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Presentacion

La investigacién interdisciplinatia en el estudio de productos naturales con fines
medicinales es la piedra angular para lograr un avance significativo en esta area
tan valiosa e importante para nuestro pafs, el segundo mas biodiverso del mundo.

Durante muchos afios, se han estudiado las plantas como fuente de
principios activos, que han sido aislados y posteriormente sintetizados como
farmacos para el desarrollo de medicamentos usados en el tratamiento de
diversas patologias; tal es el caso de la artemisinina, la quinina y el acido sali-
cilico, entre otros.

Sin embargo, en afios mas recientes, las plantas medicinales se han
entendido de una manera mas 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 accién farmacoldgica (derivados de efectos en la farmacocinética y
la farmacodinamia). De esta forma, llegb también la necesidad de lograr una
mejor caracterizacioén de estos extractos con el fin de producir medicamentos
seguros, eficaces y de calidad.

Con esto en mente, hace aproximadamente 20 afios, el grupo de inves-
tigacion Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales Matinos y Frutas
de Colombia ha trabajado de la mano con el grupo de investigacién Principios
Bioactivos de Plantas Medicinales en el estudio quimico y farmacoldgico de posi-
bles compuestos, fracciones y extractos de origen natural con fines terapéuticos.
En afios mas recientes, junto con el Grupo de Investigacion en Fitoquimica
de la Pontificia Universidad Javeriana, se ha profundizado en el desarrollo de
métodos analiticos que permitan realizar una caracterizaciéon completa de la
composicion del extracto; y ante la necesidad de tener extractos estandarizados
y llegar a la propuesta de productos fitoterapéuticos caracterizados, el grupo de
investigacioén Sistemas para Liberacion Controlada de Moléculas Biologicamente
Activas se ha unido a este equipo de trabajo. Aunque este es el equipo base de
un gran nimero de nuestros trabajos de investigacion, siempre hemos contado
con el apoyo de otros grupos de investigacion a nivel nacional e internacional
en areas complementarias.
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Han sido varios los productos marinos y plantas que hemos estudiado
en conjunto, principalmente los 6rganos de plantas frutales que son considera-
dos subproductos o residuos de cosecha, como las hojas de la badea (Passiflora
guadrangnlaris), granadilla (Passiflora ligularis), gulupa (Passiflora edulis vax. edulis) y
curuba (Passiflora tripartita), ademas de los calices de la uchuva (Physalis pernviana).
Este libro resume algunos de los avances de investigacion realizados por este
equipo durante varios afios en torno a las hojas de la granadilla (Passiflora lignlaris).
Estudios que se han enfocado a contribuir al desarrollo de un producto fitote-
rapéutico, en el que estamos avanzando de manera sostenida.

En el capitulo 1 se describe la composicién quimica del extracto de las
hojas de P. /ignlaris y se muestra la evaluacion i silico e in vitro de los compuestos
mayoritarios de dicho extracto sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa,
enzimas intestinales que han sido identificadas como un blanco importante
para el tratamiento de la diabetes mellitus.

En el capitulo 2 se muestran los resultados de la evaluacion de la acti-
vidad antiinflamatoria del extracto acuoso, de la fraccién butandlica y de siete
compuestos aislados de las hojas de P. /igularis. Esta actividad farmacolégica
fue evaluada teniendo en cuenta que la inflamacién es un proceso presente en
un gran numero de patalogias, en especial en sindromes complejos como lo
es la diabetes mellitus.

Con base en los estudios quimicos y farmacolégicos presentados en los
primeros dos apartes, en el capitulo 3 se evalud 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 ademas algunos de sus
mecanismos de accion.

Una vez identificados los flavonoides como los compuestos activos
(hipoglocemiantes) del extracto evaluado, en el capitulo 4 se desarrollaron
dos metodologias analiticas que permitieran la caracterizacién del extracto y la
correcta cuantificacion tanto de los flavonoides totales como de los mayoritatios.

Considerando que la investigacién presentada en este libro esta orien-
tada a contribuir en el desarrollo de un producto fitoterapéutico, y que para
esto es necesario tener un extracto completamente caractetizado, el capitulo
5 presenta no solo la obtencién de un extracto estandarizado, sino también la
optimizacién 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 Aragon Novoa, Ph. D.
Profesora titular

Departamento de Farmacia
Universidad Nacional de Colombia
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Introduccion

Las glucosil-hidrolasas pertenecen a un grupo de enzimas que se caracterizan
por catalizar la hidrolisis de carbohidratos, y que se encuentran ampliamente
distribuidas en diferentes procesos biologicos'. Estas enzimas desempefian
un papel clave en el metabolismo de carbohidratos, puesto que representan la
primera via de degradacion facilitando su absorcion'. Es asi como estas enzi-
mas se han perfilado como dianas biolégicas de interés para el tratamiento de
la diabetes, y cuentan actualmente con diferentes inhibidores usados a nivel
clinico®. No obstante, los petfiles de seguridad de algunos de estos firmacos se
caracterizan por un gran numero de efectos adversos?, por lo que la busqueda
de alternativas mas 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 inhibicién enzimaticos”.

Un gran nimero de reportes evidencian que compuestos polifendlicos,
terpenos, alcaloides, quinonas, entre otros productos naturales, han presen-
tado inhibicién de la actividad catalitica de enzimas como la a-glucosidasa y
la c-amilasa’. Dentro de estos grupos de compuestos, son los flavonoides los
que poseen un mayor numero de reportes de actividad inhibitoria e incluso
cuentan con estudios de relacién estructura-actividad (SAR). Estos ultimos
han permitido establecer algunas caracteristicas estructurales de los flavonoides
que favorecen la unién al sitio activo’™. Con respecto a los compuestos de tipo
terpénico, se han reportado diferentes triterpenos, esteroides y saponinas con
esta actividad®. Tanto los flavonoides como las saponinas son de interés para el
estudio aqui descrito, puesto que son compuestos frecuentemente encontrados

Estudio in silico y evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria  +17
de flavonoides y saponinas identificados en hojas...



en especies del género Passiflora, un género de gran interés econémico y cultural
en paises de la region andina como Colombia™®.

En el caso de Passiflora lignlaris (conocida como granadilla) se han iden-
tificado tentativamente al menos 14 compuestos polifendlicos, que incluyen
flavonoles, flavonas, flavonoides O-glicosidados y esterificados; ademas de al
menos 4 saponinas de nucleo tipo lanostano”®. Estos hallazgos representan
evidencia base para el direccionamiento de investigaciones en la busqueda de
inhibidores de glucosil-hidrolasas a partir de esta especie. Sin embargo, las
estrategias tradicionales de purificacién y evaluacion de la actividad biolbgica
representan procesos arduos que muchas veces se materializan en esfuerzos no
aprovechables; esto es particularmente cierto silos compuestos son minoritarios
(como es el caso de flavonoides en esta especie)®. De esta forma, métodos de
screening alternativos se han venido implementando como estrategias de iden-
tificacién de compuestos bioactivos a partir de fuentes naturales’. Algunos de
estos métodos son los estudios computacionales, los cuales se han posicionado
como herramientas de prediccién de interacciones moleculares entre moléculas
y dianas biologicas de interés; y es por ello por lo que actualmente representan
herramientas potentes en la bisqueda, identificacién y optimizacién de farmacos'.

