 Arg195, Val234 0,571 0,430

6 Flavonoide 
O-glicosilado

–8,2 32 –0,26 Arg195, Lys200, 
Glu233

0,630 0,383

7 Flavonoide 
O-glicosilado

–9,9 31 –0,32 Ser105, Asp197 0,496 0,492
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8 Flavonoide 
O-glicosilado

–8,2 34 –0,24 Trp59, Gln63, 
Asp197, Glu233,

0,414 0,368

9 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado con 
malonato

–9,0 38 –0,24 Gln63 0,630 0,493

10 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado con 
malonato

–8,6 40 –0,22 Glu233, Ile235, 
Asp300

0,429 0,250

11 Flavonoide 
O-glicosilado

–9,6 30 –0,32 His201 0,481 0,366

12 Flavonoide no 
glicosilado

–9,0 20 –0,45 Asp197 0,385 0,750

13 Flavonoide no 
glicosilado

–8,9 21 –0,42 Gln63 0,385 0,787

14 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado con 
acetato

–9,6 33 –0,29 Gln63, Gly164 0,483 0,431

15.1 Saponina –10,6 60 –0,18 Tyr151, Arg195, 
Glu233, Asp300

0,698 0,353

16 Saponina –9,2 59 –0,16 Asp197, Asp300, 
Trp357

0,385 0,355

16 Saponina –10,3 59 –0,17 Try151, Lys200 0,586 0,360

17.1 Saponina –10,3 60 –0,17 Lys200 0,586 0,360

17.2 Saponina –10,2 60 –0,17 Tyr151, Glu233 0,607 0,360

18.1 Saponina –10,5 60 –0,18 Try151, Lys200 0,586 0,360

18.2 Saponina –10,3 60 –0,17 Try151, Lys200 0,586 0,369

19 Flavonoide 
C-glicosilado

–9,2 45 –0,20 Gln63, Asp197 0,369 N. a.
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Tabla 7. Datos del acoplamiento molecular y análisis de similitud de la interacción 
ligando-proteína entre la subunidad N-terminal de la glucosidasa humana 2QMJ y los 
ligandos identificados en hojas de P. ligularis, sinigrina, acarbosa y compuesto 19
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Acarbosa Pseudo-
tetrasacárido. 
Compuesto 
cocristalizado

–7,5 44 –0,17 Asp203, Asp327, 
Met444, Arg526, 
Asp542, His600

N. a. 0,530

1 Flavonoide no 
glicosilado

–7,3 19 –0,38 Met444 0,350 0,391

2 Flavonoide no 
glicosilado

–7,4 21 –0,35 Arg526, Asp542 0,400 0,464

3 Flavonoide 
O-glicosilado 

–7,9 32 –0,24 Arg526, Gln603 0,500 0,543

4 Flavonoide 
O-glicosilado

–8,2 31 –0,23 Arg202, Arg526, 
Asp542

0,524 0,382

5 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado con 
malonato

–7,6 39 –0,19 Asp203, Thr205, 
Asp327, Arg526 
Tyr605

0,650 0,573

6 Flavonoide 
O-glicosilado

–7,8 32 –0,24 Thr205, Arg526, 
Asp542

0,524 0,569

7 Flavonoide 
O-glicosilado 

–8,0 31 –0,26 Asp203, Thr205, 
Asp327, Asp443

0,469 0,444

8 Flavonoide 
O-glicosilado 

–7,0 34 –0,21 Arg526 0,473 0,407

9 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado con 
malonato

–8,1 38 –0,21 Thr205, Asp443, 
Asp542

0,364 0,542

10 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado con 
malonato

–7,7 40 –0,19 Asp203, Asp327, 
Asp443, Arg526

0,636 0,378
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11 Flavonoide 
O-glicosilado

–8,4 30 –0,28 Asp542 0,450 0,354

12 Flavonoide no 
glicosilado

–7,5 20 –0,38 Arg526, Asp542, 
Gln203

0,400 0,372

13 Flavonoide no 
glicosilado

–7,3 21 –0,35 Asp443 0,400 0,392

14 Flavonoide 
O-glicosilado 
esterificado  
con acetato

–8,2 33 –0,25 Thr205 0,579 0,457

15.1 Saponina –8,1 60 –0,14 Asp203, Asn207, 
Asn209, Asp327, 
Asp443, Lys480, 
Arg526, Asp542, 
Gln603

0,500 0,477

16.1 Saponina –7,8 59 –0,13 Thr205, Thr544 0,250 0,341

16.2 Saponina –7,8 59 –0,13 Asp474, Lys480, 
Arg526

0,478 0,329

17.1 Saponina –7,9 60 –0,13 Asn204, Thr544, 
Asp549

0,280 0,345

17.2 Saponina –7,8 60 –0,13 Asp452, Lys480 0,565 0,411

18.1 Saponina –7,8 60 –0,13 Arg202, Asp474 0,583 0,388

18.2 Saponina –7,7 60 –0,12 Thr205 0,148 0,215

19 Flavonoide 
C-glicosilado

–8,4 45 –0,19 Arg526 0,530 0,542
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Ensayos de actividad inhibitoria in vitro de compuestos 
identificados en hojas de Passiflora ligularis Juss. 
sobre las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa
La composición del extracto polar de hojas de P. ligularis abarca diferentes tipos 
de compuestos, como carbohidratos, aminoácidos, flavonoides, saponinas, entre 
otros. En este ensayo se incluyeron los flavonoides crisina (1), catequina (2), 
quercetina-3-O-β-glucósido (3), kaempferol-3-O-β-glucósido (6), crisin-7-O-β-
(6”-acetil)-glucósido (14), y la saponina ligularósido A (15). La selección de estos 
compuestos se realizó con base en los resultados de un estudio metabolómico 
que estableció que señales de 1H-RMN en la región aromática y alifática están 
posiblemente relacionadas con la actividad inhibitoria de los extractos8. Por 
otra parte, como control positivo se usó acarbosa. Estos datos experimentales 
in vitro buscan validar los resultados de las secciones anteriores. En la tabla 8 
se resumen los valores de IC50 obtenidos para cada uno de los compuestos.

Tabla 8. Actividad inhibitoria de algunos compuestos identificados en hojas 
de Passiflora ligularis Juss. frente a las enzimas α-glucosidasa, presente 
en el extracto de intestino de rata, y α-amilasa pancreática porcina

  IC50 

Compuesto α-Glucosidasa α-Amilasa

Crisina (1) > 786,7 μM > 1,57 mM
Catequina (2) > 689,6 μM > 1,37 mM
Quercetin-3-O-β-glucósido (3) 15,37 + 1,05 μM 31,04 + 1,06 μM
Kaempferol-3-O-β-glucósido (6) 1,83 + 0,01 mM 33,45 + 2,45 μM
Crisin-7-O-β-(6”-acetil)-glucósido (14) > 463,78 μM > 873,36 μM
Ligularósido A (15) > 235,42 μM 409,80 +11,37 μM
Acarbosa (control positivo) 156,6 + 1,11 μM 234,1 + 15,9 μM

De acuerdo con los datos de IC50 para ambas enzimas de interés, los 
compuestos con mejor actividad inhibitoria son flavonoides glicosilados deri-
vados de quercetina y kaempferol. Estos compuestos presentan mayor potencia 
en la inhibición de la α-amilasa respecto al inhibidor acarbosa. No se encontró 
inhibición de la actividad enzimática, dentro del rango de concentraciones 
evaluadas, por parte de otros compuestos polifenólicos como catequina, crisina 
y sus derivados. Respecto a las saponinas, el compuesto 15 presentó actividad 
inhibitoria frente a la α-amilasa, aspecto que es acorde con los resultados del 
acoplamiento molecular. En este punto es importante mencionar que no 
se disponía de la totalidad de los compuestos identificados en los extractos 
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polares de hojas de granadilla, por lo que esfuerzos posteriores a este deben 
realizarse en este sentido. Adicionalmente, dada la potencia en la inhibición de 
los flavonoides 3 y 6, se puede inferir que, aunque son minoritarios, la actividad 
biológica puede estar altamente relacionada con su presencia en el extracto.

Los estudios de acoplamiento molecular presentados en las secciones 
anteriores muestran la viabilidad in silico de la formación de complejos ligan-
do-receptor para la mayoría de los compuestos. No obstante, los valores de 
IC50 permitieron establecer que la inhibición de la actividad enzimática solo es 
presentada por algunos compuestos; dentro de estos, los flavonoides con mayor 
número de hidroxilaciones. Este hecho confirma los resultados de los estudios 
de acoplamiento molecular, en los que los flavonoides sin hidroxilaciones en el 
anillo B, como crisina y sus derivados, no presentaron interacciones significativas 
en el sitio activo de ninguna de las dos enzimas. Estudios QSAR publicados 
en la literatura científica comparan la actividad inhibitoria de 44 compuestos 
polifenólicos sobre la enzima α-glucosidasa de Saccharomyces con la estructura 
de diferentes compuestos polifenólicos; por ejemplo, los estudios de Proença 
et al.28 muestran que los flavonoides con dos hidroxilaciones en los anillos A y 
B y una en el anillo C son los más activos frente a glucosil-hidrolasas; este es 
el caso de los derivados de quercetina, lo que coincide con nuestros hallazgos. 
Los resultados de este estudio son coherentes con los datos disponibles de 
IC50 reportados para los flavonoides, tales como los derivados de quercetina, 
kaempferol y crisina en diferentes carbohidrasas4, 28. Finalmente, en el caso de 
las saponinas no se encontraron estudios relevantes sobre la inhibición de la 
actividad de glucosil-hidrolasas por parte de saponinas con núcleo terpenoidal 
tipo lanostano.

Conclusiones

El estudio in silico tipo acoplamiento molecular permitió identificar el ligularósido 
A (15), la quercetina-3-O-β-glucósido (3), la luteolina-7-O-β-glucósido (4) y el 
kaempferol-3-O-glucósido (6) como aquellos compuestos que podrían presentar 
los complejos energéticamente más estables con el sitio activo de la enzima α-ami-
lasa; a su vez estos podrían interactuar con aminoácidos claves para la hidrólisis 
de carbohidratos y para el reconocimiento de estos por parte de la enzima. En el 
caso de la α-glucosidasa, los compuestos quercetin-3-O-(6”-malonil)-glucósido 
(5), apigenina-7-O-glucósido (7), kaempferol-3-O-(6”-malonil)-glucósido (9) 
e isoramnetin-3-(6”-malonil)-glucósido (10) fueron los que el modelamiento 
identificó como mejores candidatos. Por otro lado, el análisis del perfil de inte-
racciones de inhibidores reportados para las enzimas, respecto a los compuestos 
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identificados en hojas de P. ligularis, permitió establecer que compuestos tipo 
saponina y flavonoides O-glicosilados, con o sin esterificación con malonato, 
presentan un perfil de interacciones similar al mostrado por la acarbosa. 

Los valores de IC50 obtenidos in vitro permitieron validar los resultados 
del estudio in silico, puesto que los compuestos con valores de IC50 mejores o 
cercanos al de acarbosa también presentaron energías calculadas de la forma-
ción del complejo favorables y un buen perfil teórico de interacciones con los 
aminoácidos del sitio activo de las enzimas. Dentro de estos están: el ligularó-
sido A (15), la quercetina-3-O-β-glucósido (3) y el kaempferol-3-O-β-glucósido 
(6). Respecto a la inhibición de la α-glucosidasa, solo el compuesto querceti-
na-3-O-β-glucósido (3) presentó un IC50 mejor comparado con el compuesto 
de referencia, y este flavonoide es el más promisorio para continuar con 
estudios farmacológicos. 

Estos resultados permiten sugerir que las hojas de P. ligularis son una 
fuente promisoria de compuestos con actividad inhibitoria sobre glucosil-hi-
drolasas. Además, representa evidencia soporte para el direccionamiento de 
investigaciones complementarias que permitan establecer el perfil de seguridad 
y eficacia para la especie, y que conlleven al desarrollo comercial de productos 
fitoterapéuticos basados en estas hojas.
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Introducción

La inflamación comprende una serie de procesos fisiológicos de respuesta 
adaptativa frente a una lesión de un tejido por un agente externo o propio. 
Los procesos inflamatorios permiten el aislamiento y direccionamiento de la 
respuesta inmune, y la regeneración de los tejidos afectados. Por lo tanto, los 
tejidos afectados presentan una marcada pérdida de funcionalidad, la cual es 
producto de los múltiples eventos que se presentan, ya sea de manera aguda o 
crónica. Estos eventos abarcan: el daño celular, la vasodilatación e incremento 
de la permeabilidad capilar, la adhesión celular, la liberación de sustancias 
proinflamatorias que permiten el reclutamiento de células del sistema inmune, 
la destrucción de los agentes externos por fagocitosis, la remoción de restos 
celulares y la generación de una red proteica para recuperar el tejido1.

El género Passiflora ha sido estudiado en la modulación de procesos 
inflamatorios en diferentes modelos farmacológicos2. Este género está amplia-
mente distribuido en Colombia, con más de 167 especies, 48 de ellas ubicadas 
en la región andina; además de ser plantas con importancia en los campos 
agrícola y ornamental3. Una de las especies más representativas en Colombia 
es Passiflora ligularis, conocida comúnmente como granadilla, de la cual solo se 
consume la pulpa, siendo las hojas un subproducto de su cultivo4. Las hojas 
han sido objeto de estudios previos, realizados en nuestros grupos de inves-
tigación, sobre su actividad antiinflamatoria y su composición fitoquímica en 
flavonoides y saponinas5-7. Estos compuestos cuentan con diversos reportes 
en modelos de inflamación1. 

De acuerdo con diferentes autores, los procesos inflamatorios se pueden 
clasificar en dos componentes, relacionados entre sí: el celular y el molecular. 
A nivel celular se destacan cambios notorios en el tejido afectado debido a las 
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alteraciones en la microcirculación, producto de la vasodilatación de los vasos 
sanguíneos circundantes, que a su vez alteran la permeabilidad para permitir 
la migración de leucocitos y fagocitos. Por otro lado, los cambios generados 
a nivel molecular están mediados por moléculas mediadoras o efectoras de 
los procesos inflamatorios; estos compuestos endógenos pueden exacerbar o 
reducir los efectos de la inflamación en los tejidos1. Así, se han establecido al 
menos 7 grupos de mediadores de acuerdo con sus características bioquímicas:

•	 Aminas vasoactivas
•	 Péptidos vasoactivos
•	 Fragmentos del sistema complemento
•	 Mediadores lipídicos
•	 Citoquinas pro- y antiinflamatorias
•	 Quimioquinas
•	 Enzimas proteolíticas

Estos mediadores están relacionados entre sí a través de diversas vías 
metabólicas, las cuales no solo afectan el tejido dañado, sino que también pueden 
tener otros efectos sistémicos. Las principales vías son: de ácido araquidónico, 
del factor de transcripción nuclear kB (NF-kB), del óxido nítrico y las citoquinas 
proinflamatorias. Debido a la complejidad de dichas vías, agentes externos y 
alteraciones genéticas que impactan en la homeostasis de los procesos infla-
matorios se han relacionado con la aparición y progresión de un gran número 
de enfermedades1, las cuales a la fecha cuentan con diferentes fármacos para 
su tratamiento, como se describe a continuación: 

•	 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE): los AINE inhiben la 
actividad de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), lo que 
resulta en la disminución de la formación de prostaglandinas y trom-
boxanos a partir de ácido araquidónico. De esta forma, al disminuir 
la síntesis de prostaglandinas, disminuye el dolor, la inflamación y 
la hipertermia1. 

•	 Glucocorticoides: estos fármacos son derivados sintéticos de este-
roides naturales. Estos compuestos se unen y activan el receptor tipo 
glucocorticoide, el cual es un receptor nuclear que desencadena la 
producción de lipocortina, que inhibe la PLA2, la COX-1/COX-2, 
y procesos inflamatorios leucocitarios, como la adhesión, migración 
y fagocitosis1. 

•	 Productos biológicos: dentro de este grupo resaltan los anticuerpos 
monoclonales que actúan principalmente en la vía de las citoquinas 
y sus receptores, como en el receptor del TNF-α o en el bloqueo 
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directo de la IL-1. Aunque estos fármacos representan una de las 
alternativas terapéuticas más modernas, su costo y acceso representan 
limitantes para su uso1.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el trabajo de investigación 
presentado en este capítulo tuvo como objetivo establecer la actividad antiin-
flamatoria del extracto acuoso, la fracción butanólica y 7 compuestos aislados 
de las hojas de Passiflora ligularis (compuestos 2, 3, 6, 15-18), empleando un 
modelo de edema auricular inducido por TPA (13-O-tetradecanoilforbol acetato) 
en ratones Swiss ICR. Los compuestos fueron aislados mediante diferentes 
técnicas cromatográficas, como HSCCC, HPLC, entre otras; y su estructura 
fue determinada a través de técnicas espectroscópicas y espectrométricas. La 
evaluación de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados mostró 
que la quercetina-3-O-β-glucopiranósido (6) y el ligularósido A (15) podrían 
ser los compuestos responsables de la actividad detectada en el extracto crudo 
y en la fracción butanólica. De esta forma se contribuyó a la caracterización 
farmacológica de las hojas de P. ligularis con miras al aprovechamiento de este 
subproducto de cosecha.

Productos naturales vegetales y actividad antiinflamatoria
Las plantas son una fuente importante de compuestos con actividad antiinfla-
matoria, lo que ha permitido darles usos que van desde los etnofarmacológicos 
hasta el aislamiento de compuestos bioactivos. Estos organismos han estado 
presentes en el tratamiento de diferentes enfermedades inflamatorias a lo 
largo de la historia, siendo el ácido salicílico uno de sus principales exponen-
tes1. Dentro de los compuestos con mayor número de reportes de actividad 
inflamatoria se encuentran los fenoles, terpenos y alcaloides, los cuales actúan 
mediante diversos mecanismos de acción que incluyen la modulación de la 
expresión de citoquinas proinflamatorias (IL-1b, IL-6, IL-8, GM-CSF y TNF-
α), así como de enzimas mediadoras (MMP-3, MMP-13, iNOS y COX-2) y 
catabolitos (NO y PGE2)

8.
El género Passiflora ha sido ampliamente estudiado como fuente pro-

misoria de compuestos con actividad antiinflamatoria con base en reportes 
etnofarmacológicos y en estudios con modelos farmacológicos de extractos de 
algunas de sus especies2. En el caso de Passiflora ligularis, los reportes etnofar-
macológicos citan el uso de las hojas en cataplasmas para el tratamiento de 
contusiones musculares y paperas9. 

Adicionalmente, la caracterización química de este extracto mostró que 
contiene compuestos polifenólicos tipo flavonoide, identificando la presencia 
de derivados de quercetina, kaempferol y crisina, y de al menos 4 saponinas 
con núcleo lanostano10-11. De estos, los flavonoides son compuestos que han 
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sido evaluados en modelos tanto in vitro como in vivo y se han sugerido dife-
rentes mecanismos de acción como: inhibición de enzimas proinflamatorias, 
por ejemplo, ciclooxigenasa 2 (COX-2), lipooxigenasa (LPO) y óxido nítrico 
sintasa (NOS)12-14. En el caso de las saponinas, se ha reportado actividad anti-
inflamatoria, en particular en las soyasaponinas producidas por Glycine max, 
con actividad quimiopreventiva a través de la regulación en baja de la COX-215. 

Esta evidencia indica que los flavonoides y saponinas previamente 
identificados en las hojas de Passiflora ligularis podrían tener actividad antiin-
flamatoria y a su vez estar relacionados con los reportes etnofarmacológicos 
anteriormente descritos para esta especie. Así, en este capítulo se presentan los 
resultados de la actividad antiinflamatoria, evaluada en un modelo de edema de 
oreja de ratón inducido por TPA, del extracto acuso, de la fracción butanólica 
y de 7 compuestos identificados en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis, 
los cuales corresponden a: (-)-catequina (2), quercetina-3-O-β-glucósido (3), 
kaempferol-3-O-β-glucósido (6), y a 4 saponinas, los ligularósidos A-D (15-18).

Metodología

Material vegetal y extracción
Un total de 7,5 kg de material vegetal fresco fueron recolectados de un cultivo 
comercial ubicado en la vereda La Florida del municipio de Anolaima, en el 
departamento de Cundinamarca. Tras el proceso de secado a temperatura 
ambiente y molienda se obtuvo un peso total de 1786 g. Este material fue 
extraído mediante la técnica de infusión con agua a 90 °C para obtener el 
extracto acuoso (332,5 g). Posteriormente, se realizó la partición con butanol 
para obtener un total de 91,4 g de fracción butanólica. 

Aislamiento e identificación de los compuestos
Los compuestos se obtuvieron por diferentes procesos de fraccionamiento de 
la fracción butanólica dadas las características de polaridad de las saponinas y 
los flavonoides estudiados. El fraccionamiento se realizó empleando principal-
mente dos métodos: cromatografía en contracorriente (HSCCC, por sus siglas 
en inglés) y fraccionamiento usando la resina no iónica Amberlite XAD-2. Las 
fracciones obtenidas de este proceso fueron sometidas a pasos adicionales de 
purificación mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC, por sus 
siglas en inglés) usando una columna RP-18 (250x25 mm y 10 µm de tamaño 
de partícula). Las fracciones que presentaron alta pureza de acuerdo con los 
análisis por HPLC analítico fueron analizadas por resonancia magnética nuclear 
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(RMN, por sus siglas en inglés) y espectroscopía de masas (ME, por sus siglas 
en inglés) para la determinación de la estructura plana de los compuestos10-11. 
La estructura de los compuestos se presenta en la tabla 1; su numeración está 
acorde a la presentada en el capítulo 1 de este libro.

Tabla 1. Estructura de los compuestos aislados en hojas de P. ligularis 
evaluados en el modelo de edema auricular inducido por TPA 

N.º de 
compuesto Nombre Estructura 2D

2 (-)-Catequina

3 Quercetina-3-O-β-
glucósido

6 Kaempferol-3-O-
glucósido

15 Ligularósido A

16 Ligularósido B
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N.º de 
compuesto Nombre Estructura 2D

17 Ligularósido C

18 Ligularósido D

Animales de experimentación
La evaluación de la actividad antiinflamatoria se realizó empleando el ensayo in 
vivo de edema auricular inducido por TPA (13-O-tetradecanoilforbol acetato). 
Para ello, se incluyeron 6 ratones hembra (Swiss ICR) por grupo de tratamiento. 
Los animales tenían un peso de 25-30 g y alrededor de 8 semanas de edad. La 
alimentación y agua fue administrada ad libitum. Este estudio fue avalado por 
el Comité de Ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de 
Colombia mediante el Acta 16 de 2015.