Este capitulo presenta los resultados y conclusiones de un estudio de
acoplamiento molecular que pretendié establecer aquellos compuestos iden-
tificados en hojas de P. Zgularis con mejores predicciones de interaccion frente
a los sitios activos de las estructuras tridimensionales de las enzimas a-amilasa
pancreatica porcina, y la subunidad N-terminal de la a-glucosidasa (glucomaltasa)
intestinal humana. Por dltimo, los estudios computacionales se correlacionaron
con la actividad inhibitoria de algunos compuestos, mediante la determinacién
de los valores de IC, in vitro contra ambas enzimas.

Metodologia

Reactivos y equipos

En los ensayos de inhibiciéon enzimatica se emplearon los reactivos a-D-glu-
copiranésido (pNPG) N1377, acarbosa A8980, polvo intestinal de rata (en
acetona) 11630, alfa amilasa de pancreas porcino (PPA) A3176, almidén azul
Sigma-Aldrich S7776, TRIS base, K, HPO,, y KH,PO,, adquiridos a Sigma-Al-
drich (San Luis, EE. UU.). Los estandares de referencia usados fueron: quer-
cetina-3-0-B-glucésido (Sigma, > 98 %), kaempferol-3-O-8-glucosido (Sigma,
> 97 %), (-)-catequina (Sigma, > 95 %), y crisina (Fluka, > 98 %). La identidad
y puteza de los compuestos de referencia se verifico por RMN-'H y HPLC-MS.
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Para el procesamiento de las muestras se usé una microcentrifuga
refrigerada Hettich D-78532 (Tuttlingen, Alemania), y el lector de microplacas
BIORAD modelo 550 fue empleado en la determinacién de la absorbancia.
Para la obtencién de la solucién de a-glucosidasa, a partir de extracto aceténico
de intestino de rata, se usé un sonicador Qsonica (Melville, EE. UU.). En la
incubacién de las muestras se utilizé una incubadora con agitacion (Polimax
1040, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Alemania). Para
los estudios de acoplamiento molecular se utiliz6 un equipo ASUS VivoBook
X524U, Intel (R) Core™ i8-8550U CPU 4.0 GHz x64, memotia RAM de 12.0
GB, con sistemas operativos Windows10 y Linux (Ubuntu).

Estudios de acoplamiento molecular

Seleccion de las estructuras 3D de las

enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

Las estructuras de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa se descargaron de la
base de datos Protein Data Bank (PDB)"". 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 resolucién de la estructura cristalografica.

Preparacion de las estructuras 3D de las

enzimas para el acoplamiento molecular

El desarrollo del preprocesamiento de los archivos de las estructuras proteicas
seleccionadas se ejecuto a través de la herramienta Protein Preparation Wizard
del software académico Maestro 11.5'" Esta herramienta permite hacer correc-
ciones a la estructura mediante la adicién de hidrégenos, 6rdenes de enlaces,
correccion de los estados de protonacién de los aminoacidos de acuerdo con
el pH (pH=6,8), remocién de moléculas de agua, seleccion de tautémeros,
eliminacién de subunidades proteicas, entre otros.

Preparacion de las estructuras de los ligandos

Las estructuras 3D de los metabolitos aislados de P. /gu/aris fueron construidas
con base en las estructuras identificadas en trabajos previos”®. Este proceso se
realizé mediante la modelacion en 3D de las estructuras en el soffware Maestro
11.5, cuidando la asignacién de la estereoquimica en los centros asimétricos
y los estados de ionizacion de acuerdo al pH de los bioensayos (6,8)'% En el
caso de metabolitos cuya estereoquimica no ha sido elucidada en su totalidad
(saponinas), se generaron todos los diasteroisémeros para su evaluacion frente
a las enzimas de estudio.
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Determinacion y validacion del protocolo
de acoplamiento molecular
El proceso de acoplamiento molecular se llevé a cabo usando el soffware Auto-
Dock Vina 1.1.2 (ADV)". Los archivos de entrada, tanto de las proteinas como
de los ligandos, se prepararon mediante el uso del paquete de herramientas
MGLTools, especificamente la herramienta AutoDockTools 1.5.6 (ADT)™. Los
parametros, como las coordenadas y el tamafio de rejilla, se definieron teniendo
como referencia la ubicacién del inhibidor cocristalizado y la distancia en A
entre los atomos mas distantes de los inhibidores en las estructuras proteicas
seleccionadas. Para el caso de la a-amilasa, las coordenadas empleadas fueron
x = 306,03, y = 19,95, z = 59,54, y el tamafio de rejilla de 35 A. Respecto a la
o-glucosidasa, se emplearon las coordenadas x = —20,78,y = —0,7, z = —5,33,
y un tamafio de rejilla de 30 A. Por otro lado, la exhaustividad de busqueda
conformacional correspondio al valor establecido por defecto en el soffware.
Para el proceso de validacion de los parametros se establecieron dos
estrategias: la primera se basé en someter la conformacion del inhibidor coctis-
talizado a un reacoplamiento, mientras que la segunda partié de conformaciones
aleatorias del inhibidor. De esta forma, se pretendié evidenciar qué conjunto
de parametros generaba el mayor grado de similitud (menor valor de RMSD)
conformacional entre las conformaciones resultantes y la conformacién bioac-
tiva del inhibidor cocristalizado.

Acoplamiento molecular y huellas digitales

de interaccion proteina-ligando (protein-

ligand interaction fingerprint, PLIF)

El acoplamiento molecular entre los metabolitos y las enzimas de estudio se realizé
empleando los parametros de docking validados en la seccion anterior. La huella
digital de interacciones o #uteraction fingerprint se establecié mediante el soffware
Maestro 11.5". Este perfil de interacciones muestra el conteo de interacciones que
presentan los ligandos con los residuos de aminodcidos en una distancia menor a
4 A,y se compararon con las interacciones del ligando cocristalizado (molécula
de referencia). Adicionalmente, se usé la métrica de Tanimoto para establecer
la similitud entre los modos de unién de los resultados de los acoplamientos,
de los diferentes ligandos, con los correspondientes ligandos cocristalizados.

Ensayos de actividad inhibitoria sobre las enzimas
a-amilasa y a-glucosidasa de compuestos

identificados en hojas de Passiflora ligularis Juss.

La evaluacién de la actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa pancreatica
porcina y la a-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 butandlicas obtenidas tras un proceso de particiéon. Ademas, en el caso de
los compuestos polifendlicos y saponinas identificados en hojas de P. Jigularis
y disponibles en cantidades suficientes, se calcul6 la concentracién inhibitoria
50 (IC, ). Para esto, se parti6 de una solucién 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 emple6 el sgffware Graphpad para el calculo
de la IC, . Las metodologias de los ensayos de inhibicién enzimatica fueron:

* Inhibicién de la a-amilasa pancreatica porcina.

Se utiliz6 la metodologia descrita por Hansawasdi-Kawabata ez a/'®, modificada
por Rey ¢# al'’, en la cual se determina la actividad enzimatica mediante la
absorbancia a 600 nm generada por fragmentos solubles de dextrinas unidas
al colorante remasol azul producto de la hidrolisis del almidén azul.

* Inhibici6én de la a-glucosidasa obtenida a partir del extracto aceténico
de intestino de rata.

La metodologia empleada fue la desctita por Ayinampudi ef a/."’, modificada
por Rey e al.'®. Esta se basa en la determinacion de la actividad enzimatica
mediante la absorbancia medida a 405 nm por el producto de hidrélisis del
sustrato o-D-glucopirandsido de p-nitrofenilo (pNPG).

Resultados y discusion

En esta seccion se describen los resultados del proceso de busqueda de estruc-
turas 3D de las enzimas o-amilasa y a-glucosidasa. Posteriormente, se presentan
los resultados de los ensayos de validacion que permitieron definir los para-
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.
lignlaris, junto con los diasteroisémeros de la cadena lateral de las saponinas
cuya estereoquimica absoluta no ha sido determinada. Finalmente, se listan los
compuestos seleccionados como mejores candidatos para la inhibicién de estas
enzimas, con base en los resultados tabulados del estudio de acoplamiento, el
perfil de interacciones y los valores de IC, | calculados.
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Seleccion de las estructuras 3D para las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa
La estructura de la a-amilasa pancredtica porcina se buscé mediante el uso
de las palabras claves “pig”’, “alpha amylase”, “acarbose’ y “pancreatic’ en la base
de datos del Protein Data Bank, encontrandose las 4 estructuras presentadas
en la tabla 1. La estructura con cédigo THXO posee la mejor resolucién cris-
talografica (1,38 A). Ademas, los valores de R y R fiee (0,130 y 0,108) indican
una baja desviacién entre el patrén de difraccién modelado y el obtenido
experimentalmente. Por lo tanto, se infiere que la estructura reportada tiene
una buena calidad para estos estudios'. Esta estructura ademas posee como
ligando cocristalizado un pseudo-hexasacarido (PHAC), generado por la
transglicosilacién de subproductos de la reacciéon de hidrélisis de la acarbosa.
Para la busqueda de las estructuras de a-glucosidasa, se emplearon las
palabras claves “ra?’, “alpha glucosidase” y “acarbose”’. Sin embargo, no se encon-
traron estructuras 3D reportadas con estos términos. Por ello, se direccion6 la
busqueda a estructuras 3D con alto grado de homologia 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 homologia respecto a la isomaltasa intestinal de rata (P23739 uniprot
entry), en los valores de resolucién cristalografica (1,9 A), y valores de Ry R
free (0,177 y 0,215), la estructura con cédigo PDB 2QM], correspondiente a la
subunidad N-terminal de la a-glucosidasa (glucomaltosa) intestinal humana,
se empled en los estudios de acoplamiento molecular.

Tabla 1. Estructuras de la o-amilasa pancreatica porcina y de la a-glucosidasa
obtenidas del ppB de acuerdo con los parametros de blsqueda (en
cursiva se resaltan las estructuras usadas en este estudio)

Codigo Nombre Resolucion
PDB (A)

10SE  Potcine pancreatic alpha-amylase complexed with acarbose!’ 2,3

THXO0  Structure of pig pancreatic alpha-amylase complexed with the “truncate” 1,38

acarbose molecule (psendotrisaccharide)”®

1PPIL The active center of a mammalian alpha-amylase. the structure of 2,2
the complex of a pancreatic alpha-amylase with a carbohydrate
inhibitor refined to 2.2 angstroms resolution?

1JFH Structure of a pancreatic alpha-amylase bound to a substrate 2,03
analogue at 2.03 angstrom resolution®

20M] Crystral structure of the N-terminal subunit of human maltase-glucoamylase 1,9
in complex: with acarbose

3TOP  Crystral structure of the C-terminal subunit of human maltase- 2,0
glucoamylase in complex with acarbose*
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Preparacion de las estructuras proteicas

para el acoplamiento molecular

La figura 1 presenta las estructuras tridimensionales de las enzimas a-amilasa
(1HXO0) y a-glucosidasa (2QM]) después de su preparacion con la herramienta
Protein Preparation Wizard. El pH seleccionado para generar los estados de

ionizacién de los residuos fue de 6,8, puesto que este es el de maxima actividad
16, 25

enzimatica y el que se emple6 en los bioensayos 7 vitro

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 a-amilasa pancreatica porcina codigo PpB THXO0, b) estructura
subunidad N-terminal de la a-glucosidasa intestinal humana codigo PDB 2QMm).

Nota: los sitios de union del ligando se esquematizan mediante superficie de
Van der Waals.

Preparacion de las estructuras de los ligandos

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

Las saponinas (ligularésidos B-D) no cuentan con la determinacién
de la estereoquimica absoluta de los centros quirales de la cadena lateral’.
En el caso del ligularésido A, la configuracion relativa estd determinada para
los centros estereogénicos de la cadena lateral a través de experimentos de
RMNP. La figura 2 presenta las estructuras 3D de las saponinas propuestas por
Meneses-Macias’, numerando los carbonos quirales de la cadena lateral. No
obstante, Meneses-Macias aclara que no se conoce toda la informacién sobre
la estereoquimica de los centros asimétricos de la cadena lateral. Ante esta falta
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de informacién, se decidié modelar la estructura de todos los diasteroisémeros
posibles, la cual se presenta con detalle en la tabla 3. En ella solo se enlistaron
aquellos energéticamente viables.

Tabla 2. Listado de metabolitos de hojas de P. ligularis usados en el estudio de
acoplamiento molecular frente a las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Se tuvo en
cuenta la protonacion al pH de trabajo de los ensayos de inhibicion enzimatica

N.e del

compuesto Nombre Estructura 2D
Z
HO. 0. N |
1 Crisina |
2 (-)-Catequina
OH
3 Quetcetina-3-0-§3- 8 . i

glucésido

0.
o
o
HO oH

OH o
A g4
o)
H 0. 0.
4 Luteolin-7-O-B-glucésido o O | 0

Quercetin-3-O-(6"- °
5 . .
malonil)-glucésido 0
5 Kaempferol-3-O- o

glucésido

oH

7 Apigenin-7-O-glucésido " T O °
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N.e del

compuesto Nombre Estructura 2D
Isoramnetin-3-O-

8 .
glucésido
Kaempferol-3-O-(6"-

9 - .
malonil)-glucésido
Isoramnetin-3-0-(6"-

10 . -
malonil)-glucésido

11 Crisin-7-O-B-glucésido

12 Apigenina

13 Kaempferol
Crisin 7-O-3-(67-acetil)-

14 L.
glucésido

15 Ligularésido A
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N.2 del

compuesto Nombre Estructura 2D

16 Ligularésido B

17 Ligularésido C*

18 Ligularésido D*
Luteolin-6-C-o-1.-
ramnopiranosil-(1—2)-
(6”-O-acetil)-3-D-

19 ..
glucésido. Control
positivo.

AC Acarbosa

PHAC Psendo-hexasacirido

derivado de acarbosa

2Diasteroisomero representado por Meneses-Macias’.
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Figura 2. Estructuras de las cadenas laterales de las saponinas identificadas por Mene-
ses-Macias’ en hojas de Passiflora ligularis: R1 ligularosido A (15), R2 ligulardsido B (16),
R3 ligularosido C (17) y R4 ligularosido D (18).