Evaluación de la actividad antiinflamatoria
Con el objetivo de establecer el potencial antiinflamatorio de los compuestos, 
la fracción butanólica y el extracto a evaluar, fueron administrados tópicamente 
500 μg del tratamiento en la oreja derecha de cada animal. Posteriormente, 
se aplicaron en dicha oreja 2,5 μg de TPA. La oreja izquierda no fue tratada 
y se empleó como control de cada animal. En el caso del control positivo, se 
emplearon 500 μg de indometacina por oreja de animal, y como control nega-
tivo el vehículo empleado en las diferentes muestras (acetona/etanol 1:1). Los 
animales fueron sacrificados 4 horas después de la administración del TPA y 
se tomaron las respectivas muestras de tejido circulares de 5 mm de cada una 
de las orejas16. 

La actividad antiinflamatoria se estableció con base en el porcentaje 
de inhibición, el cual relaciona la variación de peso entre la oreja tratada y la 
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no tratada de cada animal del grupo de tratamiento, con las variaciones de 
peso entre las orejas del grupo de control negativo. La siguiente ecuación fue 
empleada para la determinación de dicho parámetro:

% inhibición= x100( )(Wt-Wnt)control-(Wt-Wnt)tratamiento
(Wt-Wnt)control

Donde Wt es el peso de la sección de la oreja tratada con TPA, y Wnt 
es el peso de la oreja no tratada.

Análisis estadístico
El análisis estadístico se realizó usando análisis unidireccional de la varianza 
(ANOVA) seguido por la prueba t de Dunnett para comparaciones múlti-
ples. La significación estadística se expresa como: * p < 0,05; ** p < 0,01; 
**** p < 0,001; n. s.: no significativo.

Resultados y discusión

Los resultados de la actividad antiinflamatoria del extracto, la fracción y los 
compuestos se presentan en la tabla 2; estos se expresan como el cambio del 
peso de las orejas del ratón en mg (el peso de la oreja tratada menos el de la 
no tratada) y como el porcentaje de inhibición de la inflamación. El modelo 
empleado de edema auricular inducido por TPA fue seleccionado, entre otros 
aspectos, por otros trabajos realizados con saponinas de núcleo lanostano, el 
cual corresponde al núcleo identificado en los compuestos 15 a 1817. 

Tabla 2. Efectos del extracto, la fracción butanólica y los compuestos 
aislados de P. ligularis sobre el edema auricular inducido por TPA

Tratamiento Δ Edema (mg) ± SEM Inhibición (%) ± SEM

Control 6,7 ± 0,4 -
Indometacina 1,4 ± 0,3 *** 79,2 ± 5,0
Extracto acuoso de hojas 4,7 ± 0,1 29,6 ± 1,0
Fracción butanólica 3,3 ± 0,1* 50,9 ± 0,8
Ligularósido A (15) 2,9 ± 0,6* 57, 3 ± 8,8
Ligularósido B (16) 19,1 ± 0,8**** N. a.
Ligularósido C (17) 18,2 ± 1,4**** N. a.
Ligularósido D (18) 13,9 ± 0,4**** N. a.
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Tratamiento Δ Edema (mg) ± SEM Inhibición (%) ± SEM

Kaempferol-3-O-β-
glucopiranósido (6)

18,0 ± 0,3**** N. a.

Quercetin-3-O-β-
glucopiranósido (3)

1,9 ± 0,3** 77,1 ± 3,3

(-)-Catequina (2) 13,4 ± 0,8**** N. a.
Nota: extracto acuoso, fracción butanólica y compuestos obtenidos de P. ligularis (dosis 
500 µg/oreja). Patrón: indometacina (500 µg/oreja). Datos expresados como la media ± 
SEM, n = 10 (ANOVA post-test Dunnet: * P < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001). 
El delta de peso de las orejas del grupo tratado es mayor al delta de peso de las orejas 
del grupo de control. N. a.: no aplica.

Los datos anteriores muestran diversos efectos de los tratamientos sobre 
el edema auricular inducido por TPA, desde una disminución en la diferencia 
de peso entre las orejas de los animales respecto al grupo control, identificado 
como un efecto antiinflamatorio, hasta un aumento en dicho peso, lo que sugiere 
un efecto proinflamatorio. Específicamente, la administración del extracto y 
de la fracción butanólica produjo un menor efecto antiinflamatorio (asociado 
al menor cambio de peso en las orejas), aspecto contrastado con el efecto 
del antiinflamatorio no esteroideo empleado como patrón (indometacina), el 
cual presentó un porcentaje de inhibición del 79,2 %. Sin embargo, el hecho 
de que los compuestos generaron tanto un aumento como una disminución 
de la variación de peso respecto al efecto antiinflamatorio del extracto y de la 
fracción, parece indicar que la concentración de cada uno de estos compuestos 
en dichas mezclas podría influir en el efecto neto observado.

El porcentaje de inhibición obtenido para el extracto acuoso (29,6 %) 
es congruente con el reportado previamente18, el cual corresponde a un valor 
menor al 40 % de inhibición. Además, la actividad observada ha sido reportada 
para otras especies del género como Passiflora quadrangularis, Passiflora edulis var. 
edulis y Passiflora edulis var. flavicapa. El extracto acuoso de las hojas de P. ligularis 
inhibió la producción de citoquinas proinflamatorias y la liberación de media-
dores como bradicinina, óxido nítrico, entre otros, en un modelo de pleuresía 
causado por carragenina19-20. Respecto a la fracción butanólica, es importante 
resaltar que esta presentó una mayor inhibición del edema que el obtenido por 
el extracto acuoso, lo que indicaría que los algunos compuestos antiinflama-
torios están presentes en esta fracción, y que corresponden a compuestos de 
mediana a alta polaridad no iónicos. 

Uno de los compuestos con actividad antiinflamatoria fue el ligularósido 
A (15), identificado como uno de los compuestos mayoritarios de la fracción 
butanólica, con base en las áreas de los picos del cromatograma de HPLC-ELSD 
(siglas en inglés de Evaporative Ligth Scattering Detector) de la figura 3. Este 
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compuesto se diferencia de las otras saponinas aisladas por su cadena lateral10, 
aspecto que podría estar relacionado con la actividad observada, dado que fue 
la única que disminuyó la diferencia de peso entre la oreja tratada con TPA y 
la no tratada. El ligularósido A inhibió en un 53,4 % el edema, un resultado 
similar al reportado para otras saponinas de núcleo lanostano con actividad 
antiinflamatoria17. 

De forma similar, la quercetina-3-O-β-glucopiranósido (3) presentó 
un efecto antiinflamatorio, contrario a los dos flavonoides evaluados, siendo 
incluso el compuesto más activo pues presenta un porcentaje de inhibición 
del 77,1 %. El anterior resultado concuerda con un reporte de inhibición de 
este compuesto del 51,2 % del edema plantar, inducido por carragenina en 
ratas20. Es de importancia resaltar que la quercetina-3-O-β-glucopiranósido 
(3) es también uno de los compuestos mayoritarios de la fracción butanolica 
de P. ligularis (figura 1). Aunque el ligularósido B (16) también corresponde a 
uno de los picos mayoritarios del cromatograma, estudios posteriores permi-
tieron comprobar que junto a este coeluyen dos saponinas adicionales que no 
pudieron ser aisladas11.

Figura 1. Cromatograma HPLC- ELSD de la fracción butanólica del extracto acuoso de las 
hojas de P. ligularis. 
Nota: fase móvil: MeCN (A) y H2O (B) 0-10 min 10-20 %A, 30 min 50 %A, 40 min 95 % A, 45 
min 95 %A; fase estacionaria: columna Thermo® RP-18 (75 mm x 3 i.d.; 2,2 µm), detector: 
LT- ELSD. (-) Catequina (1), quercetina-3-O-β-glucopiranósido (3), kaempferol-3-O-β-gluco-
piranósido (6), C.1: ligularósido B, C.2: ligularósido C, C.3: ligularósido D, C.4: ligularósido A. 
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En relación con los resultados de los compuestos 1, 3 y 16-18 se evi-
denció una actividad proinflamatoria debido al aumento de la diferencia de 
pesos en las orejas respecto al grupo de control tratado con el vehículo. Esta 
tendencia podría relacionarse con la estructura pentacíclica en el caso de las 
saponinas, ya que otros estudios han demostrado el efecto proinflamatorio de 
este tipo de compuestos. Dichos hallazgos estarían relacionados con un efecto 
en la liberación de óxido nitrico (NO), TNF-α (factor de necrosis tumoral), 
aumento de la enzima mieloperoxidasa, entre otros22. Igualmente, los com-
puestos terpenoidales obtenidos de las familias Euphorbiaceae y Thymelaeaceae 
tambien han mostrado ser proinflamatorios23. 

No obstante, el hecho de que tanto el extracto como la fracción butanólica 
y otros compuestos presentes en ellos presentaran actividad antiinflamatoria 
indica que las diferencias en concentración de estos compuestos en dichas 
mezclas están relacionados con la actividad biológica observada. Por lo tanto, 
las resultados de esta investigación proporcionan evidencia de la actividad 
antininflamatoria observada a partir de las infusiones de las hojas de P. ligularis.

Conclusiones

El presente trabajo permitió establecer la actividad antiinflamatoria del extracto, 
la fracción butanólica y los compuestos quercetina-3-O-β-glucopiranósido (3) y 
ligularósido A (15) presentes en las hojas de Passiflora ligularis Juss. Estos resul-
tados contribuyen a la búsqueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento 
de enfermedades inflamatorias, y representan la base para el direccionamiento 
de investigaciones que permitan establecer la aplicabilidad, el perfil de seguridad 
y eficacia de esta especie y de extractos obtenidos de las hojas de P. ligularis y 
formulaciones derivadas de estos.
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Introducción 

La diabetes mellitus es un desorden metabólico crónico caracterizado por hiper-
glicemia crónica debido a una deficiencia absoluta o relativa de insulina o por 
resistencia a la insulina a nivel celular1. Esta enfermedad sigue siendo uno de los 
principales desafíos sanitarios a nivel mundial. Se estima que aproximadamente 
578 millones de personas tendrá diabetes en 2030, y 700 millones de personas 
en 2045, siendo la diabetes mellitus tipo 2 el tipo más común, diagnosticada 
en un 90-95 % de los casos2. Aunque no existe una cura para la diabetes, los 
tratamientos farmacológico y no farmacológico, como la modificación de la 
dieta y el estilo de vida, ciertamente mejoran el pronóstico y la calidad de vida 
de los pacientes. Sin embargo, los tratamientos disponibles para la diabetes 
mellitus tipo 2 tienen algunos inconvenientes que van desde el desarrollo de 
resistencia y efectos adversos hasta la falta de respuesta en un gran segmento 
de la población de pacientes3.

Los extractos de plantas han sido utilizados a lo largo de la historia para 
tratar pacientes con diabetes en diferentes partes del mundo; debido a esto 
el Comité de Expertos en Diabetes de la Organización Mundial de la Salud 
recomendó una mayor investigación de las plantas medicinales y su efecto en el 
tratamiento de la diabetes, ya que con frecuencia se consideran menos tóxicas 
y libres de efectos adversos; por lo tanto, la búsqueda de agentes seguros y más 
efectivos sigue siendo un área importante de investigación. Algunas plantas y 
compuestos naturales, particularmente los flavonoides, han mostrado actividad 
antidiabética en estudios in vitro e in vivo3, 4. Investigaciones previas demostraron 
que el flavonoide kaempferitrina puede reducir los niveles de glucosa sérica 
en ratas diabéticas, aumentar la captación de glucosa en el músculo sóleo y 
estimular la translocación y síntesis de GLUT4 en los adipocitos. Además, se 
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reportó un efecto insulino-mimético de la kaempferitrina en la homeostasis de 
glucosa5. Otros flavonoides como la rutina también estimulan la captación de 
glucosa en el músculo sóleo mediado por el calcio extracelular y por la activa-
ción de la proteína quinasa II, dependiente de calcio-calmodulina (CaMKII)6. 
El papel antihiperglicémico y secretagogo de insulina del extracto crudo y de 
las fracciones butanólicas y acuosas de Baccharis articulata (Lam.) Pers. ha sido 
demostrado mediante estudios in vivo en los cuales la administración oral del 
extracto y de las fracciones redujo la glicemia en ratas hiperglicémicas. Ade-
más, la fracción butanólica, que presentó un alto contenido de flavonoides, 
estimuló la secreción de insulina exhibiendo un índice insulinogénico similar 
al de la glipizida7.

El efecto de P. ligularis en la homeostasis de la glucosa también ha sido 
estudiado, aunque se desconocen todos los metabolitos responsables de dicha 
actividad y su mecanismo de acción8. Dentro de los metabolitos presentes en 
P. ligularis se encuentran los flavonoides cuyo potencial antidiabético ha sido 
demostrado en varios modelos animales8, 9. Dentro de los mecanismos repor-
tados para los flavonoides en la homeostasis de la glucosa se encuentran la 
estimulación de la captación de glucosa en tejidos periféricos, la influencia en 
los mecanismos pleiotrópicos de señalización de la insulina y la regulación de 
la actividad o expresión de las enzimas limitantes de la velocidad en la vía del 
metabolismo de los carbohidratos10.

Los flavonoides kaempferol-3-O-β-glucósido (astragalina) y quercetina 
3-O- β-D-glucopiranósido (isoquercetina) son algunos de los compuestos 
mayoritarios de P. ligularis de los cuales se ha reportado previamente su acti-
vidad antidiabética; por lo tanto, se podría atribuir el efecto de P. ligularis en la 
homeostasis de la glucosa a la presencia de dichos flavonoides8.

En este capítulo se presentan los efectos del extracto acuoso de hojas 
de P. ligularis y de su fracción etanólica sobre la homeostasis de glucosa, eva-
luados mediante un estudio in vivo de tolerancia a la glucosa y de contenido 
de glucógeno; a la vez, se propone el mecanismo de acción de los flavonoides 
mayoritarios de P. ligularis (isoquercetina y astragalina) mediante estudios in 
vivo e in vitro. 
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Metodología

Preparación del extracto de hojas  
de P. ligularis y de sus fracciones
Las hojas de P. ligularis se recolectaron en el municipio de Anolaima, depar-
tamento de Cundinamarca (Colombia). Posteriormente, el material vegetal 
se secó a temperatura ambiente y se molió utilizando un molino de cuchillas. 
El extracto acuoso se obtuvo por medio de infusión del material vegetal con 
agua a 90 °C. Para obtener la fracción etanólica, el extracto crudo se agitó con 
resina XAD-2 y se lavó con etanol. 

Finalmente, el compuesto 3-O-β-D-glucopiranósido (isoquercetina) se 
aisló mediante diferentes técnicas cromatográficas, incluida la HSCCC (cro-
matografía en contracorriente de alta velocidad). La caracterización de los 
compuestos aislados se basó en datos espectroscópicos de RMN (resonancia 
magnética nuclear) y EM (espectrometría de masas).

Evaluación del efecto hipoglicemiante del extracto 
acuoso de hojas de P. ligularis y de sus fracciones 
La evaluación del posible efecto hipoglicemiante/antihiperglicemiante del 
extracto de hojas de P. ligularis y de sus fracciones se realizó mediante el ensayo 
in vivo de tolerancia a la glucosa, el cual se utilizó como punto de partida y scree-
ning en esta investigación. Se utilizaron ratas Wistar de al menos 5 semanas de 
edad con un peso corporal de entre 180-210 g. Las ratas se dividieron en cinco 
grupos (n=6) y se mantuvieron en ayuno durante 12 horas antes del ensayo, con 
libre acceso al agua. Inicialmente se midió la glucosa basal y posteriormente se 
administraron los tratamientos vía oral mediante sonda siguiendo el Protocolo 
CEUA-UFSC PP 2119/17 del Comité de Ética en Uso Animal (Universidade 
Federal de Santa Catarina). Después de 30 minutos se administró la sobrecarga 
de glucosa (4 g/kg) vía oral a todos los animales y se realizó la toma de muestras 
de sangre en tiempos determinados. Los niveles de glucosa en sangre (NGS) 
se determinaron usando un glucómetro (Accu-Chek Performa®). 

Determinación del contenido de glucógeno 
en el músculo sóleo y el hígado 
Para determinar el contenido de glucógeno, 180 minutos después de la sobre-
carga oral de glucosa se realizó la eutanasia mediante protocolo de sobredosis 
de anestesia inhalatoria con isoflurano y posterior decapitación en guillotina; 
posteriormente, fueron extraídos el músculo sóleo y el hígado de las ratas 
hiperglicémicas (grupos de control) y de aquellas sometidas a los tratamientos 
respectivos (grupos tratados). Los tejidos fueron tratados de acuerdo con una 
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metodología previamente validada y el contenido de glucógeno se cuantificó 
con el reactivo de yodo, y posteriormente se leyó en un espectrofotómetro 
a 460 nm.

Evaluación del efecto de la isoquercetina 
sobre la captación de glucosa [U-14C]-2-desoxi-
D-glucosa en el músculo sóleo de rata
Las porciones de músculo sóleo de las ratas normoglicémicas, de aproximada-
mente 40 mg cada uno, fueron disecados y posteriormente preincubados durante 
30 minutos e incubados durante 60 minutos a 37 °C en O2/CO2 (95 %: 5 %, 
v/v), a pH 7,4, en tampón Krebs Ringer-bicarbonato (KRb). A continuación 
se agregó isoquercetina (10 nM, 10 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM y 150 μM) al 
medio de incubación en presencia o ausencia de 100 μM HNMPA-AM, wort-
manina (100 nM), colchicina (1 μM), N-etilmaleimida (1 nM), PD98059 (50 
μM), SB239063 (10 μM), metil-beta-ciclodextrina (10 mM), actinomicina D (1 
μM) o cicloheximida (350 μM). Los resultados de la captación de glucosa se 
expresaron como nmol de glucosa/mg de proteína de 4 ratas por grupo en tres 
experimentos independientes. El 14C-DG se midió después de la incubación 
en un espectrómetro de centelleo líquido (modelo LS 6500; Multi-Purpose 
Scintillation Counter-Beckman, Boston, EE. UU.).

Evaluación del efecto de la astragalina sobre 
la glicemia y la secreción de insulina
Para este ensayo se utilizaron ratas Wistar macho de 7-8 semanas de edad con 
un peso corporal de 180-210 g. Los animales recibieron alimento (Nuvital, 
Curitiba, PR, Brasil) y agua ad libitum. Todos los animales fueron monitoreados 
y mantenidos de acuerdo con las recomendaciones éticas del Consejo Brasileño 
de Medicina Veterinaria y del Colegio Brasileño de Experimentación Animal. 
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con el Comité de Ética en 
Uso Animal CEUA-UFSC (Protocolo PP2119/17). La eutanasia se realizó 
mediante protocolo de sobredosis de anestesia inhalatoria con isoflurano y 
posterior decapitación en guillotina. 

Ensayo de tolerancia a la glucosa 
Las ratas se sometieron a un ayuno de 12 horas, y se dividieron en 3 grupos 
de 6 animales cada uno. Grupo I: grupo de control hiperglicémico que recibió 
glucosa (4 g/kg); grupo II: hiperglicémico + astragalina (1 mg/kg); y grupo III: 
hiperglicémico + astragalina (10 mg/kg). Todos los tratamientos se adminis-
traron por vía oral mediante sonda orogástrica y los niveles de glucosa sérica 
e insulina plasmática se midieron antes de la administración del tratamiento 
(tiempo cero). La sobrecarga de glucosa se administró 30 minutos después del 
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tratamiento y posteriormente se determinaron la glucosa sérica y la insulina 
plasmática a los 15, 30, 60 y 180 minutos.

La medición de la insulina plasmática se realizó mediante un ensayo 
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Todas las concentraciones de 
insulina se estimaron mediante medidas colorimétricas a 450 nm con un lec-
tor de placas ELISA (Organon Teknika, Roseland, EE. UU.) Las muestras se 
analizaron por triplicado y los resultados de insulina plasmática se expresaron 
como µIU/ml.

Aislamiento de los islotes pancreáticos de rata 
El páncreas de las ratas se extrajo cuidadosamente y se mantuvo en una placa 
de Petri con medio KRb-HEPES. A continuación, el tejido pancreático se 
cortó en trozos pequeños (2x2 mm) y se incubó en tubos de plástico con 
medio KRb-HEPES suplementado con colagenasa. Finalizada la incubación, 
la mezcla se transfirió a un tubo cónico, luego se resuspendió en 10 ml de 
medio libre de colagenasa y se centrifugó a temperatura ambiente durante 3 
minutos en una centrífuga Excelsa Baby (modelo 206). El sobrenadante fue 
descartado y el sedimento se resuspendió en un medio KRb-HEPES nuevo. 
Este procedimiento de lavado se repitió cinco veces y durante los dos últimos 
lavados se dejó que los islotes sedimentaran sin centrifugación. Se transfirieron 
alícuotas del sedimento final con los islotes aislados a tubos Eppendorf  con 
el medio de incubación KRb-HEPES.

Medición de la insulina basal
Los estudios de secreción de insulina in vitro se llevaron a cabo con islotes 
pancreáticos aislados de ratas euglicémicas. Los islotes se preincubaron durante 
60 minutos y se incubaron (tiempo de tratamiento) a 37 °C en KRb pH 7,4. 
La incubación se realizó en ausencia o presencia de 100 μM de astragalina. Al 
final de la incubación se tomó una alícuota para realizar la cuantificación de 
insulina mediante ELISA. Las cantidades totales de proteína en el medio de 
incubación y los islotes se determinaron mediante el método de Lowry. Los 
resultados se expresan como μIU de insulina/μg de proteína.

Determinación del influjo de calcio
Como primer paso los islotes pancreáticos de rata aislados fueron preincubados 
con KRb- HEPES buffer a 37 °C durante 10 minutos. En algunos experimentos 
se agregaron los bloqueadores de canales o inhibidores de quinasas durante los 
últimos 15 minutos del periodo de preincubación y se mantuvieron durante 
todo el período de incubación (esta información se especifica en las leyendas 
de las figuras). Los fármacos utilizados en este ensayo fueron: diazóxido (250 
μM), glibenclamida (20 μM), nifedipina (1 μM), BAPTA-AM (50 μM), RO 
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31-8240 (20 μM), H89 (10 μM), tapsigargina (1 μM) y dantroleno (50 μM). 
Adicionalmente se añadió cloruro de lantano (10 mM) a 2 °C a las muestras 
para inhibir el flujo de calcio. A continuación, los tubos se centrifugaron 
durante 1 minuto a 1500 g conservando el sobrenadante, y posteriormente se 
realizó un lavado de los islotes con una solución fría de cloruro de lantano. 
Luego los islotes se homogeneizaron con 300 μl de solución de NaOH 0,5 M 
y se hirvieron a 100 °C durante 5 minutos. Se tomaron alícuotas de 50 μl de 
cada muestra para medir la radioactividad en líquido de centelleo utilizando 
un espectrómetro de centelleo líquido beta de rack LKB (modelo LS 6500; 
Multi-Purpose Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston, EE. UU.) Se 
utilizaron alícuotas de 5 µl para la cuantificación de proteínas. 

Después de 60 min de incubación con 45Ca2+ se produce el equilibrio en 
los depósitos intracelulares de calcio y calcio extracelular, lo cual significa que 
la cantidad de calcio es equivalente en los medios intra- y extracelular. Después 
de 60 minutos, con la adición de sustancias exógenas (fármacos, solutos, inhi-
bidores) se puede modificar el medio de incubación, estrategia experimental 
para estudiar el mecanismo de afluencia de calcio en células aisladas, fragmentos 
de tejido o cultivo celular, lo cual se tuvo en cuenta para realizar los estudios 
sobre la entrada de calcio.

Resultados y discusión 

Evaluación del efecto hipoglicemiante del extracto 
acuoso de hojas de P. ligularis y de sus fracciones
El ensayo de tolerancia a la glucosa in vivo se utilizó como un punto de partida 
o screening que permitió identificar las fracciones más promisorias del extracto 
acuoso de hojas de P. ligularis. Como se observa en la figura 1, el extracto de hojas 
de P. ligularis y su fracción etanólica mostraron una reducción de la glicemia de 
23 % y 25 %, respectivamente, en comparación con el grupo hiperglicémico a 
los 120 minutos de ensayo, mientras que la glibenclamida utilizada como con-
trol positivo produjo una disminución de la glicemia del 27 %. Por otro lado, la 
fracción acuosa no tuvo diferencia significativa con respecto al grupo hipergli-
cémico durante el periodo de tiempo evaluado; esto permitió concluir que los 
compuestos del extracto acuoso con menor polaridad podrían estar involucrados 
en la disminución de la glucosa sérica para mejorar la tolerancia a la glucosa.

De acuerdo con los resultados, la fracción etanólica presentó la mayor 
reducción de la glicemia, por lo que se procedió a realizar un experimento de 
dosis-respuesta con el fin de elegir la dosis con mejores resultados.
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Como se observa en la figura 2, la dosis de 125 mg/kg de la fracción 
etanólica redujo la glucosa sérica en aproximadamente 17 % a los 180 minutos; 
la dosis de 250 mg/kg redujo la glucosa sérica alrededor de 30 % y 60 % a los 
60 y 180 minutos, respectivamente; mientras que la dosis de 500 mg/kg logró 
reducir 15 %, 20 %, 35 % y 50 % a los 15, 30, 60 y 180 minutos, respectivamente. 
De acuerdo con esto, la reducción de la glicemia posterior a la administración 
de la fracción etanólica se presentó de forma dosis-dependiente.

Posteriormente, se realizó una curva dosis-respuesta con el fin de eva-
luar el efecto de la fracción etanólica del extracto acuoso de P. ligularis después 
de la sobrecarga oral de glucosa sobre el músculo sóleo y el contenido de 
glucógeno hepático (figura 3). La fracción etanólica de 500 mg/kg aumentó 
significativamente el contenido de glucógeno tanto muscular como hepático 
en casi un 40 % y 65 %, respectivamente, en comparación con el grupo hiper-
glicémico; mientras que la fracción etanólica en dosis de 250 mg/kg aumentó 
significativamente solo el contenido de glucógeno hepático en casi un 35 % 

Figura 1. Efecto del extracto acuoso de hojas de P. ligularis y de sus fracciones en ratas 
hiperglicémicas. 
Nota: los valores se expresan como media ± SEM (n = 6). * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 y *** p ≤ 0,001, 
en comparación con el grupo de control hiperglicémico respectivo.
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en comparación con el grupo hiperglicémico. Por otro lado, la fracción a 125 
mg/kg no presentó ningún aumento significativo comparado con el grupo 
hiperglicémico.

Figura 2. Curva dosis-respuesta de la fracción etanólica del extracto acuoso de hojas de 
P. ligularis sobre glucosa sérica. 
Nota: los valores se expresan como media ± SEM, (n = 6). * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 y *** p ≤ 0,001, 
en comparación con el grupo de control hiperglicémico respectivo.

De acuerdo con la literatura, varios extractos vegetales aumentan la 
glucogénesis debido al aumento del contenido de glucógeno hepático y mus-
cular; por lo tanto, este efecto se considera un buen marcador de actividad 
hipoglicémica11.

Tanto el extracto acuoso de hojas P. ligularis como su fracción etanólica 
aumentaron el contenido de glucógeno hepático y muscular de forma dosis-de-
pendiente, que se atribuye a un posible efecto secretagogo y mimético de la 
insulina, lo cual se demuestra por la reducción de la glicemia y la acumulación 
de glucógeno en el músculo esquelético y en el hígado. Sin embargo, la dosis 
de 500 mg/kg de la fracción etanólica disminuyó la glicemia a aproximada-
mente 60 mg/dl a los 180 minutos, lo cual se considera hipoglicemia y no es 
beneficioso. Por lo tanto, para futuros estudios se recomienda utilizar dosis 
bajas de la fracción etanólica, como 250 mg/kg.
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Con el fin de identificar los metabolitos del extracto de hojas de P. ligularis 
responsables de actuar como agentes antihiperglicémicos, se realizó un perfil 
cromatográfico del extracto de hojas de P. ligularis y de su fracción etanólica 
(figura 4).

De acuerdo con el perfil cromatográfico, tanto en el extracto acuoso 
de hojas de P. ligularis (α) como en su fracción etanólica (β) uno de sus com-
puestos mayoritarios es el flavonoide quercetina-3-O-β-D-glucopiranósido 
(isoquercetina), cuya estructura también se presenta en la figura 4. Estudios 
previos han reportado el efecto antihiperglicémico de este flavonoide en un 
modelo en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina12.

Con base en estos resultados, el siguiente paso fue realizar ensayos in vitro 
con el fin de esclarecer el efecto de la isoquercetina en la captación de glucosa 
por el músculo sóleo, así como indagar su mecanismo de acción.

Figura 3. Efecto de las fracciones etanólicas del extracto acuoso de las hojas de P. ligularis 
sobre el contenido de glucógeno en el músculo sóleo y en el hígado. 
Nota: los valores se expresan como media ± SEM (n = 6). * p ≤ 0,05 y *** p ≤ 0,001, en 
comparación con el grupo de control hiperglicémico respectivo.



Passiflora ligularis Juss. (granadilla): estudios químicos  
y farmacológicos de una planta con potencial terapéutico

66 • 

Evaluación del efecto de la isoquercetina sobre 
la captación de glucosa en el músculo sóleo
El efecto de la isoquercetina sobre la captación de glucosa en el músculo sóleo 
de rata se evaluó ex vivo luego de 60 minutos de incubación. Como se observa 
en la figura 5, el efecto estimulante de la isoquercetina sobre la captación de 
glucosa fue de 67 %, 92 %, 93 % y 129 % a 10, 25, 50 y 150 μM respectiva-
mente, mientras que en el grupo de control positivo la insulina estimuló al 
123 % la captación de glucosa; estos porcentajes se expresan con respecto a 
la captación de glucosa del control.

Aunque el tratamiento agudo con isoquercetina mostró un porcentaje 
de captación de glucosa similar a de la insulina esto fue solo a una concen-
tración 103 veces mayor en comparación con la insulina. De acuerdo con los 
resultados, se seleccionó isoquercetina a 50 μM para investigar los mecanismos 
de acción de este flavonol.

El siguiente paso fue investigar el posible mecanismo de acción por el 
cual la isoquercetina induce la captación de glucosa. La activación del receptor 
de insulina y de señalización PI3-K es esencial para el proceso de transloca-
ción de las vesículas que contienen GLUT45. Con el fin de evaluar si la vía 
de señalización de la insulina se activa mediante la isoquercetina produciendo 

Figura 4. Perfil cromatográfico del extracto acuoso de hojas de P. ligularis (α) y de su frac-
ción etanólica (β) a 340 nm (A), y estructura de la quercetina-3-O-β-D-glucopiranósido 
(isoquercetina) (B). 
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el efecto estimulante sobre la captación de glucosa, se utilizaron 100 μM de 
HNMPA-(AM)3, un inhibidor de la actividad del receptor de insulina (figura 
6) y wortmanina, 100 nM (figura 7).

El efecto estimulante de isoquercetina sobre la captación de glucosa no se 
alteró por la presencia de HNMPA-(AM)3, lo cual sugiere que el efecto inductor 
de la isoquercetina no implica la actividad del receptor de insulina. Sin embargo, 
el efecto estimulante de isoquercetina sobre la captación de glucosa fue inhibido 
por wortmanina en un 30 %, lo cual indica la posible utilización de esta vía de 
señalización. Wortmanina es un inhibidor de la serina/treonina quinasa PI3K, la 
cual activa Akt realizando un paso fundamental en la translocación de GLUT4 
a la membrana plasmática13; de esta forma, la PI3K es parte de la transducción 
de señales aguas abajo de la isoquercetina para la captación de glucosa. De 
acuerdo con estudios previos, el flavonoide kaempferol-3-neohesperidósido 
también mostró un efecto estimulante sobre la síntesis de glucógeno a través 
de PI3K, ya que su efecto fue inhibido por wortmanina14. 

Figura 5. Efecto de la isoquercetina sobre la captación de glucosa en el músculo sóleo.
Nota: tiempo de preincubación = 30 min; tiempo de incubación = 60 min. Los valores se 
expresan como la media ± SEM con n = 4. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 y *** p ≤ 0,001, en compa-
ración con el grupo de control respectivo.
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Posteriormente, se estudió el rol de los microtúbulos, los cuales son 
cruciales en el movimiento de las vesículas que contienen GLUT4 hacia la 
membrana plasmática15. Para esto se realizó el ensayo de captación de glucosa 
utilizando 1 μM de colchicina, un agente que altera la integridad de los microtú-
bulos. Como se observa en la figura 7, el efecto estimulante de la isoquercetina 
sobre la captación de glucosa se redujo en aproximadamente un 30 % en com-
paración con el grupo de control, lo que indica que se requiere la integridad del 
citoesqueleto para que la isoquercetina ejerza su efecto estimulante completo. 

El proceso de translocación y fusión de GLUT4 ocurre a través de SNARE 
(receptores solubles de proteínas de unión al factor sensible a N-etilmaleimida), 
microtúbulos y filamentos de actina, los cuales dirigen el movimiento de las 
vesículas desde la región perinuclear a la membrana en respuesta a la insulina16. 
Para evaluar la influencia de la isoquercetina en el proceso de acoplamiento y 
fusión de las vesículas en la membrana plasmática se utilizó N-etilmaleimida 

Figura 6. Efecto de HNMPA-(AM)3 sobre la acción estimulante de isoquercetina en la captación 
de 14C-glucosa en el músculo sóleo de rata. 
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el período de preincubación y durante el 
período de incubación. Tiempo de preincubación = 30 min; tiempo de incubación = 60 
min. Los valores se expresan como media ± SEM con n = 4. ** p ≤ 0,01 y *** p ≤ 0,001, en 
comparación con el grupo de control respectivo; # p ≤ 0,05, en comparación con el grupo 
de isoquercetina respectivo.
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(1 mM), un agente alquilante que inhibe el tráfico vesicular y los eventos de 
fusión en la membrana plasmática17. Adicionalmente, para evaluar los micro-
dominios lipídicos durante el efecto estimulatorio de la isoquercetina sobre la 
absorción de glucosa se utilizó metil-β-ciclodextrina con/sin el flavonoide; este 
compuesto agota el colesterol de la membrana plasmática y altera la captación 
de glucosa18 (figura 8). 

Como se observa en la figura 8, se presentó una diferencia significativa 
entre los grupos evaluados con isoquercetina en comparación con los de 
isoquercetina más metil-β-ciclodextrina o N-etilmaleimida, lo cual permitió 
concluir que el efecto inductor de la isoquercetina sobre la captación de glucosa 
no se ve alterado por la presencia de estos dos inhibidores.

Con el fin de evaluar el rol de la isoquercetina en la activación de GLUT4 
en el músculo sóleo, se empleó SB239063, un inhibidor de la vía p38 MAPK 
de segunda generación, específicamente de los subtipos α y β de p3819, el cual 
se incubó con/sin isoquercetina (figura 9).

Figura 7. Efecto de colchicina sobre la acción estimulante de isoquercetina en la captación 
de 14C-glucosa en el músculo sóleo de rata. 
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el período de preincubación y durante el 
período de incubación. Tiempo de preincubación = 30 min; tiempo de incubación = 60 
min. Los valores se expresan como la media ± SEM con n = 4. ** p ≤ 0,01, en comparación 
con el grupo de control respectivo; # p ≤ 0,05, en comparación con el grupo de isoquer-
cetina respectivo.
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Figura 8. Efecto de metil-β-ciclodextrina y de N-etilmaleimida sobre la acción estimulante 
de la isoquercetina en la captación de 14C-glucosa en el músculo sóleo. 
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el período de preincubación e incuba-
ción. Tiempo de preincubación = 30 min; tiempo de incubación = 60 min. Los valores 
se expresan como media ± SEM con n = 4. *** p <0,001, en comparación con el grupo de 
control respectivo.

Para continuar evaluando la posible actividad de la isoquercetina en la 
etapa de traducción de proteínas a través de la ruta MAPK/ERK, se utilizó el 
inhibidor PD98059, el cual se une a las formas inactivas de MEK1 y previene 
la activación por otros activadores de vías como c-Raf, evita la fosforilación de 
ERK y, en consecuencia, previene la activación de la cascada de MAP quinasa 
p3820 (figura 9).

Como se observa en la figura 9, el efecto estimulante de la isoquercetina 
sobre la captación de glucosa mostró una reducción significativa en presencia 
de PD98059 y SB239063, lo que indica la presencia de eventos de regulación 
nuclear por este flavonoide. 

Posteriormente, se evaluó el efecto de la isoquercetina en la transcripción 
del ADN y la traducción del ARNm en presencia/ausencia de este flavonoide, 
con el fin de establecer la influencia sobre su efecto estimulante en la captación 
de glucosa en el músculo sóleo (figura 10).
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Como se observa en la figura 10, la presencia de actinomicina D, un inhi-
bidor de la transcripción del ADN, no afectó la captación de glucosa estimulada 
por isoquercetina. Sin embargo, la incubación de isoquercetina y cicloheximida, 
un inhibidor de la traducción del ARNm, redujo significativamente el efecto 
de este flavonoide sobre la absorción de glucosa, lo que permite concluir que 
la isoquercetina mejora la captación de glucosa al aumentar la traducción del 
ARNm de GLUT4.

De acuerdo con estudios previos, algunos flavonoides estimulan la cap-
tación de glucosa en el músculo esquelético por GLUT4, ya sea a través de la 
vía MEK/ERK, como es el caso de apigenina-6-C-(2”-O-α-L-ramnopirano-
silo)-β-L-fucopiranósido21, rutina22 y kaempferol-3-neohesperidósido14, o por 
medio de la vía MAPK p38, como ha sido reportado para baicalina, e incluso 
por ambas vías en el caso de kaempferitrina23.

Figura 9. Efecto de SB239063 y PD98059 sobre la acción estimulante de la isoquercetina en 
la captación de 14C-glucosa en el músculo sóleo de rata. 
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el período de preincubación y durante el 
período de incubación. Tiempo de preincubación = 30 min; tiempo de incubación = 60 
min. Los valores se expresan como media ± SEM con n = 4. * p < 0,05, *** p < 0,001, en 
comparación con el valor respectivo del grupo control. ## p <0,01, ### p < 0,001, en com-
paración con el grupo de isoquercetina respectivo.
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De forma similar a la isoquercetina, tres homoisoflavonoides de Portu-
laca oleracea L. aumentaron la captación de glucosa mediante la inducción de 
la translocación de GLUT4 a la membrana plasmática por la activación de las 
vías PI3K/Akt y AMPK en los adipocitos 3T3-L124. 

La isoquercetina cumple un papel fundamental en el efecto estimulante 
sobre la captación de glucosa del extracto acuoso de hojas de P. ligularis y de su 
fracción etanólica. Con el fin de identificar la influencia de otros metabolitos 
presentes en este extracto sobre la homeostasis de la glucosa, se llevaron a cabo 
estudios in vivo con el flavonoide kaempferol-3-O-β-glucósido (astragalina), que 
de acuerdo con estudios previos también se ha identificado en el extracto de 
hojas de P. ligularis.

Figura 10. Efecto de actinomicina D y cicloheximida sobre el efecto estimulante de isoquer-
cetina en la captación de 14C-glucosa en el músculo sóleo de rata. 
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en la preincubación y durante el período 
de incubación. Tiempo de preincubación = 30 min; tiempo de incubación = 60 min. Los 
valores se expresan como la media ± SEM con n = 4. * p < 0,05, *** p < 0,001, en compa-
ración con el grupo de control respectivo; # p < 0,05, en comparación con el grupo de 
isoquercetina respectivo.
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Evaluación del efecto de la astragalina sobre 
la glicemia y la secreción de insulina
El kaempferol-3-O-β-glucósido (astragalina) es un flavonoide al cual se le han 
atribuido diversas actividades terapéuticas tales como: antibacteriana, antifúngica, 
antiinflamatoria, antioxidante, neuro- y cardioprotectora, antiulcerosa, antitu-
moral y antidiabética, entre otras25. También se ha reportado que la astragalina 
es uno de los metabolitos responsables de la actividad antidiabética de algunos 
extractos vegetales26-27. Adicionalmente, se ha demostrado que la astragalina 
reduce la retinopatía diabética e inhibe la actividad de la alfa-glucosidasa y la 
alfa-amilasa intestinal28-29. Este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos 
agudos in vivo de la astragalina sobre la glicemia y la secreción de insulina; ade-
más, se estudió el papel de la entrada de calcio y de la secreción de insulina en el 
mecanismo de acción de la astragalina en islotes pancreáticos aislados de ratas.

Como primer paso se realizó el ensayo in vivo de tolerancia a la glucosa 
y mediciones de insulina plasmática. En la figura 11 se observa que la glucosa 
sérica se redujo significativamente, después del tratamiento oral con 10 mg/kg 
de astragalina, en ratas durante el período evaluado. Esta dosis de astragalina 
disminuye la glicemia en un 30 %, 33 %, 32 % y 31 %, respecto al control, a 
los 15, 30, 60 y 180 minutos, respectivamente.

Figura 11. Efecto de la astragalina (1 mg/kg y 10 mg/kg) sobre la curva de tolerancia oral a 
la glucosa en ratas. 
Nota: los valores se expresan como la media ± SEM, n = 6. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 y *** p ≤ 0,001, 
cuando se compara con el valor respectivo en el grupo de control hiperglicémico y usando 
ANOVA de una vía seguido de la prueba Bonferroni para cada uno de los tiempos en los 
que se tomaron las muestras.
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En este mismo experimento se determinó el nivel de insulina plasmática 
en ratas en estado de ayuno a los 15, 30, 60 y 180 minutos después de la carga 
oral de glucosa (4 g/kg), como se observa en la figura 12. Se detectó un efecto 
significativo y potente de la astragalina sobre la secreción de insulina durante el 
período estudiado, con aumentos de aproximadamente 220 %, 95 %, 98 % y 
183 %, en los momentos de muestreo, con respecto al grupo de control hiper-
glicémico. Los resultados demostraron claramente que la astragalina potencia 
la primera (entre 4-10 minutos) y la segunda fase (mantenimiento gradual del 
aumento y durabilidad extendida) de la secreción de insulina.

Las señales de calcio regulan tanto la primera como la segunda fase de 
la secreción de insulina, y el calcio actúa como un segundo mensajero en esta 
secreción en las células β pancreáticas. Por lo tanto, a continuación se evaluó 
el efecto de la astragalina (100 μM) sobre la entrada de calcio en los islotes 
pancreáticos aislados de rata a los 1, 5 y 10 minutos. De acuerdo con la figura 
13, la astragalina aumentó significativamente la entrada de calcio (1,4 veces) 
en comparación con el grupo de control a los 10 minutos. 

Figura 12. Efecto de la astragalina sobre la secreción de insulina plasmática en ratas 
hiperglicémicas. 
Nota: los valores se expresan como la media ± SEM, n = 4. ** p ≤ 0,01, *** p < 0,001 compa-
rado con el valor respectivo del grupo de control hiperglicémico, y utilizando la prueba t 
de Student para cada uno de los momentos en que se tomaron las muestras.
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A continuación, se estudió el efecto de diferentes concentraciones de 
astragalina sobre el influjo de calcio. Como se observa en la figura 14, la astra-
galina (25 μM) no afectó significativamente la entrada de calcio; sin embargo, 
se observaron aumentos en el influjo de calcio de 77 %, 89 % y 88 % para las 
concentraciones de astragalina de 50 μM, 100 μM y 150 μM, respectivamente. 
Por lo tanto, para los ensayos posteriores se utilizó una concentración de 
astragalina de 100 μM con 10 minutos de incubación.

De acuerdo con los resultados, la astragalina, al igual que otros flavonoides 
como la quercetina y la rutina, libera insulina y aumenta la entrada de calcio 
en los islotes pancreáticos aislados de ratas22. Cabe señalar que las concentra-
ciones de astragalina utilizadas en estos ensayos ya habían sido previamente 
reportadas por otros autores en ensayos in vitro, y así habían demostrado el 
rango de concentraciones con actividad biológica30.