Tabla 3. Diasteroisomeros modelados para los compuestos 15-18

Estereoquimica absoluta modelada

Compuesto Codigo diasteroisomero €20 22 C24 C25
15 15.1 R R N. a. N. a.
16.1 R R R N. a.
16 16.2 R R S N. a.
17.1 R R R R
17 17.2 R R S R
18 18.1 R R R k)
18.2 R R S K}

Nota: se describe la estereoquimica 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.

Determinacion y validacion del protocolo
de acoplamiento molecular

a-Amilasa

El alineamiento entre la conformacién energéticamente mas estable del ligando
sometido a “re-docking’ y la conformacién del ligando cocristalizado arrojé un
RMSD de 8,198 A. Este valor es alto, y se considera aceptable para un ligando
de gran tamafio y con un gran nimero de enlaces rotables como es el caso del
PHAC, siempre que se mantenga la misma orientaciéon. No obstante, con el
objetivo de visualizar el impacto de cambios en las coordenadas y dimensiones
de la rejilla, se evaluaron otros parametros de rejilla presentados en la tabla
4. Estos resultados permitieron establecer que el conjunto de coordenadas y
dimensién de la rejilla denominada como “P3” produce el conférmero que
mejor asemeja la conformacion del ligando cocristalizado.
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Tabla 4. Parametros de la rejilla empleada en el protocolo de
validacion del acoplamiento para la enzima a-amilasa.

Tamafo (A)

Codigo Coordenadax Coordenaday Coordenadaz Direcciones X, RMDS (A)
Y,z

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 8,08

Nota: el ligando corresponde a un pseudo-hexasacarido derivado de acarbosa (PHAC).

La superposicion de los resultados del acoplamiento entre conférmeros

aleatorios del ligando coctistalizado y su conformacién experimental permitieron
evidenciar que la mayotfa de los angulos diedros de los enlaces se conservan y las
conformaciones superpuestas son similares. Todo esto muestra que el modelo
permite predecir la interaccién entre el ligando y el sitio activo de la enzima.

o-Glucosidasa

De acuerdo con los datos recopilados en la tabla, se encontrd que el conjunto

de coordenadas y tamafio de la rejilla denominado P2 reproduce de mejor
manera la conformacién del ligando coctristalizado. Al igual que en el caso
anteriot, se encontraron valores de RMSD altos para el re-docking de la acarbosa
cocristalizada en la estructura 2QMJ; esto se explica por el nimero de enlaces
rotables y la remocién de moléculas de agua.

Tabla 5. Parametros de la rejilla empleada en ensayos de validacion del
protocolo de acoplamiento para la enzima a-glucosidasa

. Coordenada  Coordenada Coordenada Tamafio (A) o
Codigo y z direcciones x, y, z RMDS (A)
P1 20,78 —6,7 -533 30 7,6706
P2 —20,78 6,7 5,33 25 73770
P3 20,78 —67 533 35 17,0189
P4 ~18,95 52 433 30 74858
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Nota: el ligando corresponde a acarbosa.
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Acoplamiento molecular y huellas digitales de
interaccion proteina-ligando (PLIF) para los compuestos
identificados de hojas de Passiflora ligularis Juss.

y las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

a-Amilasa

El estudio de acoplamiento molecular, realizado entre los compuestos de la
tabla 2 y la estructura rigida de la enzima a-amilasa pancreatica porcina THXO0,
permitié identificar que bajo las condiciones modeladas todos los compuestos
interactuan en el sitio activo de la proteina, y los complejos alli formados son
energéticamente viables. La energia de afinidad obtenida fue normalizada al
incluir el numero de atomos pesados, obteniendo el parametro de eficiencia
de ligando®'. Adicionalmente, se tuvo en cuenta el petfil 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 clasificacién
de los diferentes ligandos identificados en hojas de P. ligularis.

De esta forma, mediante los valores recopilados en la tabla 6 se identi-
fic que todos los compuestos de naturaleza polifendlica poseen una eficiencia
tedrica del ligando superior al PHAC (-0,18 kcal*atomo/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*itomo/mol) con los compuestos identificados en
P. lignlaris se encontré la misma tendencia. Los resultados obtenidos muestran
que la mayorfa de los compuestos estudiados interactiian con los aminoacidos
del sitio activo de la enzima, incluyendo los residuos Asp197, Glu233 y Asp300
de la triada catalitica descrita por Qian ef a/*. Es importante resaltar que no se
identificaron interacciones electrostaticas relevantes entre los grupos ionizables
de los compuestos y los aminodcidos presentes en el espacio de busqueda. Por
lo tanto, las interacciones de tipo puente de hidrégeno fueron consideradas
de mayor relevancia para la seleccién de los mejores candidatos. Sin embargo,
también se identificaron interacciones con aminoacidos necesarias para la
estabilizacion y reconocimiento del sustrato, como interacciones hidrofébicas™.

La cuantificaciéon de la similitud de los patrones de interaccion gene-
rados por los inhibidores y los compuestos estudiados se realizé mediante el
coeficiente de Tanimoto. Este coeficiente relaciona el nimero de elementos
similares entre los dos conjuntos respecto al nimero de elementos diferentes'?.
De forma puntual, el andlisis de interacciones arrojé que los compuestos de
mayor tamaflo, como las saponinas y algunos flavonoides glicosilados con
ésteres del acido malénico, presentan un patrén de interaccion modelado de
mayor similitud al inhibidor PHAC. En relacién con los flavonoides de un
mismo nucleo estructural, se encontrd que la glicosilacién aumenta el nimero
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de interacciones favorables con los aminoacidos del sitio activo. Por otra parte,
la esterificacion con malonato de los flavonoides O-glicésidos también impacta
en el petfil de interacciones calculado.

Como resultado de la integracién de los datos de eficiencia de ligando y los
perfiles de interaccion, se seleccionaron el ligularésido A (diasteroisémero 15.1,
tabla 3), la quercetina-3-O-8-glucésido (compuesto 3), la luteolina-7-O-B-glu-
césido (4), el kaempferol-3-O-glucésido (6) y a la apigenina-7-O-glucésido (7)
como los compuestos con mayor potencial como inhibidores de la a-amilasa
pancreatica porcina. Las interacciones de algunos de estos compuestos con
aminodacidos del sitio activo se presentan en la figura 3.

Interacciones

. Apilamiento Pi-Pi Puente de hidrogeno
|:I Puente salino i P - convencional
[ Atraccién electrostatica [ Pi-Anién [ Alquil

Figura 3. Representacion grafica 3D y 2D de las interacciones receptor-ligando entre los
compuestos: a-b) pseudo-hexasacarido derivado de acarbosa, c-d) quercetina-3-0-B-glu-
cosido (3), y e-f) ligularosido A (151), y el sitio activo de la estructura de la a-amilasa
pancreatica porcina (1HX0), mostrando los aminoacidos de contacto a 4 A.

a-Glucosidasa

En el caso de los estudios de acoplamiento con la estructura rigida de la subu-
nidad N-terminal de la glucosidasa intestinal humana 2QM], se evidencié que
tanto los compuestos polifendlicos 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 polifendlicos son los que presentan una mayor eficiencia
de ligando respecto a la acarbosa (-0,17 kcal*itomo/mol); mientras que las
saponinas, teniendo en cuenta los diasteroisbmeros previstos, presentaron
valores inferiores. Para esta enzima la triada catalitica corresponde a los resi-
duos Asp203, Asp327, y Asp443%, y se observé que la mayoria de los ligandos
estudiados interactian con los aminoacidos de la triada catalitica. De igual
forma, los ligandos presentaron interacciones con residuos de aminoacidos
claves para la estabilizacién de los ligandos, como: Tyr299, Arg526, Asp542 e
His600, entre otros®.