Figura 13. Evolución en el tiempo del efecto de la astragalina sobre el influjo de 45Ca2+ en 
islotes pancreáticos aislados de rata. 
Nota: los islotes pancreáticos se preincubaron durante 60 minutos con 0,1 μCi/ml de 
45Ca2+. Luego se incubaron con/sin 100 μM de astragalina durante 1, 5 y 10 minutos. Los 
valores se expresan como la media ± SEM, n = 5. ** p ≤ 0,01 cuando se compara con el 
grupo de control y se usa la prueba t de Student para cada uno de los momentos en 
que se tomaron las muestras.
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Con el fin de investigar si el aumento en el influjo de calcio inducido 
por la astragalina se produce a través de los canales de K+

ATP, se utilizó gliben-
clamida (200 μM) y diazóxido (250 μM). La glibenclamida, al igual que otras 
sulfonilúreas, es un bloqueador del canal K+

ATP; por lo tanto, el objetivo de su 
uso en este ensayo fue bloquear estos canales para provocar la despolarización 
que es esencial para la secreción de insulina31. Por otro lado, el diazóxido ejerce 
el efecto contrario, uniéndose con el dominio SUR1 de los canales de K+

ATP y 
permitiendo su activación, lo cual evita la despolarización de la membrana32.

Como se observa en la figura 15, cuando se utilizó glibenclamida en 
presencia de astragalina el influjo de 45Ca2+ aumentó 2,3 veces en comparación 
con el control. Sin embargo, cuando se utilizó astragalina junto con glibencla-
mida no se observó ningún efecto estimulante adicional. Como se esperaba, 
el diazóxido disminuyó significativamente la afluencia de 45Ca2+, y en presencia 
de este compuesto el efecto estimulante de la astragalina disminuyó en un 
47,5 %. Aunque la presencia de glibenclamida y astragalina no cambió el efecto 
estimulante del compuesto sobre el influjo de calcio, este estudio sugiere que 
el efecto de la astragalina sobre el influjo de calcio en los islotes pancreáticos 

Figura 14. Curva dosis-respuesta del efecto de la astragalina sobre el influjo de 45Ca2+ en los 
islotes pancreáticos de ratas de 50 días de edad. 
Nota: tiempo de preincubación = 60 min; incubación = 10 min. Los valores se expresan 
como las medias ± SEM, n = 5. ** p ≤ 0,01, comparado con el grupo control y usando la 
prueba t de Student para cada una de las concentraciones. 
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depende de los canales de K+
ATP de la membrana plasmática; esta hipótesis se 

deriva del hecho de que la presencia de astragalina ejerció un efecto similar al 
de la glibenclamida sobre los canales de potasio. La despolarización mediada 
por los canales de K+

ATP se produce durante la primera fase de secreción de 
la insulina y está mediada por vesículas de fácil liberación, lo que explica el 
efecto de la astragalina durante la primera fase de liberación de insulina de las 
células β pancreáticas.

De acuerdo con estudios previos, otros flavonoides, como miricetina, 
kaempferol y quercetina, también aumentaron la despolarización y la secreción 
de insulina33-35.

Figura 15. Participación de los canales de potasio en el efecto estimulante de la astragalina 
sobre el influjo de 45Ca2 + en los islotes pancreáticos. 
Nota: los islotes se incubaron con glibenclamida (20 μM) o diazóxido (250 μM) durante los 
últimos 15 min de la preincubación y durante la incubación. Tiempo de preincubación = 60 
min; incubación = 10 min. Los valores se expresan como la media ± SEM, n = 5. ** p < 0,01, 
*** p ≤ 0,001, en comparación con el grupo de control; # p < 0,05, en comparación con 
el grupo de astragalina y utilizando ANOVA de una vía, seguido de la prueba Bonferroni.
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El metabolismo de la glucosa en las células β pancreáticas activa varias 
vías intracelulares, incluida la señalización intracelular de Ca2+ a través de pro-
teínas como L-VDCC36. El metabolismo de la glucosa conduce al cierre de los 
canales de K+

ATP, la despolarización de la membrana plasmática y la entrada de 
Ca2+ a través de L-VDCC, seguidos de la exocitosis de gránulos de insulina. Se 
han observado L-VDCC disfuncionales en las células β en pacientes diabéticos 
y también en modelos de animales diabéticos37. Por lo tanto, el siguiente paso 
en esta investigación fue evaluar el papel de los canales de calcio dependientes 
de voltaje de tipo L (L-VDCC) y calcio intracelular en el efecto estimulante de 
la astragalina sobre el influjo de 45Ca2+. 

Figura 16. Participación de los canales de calcio dependientes del voltaje y de las reservas 
de calcio intracelular en el efecto de la astragalina sobre el influjo de 45Ca2 + en los is-
lotes pancreáticos. 
Nota: nifedipino (1 μM) y BAPTA-AM (50 μM) estuvieron presentes durante los últimos 15 
minutos de preincubación y durante la incubación. Preincubación = 60 min; incubación 
= 10 min. Los valores se expresan como la media ± SEM, n = 5. *** p ≤ 0,001, en compara-
ción con el grupo de control; ## p ≤ 0,01 y ### p ≤ 0,001, en comparación con el grupo de 
astragalina y utilizando ANOVA de una vía, seguido de la prueba post hoc de Bonferroni.



• 79Efecto del extracto acuoso de hojas de Passiflora ligularis Juss.  
y de sus metabolitos mayoritarios sobre la homeostasis de glucosa

El aumento abrupto del calcio intracelular tanto del medio extracelular 
como de las reservas internas del retículo endoplasmático, es determinante para 
la secreción de insulina por las células β. En este estudio se utilizó BAPTA-AM 
como quelante del calcio intracelular. Como se observa en la figura 16, en pre-
sencia de los inhibidores nifedipino (bloqueador de L-VDCC) y BAPTA-AM 
la entrada de calcio no aumentó, mientras que el efecto estimulante de la 
astragalina disminuyó en un 52 % y 39 %, respectivamente. Algunos estudios 
han demostrado que otros flavonoides, como rutina, quercetina y kaempferol, 
exhiben vías de señalización intracelular similares22, 38-39.

La activación de las proteínas PKC y PKA, implicadas en varias vías de 
transducción de señales, puede conducir a un ligero aumento de la afluencia 
de Ca2+.40 Por lo tanto, se estudió la implicación de estas quinasas en el efecto 
estimulante de la astragalina sobre la entrada de calcio en células pancreáticas 
aisladas. Para esto, los islotes se incubaron con dos inhibidores: RO31-0432, 
un inhibidor de PKC, y H89, un inhibidor de la proteína PKA AMP-cíclico 
dependiente. Cuando se incubó astragalina en presencia de estos inhibidores 
se observaron disminuciones significativas, del 56 % y 43 % respectivamente, 
en el efecto estimulante de la astragalina sobre el influjo de calcio, lo que 
indica que dicha estimulación está mediada por la acción de estas proteínas 
quinasas (figura 17). 

Estudios previos han demostrado que la activación de la PKC modula 
la secreción de L-VDCC e insulina en las células β41. Otros flavonoides que 
activan la PKC y PKA también influyen en la homeostasis de la glucosa.

Con el fin de determinar la implicación de las reservas de calcio en el 
efecto estimulante de la astragalina sobre la entrada de calcio en los islotes 
pancreáticos, estos se incubaron en presencia de tapsigargina (1 μM) y dan-
troleno (50 mM). La tapsigargina es un inhibidor no competitivo de SERCA 
y de una bomba de calcio ATPasa dependiente ubicada en la membrana del 
retículo endoplasmático, el cual es responsable de la recaptación de calcio en 
el retículo endoplasmático cuando la concentración dentro de este es baja; la 
inhibición de esta bomba conduce a una disminución de los niveles de calcio 
en el retículo endoplasmático y a un aumento del calcio citosólico manteniendo 
la captación de calcio extracelular basal.

El papel de los receptores de rianodina (RyR) también fue evaluado; 
estos receptores son activados por pequeñas elevaciones en la concentración de 
calcio intracelular ([Ca2+]i), causando el efecto conocido como “liberación de 
calcio mediada por calcio”. Este efecto amplifica la señal de calcio producida 
por otros mecanismos, como la apertura de los canales de calcio presentes en 
la membrana plasmática, o mediante la inhibición de la bomba SERCA. Para 
estudiar el RyR se utilizó dantroleno, un bloqueador de RyR. 
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Como se observa en la figura 18, solo en presencia de tapsigargina el 
efecto estimulante de la astragalina se redujo significativamente en un 37 %.

Finalmente, se investigó otro parámetro de la homeostasis de la glucosa 
después del tratamiento ex vivo con astragalina de los islotes pancreáticos aisla-
dos. La figura 19 muestra el efecto de la astragalina sobre la secreción basal de 
insulina de los islotes. El efecto estimulante de la astragalina (100 μM) sobre la 
liberación de insulina fue aproximadamente 12 veces mayor que el observado 
en el grupo de control después de 10 minutos de incubación.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la astragalina 
puede aumentar la liberación de calcio intracelular ([Ca2+]i) así como estimu-
lar la entrada de calcio extracelular a través de L-VDCC. El aumento de la 
entrada de calcio también puede estimular la liberación de calcio del retículo 
endoplasmático y, en consecuencia, aumentar la secreción de insulina en las 
células β pancreáticas. Teniendo en cuenta que la inhibición de SERCA aumenta 
la magnitud de la entrada de Ca2+ desencadenada por la despolarización y la 

Figura 17. Influencia de las proteínas quinasas (PKC y PKA) sobre el efecto estimulante de la 
astragalina en el influjo de 45Ca2+ en los islotes pancreáticos. RO310432 (50 μM) y H89 (10 
μM) estuvieron presentes durante los últimos 15 minutos de preincubación y durante la 
incubación. Preincubación = 60 min; incubación = 10 min. Los valores se expresan como 
media ± SEM, n = 5. *** p ≤ 0,001, en comparación con el grupo control. ### p ≤ 0,001, en 
comparación con el grupo de astragalina y utilizando ANOVA de una vía, seguido de la 
prueba de Bonferroni.
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Figura 18. Participación de la movilización de calcio intracelular en el efecto estimulante de 
la astragalina sobre el influjo de 45Ca2+ en los islotes pancreáticos. 
Nota: tapsigargina (1 μM) y dantroleno (50 μM) estuvieron presentes durante los últimos 
15 minutos de preincubación y durante la incubación. Preincubación = 60 min; incubación 
= 10 min. Los valores se expresan como la media ± SEM, n = 5. * p ≤ 0,05 y *** p ≤ 0,001, en 
comparación con el grupo de control; # p ≤ 0,05, en comparación con el grupo de astragalina.

Figura 19. Efecto de la astragalina sobre la secreción de insulina basal en islotes pancreá-
ticos de rata.
Nota: los valores se expresan como la media ± SEM, n = 5. *** p ≤ 0,001, cuando se compara 
con el grupo de control y se usa la prueba t de Student para cada una de las concentraciones.
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subsiguiente exocitosis de insulina en las células β pancreáticas de rata42. Un 
posible mecanismo por el cual la astragalina aumenta el calcio intracelular puede 
ser mediante la inhibición de SERCA, lo cual demostraría que la astragalina 
aumenta la secreción de insulina con un mecanismo mediado por diferentes 
dianas intracelulares, y esto lleva a una disminución de la glicemia in vivo43.

Conclusiones 

El extracto acuoso de hojas de P. ligularis y sus respectivas fracciones etanólicas 
mostraron efecto hipoglicemiante en el ensayo in vivo, siendo mayor en el caso de 
la fracción etanólica, la cual aumentó el glucógeno hepático y muscular, y esto 
indica un efecto mimético o secretagogo de insulina. El perfil cromatográfico 
del extracto y de su fracción etanólica permitió identificar la isoquercetina como 
uno de los principales metabolitos de las hojas de P. ligularis; este flavonoide 
media el efecto estimulante sobre la captación de glucosa en el músculo sóleo 
activando las vías PI3K, MAPK y MEK/ERK, así como la síntesis proteica de 
novo del transportador GLUT4. Los resultados mostraron una clara evidencia 
del papel mimético de la insulina por parte de la isoquercetina en la homeostasis 
de la glucosa, principalmente a través de la translocación de GLUT4. 

Adicionalmente, el estudio evaluó el efecto de la astragalina, otro flavo-
noide presente en el extracto de hojas de P. ligularis, sobre la homeostasis de la 
glucosa, y se demostró que la astragalina aumenta la secreción de insulina por 
medio de un mecanismo mediado por diferentes dianas intracelulares, lo que 
lleva a una disminución de la glicemia in vivo.

Estos resultados permiten sugerir que el extracto acuoso de hojas de 
P. ligularis y sus principales metabolitos, isoquercetina y astragalina, pueden tener 
gran potencial en la industria farmacéutica y nutracéutica para la prevención o 
el tratamiento de la diabetes.
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Introducción

El interés investigativo por las plantas medicinales y la demanda de la práctica 
de la medicina tradicional-complementaria han aumentado a nivel global1-2, así 
como los incidentes reportados por tratamientos a base de fuentes naturales. 
Esto debido principalmente a la falta de control de calidad tanto de las drogas 
empleadas (incorrecto uso de partes botánicas, contaminaciones con pesticidas, 
etc.) como del producto final (cambios en el contenido de los componentes 
activos e incluso transformación de estos en productos tóxicos)3. Por tal 
motivo, es de gran importancia avanzar en el área de control de calidad de 
este tipo de productos terapéuticos (denominados fitoterapéuticos en Colombia). 
Esto incluye la autenticación de las especies y drogas empleadas, la selección 
de marcadores de calidad (químicos, analíticos o terapéuticos), el desarrollo y 
validación de métodos analíticos, el análisis de suficientes lotes de muestras; 
finalmente, el establecimiento del contenido límite requerido de los marcado-
res seleccionados. Para ello se requiere el uso de técnicas sensibles, precisas y 
considerablemente sencillas3.

Dentro de las técnicas analíticas más populares y aplicadas en los últi-
mos 10 años para el aislamiento, cuantificación y estandarización de productos 
naturales, se encuentran la cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC, por 
high performance liquid chromatography) o la UHPLC (por ultra high performance liquid 
chromatography)4. El fundamento de estas técnicas se basa en la separación de 
los analitos o componentes de la muestra, según la afinidad selectiva que estos 
presenten, por medio de un soporte/fase estacionaria y una fase líquida con la 
cual eluye la muestra hacia el detector. Diferentes tipos de detectores pueden 
ser acoplados, pero el más empleado consta de un fotomultiplicador capaz 
de detectar un amplio rango de longitudes de onda de luz simultáneamente, 
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el detector de arreglo de diodos (DAD)1. Estas son las técnicas preferidas 
gracias a su alta eficiencia de separación, buena reproducibilidad, sensibilidad, 
precisión, amplia gama de aplicaciones y el nivel poco especializado requerido 
por parte del operador1, 3.

Por otro lado, la electroforesis capilar (CE) es una técnica que com-
bina el principio de la electroforesis en gel, la sílice fundida en un capilar de 
la cromatografía de gases y los detectores de alta sensibilidad de la HPLC5. 
Se compone principalmente de dos electrodos, un capilar, una solución de 
electrolitos (buffer), una fuente de alto voltaje (hasta 50 kV) y un detector; así, 
la separación de los analitos se da según su movilidad, al estar bajo un campo 
eléctrico dentro de un capilar con buffer5-6. Dicha migración está guiada por 
dos fuerzas: la movilidad electroforética (ME) y el flujo electroosmótico. En el 
interior del capilar se forma una doble capa eléctrica como parte del fenómeno 
de transporte: primero, la capa fija, resultante de las cargas negativas aportadas 
por los grupos silanol (SiOH) de la sílice fundida que constituye el capilar, y 
segundo, una capa difusa, generada por los iones cargados positivamente de 
la solución buffer. De este modo, en un análisis típico de CE los analitos, al ser 
introducidos por el ánodo, son detectados en dirección al cátodo en el siguiente 
orden: los cationes (de menor a mayor tamaño), que migran con mayor velo-
cidad; los compuestos neutros, los cuales migran con la misma velocidad del 
flujo electroosmótico y difícilmente son separados y, finalmente, los aniones, de 
mayor a menor tamaño7. Aunque se reconoce que los parámetros involucrados 
en la optimización de la separación de compuestos por CE hacen que la técnica 
sea más compleja en comparación con la más popular HPLC, algunos autores 
reportan que la electroforesis capilar ofrece mayor versatilidad y eficiencia, 
menores tiempos de análisis, menor consumo de reactivos y menores costos 
(columnas más económicas)7-8. 

Debido a todo lo anterior, se presenta en este capítulo el desarrollo y 
validación de dos metodologías analíticas mediante UHPLC-DAD y CE-DAD, 
útiles para el estudio de extractos polares obtenidos a partir de hojas de P. ligularis. 
Se enfocó el desarrollo de las metodologías en el análisis y cuantificación de 
los flavonoides, ya que, tal como se expone en los capítulos 1 y 3, estos han 
demostrado estar relacionados con el efecto antihiperglicemiante/antidiabé-
tico de los extractos estudiados a partir de esta especie. De este modo, los 
flavonoides se consideran los marcadores terapéuticos mediante los cuales 
se puede llevar un control analítico durante el proceso de desarrollo de un 
producto fitoterapéutico a partir de hojas de granadilla y, consecuentemente, 
del control de calidad de este.
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Metodología

Reactivos y equipos
El análisis por cromatografía líquida de ultra alta eficiencia (UHPLC) se llevó 
acabo en un cromatógrafo Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 equipado 
con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate 3000, bomba 
cuaternaria Dionex Ultimate 3000 RS, desgasificador en línea e inyector auto-
mático Dionex Ultimate 3000 RS. Los datos se procesaron utilizando el software 
Chromeleon Client, versión 6.80 SR15. Se utilizó acetonitrilo grado HPLC 
(HoneywellTM), ácido fórmico (Carlo Erba) y agua purificada mediante un 
sistema Milli-Q Millipore®; todos fueron filtrados por membranas de tamaño 
de poro (0,22 µm) previamente a su uso.

La metodología por electroforesis capilar se desarrolló en un equipo 
Agilent 7100 CE equipado con detector DAD, con dispositivo de control de 
temperatura y automuestreador. Los datos fueron procesados en el software 
Agilent ChemStation®. Se utilizó metanol HPLC de Merck® y agua tipo I 
purificada por un sistema Milli-Q. Adicionalmente, se prepararon soluciones 
madre del electrolito tetraborato de sodio (TBS, de Mp Biomedicals) (100 
mm). Las soluciones de hidróxido de sodio 1,0 y 0,1 M, y de ácido clorhídrico 
al 5 % se prepararon a partir de los reactivos adquiridos en PanReac y Merck, 
respectivamente. Todas las sales utilizadas eran de grado reactivo analítico. 
Todos los solventes y soluciones fueron filtrados por una membrana de 0,45 
μm antes de ser usadas.

Los estándares analíticos utilizados en las dos metodologías fueron 
isoquercetina (quercetina-3-O-β-D-glucósido, ≥ 90 %); astragalina (kaempfe-
rol-3-β-D-glucopiranósido, ≥ 97 %) y crisina (97 %), todos de Sigma-Aldrich.

Material vegetal y extracción
Con el fin de estudiar el efecto de las condiciones evaluadas durante el desa-
rrollo de los métodos analíticos para extractos polares de hojas de granadilla, 
se analizaron los cambios ejercidos en los perfiles cromatográficos de extractos 
acuosos obtenidos por infusión. El material vegetal fue colectado en junio de 
2018 en el municipio de Anolaima, en Cundinamarca (latitud: 4°50,0172′ N; 
longitud: 74°29,97′ O; altitud: 1850 m s.n.m.), con el permiso de recolección 
de muestras otorgado por la ANLA y el Ministerio de Ambiente y Desarrollo: 
“Biosprospeccion de especies de Solanum, Passiflora, Physalis, Hypericum, 
Cecropia e Ilex”, código 38024 (Resolución 0699 de abril 26 de 2018, Minis-
terio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, Otrosí No. 7 al Contrato 121 del 
22 de enero del 2016). Un ejemplar de la especie estudiada fue depositado en 
el Herbario Nacional Colombiano (COL 602878)9.
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Las hojas se almacenaron en el laboratorio en condiciones de congelación 
a –80 °C para su posterior liofilización durante 48 horas. Las hojas liofilizadas 
se molieron y tamizaron; el material retenido en un tamiz malla 40 se seleccionó 
para su extracción por infusión. Esta se llevó a cabo con agua en ebullición 
durante 10 minutos, en proporción droga-solvente 1:10; se filtró por gravedad 
y se liofilizó el extracto obtenido9-10.

Metodología analítica por UHPLC-DAD
Para el desarrollo del método analítico por esta técnica, se realizaron diferen-
tes modificaciones (método de elución, flujo y temperatura del horno de la 
columna) a una metodología previamente validada para la cuantificación de 
vitexina y crisina en extractos y productos comerciales de diferentes especies 
del género Passiflora11. Todos los análisis se llevaron a cabo en una columna 
Phenomenex® Kinetex C18 (100 mm × 2,1 mm, 2,6 μm) con un volumen 
de inyección de 10 µl.

Con el fin de cuantificar los flavonoides presentes en extractos polares 
de hojas de granadilla, se establecieron 3 curvas de calibración: una para la 
determinación del contenido de flavonoides totales (CFT), expresados como 
mg equivalentes de isoquercetina/g extracto seco, y otras dos para la cuanti-
ficación individual de isoquercetina y astragalina. La determinación del CFT 
se realizó mediante la suma de las señales cromatográficas que presentaron 
espectros de absorción característicos de flavonoides, es decir, dos bandas de 
absorción máximas entre 240-295 nm y 300-400 nm12. Se presentan en la tabla 
1 las soluciones preparadas en cada caso.

Tabla 1. Soluciones preparadas para la cuantificación de flavonoides en 
extractos polares de hojas de P. ligularis mediante UHPLC-DAD

Curva de calibración Solución madre 
(µg/ml)a

Rango de 
concentraciones 
(µg/ml)a

Longitud de onda 
de detección (nm)

Flavonoides totales 1170 0,059-292,7 350
Isoquercetina 1170 0,059-292,7 260
Astragalina 31,04 0,020-10,00 265

a Se muestran los valores de concentración ajustados de acuerdo con el porcentaje de 
pureza de los estándares analíticos utilizados. 

Las soluciones preparadas para las curvas de flavonoides totales e iso-
quercetina fueron las mismas. Sin embargo, en el primer caso se identificaron 
los valores de área bajo la curva a 350 nm, ya que se podía detectar con más 
especificidad los flavonoides en el cromatograma; por el contrario, 260 nm 
corresponde a la longitud de onda de máxima absorbancia de la isoquercetina, 
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y 265 nm a la de la astragalina. Todas las soluciones fueron preparadas por tri-
plicado en metanol-agua (1:1) y filtradas por una membrana de 0,22 µm previo 
a su inyección en el cromatógrafo, donde el área promedio de pico fue medida.

Metodología analítica por electroforesis capilar CE-DAD
Para el desarrollo de un método adecuado para el análisis de flavonoides en el 
extracto acuoso de hojas de P. ligularis, se evaluaron las siguientes condiciones 
electroforéticas:

•	 Voltaje, temperatura y composición del buffer de corrida (BGE)

Las diferentes condiciones estudiadas (presentadas en la tabla 2) se 
evaluaron en un capilar de sílica fundida de 48,5 cm (40 cm efectivos), 50 μm 
de diámetro interno. Para el primer uso, el capilar fue purgado con NaOH 1 M 
durante 30 min. A diario el capilar se acondicionó con NaOH 0,1 M (5 min), 
tiempo de espera (1 min), agua tipo I (5 min) y BGE (5 min). Entre corridas 
se inyectó durante 2 min la solución buffer de corrida o BGE (background elec-
trolyte). Las muestras eran introducidas al sistema por inyección hidrodinámica 
(50 mbar/10 s).

El extracto fue evaluado en todos los análisis a una concentración de 
2 mg/ml (agua tipo I) y se estableció 270 nm como longitud de onda para la 
detección de flavonoides. 

Tabla 2. Condiciones de voltaje, temperatura y composición de BGE estudiadas

Análisis
Composición BGE

Voltaje (kV) Temperatura 
(°C)

TBSa (mm) MeOHb (%) SDSc (mm)

1 50 5 - 20 20
2 50 20 - 25 25
3 75 5 - 20 35
4 75 20 - 25 35
5 20 - 40 15 17

a TBS: tetraborato de sodio. b MeOH: metanol. c SDS: dodecil sulfato de sodio.

•	 Movilidad electroforética (ME)

A partir de los parámetros óptimos de voltaje, temperatura y BGE 
establecidos para la separación de los flavonoides presentes en el extracto, se 
decidió estudiar el cambio en la movilidad electroforética de isoquercetina, 
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astragalina, y crisina en función del pH del BGE. Los dos primeros flavonoi-
des se analizaron debido al interés de cuantificarlo, y el último, por presentar 
diferencias en su estructura química respecto a isoquercetina y astragalina. Para 
ello, se ajustó el pH del BGE con NaOH 1 M, NaOH 0,1 M o HCl al 5 %, en 
los siguientes valores: 7,03, 8,32, 9,32, 10,33 y 11,08. A partir de esto se observó 
el cambio en los tiempos de migración de cada una de las soluciones estándar 
de los flavonoides de interés y se analizó la ME mediante la siguiente ecuación:

ν=µ_e*E

Donde ν es la velocidad del ión, µe la movilidad electroforética y E el 
campo eléctrico aplicado13. Los análisis se realizaron en un capilar de sílica 
fundida de 64 cm (55,5 cm efectivos), 50 μl de diámetro interno, con ventana 
expandida. Posteriormente, se analizó bajo las mismas condiciones el extracto 
acuoso de hojas de P. ligularis a una concentración de 2 mg/ml (agua tipo I), 
y se observó cómo los diferentes valores de pH del BGE también afectaban 
la movilidad de este.

Una vez establecidas todas las condiciones electroforéticas, se prepararon 
las curvas de calibración descritas en la tabla 3 para la cuantificación individual 
de isoquercetina y astragalina. Todas las soluciones estándares se prepararon 
en metanol, por triplicado, y se midió el promedio del área. Los análisis se 
realizaron en un capilar de sílica fundida de 64 cm (55,5 cm efectivos), 50 μl 
de diámetro interno, con ventana expandida.

Tabla 3. Soluciones preparadas para la cuantificación de isoquercetina y 
astragalina en extractos polares de hojas de P. ligularis mediante CE-DAD

Curva de calibración Solución madre (µg/ml) Rango de concentraciones (µg/ml)

Isoquercetina 841 0,380-280,3
Astragalina 500 0,229-166,6

Validación de las metodologías analíticas
Los parámetros de validación analizados en ambas metodologías analíticas se 
evaluaron de acuerdo con las pautas de la guía ICH (International Conference 
Harmonization)14. Los parámetros validados fueron:

Linealidad: definida como la proporcionalidad directa entre la respuesta 
evaluada, en este caso área bajo la curva, y la concentración del analito en la 
muestra. Para su determinación dentro del rango de concentraciones estudiado, 
se utilizó el coeficiente de correlación o la prueba estadística t-Student.
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Precisión: la precisión del procedimiento analítico se evaluó en dos niveles: 
repetibilidad (precisión intraensayo) y precisión intermedia (precisión interdia-
ria). En el primer caso, se analizaron 3 niveles de concentración (baja, media 
y alta) de las soluciones estándar por triplicado en un día; en el segundo caso, 
se analizaron las soluciones triplicadas del nivel de concentración intermedio 
de cada curva de calibración, en tres días consecutivos. Ambos resultados se 
expresaron en términos de desviación estándar relativa (DER).

Exactitud: la exactitud se expresó como el porcentaje de recuperación obte-
nido después de adicionar cantidades conocidas de la solución estándar a una 
solución de extracto; se calculó siguiendo la ecuación: recuperación (%) = 
(contenido teórico*100) / contenido experimental. 

Siendo el contenido teórico el área obtenida en el análisis de coinyección 
del extracto con la solución estándar de la respectiva concentración analizada; y 
contenido experimental, la suma del área del pico del flavonoide analizado en el 
extracto/2 + el área del pico del flavonoide en la solución estándar analizada/2.

Límite de detección (LDD) y límite de cuantificación (LDC): determinados 
mediante diluciones sucesivas hasta observar una relación señal-ruido de 3:1 
para el LDD y 10:1 junto con un %CV < 5 para el LDC.

Se utilizó el software Microsoft Excel para el análisis estadístico de los 
parámetros mencionados anteriormente.

Resultados y discusión

Desarrollo de la metodología analítica por UHPLC-DAD
Como se mencionó anteriormente, se realizaron modificaciones al método 
cromatográfico desarrollado por Sepúlveda et al.11 para el estudio de extrac-
tos y productos comerciales de diferentes especies del género Passiflora. Esto 
debido a que, como se observa en la figura 1, la complejidad del extracto y la 
similitud en la polaridad media a alta de todos los flavonoides presentes en la 
matriz dificultaba la resolución de los picos. A continuación, se detallan los 
cambios observados y analizados al realizar variaciones en las fases móviles, 
flujo y temperatura del método reportado (denominado método A).

Inicialmente, se extendió el tiempo de la rampa entre el 20-35 % de ace-
tonitrilo (método B, figura 2), ya que en estos valores se presentó coelución de la 
mayoría de los metabolitos en el método A. Sin embargo, solo se observó como 
resultado la separación de los picos de menor polaridad. Por tal motivo, se iniciaron 



Passiflora ligularis Juss. (granadilla): estudios químicos  
y farmacológicos de una planta con potencial terapéutico

96 • 

las rampas desde un menor porcentaje de ACN, y se evaluó el efecto del aumento 
de temperatura de 35 a 40 °C (método C). Al comparar el método C con el método 
D (figura 2) se ve que en este último la combinación de varias rampas cortas con 
cambios leves en la proporción de los solventes facilitaba más la separación de los 
metabolitos de mayor polaridad, y que, a su vez, en el método C, el cambio de la 
temperatura de 35 a 40 °C generó disminución del tiempo muerto. Esto se debe 
a que aumentos en la temperatura conducen a la disminución de la viscosidad de 
la fase móvil y, por ende, a menor resistencia al flujo en la columna, de modo que 
disminuye la retención y la presión del sistema, lo cual permite utilizar flujos más 
altos15. Finalmente, se decidió combinar el incremento de la temperatura del horno 
de la columna (del método C), con la implementación de 5 rampas que aumen-
taran el poder de elución lentamente desde el 5 al 40 % de acetonitrilo (como en 
el método D), gradiente que a pesar de prolongarse por un tiempo considerable 
para una corrida cromatográfica UHPLC permitió obtener mayor resolución de 
todos los picos, tal como se observa en la figura 2, método E.

A partir de estos resultados, finalmente se plantea el siguiente sistema 
cromatográfico para la cuantificación de flavonoides en extractos polares de 
hojas de granadilla (perfil correspondiente al método E en la figura 2):

•	 Fase estacionaria: Phenomenex® Kinetex C18 (100 × 2,1 mm; 2,6 μm).
•	 Temperatura del horno: 40 °C.
•	 Flujo constante: 0,5 ml/min. 
•	 Volumen de inyección: 10 μl. 
•	 Fase móvil: ácido fórmico 1,0 % en agua (fase A) y acetonitrilo (fase 

B), comenzando desde 5-10 %B (0-10 min), 10-13 %B (10-20 min), 
13-18 %B (20-25 min), 18-25 %B (25-32 min), 25-40 %B (32-38 
min), 40-5 %B (38-40 min).

La mayoría de las metodologías analíticas por HPLC/UHPLC encon-
tradas en la literatura para el estudio de especies del género Passiflora tenían 
como objetivo el análisis cualitativo de las matrices vegetales; y de requerirse 
la cuantificación del contenido de flavonoides, muchos estudios reportan el 
uso de técnicas colorimétricas como por ejemplo la de cloruro de aluminio16. 
En caso de desarrollar una metodología por HPLC, se enfocaban usualmente 
en la cuantificación de uno o pocos flavonoides específicos, principalmente 
vitexina, isovitexina, orientina, e isoorientina17, mediante condiciones relativa-
mente sencillas, como mezclas de la fase acuosa acidificada (A) y acetonitrilo 
como fase orgánica (B), en un gradiente lineal de 5-20 % de B en A durante 30 
minutos16, lo cual se asemeja al método C evaluado para el extracto de hojas 
de P. ligularis, pero que no otorgó suficiente resolución entre los dos primeros 
picos del perfil ni a los que coeluían entre el minuto 16-17.
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Figura 1. Perfil cromatográfico de P. ligularis obtenido bajo condiciones del método A11.

Figura 2. Perfiles cromatográficos obtenidos tras realizar diferentes modificaciones al método A.
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Se encontraron algunos métodos reportados para el estudio de P. ligularis 
mediante HPLC considerablemente diferentes al desarrollado en este trabajo. 
Por un lado, porque se llevaba a cabo el análisis de extractos del fruto, donde 
se utilizaban como fases móviles (A) ácido fórmico al 0,1 % y (B) metanol en 
un gradiente que alcanzaba condiciones mucho más apolares, desde 10-70 %B 
(0-4 min), 70-100 %B (4-7 min), 100-10 %B (7-8 min)18; o, por otro lado, porque 
el método desarrollado estaba basado en condiciones previamente reportadas 
para el análisis de flavonoides C-glicosilados, principales metabolitos identi-
ficados en otras especies de Passiflora. En este último, el método se diferencia 
especialmente en la composición de la fase móvil en modo isocrático: solvente 
A (tetrahidrofurano:isopropanol:acetonitrilo, 10:2:3, v/v/v) y solvente B 
(H3PO4, 0,5 %) (12 % A en B) a un flujo de 1 ml/min. Sin embargo, en dicho 
reporte no se presenta el cromatograma de las hojas de granadilla ya que no 
se identificaron en su extracto los compuestos C-glicosilados19.

Desarrollo de la metodología analítica por CE-DAD
Las diferentes condiciones electroforéticas descritas en la tabla 2 fueron evaluadas 
con el fin de obtener la mejor detección y resolución posible de todos los picos. 
Sin embargo, en la mayoría de casos esto no se logró, independientemente de 
las variaciones de voltaje y temperatura; atribuyéndose así las complicaciones 
a las diferentes composiciones de BGE empleadas.

En los análisis 2 (25 minutos de duración) y 4 (20 minutos), ambos con 
20 % de MeOH, se observó un aumento en el tiempo de análisis (a pesar de haber 
usado valores de voltaje y temperatura más altos), además de una sobreposición 
de los picos, reduciendo su resolución. Esto pudo deberse a que los modificadores 
orgánicos hacen que el flujo electroosmótico (movimiento unilateral de iones y 
demás moléculas en la solución buffer) sea más lento, aumentando los tiempos de 
migración de los compuestos13, 20-21. En este caso, un aumento en el porcentaje de 
metanol en el BGE influyó negativamente en la separación de flavonoides, pero 
en otros estudios se observa lo contrario. Marchart et al.22 lograron la separación 
de flavonoides en P. incarnata usando un BGE con 20 % de MeOH; y Jiang et 
al.20 lograron la separación de flavonoides en Saussurea mongolica usando un BGE 
con 40 % de MeOH. Esto demuestra que el porcentaje de solvente orgánico en 
el BGE debe ser revisado de forma individual para cada extracto.

Al evaluar los perfiles de las pruebas con mayor concentración de TBS 
(75 mm), análisis 3 y 4, se observó disminución en el número de picos detec-
tados; y aunque diferentes estudios mencionan que la resolución aumenta 
directamente con la concentración de tetraborato de sodio, Wu et al.23 resaltan 
que al exceder concentraciones de 60 mm hay un efecto negativo en el límite 
de detección, además de un aumento en el efecto de Joule y su componente de 
calentamiento. Esto es visible en otros estudios donde el TBS no excede una 
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concentración de 50 mm para la óptima separación de flavonoides (25 mm, 
Marchart et al.22; 30 mm, Jiang et al.20; 50 mm, Xu et al.24; 50 mm, Costa et al.25). 

Por otro lado, bajo las condiciones del análisis 5 (BGE: 20 mm TBS, 40 
mm SDS; voltaje: 15 kV; temp.: 17 °C) se evaluó el efecto del dodecil sulfato 
de sodio como componente del BGE. Al usar un surfactante micelar, la sepa-
ración de los compuestos ya no solo depende de la carga, sino también de las 
interacciones hidrofóbicas de las moléculas con este26. El uso de un surfactante 
logra extender la técnica de EC a la separación de compuestos neutros. Luego, 
la ventaja de esta técnica es la carga que brinda el surfactante a la molécula, 
que puede ser negativa o positiva dependiendo de la naturaleza del mismo13, en 
este caso, aniónico (SDS). El surfactante genera una fase pseudoestacionaria al 
englobar las moléculas; la cabeza polar del surfactante constituye la superficie 
externa y la parte apolar hidrofóbica de la molécula constituye el núcleo lipo-
fílico26. Sin embargo, al comparar el electroferograma de dicho análisis con el 
obtenido bajo las condiciones del ensayo 1 (50 mm TBS con 5 % MeOH como 
BGE; voltaje: 20 kV; temp.: 20 °C), se seleccionó este último debido a la mejor 
resolución obtenida en el menor tiempo de análisis (11 minutos) (figura 3).

A partir de las condiciones seleccionadas, se evaluó el efecto del pH del 
BGE en la movilidad electroforética (migración de los analitos en un campo 
eléctrico) de tres flavonoides presentes en los extractos polares de P. ligularis: 
isoquercetina, astragalina y crisina. Se observó que al aumentar el pH aumen-
taba el tiempo de migración de los estándares (figura 4) y consecuentemente 
disminuía su ME (figura 5). Esto sucede por el carácter ácido débil de los 
flavonoides20. A medida que aumenta el pH mayor es la disociación de los 
grupos hidroxilo (aumenta la carga negativa de las moléculas); y por ende, se 
evidencia que la carga neta de los analitos puede ser manipulada mediante el 
valor de pH del BGE26.

Es necesario tener en cuenta que factores como el tamaño, la estructura 
de la molécula y la disociación de los grupos OH con respecto a sus valores de 
pKa, influyen en la movilidad electroforética de los flavonoides. Se presentan en 

Figura 3. Electroferograma de extracto de hojas de P. ligularis. 1: crisina; 2: astragalina y 3: 
isoquercetina. 
Nota: condiciones electroforéticas: voltaje: 20 kV; temperatura: 20 °C; BGE: TBS 50 mm; 5 %, 
MeOH; pH (9-10); detección: UV 270 nm.
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Figura 4. Variación en los tiempos de migración de los estándares de crisina (azul), isoquer-
cetina (rojo) y astragalina (amarillo) en función del pH del BGE. 

Figura 5. Variación de la movilidad electroforética de crisina (azul), isoquercetina (rojo) y 
astragalina (amarillo) en función del pH del BGE. 
Nota: valores de movilidad electroforética calculados mediante la ecuación: v = μe*E.

la figura 6 algunos de los valores de pKa reportados en la literatura para los fla-
vonoides de interés. En algunos casos se encuentran discrepancias relativamente 
altas, pero esto aún no ha sido explicado27. No obstante, según los resultados 
obtenidos, se puede hallar mayor concordancia con ciertos valores reportados. 

El primer punto de inflexión de los tres flavonoides se observa entre pH 
7,8 y 8,3, esto refleja la disociación del grupo hidroxilo en posición 7, el cual es 
reconocido por ser el más ácido28. Posteriormente, a pH ≈ 9,5, la astragalina 
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muestra otro punto de inflexión, lo cual es congruente con el valor de pKa de 
su grupo hidroxilo en posición 4’; es en este punto donde disminuye su ME 
con respecto a la isoquercetina. Esto es coherente con los resultados obtenidos 
por McGuie y Markham29, donde la isoquercetina presenta mayores tiempos de 
migración a pH 9,5, y en Johnson y Lunte21 a pH 9,3, con respecto a la astragalina. 

En el caso de la isoquercetina, es necesario tener en cuenta que mediante 
los grupos hidroxilo vecinales en posiciones 3’ y 4’, puede formar complejos 
con el anión borato del TBS presente en el BGE21, 29-30. El efecto en la movilidad 
electroforética de los flavonoides varía dependiendo de la ubicación en donde 
se forme el complejo. Si la formación del complejo ocurre en un grupo cis-1,2, 
diol del azúcar, esta adquiere una carga negativa, aumentando su carga neta y 
por ende su tiempo de migración30. Por otro lado, si el complejo se forma en 
el esqueleto del flavonoide, ocurre una pérdida de la carga negativa, ya que el 
grupo catecol, dos veces desprotonado, es reemplazado por uno grupo cate-
col-borato mono-aniónico30. 

La formación del complejo se pudo haber visto favorecida a pH neutro, lo 
cual explicaría la menor movilidad electroforética observada en la isoquercetina 
respecto a los otros dos flavonoides a pH inferiores a 9; ya que, en este rango, la 
isoquercetina contaría con 3 cargas negativas, la de la posición 7, la del complejo 
catecol-borato y la de la posición 5; mientras que la astragalina y la crisina presen-
tarían solamente una carga negativa alrededor del mismo punto de inflexión en 
pH cercano a 8. Sin embargo, a pH mayores a 9, la formación del complejo en 
la isoquercetina permite que esta no disminuya su ME respecto a la astragalina, 
debido al aumento en su tamaño, el cual le brinda menor densidad de carga.

Por ende, los resultados obtenidos son coherentes con la teoría en 
cuanto a la disminución de la movilidad electroforética de los flavonoides a 
medida que aumenta el pH del BGE, y los factores que en esta influyen: el 
tamaño, la estructura de la molécula y la disociación de los grupos OH según 
sus valores de pKa respectivos. Astragalina es la que presenta menor ME a pH 
11 y presenta dos cargas negativas; isoquercetina es la siguiente con menor 
ME y también presenta dos cargas negativas, pero su mayor tamaño le brinda 
una menor densidad de carga. Crisina presenta la mayor ME al tener solo una 
carga negativa. No obstante, en la literatura no hay suficiente información para 
explicar dos fenómenos que se presentan en los resultados. Primero, el hecho 
de que la astragalina presente una mayor ME con respecto a la crisina a pH 7, 
a pesar de ser más grande y, por otro lado, el punto de inflexión a pH ≈ 9,5 
de crisina e isoquercetina. Aunque en los resultados de Jiang et al.20 se observa 
este mismo punto de inflexión en quercetina-3-O-glucósido.

Al hacer el análisis de la variación del pH del BGE con el extracto acuoso 
de P. ligularis, se observa que los tiempos de migración también aumentan con 
el aumento en el pH (figura 8). Esto refleja que para una muestra compleja, 



Passiflora ligularis Juss. (granadilla): estudios químicos  
y farmacológicos de una planta con potencial terapéutico

102 • 

 

Figura 6. Agliconas de los flavonoides evaluados en el estudio de movilidad electroforética. 
Nota: A. Crisina. B. Quercetina. C. Kaempferol. Se muestran diferentes valores de pKa 
reportados en la literatura para algunos de los grupos hidroxilo27-29, 31. Se indica con una 
flecha la posición de la glicosilación para la formación de astragalina e isoquercetina.

Figura 7. Electroferogramas del extracto acuoso de hojas de P. ligularis. 
Nota: condiciones de separación: voltaje: 20 kV; temperatura: 20 °C; BGE: 50 mm TBS; 5 %, 
MeOH a diferentes valores de pH. A. pH 7,03, tiempo de análisis: 30 min. B. pH 8,32, tiempo 
de análisis: 40 min. C. pH 9,32, tiempo de análisis: 40 min. D. pH 10,33, tiempo de análisis: 
60 min. E. pH 11,08, tiempo de análisis: 50 min.
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la variación del pH en el BGE tiene una influencia similar en los tiempos de 
migración de los flavonoides. A pH 7 y 8 (figura 7 - A y B, respectivamente) 
hay mayor solapamiento de los picos, posiblemente por la alta disminución 
en los tiempos de migración, lo cual es coherente con los resultados de Wu et 
al.23naringin, hesperedin, narigenin and rutin, quienes exponen que la resolu-
ción de los picos es muy baja a pH menores a 9,0. A pH 11 (figura 7 - E) el 
tiempo de análisis es menor que a pH 10 (figura 7 - D); no obstante, esto se 
debe a la completa deformación de los picos que impide realmente mostrar 
un perfil del extracto. Por otro lado, se observó que los tiempos de migración 
de los flavonoides eran diferentes al ser analizados de forma individual y al 
ser analizados en el extracto, fenómeno que también se puede observar en los 
resultados obtenidos por Jiang et al.20. Esto pudo deberse a que, al haber un 
mayor número de compuestos en la solución, tanto la influencia en la carga neta 
de los analitos por el BGE, como la formación de complejos analito-borato, 
se viera disminuida.