Los compuestos de tipo saponina son aquellos que presentan mayor
nimero de interacciones, lo cual esta relacionado con su tamafio. El comporta-
miento opuesto se encontrd para los compuestos polifendlicos sin glicosilacion
(como el 1y el 2), en los que, aunque se presentaron menotes interacciones,
se encontr6 una mayor eficiencia de ligando. En el caso de las saponinas el
efecto de los cambios en la configuracién absoluta de los centros quirales
de la cadena lateral no tuvo un impacto significativo, en contraposicién a lo
observado con la a-amilasa. En conjunto, los compuestos que presentaron
valores de eficiencia de ligando superiores a la acarbosa, e interacciones de
puentes de hidrégeno con uno o mas aminoacidos de la triada catalitica, fueron:

525, Agpas ARG202
RP406, ARG526 ’(QSPQOS

Figura 4. Representacion grafica 3D y 2D de las interacciones receptor-ligando entre los
compuestos: a-b) acarbosa, c-d) quercetin-3-0-(6"malonil)-glucosido (5) y d-e) apige-
nina-7-0-glucosido (7), y el sitio activo de la estructura de la subunidad N-terminal de
la glucosidasa intestinal humana (2am)), mostrando los aminoacidos de contacto a 4 A
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quercetin-3-O-(6"malonil)-glucésido (5), apigenina-7-O-glucésido (7), kaemp-
terol-3-O-(6malonil)-glucdsido (9), e isoramnetin-3-O-(6"malonil)-glucésido
(10). Lo anterior indica que la esterificaciéon con malonato podtia repercutit
en el nimero de interacciones efectivas para la formacién del complejo ligan-
do-receptor. La figura 4 esquematiza las interacciones de algunos de estos
compuestos con los aminodacidos del sitio activo de la enzima.

Tabla 6. Datos del acoplamiento molecular y analisis de similitud de la
interaccion ligando-proteina entre la o-amilasa pancreatica porcina 1HX0 y
los ligandos identificados en hojas de P, ligularis, PHAC, y compuesto 19
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PHAC Pseudo- -11,7 65 -0,18  Trp59, GIn63, N. a. 0,369
hexasacérido. Val163, Gly164,
Corresponde Leul65, Arg195,
al ligando Ala198, Lys200,
cocristalizado His201, Glu233,
Glu240, His299,
Asp300, His305
1 Flavonoide no -89 19 -0,46  GIn63 0,346 0,512
glicosilado
2 Flavonoide no -9,0 21 -0,43  Asp197 0,346 0,694
glicosilado
3 Flavonoide -8,7 32 -0,26  GIn63, Argl195, 0,519 0,500
O-glicosilado Asp197, Asp300
4 Flavonoide -9,7 31 -0,31  GIn63, Asp197, 0,346 0,788
O-glicosilado Asp356
5 Flavonoide -9,1 39 -0,23  Argl95, Val234 0,571 0,430
O-glicosilado
esterificado con
malonato
6 Flavonoide -82 32 —0,26  Arg195, Lys200, 0,630 0,383
O-glicosilado Glu233
7 Flavonoide -9,9 31 —-0,32  Ser105, Asp197 0,496 0,492
O-glicosilado
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8 Flavonoide 82 34 -0,24  Trp59, Gln63, 0,414 0,368
O-glicosilado Asp197, Glu233,
9 Flavonoide -9,0 38 -0,24  GIn63 0,630 0,493
O-glicosilado
esterificado con
malonato
10 Flavonoide -8,6 40 -0,22  Glu233, 1le235, 0,429 0,250
O-glicosilado Asp300
esterificado con
malonato
1 Flavonoide -9,6 30 -0,32 His201 0,481 0,366
O-glicosilado
12 Flavonoide no -9,0 20 —0,45  Asp197 0,385 0,750
glicosilado
13 Flavonoide no -89 21 -0,42  GIn63 0,385 0,787
glicosilado
14 Flavonoide -9,6 33 -0,29  GIn63, Gly164 0,483 0,431
O-glicosilado
esterificado con
acetato
15.1 Saponina -10,6 60 —-0,18 Tyr151, Argl95, 0,698 0,353
Glu233, Asp300
16 Saponina -92 59 -0,16  Asp197, Asp300, 0,385 0,355
Trp357
16 Saponina -10,3 59 -0,17 Try151, Lys200 0,586 0,360
171 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 Tryl51, Lys200 0,586 0,369
19 Flavonoide -92 45 —0,20  GIn63, Asp197 0,369 N. a.
C-glicosilado
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Tabla 7. Datos del acoplamiento molecular y analisis de similitud de la interaccion
ligando-proteina entre la subunidad N-terminal de la glucosidasa humana 2am) y los
ligandos identificados en hojas de P. ligularis, sinigrina, acarbosa y compuesto 19
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Acarbosa  Pseudo- -7,5 44 —0,17  Asp203, Asp327, N.a. 0,530
tetrasacarido. Met444, Arg520,
Compuesto Asp542, His600
coctristalizado
1 Flavonoide no =73 19 —0,38 Metd44 0,350 0,391
glicosilado
2 Flavonoide no  -74 21 —0,35 Arg526, Asp542 0,400 0,464
glicosilado
3 Flavonoide =79 32 -0,24  Arg526, GIn603 0,500 0,543
O-glicosilado
4 Flavonoide -82 31 -0,23  Arg202, Arg526, 0,524 0,382
O-glicosilado Asp542
5 Flavonoide -7,6 39 —0,19  Asp203, Thr205, 0,650 0,573
O-glicosilado Asp327, Arg526
estetificado con Tyr605
malonato
6 Flavonoide -78 32 0,24 'Thr205, Arg526, 0,524 0,569
O-glicosilado Asp542
7 Flavonoide -8,0 31 -0,26  Asp203, Thr205, 0,469 0,444
O-glicosilado Asp327, Asp443
8 Flavonoide -7,0 34 -0,21  Arg526 0,473 0,407
O-glicosilado
9 Flavonoide -8,1 38 —-0,21 Thr205, Asp443, 0,364 0,542
O-glicosilado Asp542
esterificado con
malonato
10 Flavonoide -7,7 40 -0,19  Asp203, Asp327, 0,636 0,378
O-glicosilado Asp443, Arg526

esterificado con
malonato
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1 Flavonoide -84 30 —0,28  Asp542 0,450 0,354
O-glicosilado
12 Flavonoide no  -7,5 20 -0,38  Arg526, Asp542, 0,400 0,372
glicosilado GIn203
13 Flavonoide no =73 21 —0,35 Asp443 0,400 0,392
glicosilado
14 Flavonoide -82 33 -0,25 Thr205 0,579 0,457
O-glicosilado
esterificado
con acetato
15.1 Saponina -8,1 60 —0,14  Asp203, Asn207, 0,500 0,477
Asn209, Asp327,
Asp443, Lys480,
Arg526, Asp542,
GIn603
16.1 Saponina -78 59 —0,13 'Thr205, Thr544 0,250 0,341
16.2 Saponina -78 59 -0,13  Asp474, Lys480, 0,478 0,329
Arg526
171 Saponina -79 60 —0,13  Asn204, Thr544, 0,280 0,345
Asp549
17.2 Saponina -7,8 60 —0,13  Asp452, Lys480 0,565 0,411
18.1 Saponina -78 60 -0,13  Arg202, Asp474 0,583 0,388
18.2 Saponina 7,7 60 -0,12 'Thr205 0,148 0,215
19 Flavonoide -84 45 -0,19  Arg526 0,530 0,542
C-glicosilado
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Ensayos de actividad inhibitoria in vitro de compuestos
identificados en hojas de Passiflora ligularis Juss.

sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

La composicion del extracto polar de hojas de P. Jignlaris abarca diferentes tipos
de compuestos, como carbohidratos, aminoacidos, flavonoides, saponinas, entre
otros. En este ensayo se incluyeron los flavonoides crisina (1), catequina (2),
quercetina-3-0-f-glucésido (3), kaempferol-3-O-3-glucésido (6), crisin-7-O-3-
(6”-acetil)-glucosido (14), y la saponina ligularésido A (15). La seleccion de estos
compuestos se realizé con base en los resultados de un estudio metabolémico
que establecié que sefiales de "TH-RMN en la regién aromatica y alifatica estan
posiblemente relacionadas con la actividad inhibitoria de los extractos®. Por
otra parte, como control positivo se usé acarbosa. Estos datos experimentales
in vitro buscan validar los resultados de las secciones anteriores. En la tabla 8
se resumen los valores de IC, 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 a-glucosidasa, presente
en el extracto de intestino de rata, y a-amilasa pancreatica porcina

IC,,
Compuesto a-Glucosidasa a-Amilasa
Crisina (1) > 786,7 uM > 1,57 mM
Catequina (2) > (89,6 uM > 1,37 mM
Quercetin-3-O-B-glucésido (3) 15,37 + 1,05 uM 31,04 + 1,06 pM
Kaempferol-3-O-8-glucésido (6) 1,83 + 0,01 mM 33,45 + 2,45 uM
Crisin-7-O-8-(6"-acetil)-glucésido (14) > 463,78 pM > 873,36 pM

Ligularésido A (15)

> 235,42 pM

409,80 +11,37 uM

Acarbosa (control positivo) 156,6 + 1,11 uM 2341 + 15,9 uM

De acuerdo con los datos de IC, | 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 inhibicién de la a-amilasa respecto al inhibidor acarbosa. No se encontré
inhibicién de la actividad enzimatica, dentro del rango de concentraciones
evaluadas, por parte de otros compuestos polifendlicos como catequina, crisina
y sus derivados. Respecto a las saponinas, el compuesto 15 present6 actividad
inhibitoria frente a la a-amilasa, aspecto que es acorde con los resultados del
acoplamiento molecular. En este punto es importante mencionar que no
se disponia 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 inhibicién de
los flavonoides 3 y 6, se puede inferir que, aunque son minoritarios, la actividad
biolégica puede estar altamente relacionada con su presencia en el extracto.

Los estudios de acoplamiento molecular presentados en las secciones
anteriores muestran la viabilidad ## silico de la formacién de complejos ligan-
do-receptor para la mayoria de los compuestos. No obstante, los valores de
IC, permitieron establecer que la inhibicion de la actividad enzimatica solo es
presentada por algunos compuestos; dentro de estos, los flavonoides con mayor
nimero 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 cientifica comparan la actividad inhibitoria de 44 compuestos
polifendlicos sobre la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces con la estructura
de diferentes compuestos polifenélicos; por ejemplo, los estudios de Proenca
et al® muestran que los flavonoides con dos hidroxilaciones en los anillos A y
B y una en el anillo C son los mas 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
IC, reportados para los flavonoides, tales como los derivados de quercetina,
kaempferol y crisina en diferentes carbohidrasas* . Finalmente, en el caso de
las saponinas no se encontraron estudios relevantes sobre la inhibicién de la
actividad de glucosil-hidrolasas por parte de saponinas con nucleo terpenoidal
tipo lanostano.

Conclusiones

El estudio ## silico tipo acoplamiento molecular permiti6 identificar el ligularésido
A (15), la quercetina-3-0-B-glucésido (3), la luteolina-7-O-B-glucdsido (4) y el
kaempferol-3-O-glucésido (6) como aquellos compuestos que podtian presentar
los complejos energéticamente mas estables con el sitio activo de la enzima a-ami-
lasa; a su vez estos podrian interactuar con aminoacidos claves pata la hidrolisis
de carbohidratos y para el reconocimiento de estos por parte de la enzima. En el
caso de la a-glucosidasa, los compuestos quercetin-3-0O-(6"-malonil)-glucésido
(5), apigenina-7-O-glucésido (7), kaempferol-3-O-(6"-malonil)-glucésido (9)
e isoramnetin-3-(6"-malonil)-glucésido (10) fueron los que el modelamiento
identificé6 como mejores candidatos. Por otro lado, el andlisis del perfil de inte-
racciones de inhibidores reportados para las enzimas, respecto a los compuestos
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identificados en hojas de P. Jignlaris, permiti6 establecer que compuestos tipo
saponina y flavonoides O-glicosilados, con o sin esterificacién con malonato,
presentan un perfil de interacciones similar al mostrado por la acarbosa.

Los valores de IC, obtenidos 7 vitro permitieron validar los resultados
del estudio 7 silico, puesto que los compuestos con valores de IC, | mejores o
cercanos al de acarbosa también presentaron energias calculadas de la forma-
cién del complejo favorables y un buen perfil tedrico de interacciones con los
aminoacidos del sitio activo de las enzimas. Dentro de estos estan: el ligularé-
sido A (15), la quercetina-3-O-B-glucésido (3) y el kaempferol-3-O-B-glucésido
(6). Respecto a la inhibicién de la a-glucosidasa, solo el compuesto querceti-
na-3-0O-B-glucésido (3) present6 un IC, mejor comparado con el compuesto
de referencia, y este flavonoide es el mds promisorio para continuar con
estudios farmacologicos.

Estos resultados permiten sugerir que las hojas de P. /ignlaris son una
fuente promisoria de compuestos con actividad inhibitoria sobre glucosil-hi-
drolasas. Ademds, 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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Introduccion

La inflamacién comprende una serie de procesos fisiologicos de respuesta
adaptativa frente a una lesién de un tejido por un agente externo o propio.
Los procesos inflamatorios permiten el aislamiento y direccionamiento de la
respuesta inmune, y la regeneracion de los tejidos afectados. Por lo tanto, los
tejidos afectados presentan una marcada pérdida de funcionalidad, la cual es
producto de los multiples eventos que se presentan, ya sea de manera aguda o
cronica. Estos eventos abarcan: el dafio celulat, 1a vasodilatacion e incremento
de la permeabilidad capilar, la adhesién celular, la liberacién de sustancias
proinflamatorias que permiten el reclutamiento de células del sistema inmune,
la destruccién de los agentes externos por fagocitosis, la remocién de restos
celulares y la generacién de una red proteica para recuperar el tejido’.