Validación de las metodologías analíticas 
desarrolladas y cuantificación de flavonoides 
en el extracto acuoso de P. ligularis
A continuación, se presentan los resultados de los parámetros de validación 
evaluados para las dos metodologías, por cromatografía líquida de ultra alta 
eficiencia (UHPLC) y electroforesis capilar (CE).

Linealidad
El grado de correlación entre el área bajo la curva y la concentración de las 
muestras se determinó inicialmente mediante el coeficiente de correlación, el 
cual fue superior a 0,995 en todas las curvas de calibración. De igual modo, 
se observan en la tabla 4 los rangos de concentraciones que en cada curva 
cumplieron con las pruebas de hipótesis realizadas mediante el estadístico t; 
es decir, que teniendo como criterio el rechazo de la hipótesis nula con un 
t calculado mayor al t tabulado, ninguna de las curvas presentó sesgo en la 
pendiente (esto es, se rechazó que la pendiente fuese igual a cero), ni en el 
intercepto (se aceptó punto de corte en 0). En cada caso, los datos se ajustaron 
con un 95 % de confianza al modelo de regresión lineal, cumpliendo así con 
el parámetro de linealidad.
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Precisión y exactitud
Como se ha mencionado, la precisión se evaluó como repetibilidad y precisión 
intermedia. Se observa en la tabla 5 que se cumplió con dicho parámetro en 
ambos métodos desarrollados, ya que tanto las 3 concentraciones analizadas 
para cada curva en un día, como el nivel intermedio evaluado en tres días 
consecutivos, presentaron valores de coeficiente de variación inferiores al 5 %, 
límite recomendado por la ICH. Adicionalmente, se observa en la tabla 6 que 
la exactitud, expresada como el porcentaje de recuperación, se encuentra entre 
el 102-107 %, con coeficientes de variación aceptables entre 1-4 %.

Tabla 5. Datos de precisión de las curvas de calibración de 
flavonoides evaluadas en cada técnica analítica

Técnica 
analítica

Curva de 
calibración

Repetibilidad (1 día) Precisión intermedia (3 
días)

Concentración 
(µg/ml) %CV (n=3) Concentración 

(µg/ml)
%CV 
(n=3)

UHPLC-
DAD

Flavonoides 
totales 
(isoquercetina, 
350 nm)

5,841 3,404

58,55 4,07758,55 2,888

117,1 1,014

Isoquercetina
(260 nm)

5,841 1,082
58,55 3,22358,55 2,585

117,1 1,812

Astragalina
(265 nm)

0,155 0,457
3,880 1,5313,880 2,678

7,760 2,569

CE-DAD

Isoquercetina 
(270 nm)

280,33 2,57

93,44 2,9993,44 0,90

10,38 2,70

Astragalina (270 
nm)

166,66 2,18

6,17 4,1955,55 1,60

2,06 3,19
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Tabla 6. Datos de exactitud de las curvas de calibración de 
flavonoides evaluadas en cada técnica analítica

Técnica analítica Curva de calibración Concentración 
(µg/ml)

Exactitud

%Recuperación
X ± %CV (n=3)

UHPLC-DAD

Flavonoides totales
(isoquercetina, 350 nm) 5,841 102,2 ± 2,307

Isoquercetina
(260 nm) 5,841 106,5 ± 3,292

Astragalina
(265 nm) 0,155 103,1 ± 1,141

CE-DAD
Isoquercetina (270 nm) 10,38 103,4 ± 2,52
Astragalina (270 nm) 2,06 106,7 ± 1,82

Límite de detección y límite de cuantificación
Para el método analítico por UHPLC-DAD se determinaron como límites 
de detección y cuantificación: 0,059 y 0,293 µg/ml para las curvas de FT e 
isoquercetina; y los puntos de concentración 0,02 y 0,1 µg/ml para la curva 
de calibración de astragalina. Valores superiores fueron determinados para el 
método desarrollado por electroforesis capilar; para el caso de astragalina, el 
límite de detección correspondió a 0,229 µg/ml y el de cuantificación a 0,686 
µg/ml; mientras que en isoquercetina, el LDD establecido fue 1,15 µg/ml y el 
límite de cuantificación, 1,73 µg/ml.

Cuantificación de flavonoides en el extracto acuoso de P. ligularis
Al comparar los resultados de las dos técnicas analíticas empleadas para el análisis 
de flavonoides en hojas de granadilla, se observan algunas diferencias. Por un 
lado, que debido al fundamento de la técnica, la electroforesis capilar requiere 
de mayores consideraciones a evaluar para estudiar el complejo comportamiento 
de los analitos, especialmente en matrices complejas como extractos vegetales. 
Sin embargo, aunque en ambos métodos se empleó el mismo detector DAD, 
variaciones en algunos parámetros electroforéticos, permitirían aumentar la 
respuesta de detección UV-Vis para aumentar la posibilidad de análisis de 
metabolitos con muy baja absorción como las saponinas, también identificadas 
en extractos de P. ligularis. Cambios como el uso de BGE con TBS (para la for-
mación de complejos)32, establecer valores bajos de pH y el uso de surfactantes 
para aportar cargas a este tipo de metabolitos33, podrían tenerse en cuenta. Por 
el contrario, el desarrollo de la metodología por UHPLC, requirió de menos 
cambios a evaluar en las condiciones cromatográficas debido principalmente a 
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que se contaba con un método de partida para el análisis de especies de Passiflora. 
Aunque en ambos casos se cumplió con todos los parámetros de validación, el 
método por UHPLC-DAD demostró ser más sensible, al presentar límites de 
detección y cuantificación inferiores a los obtenidos por CE-DAD. 

Una vez desarrollados y validados los métodos respectivos, se proce-
dió a la cuantificación de los flavonoides de interés en el extracto acuoso. Se 
observa en la tabla 7 que el contenido de isoquercetina y astragalina obtenido, 
fue bastante similar entre las dos metodologías empleadas. 

Tabla 7. Contenido de flavonoides de interés en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis

Flavonoide Cuantificación por CE-DAD  
(μg/ ml)

Cuantificación por UHPLC-DAD 
(μg/ ml)

Isoquercetina 8,59 ± 2,61 9,021 ± 0,376
Astragalina 2,19 ± 0,95 1,762 ± 0,110

Nota: todos los valores son expresados como promedio ± DE (n = 3).

Adicionalmente, el contenido de flavonoides totales cuantificado mediante 
UHPLC-DAD en el extracto acuoso correspondió a: 40,22 ± 0,95 mg equiva-
lentes de isoquercetina/g extracto seco. Valor que se buscó maximizar mediante 
el proceso de extracción optimizado descrito en el capítulo 5. 

Conclusiones

Se desarrollaron dos métodos analíticos para el análisis y cuantificación de flavo-
noides en extractos polares de Passiflora ligularis mediante dos técnicas analíticas 
útiles en el estudio de productos naturales. Las condiciones más favorables para 
la resolución de los picos por cromatografía líquida UHPLC-DAD consistieron 
en una fase móvil que mezclara ácido fórmico (1,0 %)-acetonitrilo, en diferentes 
proporciones (desde 5 % hasta 40 % acetonitrilo) en varias rampas, a un flujo 
de 0,5 ml/min y 40 °C en el horno para una columna C-18. El método óptimo, 
desarrollado por electroforesis capilar, se obtuvo utilizando un capilar de sílica 
fundida de 40 cm efectivos, 50 µm de diamétro interno, TBS 50 mm, con 5 % 
de metanol como BGE (pH 9,3), manteniendo un voltaje de 20 kV y tempe-
ratura de 20 °C. Ambos métodos analíticos cumplieron con los parámetros de 
validación establecidos en la guía ICH 2005, y permitieron la cuantificación de 
los flavonoides seleccionados como marcadores terapéuticos de extractos de las 
hojas de P. ligularis. De este modo, se obtuvieron dos metodologías analíticas 
útiles para el control analítico requerido durante la etapa de desarrollo de un 
producto fitoterapéutico a partir de esta matriz vegetal. 
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Introducción

En los últimos años, el uso y comercialización de fitoterapéuticos y prepa-
raciones herbales (extractos, tinturas, aceites fijos o esenciales, decocciones, 
infusiones frías o calientes) se ha incrementado a nivel mundial1. Sin embargo, 
a diferencia de los medicamentos cuyo ingrediente farmacéutico activo está 
completamente caracterizado, el desarrollo de productos farmacéuticos a base 
de plantas medicinales presenta diversos desafíos. Uno de ellos es la alta com-
plejidad de las matrices vegetales que son empleadas como materias primas 
para su elaboración. Factores asociados a la edad fenológica de la planta o su 
genética, condiciones de cultivo (clima o propiedades del suelo), o acciones 
llevadas a cabo durante el periodo de poscosecha (tiempo de recolecta, alma-
cenamiento o tipo de secado), pueden modificar la composición química de 
dicha matriz vegetal y, por ende, afectar las características del producto final2. 

Con el objetivo de disminuir esta variabilidad y garantizar la reproduci-
bilidad, calidad, eficacia y seguridad de los productos farmacéuticos a base de 
plantas resulta necesario realizar procesos de estandarización de las preparaciones 
herbales. Este proceso consiste principalmente en identificar y establecer las 
características inherentes, parámetros constantes y valores cuantitativos finales 
de dichas preparaciones3-4. Para la estandarización de las preparaciones herbales 
como los extractos, es fundamental minimizar las variabilidad de factores aso-
ciados a su manufactura, es decir, deben controlarse aspectos de los procesos 
de extracción como: el estado de división de la droga, agitación, temperatura, 
condiciones de pH, naturaleza química de los solventes de extracción o tiempo 
durante el cual se realiza el procedimiento, con el fin de garantizar una con-
centración final fija del principio o los principios bioactivos5-6.
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De acuerdo con las regulaciones de la Agencia Europea de Medicamentos 
(EMA), los extractos estandarizados se caracterizan por que sus constituyentes 
son los únicos agentes responsables de la actividad farmacológica y se encuentran 
dentro de un rango de concentración constante. Así mismo, la EMA diferencia 
una segunda clasificación denominada extractos cuantificados, en la cual estos 
presentan constituyentes químicamente definidos (marcadores bioactivos) que 
contribuyen al efecto terapéutico; sin embargo, no existe evidencia que indique 
que estos compuestos son los únicos responsables de la eficacia clínica. Final-
mente, en un tercer grupo se encuentran aquellos extractos caracterizados con 
respecto a sus marcadores químicos, los cuales son compuestos que no están 
en relación con la actividad farmacológica, pero que son usados dentro del 
proceso de control de calidad con el fin de identificar adulteraciones7. 

En el caso concreto del extracto acuoso de hojas de P. ligularis, la actividad 
hipoglicemiante ha sido atribuida a los flavonoides O-glicosilados. Los resultados 
mostrados hasta el momento en diferentes modelos de experimentación corro-
boran que la isoquercetina (quercetin-3-O-glucósido) y la astragalina (kaempfe-
rol-3-O-glucósido) son inhibidores de α-amilasa y α-glucosidasa. Así mismo, se 
demostró el efecto secretagogo de insulina del kaempferol-3-O-glucósido, y el 
efecto estimulante sobre la captación de glucosa del quercetin-3-O-glucósido 
mediante la activación de las rutas MAPK y MEK/ERK8-10.

Aunque la eficacia del extracto acuoso de hojas de P. ligularis ya ha sido 
demostrada, aún no puede considerarse como un extracto estandarizado. Por 
este motivo, con el objetivo de garantizar su calidad, eficacia y reproducibili-
dad se plantea optimizar el extracto de hojas de P. ligularis con respecto a su 
contenido de principios activos empleando el método de extracción asistida 
por ultrasonido, así como la evaluación de la estabilidad de los flavonoides bajo 
condiciones de estrés y la corroboración de la actividad hipoglicemiante en un 
modelo in vivo de tolerancia a la glucosa. 

Metodología

Reactivos y equipos
El material vegetal se colectó en el municipio de Anolaima, Cundinamarca 
(latitud: 4°50,0172′ N; longitud: 74°29,97′ O; altitud: 1850 m s. n. m.), con el 
permiso de recolección de muestras otorgado por la ANLA y el Ministerio de 
Ambiente y Desarrollo: Biosprospeccion de especies de Solanum, Passiflora, 
Physalis, Hypericum, Cecropia e Ilex, código 38024 (Resolución 0699 de abril 
26 de 2018, Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, Otrosí No. 7 al 
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Contrato 121 del 22 de enero del 2016). La especie colectada fue identificada 
por el Herbario Nacional Colombiano como Passiflora ligularis y se le asignó el 
número de colección COL 602878. Para la obtención del extracto, el material 
vegetal fue secado por liofilización empleando un equipo Labconco® Modelo 
LyphLock 6 y pulverizado en un molino de cuchillas.

Para la optimización del extracto de hojas de P. ligularis se seleccionó 
el método de extracción asistida por ultrasonido (EAU). Este procedimiento 
se llevó a cabo en un baño de ultrasonido digital Ultrasonic Cleaner (PS-30A; 
Shenzhen Huatai Ultrasonic Cleaning Machine Co. Ltd) con una potencia de 
180W y una frecuencia de 40 KHz. Como solvente de extracción se utilizaron 
mezclas de etanol-agua destilada en diferentes proporciones (v/v) (etanol, 
99,5 %, PanReac AppliChem). El diseño experimental se planteó y analizó 
usando el software estadístico Minitab® (versión 17, State College, EE.UU.). 
Para obtener los extractos secos se requirió el uso de un evaporador giratorio 
(Heidolph®, Alemania). La cuantificación de flavonoides totales se realizó 
acorde a lo descrito en el capítulo 4.

Para las diferentes pruebas de estabilidad bajo condiciones de estrés se 
emplearon los reactivos de NaOH, HCl y H2O2, los cuales fueron adquiridos 
de Scharlau, J.T. Baker y Panreac, respectivamente. 

En la evaluación de la capacidad antiglicante se utilizaron como reacti-
vos la fracción V de albúmina sérica bovina (Roche) y D(-)-Ribosa extra pura 
(Scharlau). El flavonoide quercetina (≥ 95 %) (HPLC, Sigma-Aldrich®) fue 
usado como control positivo, y al igual que las muestras del extracto optimizado 
se disolvió en dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich®, > 99,9 %). Como medio de 
reacción se usó una solución de buffer fosfato a pH 7,4 (50 mM), acidificada 
con NaN3 al 0,02 % (Sigma-Aldrich®, ≥ 99,5 %). La incubación de las mues-
tras se realizó en un equipo Heidolph® Polymax 1040-Inkubator 1000, y la 
cuantificación de los productos finales de la glicación avanzada se llevó a cabo 
en un equipo TECAN GENios FL (λexc 360 nm; λem 465 nm). 

Para el ensayo de actividad hipoglicemiante, los animales de experimen-
tación fueron suministrados por bioterio del Departamento de Farmacia de la 
Universidad Nacional de Colombia. Los reactivos de glucosa y glibenclamida 
fueron de la marca Sigma-Aldrich®. Finalmente, este bioensayo contó con el aval 
del Comité de Ética de la Facultad de Ciencias, sede Bogotá (Acta 09 de 2018).

Optimización del extracto de hojas de P. ligularis  
en cuanto a su contenido de flavonoides totales
Con el objetivo de determinar qué variables del proceso de extracción tienen 
influencia sobre el contenido de los principios bioactivos del extracto de hoja 
de P. ligularis, se empleó la metodología de superficie de respuesta partiendo 
de un diseño experimental Box-Behnken con tres puntos centrales. Como 
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variables dependientes o factores del proceso de EAU se analizaron el tiempo 
de extracción, la temperatura y el solvente de extracción, específicamente 
mezclas etanol-agua en diferentes proporciones. Cada uno de los factores se 
evaluó en tres niveles: bajo (–1), medio (0) y alto (+1) (tabla 1). Finalmente, los 
extractos fueron caracterizados de acuerdo con su contenido de flavonoides 
totales y su capacidad antiglicante (tabla 6). Sin embargo, solo se optimizó el 
proceso EAU con respecto a la variable de CFT. 

Tabla 1. Factores, niveles y variables respuesta considerados 
en el diseño experimental Box-Behnken

Factor Unidad
Nivel

–1 0 +1

X1 Tiempo min 20 40 60
X2 Temperatura °C 30 50 70
X3 Solvente de extracción % etanol 60 80 100
Variable respuesta

Y1

Contenido de flavonoides totales 
(CFT)

mg equivalentes de isoquercetina/g extracto 
seco

Y2 Capacidad antiglicante % inhibición de formación de AGE

Las variables correspondientes al tamaño de partícula y relación droga-sol-
vente se establecieron como variables fijas dentro del proceso de extracción. 
El material vegetal empleado fue pulverizado y tamizado, seleccionándose 
para la extracción únicamente el colectado en el tamiz 40 (luz de malla: 1,213 
mm), el cual es considerado de acuerdo con la guía de Métodos de Control de 
Calidad para Materiales de Plantas Medicinales de la OMS como un material 
fino debido a que presenta a un tamaño de partícula inferior a 2,0 mm11. Por 
otra parte, la relación droga-solvente se trabajó 1:20, debido a que es una 
proporción aceptada para trabajar en escala de laboratorio, además de ser una 
condición óptima de extracción de este tipo de compuestos en el método de 
extracción por ultrasonido12-14.

Elaboración del extracto optimizado empleando el 
método de extracción asistida por ultrasonido (EAU)
Un gramo del material vegetal pulverizado se colocó en contacto con 20 ml 
del solvente de extracción (solución etanol-agua). La muestra se colocó dentro 
de un baño de ultrasonido por un periodo de tiempo y bajo condiciones de 
temperatura de acuerdo con las establecidas en el diseño experimental Box-Be-
hnken (tabla 6). Los extractos fluidos obtenidos fueron filtrados por gravedad, 
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el etanol se eliminó por presión reducida, mientras que el agua remanente fue 
retirada por liofilización. Finalmente, los extractos secos fueron almacenados 
bajo condiciones de refrigeración (4 ± 2 °C) hasta la cuantificación del conte-
nido de flavonoides totales y los análisis posteriores. 

Modelo Rib-ABS para determinación 
de la capacidad antiglicante 
Como evaluación preliminar de la actividad biológica de los extractos, se deter-
minó la capacidad antiglicante o inhibitoria de la formación de productos de 
glicación avanzada (AGE, por advanced glycation end-products). Para la realización 
de este ensayo in vitro se siguió la metodología propuesta por Derbré et al., con 
algunas modificaciones15-16. La albúmina, la ribosa y las muestras (incluyendo 
el control quercetina) se incorporaron en la solución de buffer fosfato, en las 
proporciones que se muestran en la tabla 2. Las soluciones stock de los extractos 
se prepararon a una concentración de 12,5 mg/ml en DMSO, y luego se tomó 
una alícuota de 80 µl y se llevó a un volumen de 100 µl con el buffer fosfato. En 
el caso de quercetina, se partió de una solución de 2 mg/ml en DMSO para 
llegar a una solución stock de 1,4 mg/ml llevada a volumen con buffer fosfato. 

La reacción se llevó a cabo directamente en microplacas de 96 pozos, 
las cuales fueron incubadas por 24 horas a 37 °C y agitación constante (50 
rpm) antes de la cuantificación de los productos de glicación avanzada por 
fluorescencia. Las lecturas se realizaron en un espectrofluorómetro TECAN 
GENios FL equipado con un filtro de excitación de 360 nm y un filtro de emi-
sión de 465 nm. El porcentaje de inhibición de la formación de los productos 
de glicación avanzada (AGE) se calculó usando la ecuación 1:

Ecuación 1

FI-FBI

F100%-FB100%
% de inhibición de AGE=[1-( )]×100

Donde:
FI = fluorescencia de la solución del inhibidor
FBI = fluorescencia de la solución blanco del inhibidor
F100 % = fluorescencia de la solución control 100 %
FB100 % = fluorescencia de la solución blanco del control 100 %
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Tabla 2. Soluciones de reacción evaluadas en el ensayo de capacidad antiglicante

Solución 
inicial

Concentración 
stock Inhibidor

Blanco 
del 
inhibidor

100 %
Blanco 
del 
100 %

Concentra-
ción final 
en placa

Albúmina 14,3 mg/ml 70 µl 70 µl 70 µl 70 µl 10 mg/ml
D-Ribosa 5 M 10 µl --- 10 µl --- 0,5 M
Muestra 
(extracto) 10 mg/ml 5 µl 5 µl --- --- 500 µg/ml

Control 
(quercetina) 1,4 mg/ml 5 µl 5 µl --- --- 70 µg/ml

Buffer fosfato 50 mm 15 µl 25 µl 20 µl 30 µl ---

Actividad hipoglicemiante 
En este bioensayo se emplearon como biomodelo ratones Swiss ICR (hembras 
de 47-52 semanas), los cuales se mantuvieron bajo condiciones de temperatura 
controlada, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y consumo de alimento y agua 
ad libitum. Previo a la realización de la prueba, los animales tuvieron un período 
de ayuno de 6 horas. Los tratamientos fueron administrados vía intragástrica 
empleando una cánula, y treinta minutos después se realizó la administración 
de la sobrecarga de glucosa (2000 mg glucosa/kg) (tabla 3). Los niveles de 
glucosa en sangre (NGS) se monitorearon 30, 60 y 120 minutos después de la 
sobrecarga utilizando un equipo Accu-Chek Performa®. Las muestras de sangre 
se colectaron a través de un único corte en vena lateral de la cola del roedor.