El género Passiflora ha sido estudiado en la modulacién de procesos
inflamatorios en diferentes modelos farmacoldgicos® Este género estd amplia-
mente distribuido en Colombia, con mas de 167 especies, 48 de ellas ubicadas
en la region andina; ademas de ser plantas con importancia en los campos
agticola y ornamental’. Una de las especies més tepresentativas en Colombia
es Passiflora ligularis, conocida cominmente como granadilla, de la cual solo se
consume la pulpa, siendo las hojas un subproducto de su cultivo*. Las hojas
han sido objeto de estudios previos, realizados en nuestros grupos de inves-
tigacion, sobre su actividad antiinflamatoria y su composicién fitoquimica en
flavonoides y saponinas®’. Estos compuestos cuentan con diversos reportes
en modelos de inflamacion'.

De acuerdo con diferentes autores, los procesos inflamatorios se pueden
clasificar en dos componentes, relacionados entre si: 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 microcirculacién, producto de la vasodilatacion de los vasos
sanguineos circundantes, que a su vez alteran la permeabilidad para permitir
la migracién de leucocitos y fagocitos. Por otro lado, los cambios generados
a nivel molecular estin mediados por moléculas mediadoras o efectoras de
los procesos inflamatorios; estos compuestos endégenos pueden exacerbar o
reducir los efectos de la inflamacién en los tejidos'. Asi, se han establecido al
menos 7 grupos de mediadores de acuerdo con sus caracteristicas bioquimicas:

* Aminas vasoactivas

* DPéptidos vasoactivos

* Fragmentos del sistema complemento
* Mediadores lipidicos

» Citoquinas pro- y antiinflamatorias

¢ Quimioquinas

* Enzimas proteoliticas

Estos mediadores estan relacionados entre si a través de diversas vias
metabdlicas, las cuales no solo afectan el tejido dafiado, sino que también pueden
tener otros efectos sistémicos. Las principales vias son: de 4cido araquidénico,
del factor de transcripcion nuclear kB (INF-kB), del 6xido nitrico y las citoquinas
proinflamatorias. Debido a la complejidad de dichas vias, agentes externos y
alteraciones genéticas que impactan en la homeostasis de los procesos infla-
matorios se han relacionado con la aparicion y progresion de un gran nimero
de enfermedades', las cuales a la fecha cuentan con diferentes firmacos para
su tratamiento, como se describe a continuacion:

* Antiinflamatorios no esteroideos (AINE): los AINE inhiben la
actividad de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), lo que
resulta en la disminucién de la formacion de prostaglandinas y trom-
boxanos a partir de dcido araquidénico. De esta forma, al disminuir
la sintesis de prostaglandinas, disminuye el dolor, la inflamacién y
la hipertermia'.

*  Glucocorticoides: estos farmacos 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
produccion de lipocortina, que inhibe la PLA2, la COX-1/COX-2,
y procesos inflamatorios leucocitarios, como la adhesién, migracion
y fagocitosis'.

* Productos biolégicos: dentro de este grupo resaltan los anticuerpos
monoclonales que actian principalmente en la via de las citoquinas
y sus receptores, como en el receptor del TNF-a o en el bloqueo
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directo de la IL-1. Aunque estos farmacos representan una de las
alternativas terapéuticas mas modernas, su cOsto y acceso representan
limitantes para su uso'.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el trabajo de investigacién
presentado en este capitulo tuvo como objetivo establecer la actividad antiin-
flamatoria del extracto acuoso, la fracciéon butandlica y 7 compuestos aislados
de las hojas de Passiflora lignlaris (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 cromatograficas, como HSCCC, HPLC, entre otras; y su estructura
fue determinada a través de técnicas espectroscopicas y espectrométricas. La
evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados mostrd
que la quercetina-3-O-B-glucopiranésido (6) y el ligularésido A (15) podrian
ser los compuestos responsables de la actividad detectada en el extracto crudo
y en la fraccién butandlica. De esta forma se contribuyé a la caracterizacién
farmacoldgica de las hojas de P. /igularis 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 etnofarmacoldgicos
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 4cido salicilico uno de sus principales exponen-
tes'. Dentro de los compuestos con mayor nimero de reportes de actividad
inflamatoria se encuentran los fenoles, terpenos y alcaloides, los cuales actian
mediante diversos mecanismos de acciéon que incluyen la modulacion de la
expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-1b, IL-6, IL-8, GM-CSF y TNF-
), asi como de enzimas mediadoras (MMP-3, MMP-13, iNOS y COX-2) y
catabolitos (NO y PGE)®.

El género Passiflora ha sido ampliamente estudiado como fuente pro-
misoria de compuestos con actividad antiinflamatoria con base en reportes
etnofarmacolégicos y en estudios con modelos farmacoldgicos de extractos de
algunas de sus especies®. En el caso de Passiflora lignlaris, los reportes etnofat-
macolégicos citan el uso de las hojas en cataplasmas para el tratamiento de
contusiones musculates y paperas’.

Adicionalmente, la caracterizacion quimica de este extracto mostré que
contiene compuestos polifendlicos tipo flavonoide, identificando la presencia
de derivados de quercetina, kaempferol y crisina, y de al menos 4 saponinas
con nucleo lanostano'™'!. De estos, los flavonoides son compuestos que han
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sido evaluados en modelos tanto # vitro como n vive y se han sugerido dife-
rentes mecanismos de accién como: inhibicién de enzimas proinflamatorias,
por ejemplo, ciclooxigenasa 2 (COX-2), lipooxigenasa (LPO) y 6xido nitrico
sintasa (NOS)'*™. 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 regulacion en baja de la COX-2".

Esta evidencia indica que los flavonoides y saponinas previamente
identificados en las hojas de Passiflora lignlaris podrian tener actividad antiin-
flamatotia y a su vez estar relacionados con los reportes etnofarmacolégicos
anteriormente descritos para esta especie. Asi, en este capitulo se presentan los
resultados de la actividad antiinflamatoria, evaluada en un modelo de edema de
oreja de raton inducido por TPA, del extracto acuso, de la fraccion butandlica
y de 7 compuestos identificados en el extracto acuoso de hojas de P. /igularis,
los cuales corresponden a: (-)-catequina (2), quercetina-3-O-B-glucésido (3),
kaempferol-3-O-B-glucésido (6), y a 4 saponinas, los ligularésidos A-D (15-18).

Metodologia

Material vegetal y extraccion

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
extraido mediante la técnica de infusién con agua a 90 °C para obtener el
extracto acuoso (332,5 g). Posteriormente, se realizo la particién con butanol
para obtener un total de 91,4 g de fraccién butanolica.