Tabla 3. Grupos evaluados en el bioensayo de actividad antihiperglicemiante

Grupo Tratamiento Dosis (mg/kg)

I Vehículo (agua destilada) ---
II Glibenclamida como control positivo (200 mg/kg)
III Extracto acuosoa (250 mg/kg)
IV Extracto optimizadob (250 mg/kg)

Nota: cada uno de los grupos contó con un n = 6.
a Extracto obtenido mediante el método de infusión.
b Extracto obtenido mediante el método EAU. 
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Estabilidad bajo condiciones de estrés 
o degradación forzada 
Para la evaluación de estabilidad del extracto optimizado en las condiciones de 
hidrólisis neutra, ácida y alcalina, oxidación y fotólisis se siguió la metodología 
planteada por Singh y Bakshi17 (figura 1, tablas 4-5). Dependiendo de las condi-
ciones a las cuales se alcanzó el porcentaje significativo de degradación del CFT 
(20-80 %), el extracto se clasificó dentro de alguna de las siguientes categorías: 
prácticamente estable, muy estable, estable, lábil, muy lábil o extremadamente 
lábil, en lo que respecta a las condiciones de hidrólisis y oxidación; o como 
fotolábil o fotoestable para el caso particular de fotólisis17.

Tabla 4. Condiciones y sistema de clasificación en la evaluación 
de estabilidad bajo condiciones de estrés

Condición Medio Conc. T 
(h) Temp. (°C) Degradación

(%) Categoría

Hidrólisis 
neutra

1

H2O

--- 120 Reflujo < 20 Prácticamente estable

2 --- 48 Reflujo 20-80 Muy estable

3 --- 24 Reflujo 20-80 Estable

4 --- 12 Reflujo 20-80 Lábil

5 --- 8 40 20-80 Muy lábil

6 --- 2 25 20-80 Extremadamente lábil

Hidrólisis 
ácida

1

HCl

5 N 48 Reflujo < 20 Prácticamente estable

2 2 N 24 Reflujo 20-80 Muy estable

3 1 N 12 Reflujo 20-80 Estable

4 0,1 N 8 Reflujo 20-80 Lábil

5 0,01 
N 8 40 20-80 Muy lábil

6 0,01 
N 2 25 20-80 Extremadamente lábil

Hidrólisis 
alcalina

1

NaOH

5 N 48 Reflujo < 20 Prácticamente estable

2 2 N 24 Reflujo 20-80 Muy estable

3 1 N 12 Reflujo 20-80 Estable

4 0,1 N 8 Reflujo 20-80 Lábil

5 0,01 
N 8 40 20-80 Muy lábil

6 0,01 
N 2 25 20-80 Extremadamente lábil
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Oxidación

1

H2O2

30 % 48 Temp. amb. < 20 Prácticamente estable

2 10 % 24 Temp. amb. 20-80 Muy estable

3 3 % 24 Temp. amb. 20-80 Estable

4 3 % 6 Temp. amb. 20-80 Lábil

5 1 % 3 Temp. amb. 20-80 Muy lábil

6 1 % 0,5 Temp. amb. 20-80 Extremadamente lábil

Tabla 5. Condiciones y sistema de clasificación en la evaluación 
de estabilidad bajo condiciones de estrés fotolítico

Exposición Temperatura % de degradación Categoría

1,2 * 106 lux·h Temp. amb. 20-80 Fotoestable

6,0 * 106 lux·h Temp. amb. < 20 Fotolábil

Figura 1. Diagrama de decisión para el desarrollo de estudios de estabilidad bajo condiciones 
de hidrólisis neutra, hidrólisis ácida, hidrólisis alcalina y oxidación. 

Lábil
Condición 4

Estable
Condición 3

Muy lábil
Condición 5

Muy estable
Condición 2

Extremadamente 
lábil

Condición 6

Prácticamente estable
Condición 1

Aceptable

Degradación > 80 %Degradación < 20 %

Inicio

Degradación < 20 %

Degradación < 20 %

Degradación > 80 %
Degradación
20 % - 80 %

Degradación
20 % - 80 %

Degradación
20 % - 80 %

Degradación
20 % - 80 %

Degradación
20 % - 80 %

Degradación
20 % - 80 %

Resultados y discusión

En este apartado se expondrán los principales resultados encontrados en el 
proceso de desarrollo y caracterización del extracto optimizado de hojas de 
P. ligularis con respecto al contenido de flavonoides totales. Primero se presenta 
el análisis del diseño experimental Box-Behnken, cuyo objetivo fue encontrar 
las condiciones óptimas de extracción de los compuestos activos presentes en 
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el material vegetal empleando el método de EUA. Posteriormente, se muestran 
los resultados obtenidos en las pruebas de estabilidad del extracto optimizado 
frente a condiciones de estrés, específicamente, hidrólisis, hidrólisis ácida, 
hidrólisis básica, oxidación y fotólisis. Finalmente, con base en los resultados 
in vitro e in vivo se demuestra que el extracto optimizado presenta una mayor 
capacidad antiglicante y mayor actividad hipoglicemiante en comparación con 
el extracto acuoso obtenido por infusión. 

Fundamentos del método de extracción 
asistida por ultrasonido (EAU)
La extracción asistida por ultrasonido (EAU) es un método de extracción no 
convencional que se basa principalmente en el fenómeno de cavitación acústica 
(figura 2). Cuando una onda del ultrasonido causa una presión negativa sufi-
ciente a través de un líquido, la distancia entre las moléculas de este excede la 
distancia mínima molecular requerida para mantener el líquido intacto, lo que 
genera la ruptura entre las fuerzas de cohesión y a su vez provoca la forma-
ción burbujas de cavitación18. Cuando las burbujas alcanzan un tamaño crítico 
colapsan liberando la presión e incrementando la temperatura. Esta implosión 
genera a su vez microburbujas que chocan sobre la superficie de las partículas 
del material vegetal causando una disrupción de la pared celular, facilitando la 
penetración del solvente a través de la matriz y, de esta manera, aumentando 
la difusión de los principios activos al exterior18-20.
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Figura 2. Esquematización del fenómeno de cavitación acústica durante el método de ex-
tracción asistida por ultrasonido. 
Nota: gráfico tomado y modificado de Lavilla et al.22.
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La EAU presenta grandes ventajas con respecto a otros métodos de 
extracción empleados en la investigación de productos naturales. En compara-
ción con los métodos tradicionales (destilación y extracción por solventes), la 
EAU presenta un mayor eficiencia de extracción sólido-líquido de los principios 
bioactivos de diferentes matrices vegetales19, 22-23. Así mismo, también ha demos-
trado ser un método eficaz en la extracción de compuestos termolábiles, como 
algunos compuestos fenólicos22. La EAU es un método más sencillo, reprodu-
cible y económico que otras técnicas de extracción no convencionales como 
la extracción con fluidos supercríticos o la extracción asistida por microondas, 
ya que requiere tiempos de extracción más cortos y menores volúmenes de 
solvente24-26. Además, es considerada como una tecnología segura, sustentable 
con el medio ambiente y factible para el escalamiento a nivel industrial27. 

Optimización del extracto de hojas de P. ligularis  
en cuanto a su contenido de flavonoides totales
Cuando se opta por un método de extracción se deben considerar todas las 
variables que pueden llegar a influenciar la eficiencia y el rendimiento del proceso. 
Para el método de EAU, se conoce que variables como la potencia, la frecuencia, 
el tiempo, la temperatura, el tamaño de partícula del material vegetal, el tipo 
de disolvente y su interacción con el material de extracción tienen influencia 
sobre el resultado final del extracto obtenido28. Por ejemplo, altas temperaturas 
contribuyen a un mejor proceso de extracción, ya que incrementan el número 
de burbujas de cavitación presentes en el medio. Adicionalmente, aumenta el 
área de contacto entre el sólido-líquido y disminuye la viscosidad del solvente, 
lo cual facilita el proceso de difusión de los compuestos presentes en el material 
vegetal29-30. Por otra parte, las mezclas hidroetanólicas son ampliamente usadas 
en el método de EAU para la extracción de compuestos fenólicos debido a que 
son consideradas seguras y amigables con el medio ambiente15, 31-33.

Particularmente, para la obtención del extracto de hojas de P. ligularis 
las variables del método de EAU seleccionadas fueron: tiempo, temperatura y 
porcentaje de etanol requerido para la extracción. Como se mencionó anterior-
mente, para determinar las condiciones a las cuales cada una de estas variables o 
factores permiten extraer la mayor cantidad de flavonoides totales del material 
vegetal, se partió de un diseño experimental Box-Behnken con tres puntos 
centrales. Finalmente, se evaluaron y caracterizaron 15 extractos preparados 
de acuerdo con las condiciones que se muestran en la tabla 6. 

Los datos obtenidos se analizaron mediante la metodología de superficie 
de respuesta (MSR). El análisis de varianza (ANOVA) mostró que el modelo 
de regresión generado para la variable de contendido de flavonoides totales 
(CFT) fue altamente significativo (p < 0,01). Los valores de los parámetros de 
falta de ajuste y coeficiente de determinación (R2) fueron de 0,296 y 0,9613, 
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respectivamente, lo cual indica que el modelo tiene la capacidad de explicar 
correctamente la variabilidad de la respuesta (tabla 7). Así mismo, se generó la 
ecuación polinómica de segundo orden que describe la función de la variable 
predicha (ecuación 2). 

Ecuación 2
Y1 = –14,2 – 0,366X1 – 0,085X2 + 2,347X3 – 0,00433X1

2 
+ 0,00277X2

2 – 0,01878X3
2 + 0,00319X1X2 + 0,00684X1X3 – 0,00312X2X3

Igualmente, el análisis estadístico mostró que el único factor significativo 
en el proceso de EAU fue el porcentaje de etanol empleado como solvente 
de extracción (p < 0,05). Con respecto a las interacciones entre factores, se 
encontró que ninguna fue significativa (p > 0,05), es decir, no tienen influencia 
sobre la variable respuesta de CFT.

Tabla 6. Contenidos de flavonoides totales y capacidad antiglicante de los 
tratamientos planteados mediante el diseño experimental Box-Behnken

Tto.
Factor Variable

X1 X2 X3 Y1 Y2

1 –1 0 1 35,56 ± 1,02 43,09 ± 1,06
2 –1 0 –1 53,04 ± 0,91 52,79 ± 1,19
3 0 –1 1 25,97 ± 0,57 32,46 ± 1,68
4 1 1 0 53,26 ± 0,99 52,20 ± 1,13
5 0 0 0 47,68 ± 2,23 48,86 ± 1,85
6 –1 –1 0 48,49 ± 1,08 46,46 ± 1,15
7 1 0 –1 54,59 ± 0,14 54,84 ± 0,84
8 1 –1 0 52,54 ± 1,24 51,77 ± 0,66
9 0 0 0 51,03 ± 1,98 50,89 ± 0,69
10 0 1 –1 50,55 ± 1,17 49,54 ± 0,68
11 0 0 0 51,97 ± 2,28 50,89 ± 1,80
12 0 –1 –1 54,68 ± 1,13 56,77 ± 0,78
13 1 0 1 32,13 ± 0,98 39,97 ± 0,66
14 –1 1 0 44,12 ± 1,51 48,17 ± 2,8
15 0 1 1 32,78 ± 1,07 41,46 ± 0,55

Nota: Tto.: tratamiento; X1: tiempo de extracción (min); X2: temperatura (°C); X3: solvente 
de extracción (% de etanol); Y1: contenido de flavonoides totales (CFT), expresado como 
mg eq. de isoquercetina/g extracto seco; Y2: capacidad antiglicante, expresada como % 
de inhibición de formación de AGEs. Los resultados se muestran como el valor promedio 
± desviación estándar (n = 3). 
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Las gráficas de superficie de respuesta son un elemento de gran importan-
cia dentro del análisis puesto que representan de manera visual y tridimensional 
la ecuación polinómica de segundo orden que describe el comportamiento de 
la variable dependiente34. En la figura 3b y 3c se puede apreciar con mayor 
claridad el efecto del porcentaje de etanol (X3) sobre el CFT, el cual según el 
ANOVA fue el único factor significativo. Soluciones con un 60-70 % de alco-
hol permitieron extraer un mayor contenido de los compuestos fenólicos de 
la matriz vegetal (> 50 mg eq. de isoquercetina/g de extracto seco), mientras 
que valores superiores al 70 % llevaron a una disminución en la eficiencia de 
extracción de estos compuestos. 

Este comportamiento puede ser explicado por la naturaleza de los 
solventes empleados en la extracción. El agua es un solvente de alta polaridad 
que penetra dentro de las células; estas se hinchan e incrementan el área de 
superficie de contacto con el solvente. Así mismo, disminuye la viscosidad de 
la mezcla31. Además, el etanol, al ser menos polar que el agua, contribuye a la 

Tabla 7. Análisis de varianza ANOVA para la variable respuesta de CFT

Fuente G. l. SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p*

Modelo 9 1219,68 135,520 13,80 0,005
Lineal 3 951,95 317,317 32,32 0,001
X1 1 0,12 0,120 0,01 0,916
X1 1 16,04 16,044 1,63 0,257
X3 1 935,79 935,787 95,32 0,000
Cuadrático 3 225,05 75,015 7,64 0,026
X1

2 1 11,07 11,075 1,13 0,337
X1

2 1 4,55 4,548 0,46 0,526
X3

2 1 208,40 208,401 21,23 0,006
Producto cruzado 3 42,69 14,228 1,45 0,334
X1X2 1 6,50 6,499 0,66 0,453
X1X3 1 29,96 29,965 3,05 0,141
X2X3 1 6,22 6,221 0,63 0,462
Error 5 49,09 9,818
Falta de ajuste 3 38,86 12,954 2,53 0,296
Error puro 2 10,23 5,113
Total 14 1268,77

Nota: X1: tiempo de extracción (min); X2: temperatura (°C); X3: solvente de extracción (% 
de etanol); G. l: grados de libertad; SC Ajust: suma ajustada de los cuadrados; MC ajust: 
cuadrados medios ajustados; * nivel de significancia α = 0,05.
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difusión al medio de los compuestos de alta y media polaridad como: flavo-
noides glicosilados, azúcares, aminoácidos, nucleótidos y polisacáridos22, 35-36. 

Por otra parte, aunque las variables de tiempo (X1) y temperatura (X2) no 
fueron significativas, se puede apreciar en la figura 3a que la variable respuesta 
(CFT) aumenta cuando se trabajan temperaturas de extracción superiores a 
los 60 °C durante un tiempo de alrededor de 40 minutos.

Como último paso del análisis estadístico se determinaron las condi-
ciones a las cuales se logra extraer el mayor contenido de flavonoides de las 
hojas de P. ligularis. Empleando la opción Optimización del software Minitab® se 
encontró para los factores de tiempo, temperatura y porcentaje de etanol valores 
óptimos de extracción: 32,92 minutos, 70 °C y 62,82 %, respectivamente. Bajo 
estas condiciones el modelo estimó un valor predicho de la variable respuesta 
(CFT) de 57,77 mg eq. de isoquercetina/g de extracto seco.

Una vez establecidas las condiciones óptimas de extracción, se procedió 
a hacer la validación experimental de las mismas. Para ello, los valores deter-
minados para cada factor fueron aproximados de la siguiente manera: tiempo: 

Figura 3. Gráficos de superficie de respuesta que muestran los efectos relativos de los 
factores del proceso de EAU sobre la variable contenido de flavonoides totales (CFT). 
Nota: X1: tiempo de extracción (min); X2: temperatura (°C); X3: solvente de extracción (% 
de etanol); Y1: contenido de flavonoides totales (CFT). Valores fijos: X1 = 40, X2 = 50, X3 = 80. 
Las áreas más claras representan la región donde se espera encontrar los valores más 
altos de la variable respuesta (CFT).
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33 minutos, temperatura: 70 °C y porcentaje de etanol: 63 %. Se prepararon tres 
lotes independientes del extracto en días diferentes y cada uno por triplicado. 
El CFT fue hallado experimentalmente y comparado con el valor predicho por 
el modelo estadístico mediante la determinación del error porcentual medio 
absoluto (MAPE, por mean absolute percentage error) (ecuación 3).

Ecuación 3

MAPE= |Cei-Cci |
Cei 

n

∑
(i=1)

100
n

Donde:
Cei: CFT hallado experimentalmente.
Cci: CFT predicho por el modelo de regresión.
n: número de datos experimentales.

El CFT para cada uno de los tres lotes elaborados fue 57,70 ± 4,285; 
60,15 ± 2,119 y 61,44 ± 0,547 mg eq. de isoquercetina/g de extracto seco. 
Con base en estos valores se establece que el extracto de hojas de P. ligularis 
obtenido empleando el método de EAU bajo las condiciones óptimas de 
extracción presenta un valor promedio de flavonoides totales de 59,76 mg eq. 
de isoquercetina/g de extracto seco. Así mismo, al presentar un coeficiente 
de variación inferior al 5 % (3,18 %) se puede concluir que es un método 
reproducible. El valor MAPE calculado (3,35 %) fue interior al 10 %, lo que 
indica que el modelo de regresión generado para la variable respuesta de CFT 
tiene alta capacidad predictiva, es decir que el valor predicho es cercano al 
valor experimental. 

Por último, se realizó la comparación entre el extracto de hojas de 
P. ligularis obtenido por EAU bajo las condiciones óptimas y el extracto obte-
nido por infusión, el cual es el método de extracción más usado en la medicina 
tradicional. La comparación se centró en cuatro aspectos: perfil cromatográfico, 
contenido de flavonoides totales, contenido de isoquercetina y contenido de 
astragalina. En la figura 4 se observa que el perfil cromatográfico para ambos 
extractos presenta el mismo número de señales correspondientes a flavonoides. 
Sin embargo, la intensidad de estas es mayor en el perfil correspondiente al 
extracto optimizado. Este resultado es acorde a la cuantificación de flavonoi-
des, ya que el método de EAU permitió incrementar en un 33 % el contenido 
de estos compuestos en comparación al extracto preparado por el método de 
infusión (40,22 ± 0,95 mg equivalentes de isoquercetina/g de extracto seco).
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Capacidad antiglicante y su relación con 
el contenido de flavonoides totales
La diabetes mellitus (DM) es considerada un síndrome metabólico que se 
produce por alteraciones en la secreción o acción de la hormona insulina, que 
generan un incremento en los niveles de glucosa en sangre y alteraciones en el 
metabolismo de lípidos y proteínas37. En sus estados más crónicos, la DM está 
asociada con daño tisular irreversible debido en gran parte a la glicosilación 
no enzimática de las proteínas (figura 5). Este proceso ocurre mediante una 
serie de reacciones que inician con la generación de una base de Shiff  debido 
a la interacción del grupo carbonilo de los monosacáridos y el grupo amino de 
las proteínas, aminoácidos, lípidos o ácidos nucleicos. Las bases de Shiff  son 
especies químicas inestables y reversibles que sufren un reordenamiento de 
Amadori para formar cetoaminas estables, las cuales pueden sufrir reacciones 
de deshidratación, oxidación, transposición o fragmentación que conducen 
finalmente a la formación de AGE38-39. 

Figura 4. Perfil cromatográfico del extracto de hojas de P. ligularis. 
Nota: rojo: extracto optimizado por EAU; negro: extracto obtenido por infusión. La cuan-
tificación del CFT se realizó bajo las condiciones cromatográficas: fase estacionaria: 
Phenomenex® Kinetex C18 (100 × 2,1 mm; 2,6 μm). Fase móvil A: ácido fórmico (1 %); Fase 
móvil B: ACN. El gradiente inicia en 5-10 % B (0-10 min), 10-13 % B (10-20 min), 13-18 % 
B (20-25 min), 18-25 % B (25-32 min), 25-40 % B (32-38 min), 40-5 % B (38-40 min). Flujo 
de 0,5 ml/min. Temperatura: 40 °C. Volumen de inyección: 10 μl. Longitud de onda de 
cuantificación (λ): 350 nm.
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Una vez formados los AGE, estos interaccionan con los receptores 
celulares del tejido muscular liso, macrófagos, astrocitos y células endoteliales, 
generando alteraciones en diferentes rutas de señalización intracelular y en la 
expresión genética, lo cual desencadena procesos inflamatorios y de estrés oxi-
dativo que conllevan daños a nivel tisular40, 42. De esta manera, concentraciones 
elevadas de los productos de glicación avanzada constituyen uno de los factores 
más relevantes en el desarrollo y progresión de algunas de las complicaciones 
de la diabetes (aterosclerosis, retinopatía, nefropatía y neuropatía). Es por esta 
razón que el estudio de moléculas capaces de inhibir la glicación no enzimática 
de las proteínas es de gran importancia en la búsqueda de estrategias terapéu-
ticas para el tratamiento de la DM. 

Aunque los fármacos antidiabéticos son indirectamente inhibidores de 
la formación de AGE debido a que disminuyen los niveles de glucosa en san-
gre, algunos como la metformina forman directamente aductos con especies 
de carbonilo como el glioxal, el cual es producto de la autooxidación de la 
glucosa y la peroxidación lipídica42. Principios activos derivados de productos 
naturales también pueden actuar de manera directa como inhibidores de AGE. 
Específicamente, compuestos fenólicos como los flavonoides son capaces 
de intervenir en diferentes mecanismos del proceso de glicación avanzada. 
Debido a su potencial antioxidante, pueden retardar o prevenir la propagación 
de especies reactivas de oxígeno generadas en la etapa de glicación temprana, 
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Figura 5. Proceso de glicosilación no enzimática. 
Nota: CML: carboximetil lisina; GOLD: glioxal-lisina dimer; MOLD: metilglioxal-lisina dimer. 
Gráfico tomado y modificado de Kumar Pasupulati et al.40.
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cuando se establece el enlace covalente entre los grupos carbonilo y amino. Así 
mismo, pueden intervenir en reacciones post productos Amadori mediante el 
bloqueo de los grupos carbonilo de los monosacáridos o ejerciendo un efecto 
de atrapamiento sobre los grupos dicarbonilos de los productos precursores 
de los AGE43-44.

Extractos acuosos e hidroalcohólicos de diferentes especies vegetales 
caracterizadas por su alto contenido de compuestos fenólicos también han 
demostrado su poder inhibitorio frente a la glicación no enzimática de proteínas45. 
Las Passiflora son reconocidas por presentar altos contenidos de flavonoides, 
característica que hace que extractos derivados de especies de este género sean 
prometedores como agentes inhibidores de AGE. Concretamente, extractos 
hidroalcohólicos de las hojas de Passiflora alata y Passiflora edulis reportan porcen-
tajes de capacidad antiglicante entre el 10-20 % en concentraciones inferiores a 
10 µg/ml46. Así mismo, se ha demostrado que el extracto de Passiflora manicata 
también disminuye la producción de AGE de manera altamente significativa47.

Con base en los reportes previos encontrados para especies del mismo 
género de P. ligularis, se estableció mediante el método de coeficiente de 
correlación de Spearman (ρ) la asociación entre los valores del contenido de 
flavonoides totales de los tratamientos del diseño experimental Box-Behnken 
con su respectiva capacidad inhibitoria de productos de glicación no enzimática 
(figura 6). El análisis estadístico mostró una correlación altamente significativa 
entre ambas variables evaluadas (ρ = 0,9821; p < 0,0001), la cual fue de tipo 
monotónica, es decir, los tratamientos con las mayores concentraciones de 
estos compuestos fenólicos mostraron mayor capacidad antiglicante. 

Una vez optimizado el extracto de hojas de P. ligularis con respecto al 
contenido de flavonoides totales se evaluó su capacidad antiglicante. El por-
centaje de inhibición de AGE determinado para el extracto optimizado fue 
58,79 ± 0,51 %, valor que al ser comparado con los porcentajes de inhibición 
de los tratamientos del diseño experimental Box-Behnken es superior. 

Además, se determinó la concentración mínima inhibitoria de AGE 
(IC50) del extracto optimizado, el extracto acuoso, algunos de los flavonoides 
mayoritarios presentes en ambos extractos (isoquercetina y astragalina) y el 
flavonoide quercetina, el cual fue usado como control en el ensayo in vitro de 
glicación. El IC50 hallado para el extracto obtenido por EAU fue de 380,3 µg/
ml, un valor muy inferior al determinado para el extracto acuoso (641,2 µg/
ml), lo cual indica que el proceso de optimización con respecto al contenido 
de flavonoides contribuye efectivamente en el incremento de la capacidad 
antiglicante, ya que se requiere una menor concentración del extracto optimi-
zado para inhibir el 50 % en el proceso de formación de productos finales de 
glicación avanzada.
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Con respecto a los flavonoides individuales, los valores de IC50 deter-
minados para isoquercetina, astragalina y quercetina fueron: 78,03 µg/ml, 
24,58 µg/ml y 22,95 µg/ml, respectivamente. Al contrastar estos valores con 
los reportados en la literatura se encuentran amplias variaciones, ya que estos 
dependen directamente del tipo de modelo de glicación in vitro empleado junto 
con las condiciones experimentales seleccionadas en el momento de realizar las 
mediciones de fluorescencia (longitud de onda de emisión y excitación)48. No 
obstante, es de resaltar lo promisorios que pueden llegar a ser estos compuestos 
como inhibidores de la glicación no enzimática de proteínas. Específicamente, 
flavonoides de tipo flavonas, flavonoles y flavan-3-oles (como isoquercetina y 
astragalina) presentan mayor actividad que las flavonas e isoflavonas49.

Actividad hipoglicemiante
Para la evaluación de la actividad farmacológica del extracto optimizado se llevó 
a cabo una prueba de tolerancia a la glucosa en ratones Swiss ICR normoglicé-
micos. Las curvas de glicemia obtenidas (figura 7) permitieron evidenciar que, 
30 minutos después de la administración oral de la solución de glucosa (2000 
mg/kg), los animales tratados con los extractos de P. ligularis mostraron NGS 
inferiores a los determinados en animales que no recibieron ningún tratamiento 
(grupo vehículo), mientras que en los minutos 60 y 120 postsobrecarga, no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

En el último punto de muestreo, los NGS de los animales tratados con 
extracto acuoso y el extracto optimizado retornaron a sus valores basales. Este 
comportamiento indica que los extractos evaluados son antihiperglicemiantes 
y no hipoglicemiantes, ya que animales tratados con fármacos o principios 

Figura 6. Representación gráfica de la correlación Spearman para las variables de CFT y 
capacidad antiglicante. 
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activos pertenecientes a este último grupo (como la glibenclamida) alcanzan 
NGS por debajo de los valores iniciales anteriores a la sobrecarga una vez 
finalizado el bioensayo50.

No obstante, aunque en la prueba de sobrecarga oral de glucosa solo se 
puede determinar un efecto agudo de los tratamientos mediante la inducción 
momentánea de hiperglicemia, no se descarta que los extractos de P. ligularis 
pueda ser considerados también como hipoglicemiantes, ya que se conoce que 
algunos tratamientos a base de preparaciones herbales se comportan de esta 
manera cuando son administrados en ensayos crónicos51.

Por otra parte, el análisis de área bajo la curva determinó que el efecto 
antihiperglicemiante es mayor en el extracto optimizado, ya que este disminuye 
los NGS un 25,0 % frente al grupo vehículo, mientas que el extracto acuoso 
obtenido por infusión solo la reduce en un 20,8 %. Esto puede ser atribuido 
principalmente al contenido de flavonoides totales de cada uno de los trata-
mientos. Como se mencionó anteriormente, el extracto optimizado presenta 
una concentración mayor de estos compuestos, de los cuales se ha reportado 
ampliamente su impacto en el tratamiento de afecciones relacionadas con la 
diabetes, incluyendo el control de la hiperglicemia52-54. 

Al contrastar los resultados obtenidos con los reportados en la literatura 
para otras especies del género Passiflora, se encuentra que extractos de hojas 
de P. incarnata y P. suberosa también muestran un efecto antihiperglicemiante 
en ratones normoglicémicos expuestos a sobrecargas de glucosa y sacarosa, 
respectivamente55-56. Con respecto a P. ligularis, diferentes dosis del extracto 
acuoso de los frutos (200, 400 y 600 mg/kg) logran disminuir los niveles de 
glicemia en ratas diabéticas sometidas a una prueba de tolerancia a la glucosa57.

Figura 7. Efecto antihiperglicemiante del extracto optimizado de hojas de P. ligularis.
Nota: NGS: niveles de glucosa en sangre. Los resultados se muestran como el valor pro-
medio ± desviación estándar (n = 6). ANOVA de dos vías, seguido de una prueba Tukey con 
un valor de p < 0,05; ** p < 0,01 y **** p < 0,0001 con respecto al grupo vehículo; # p < 0,05 
respecto al extracto acuoso.
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Finalmente, los resultados obtenidos mediante este modelo in vivo 
permiten corroborar que la magnitud de la actividad hipoglicemiante está 
asociada a la cantidad de los principios bioactivos presentes en el extracto de 
hojas de P. ligularis. Por ende, el extracto optimizado es un mejor candidato 
para el desarrollo de productos fitoterapéuticos indicados para el control de 
la hiperglicemia. 

Estabilidad bajo condiciones de estrés 
del extracto optimizado
De acuerdo con las especificaciones de la guía Stability testing of  new drug 
substances and products de la ICH (Q1A-R2)58, las pruebas de estabilidad bajo 
condiciones de estrés tienen como objetivo identificar productos de degradación 
de ingredientes farmacéuticos activos y posibles rutas involucradas en dicho 
proceso. A nivel general, la guía se centra en establecer las condiciones reque-
ridas para la evaluación de la estabilidad acelerada, intermedia y a largo plazo; 
sin embargo, no se establecen parámetros experimentales para la realización 
de pruebas de degradación forzada (pH, temperatura, oxidación, fotólisis e 
hidrólisis). Por este motivo, Singh y Bakshi plantean el documento Guidance 
on conduct of  stress tests to determine inherent stability of  drugs, en el que 
se proponen mapas de decisión para la evaluación de la degradación de un 
determinado fármaco bajo condiciones de hidrólisis neutra, ácida y alcalina, 
oxidación y fotólisis, así como un sistema de clasificación17. 

Figura 8. Variaciones del perfil cromatográfico del extracto optimizado de P. ligularis con 
respecto a condiciones de degradación forzada por hidrólisis. 
Nota: rojo: extracto optimizado por EAU; azul: hidrólisis neutra; verde: hidrólisis ácida; 
café: hidrólisis alcalina.
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Aunque la guía de Singh y Bakshi está diseñada para fármacos o compues-
tos puros, se adaptó para la evaluación de la estabilidad del extracto optimizado 
de hojas de P. ligularis. La determinación de la clasificación de estabilidad inhe-
rente para cada una de las condiciones se basó en la degradación significativa 
del contenido de flavonoides totales. Adicionalmente, se analizaron cambios 
en el perfil cromatográfico y cambios significativos en las cantidades relativas 
de algunos flavonoides de interés (figura 8).

Estabilidad bajo condiciones de hidrólisis neutra
De acuerdo con las especificaciones metodológicas mostradas en la tabla 
4, la primera condición a la que fue sometido el extracto optimizado fue 12 
horas en reflujo. La cuantificación de flavonoides totales, una vez finalizado el 
ensayo, mostró una disminución del 31,14 % con respecto al valor inicial. Este 
porcentaje es considerado como una degradación significativa (20-80 %); por 
ende, se clasifica el extracto como lábil bajo condiciones de hidrólisis neutra. 

Al comparar el perfil cromatográfico del extracto antes y después de ser 
sometido a condiciones de reflujo se encontraron 5 cambios relevantes (figura 
8). Primero, se evidencia la disminución total de la señal cromatográfica 3 y el 
incremento en la intensidad de la señal 1, lo que indica la transformación del 
flavonoide quercetin-3-O-(6”-malonil)-glucósido en quercetin-3-O-glucósido. 
Segundo, el aumento de la señal 2 correspondiente a luteolin-7-O-glucósido 
debido a la degradación total del flavonoide luteolin-7-O-(6”-malonil)-glu-
cósido (compuesto 9, tabla 6). Tercero, la desaparición de la señal 8 debido 
a la degradación total de kaempferol-3-O-(6”-malonil)-glucósido en kaemp-
ferol-3-O-glucósido (4). Cuarto, el incremento de la señal 7 correspondiente 
a isoramnetin-3-O-glucósido a causa de la degradación total de isoramne-
tin-3-O-(6”-malonil)-glucósido (10). Por último, la transformación completa 
de crisin-7-O-(6”-O-acetil)-glucósido (13) en crisin-7-O-glucósido (12). 

De acuerdo con los resultados, los flavonoides glicosilados con sustitución 
en el azúcar sufren una hidrólisis total del enlace éster de la posición 6” de la 
unidad glucosa bajo condiciones de reflujo por un tiempo prolongado. A manera 
de ejemplo, en la figura 9 se establece el posible mecanismo de degradación para 
los flavonoides O-glicosilados en la posición 3; sin embargo, es extrapolable 
para el comportamiento de los compuestos luteolin-7-O-(6”-malonil)-glucósido 
y crisin-7-O-(6”-O-acetil)-glucósido. 

Finalmente, la degradación total de los flavonoides 9, 10 y 11 puede atri-
buirse a un efecto de la temperatura elevada a la cual fue sometido el extracto, 
ya que bajo condiciones de estrés por hidrólisis ácida y alcalina (figura 8) la 
intensidad de estas señales se ve disminuida parcialmente y no totalmente.
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Estabilidad bajo condiciones de hidrólisis ácida
El extracto optimizado sometido durante 8 horas a reflujo en HCl (0,1 N) tuvo un 
porcentaje de degradación del CFT cercano al 90 %. Por tal motivo, se evaluó la 
estabilidad a condiciones más leves: HCl (0,01 N), por 8 horas y una temperatura 
de 40 °C. Aunque no se alcanzó una degradación significativa de los compuestos 
fenólicos bajo estas condiciones, se evidenciaron cambios relevantes en el perfil 
cromatográfico (figura 8). Específicamente, se presentaron las mismas 5 varia-
ciones observadas en la hidrólisis neutra, es decir, se observó una disminución 
en las señales de los flavonoides quercetin-3-O-(6”-malonil)-glucósido (3), kaem-
pferol-3-O-(6”-malonil)-glucósido (8), luteolin-7-O-(6”-malonil)-glucósido (9), 
isoramnetin-3-O-(6”-malonil)-glucósido (10) y crisin-7-O-(6”-O-acetil)-glucósido 
(13), pero a diferencia de la hidrólisis neutra, la degradación de estos flavonoides 
no fue total (figura 9). Con base en este comportamiento, se decide clasificar el 
extracto optimizado como muy lábil bajo condiciones de hidrólisis ácida. 

Estudios de estabilidad realizados en isoflavonas malonil-glucósidos de 
Radix hedysari han mostrado que estos compuestos se degradan hasta isofla-
vonas glicosiladas, es decir que al igual que los flavonoides O-glicosilados de 
P. ligularis, el proceso de degradación de los compuestos no involucra la ruptura 
del enlace hemiacetal (enlaces glucosídicos 3-O-C y 7-O-C) para dar origen a 
las respectivas agliconas59-60.

Figura 9. Mecanismo de degradación propuesto para el flavonoide quecetin-3-O-glicósido 
sometido a condiciones de estrés por hidrólisis neutra (H2O), hidrólisis ácida (H+/H2O) 
e hidrólisis alcalina (OH-/H2O).
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Estabilidad bajo condiciones de hidrólisis alcalina
El extracto optimizado alcanzó una disminución en el CFT del 65,67 % después 
de ser tratado con NaOH al 0,01 N durante 8 horas y temperatura de 40 °C. 
Este porcentaje de degradación, al ser significativo, permite clasificar el extracto 
como muy lábil bajo condiciones de estrés por hidrólisis alcalina. 

Al igual que en la hidrólisis neutra y ácida, se evidencia una disminu-
ción en las señales de quercetin-3-O-(6”’-malonil)-glucósido (3), kaempfe-
rol-3-O-(6”-malonil)-glucósido (8), luteolin-7-O-(6”-malonil)-glucósido (9), 
isoramnetin-3-O-(6”-malonil)-glucósido (10) y crisin-7-O-(6”-O-acetil)-glucósido 
(13) debido a la hidrólisis de los sustituyentes malonil o acetil de la unidad de 
azúcar, reacción que a su vez lleva a la formación de los flavonoides O-glicosilados. 

No obstante, una vez se forman estos compuestos, bajo condiciones 
de pH básico, se da un ataque nucleofílico del ion hidroxilo al carbono del 
enlace hemiacetal, lo cual causa la ruptura del enlace O-C entre el flavonoide 
y el monosacárido (figura 9). Por ende, hay una disminución en la intensidad 
de las señales de quercetin-3-O-glucósido (1), luteolin-7-O-glucósido (2), 
kaempferol-3-O-glucósido (4) e isoramnetin-3-O-glucósido (7), siendo menor 
la degradación de estos dos últimos flavonoides. Adicionalmente, no se evi-
dencia una degradación aparente del compuesto crisina-7-O-glicósido (12) ni 
la aparición de nuevas señales cromatográficas que sugieran la presencia de 
las agliconas (figura 8). 

La ausencia de señales cromatográficas correspondientes a las agliconas 
quercetina, luteolina, isoramnetina y kaempferol se puede deber principalmente 
a la inestabilidad de estos compuestos bajo condiciones de pH alto, ya que los 
grupos OH del núcleo estructural de los flavonoides se encuentran ionizados, 
haciéndolos más susceptibles a degradación por oxidación61-62. 

Por último, los resultados obtenidos para los flavonoides del extracto 
optimizado de P. ligularis fueron similares a los reportados para flavonol-gli-
cósidos y algunas agliconas (quercetina, isoramnetina y kaempferol) extraídos 
de Ginkgo biloba. Estos flavonoides, luego de ser evaluados en diferentes 
condiciones de degradación forzada, mostraron que las agliconas presentan 
mayores porcentajes de degradación en medios alcalinos, siendo la quercetina 
más inestable que la isoramnetina y el kaempferol63.

Estabilidad bajo condiciones de 
estrés de oxidación con H2O2
Una vez evaluadas las condiciones 4, 3, 2, 1 presentadas en la tabla 4 para 
determinar la estabilidad de los flavonoides bajo condiciones de estrés por 
oxidación con H2O2, no se alcanzó un porcentaje de degradación significativa 
del CFT. Al analizar el perfil cromatográfico después de someter el extracto a 
la condición más drástica (H2O2 al 30 % por 24 horas y temperatura ambiente), 
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se encontró que este era similar al perfil obtenido bajo condiciones de hidrólisis 
neutra, es decir, que se presentaron incrementos en las señales correspondientes 
a los flavonoides monoglucosilados (1, 2, 4, 7 y 12) y degradación casi total de 
las señales 3, 8, 9, 10 y 13 debido a la hidrólisis de los sustituyentes malonil o 
acetil de la glucosa unida al núcleo flavonoide (figura 10). 

La estabilidad de los flavonoides O-monoglucosilados frente a la oxidación 
por H2O2 puede explicarse desde las características propias de las estructuras 
de estos compuestos. Los flavonoides deben su gran poder antioxidante a la 
capacidad que tienen de ceder con gran facilidad átomos de H (generalmente 
del anillo A y B) para estabilizar especies reactivas de oxígeno (ERO), convir-
tiéndose de esta manera el flavonoide en un radical libre más estable debido 
a la deslocalización del electrón dentro de los anillos aromáticos y llevando 
finalmente a su oxidación (figura 9). Así mismo, la localización de los grupos 
OH en la estructura del flavonoide afecta la capacidad para ceder dichos pro-
tones, por ejemplo, la presencia de diferentes grupos hidroxilo ubicados en las 
posiciones 3′-, 4′- y 5′- (anillo B) o 3- y 5- (en los anillos A y C, respectivamente) 
mejora la capacidad antioxidante del flavonoide y por ende su estabilidad64. 

Sin embargo, es importante resaltar que la unión de azúcares al núcleo 
flavonoide en estas posiciones limita la capacidad de ceder protones al medio 
para la estabilización de ERO65. Por ende, flavonoides glicosilados como quer-
cetin-3-O-glucósido (1), luteolin-7-O-glucósido (2), kaempferol-3-O-glucósido 
(4), isoramnetin-3-O-glucósido (7) y crisina-7-O-glicósido (12) son menos 
susceptibles a degradación por presencia de agentes oxidantes como el H2O2. 

Finalmente, con base en los resultados se concluye que el extracto 
optimizado de hojas de P. ligularis es prácticamente estable bajo condiciones de 
estrés por oxidación. 

Fotoestabilidad
Una vez sometido el extracto optimizado de P. ligularis a las condiciones más 
drásticas propuestas por Singh y Bakshi, los flavonoides no sufrieron una 
degradación significativa ni se evidenciaron cambios en el perfil cromatográfico 
que sugirieran la degradación de estos compuestos (figura 10). Por ende, se 
clasifica el extracto optimizado como fotoestable.
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Figura 10. Variaciones en el perfil cromatográfico del extracto optimizado de P. ligularis con 
respecto a condiciones de degradación forzada por hidrólisis. 
Nota: rojo: extracto optimizado por EAU; azul: hidrólisis neutra; morado: degradación por 
H2O2; naranja: fotoestabilidad. 

Conclusiones 

El uso de la metodología de superficie de respuesta permitió establecer las 
condiciones experimentales requeridas para extraer el mayor contenido de 
flavonoides totales de las hojas de P. ligularis mediante el método de extracción 
asistida por ultrasonido. Dichas condiciones correspondieron a: solvente de 
extracción: etanol al 63 %, tiempo de extracción: 33 minutos, temperatura: 
70 °C y relación droga-solvente: 1:20. Como resultado, el extracto optimizado 
presentó CFT de 59,76 mg eq. de isoquercetina/g de extracto seco, valor que 
al ser comparado con el CFT del extracto acuoso obtenido por infusión es 
superior en un 33 %.

Como parte de la evaluación de la actividad, los ensayos de capacidad 
antiglicante y de toleración a la glucosa mostraron que el extracto optimizado, 
con respecto al CFT, tiene mejores resultados que el extracto acuoso frente a 
la inhibición de productos de glicación no enzimática de proteínas y disminu-
ción de los niveles de glucosa en sangre en ratones Swiss ICR expuestos a una 
sobrecarga oral de glucosa. 
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Finalmente, se estableció, mediante la cuantificación del CFT y el análisis 
de los perfiles cromatográficos, que los flavonoides malonil/acetil-glicosilados 
del extracto optimizado sufren un proceso de degradación por hidrólisis del 
grupo malonilo o acetilo de la unidad de glucosa, lo cual hace que el extracto 
optimizado sea clasificado como lábil bajo condiciones de hidrólisis neutra 
y muy lábil cuando es sometido a condiciones de hidrólisis ácida e hidrólisis 
alcalina. Por el contrario, se clasificó como estable bajo condiciones de estrés 
por presencia de un agente oxidante como el H2O2, y fotoestable. 
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E
l presente libro es fruto de la investigación interdis-
ciplinaria entorno a las hojas de Passiflora ligularis 
(granadilla) con fines medicinales, entre los grupos de 
investigación Principios Bioactivos de Plantas Medicina-

les del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de 
Colombia, Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales 
Marinos y Frutas de Colombia del Departamento de Química de 
la Universidad Nacional de Colombia y el Grupo de Investigación 
en Fitoquímica de la Pontificia Universidad Javeriana, con apoyo 
del Ministerio de Ciencia, Tecnología e Innovación de Colombia. 
A lo largo de estas páginas, se resumen algunos de los resultados 
y avances más destacados de estos grupos de investigación en 
cuanto a la caracterización química de las hojas de esta especie 
dando énfasis a los flavonoides y saponinas, al estudio in silico, 
in vitro e in vivo de su actividad farmacológica, principalmente 
como hipoglicemiante y antinflamatorio, al desarrollo de meto-
dologías analíticas precisas, exactas y reproducibles que permi-
tan la completa caracterización del extracto optimizado obtenido 
como un ingrediente activo promisorio para el desarrollo de pro-
ductos fitoterapéuticos, etapa actualmente en progreso.

	 Se pretende que esta publicación permita la divulgación 
técnica y científica de los resultados de varios años de estudio con 
el fin de dar valor agregado a los cultivos de Passiflora ligularis, 
una planta de gran interés comercial debido a sus frutos y cuyas 
hojas en la actualidad son simplemente un subproducto de su co-
secha, desconociendo el potencial terapéutico de las mismas y la 
posibilidad de convertirse en un materia prima para la obtención 
de productos fitoterapéuticos estables, seguros y eficaces.
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