Aislamiento e identificacion de los compuestos

Los compuestos se obtuvieron por diferentes procesos de fraccionamiento de
la fraccion butandlica dadas las caracteristicas de polaridad de las saponinas y
los flavonoides estudiados. El fraccionamiento se realizé empleando principal-
mente dos métodos: cromatografia en contracorriente (HSCCC, por sus siglas
en inglés) y fraccionamiento usando la resina no iénica Amberlite XAD-2. Las
fracciones obtenidas de este proceso fueron sometidas a pasos adicionales de
purificaciéon mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus
siglas en inglés) usando una columna RP-18 (250x25 mm y 10 pm de tamafio
de particula). Las fracciones que presentaron alta pureza de acuerdo con los
analisis por HPLC analitico fueron analizadas por resonancia magnética nuclear
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(RMN, por sus siglas en inglés) y espectroscopia de masas (ME, por sus siglas
en inglés) pata la determinacion de la estructura plana de los compuestos'*'.
La estructura de los compuestos se presenta en la tabla 1; su numeracion esta
acorde a la presentada en el capitulo 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.2 de
compuesto Nombre Estructura 2D
OH
2 (-)-Catequina N oH
OH
OH
3 Quetcetina-3-O-§3- N
glucésido
OH
oH
6 Kaempferol-3-O- N
glucésido
OH
OH
15 Ligularésido A
16 Ligularésido B
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compuesto Nombre Estructura 2D
17 Ligularésido C o
18 Ligularésido D o on

Animales de experimentacion

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realizé empleando el ensayo 7
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 tenfan un peso de 25-30 g y alrededor de 8 semanas de edad. La
alimentacion y agua fue administrada ad /ibitum. Este estudio fue avalado por
el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
Colombia mediante el Acta 16 de 2015.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria
Con el objetivo de establecer el potencial antiinflamatorio de los compuestos,
la fraccion butandlica y el extracto a evaluar, fueron administrados tépicamente
500 pg del tratamiento en la oreja derecha de cada animal. Posteriormente,
se aplicaron en dicha oreja 2,5 ug de TPA. La oreja izquierda no fue tratada
y se empleé como control de cada animal. En el caso del control positivo, se
emplearon 500 pg de indometacina por oreja de animal, y como control nega-
tivo el vehiculo empleado en las diferentes muestras (acetona/etanol 1:1). Los
animales fueron sacrificados 4 horas después de la administracién del TPA y
se tomaron las respectivas muestras de tejido circulares de 5 mm de cada una
de las orejas'S.

La actividad antiinflamatoria se establecié con base en el porcentaje
de inhibicién, el cual relaciona la variacién 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 ecuacion fue
empleada para la determinacién de dicho parametro:

WeWat), -(WtWni)
(WtWni)

% Zﬂ[)l bZ[ Zo,ﬂ = tratamiento ) x1 OO

control

Donde W*es el peso de la seccion de la oreja tratada con TPA, y Wt
es el peso de la oreja no tratada.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé usando analisis unidireccional de la varianza
(ANOVA) seguido por la prueba t de Dunnett para comparaciones multi-
ples. La significacién estadistica se expresa como: * p < 0,05; ** p < 0,01;
*Ex p < 0,001; n. s.: no significativo.

Resultados y discusion

Los resultados de la actividad antiinflamatoria del extracto, la fraccion y los
compuestos se presentan en la tabla 2; estos se expresan como el cambio del
peso de las orejas del ratéon en mg (el peso de la oreja tratada menos el de la
no tratada) y como el porcentaje de inhibicién de la inflamacién. El modelo
empleado de edema auricular inducido por TPA fue seleccionado, entre otros
aspectos, por otros trabajos realizados con saponinas de nucleo lanostano, el
cual corresponde al nicleo identificado en los compuestos 15 a 18".

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

Tratamiento A Edema (mg) + SEM Inhibicion (%) + SEM
Control 6,7+ 04 -

Indometacina 1,4 + 0,3 Hwx 79,2 £ 5,0

Extracto acuoso de hojas 4,71+ 0,1 29,6 £ 1,0

Fraccion butandlica 33 +0,1* 50,9 = 0,8
Ligularésido A (15) 2,9 £ 0,6* 57,3188
Ligularésido B (16) 19,1 £ 0,8##xx N. a.

Ligularésido C (17) 18,2 & 1 4ookor N. a.

Ligularésido D (18) 13,9 & 0,40kkx N. a.
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Tratamiento A Edema (mg) £+ SEM Inhibicion (%) + SEM

Kaempferol-3-O-3- 18,0 & 0,3%+k* N. a.
glucopiranésido (6)

Quercetin-3-0-3- 1,9 £ 0,3%* 77,1+33
glucopiranésido (3)

(-)-Catequina (2) 13,4 £ 0,8%k+* N. a.

Nota: extracto acuoso, fraccion butandlica y compuestos obtenidos de P. ligularis (dosis
500 pg/oreja). Patron: indometacina (500 pg/oreja). Datos expresados como la media +
SEM, n = 10 (ANOVA post-test Dunnet: * P < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,00071).
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 disminucién 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. Especificamente, la administracién del extracto y
de la fraccién butandlica 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 patrén (indometacina), el
cual present6 un porcentaje de inhibicién del 79,2 %. Sin embargo, el hecho
de que los compuestos generaron tanto un aumento como una disminucién
de la variacién de peso respecto al efecto antiinflamatorio del extracto y de la
fraccién, parece indicar que la concentracién de cada uno de estos compuestos
en dichas mezclas podrfa influir en el efecto neto observado.

El porcentaje de inhibicién obtenido para el extracto acuoso (29,6 %)
es congruente con el reportado previamente', el cual corresponde a un valor
menor al 40 % de inhibicién. Ademas, la actividad observada ha sido reportada
para otras especies del género como Passiflora quadrangnlaris, Passiflora edulis var.
edulis'y Passiflora edulis vax. flavicapa. El extracto acuoso de las hojas de P. ligularis
inhibi6 la produccién de citoquinas proinflamatorias y la liberacion de media-
dores como bradicinina, 6xido nitrico, entre otros, en un modelo de pleuresia
causado por carragenina'”®. Respecto a la fraccién butandlica, es importante
resaltar que esta present6 una mayor inhibicién del edema que el obtenido por
el extracto acuoso, lo que indicarfa que los algunos compuestos antiinflama-
torios estan presentes en esta fraccién, y que corresponden a compuestos de
mediana a alta polaridad no i6nicos.

Uno de los compuestos con actividad antiinflamatoria fue el ligularésido
A (15), identificado como uno de los compuestos mayoritarios de la fraccion
butandlica, con base en las areas 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 lateral',
aspecto que podtia estar relacionado con la actividad observada, dado que fue
la tnica que disminuy6 la diferencia de peso entre la oreja tratada con TPA y
la no tratada. El ligularésido A inhibié en un 53,4 % el edema, un resultado
similar al reportado para otras saponinas de nucleo lanostano con actividad
antiinflamatoria'’.

De forma similar, la quercetina-3-O-B-glucopiranésido (3) presentod
un efecto antiinflamatorio, contrario a los dos flavonoides evaluados, siendo
incluso el compuesto mas activo pues presenta un porcentaje de inhibicion
del 77,1 %. El anterior resultado concuerda con un reporte de inhibicién de
este compuesto del 51,2 % del edema plantar, inducido por carragenina en
ratas®. Es de importancia resaltar que la quercetina-3-O-8-glucopiranésido
(3) es también uno de los compuestos mayoritarios de la fraccién butanolica
de P. /igularis (figura 1). Aunque el ligularésido B (16) también corresponde a
uno de los picos mayoritarios del cromatograma, estudios postetriores permi-
tieron comprobar que junto a este coeluyen dos saponinas adicionales que no
pudieron ser aisladas'’.

30

15

201

-y, ——

min)
201 T T T T T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 45.0 49.9

Figura 1. Cromatograma HPLC- ELSD de la fraccion butandlica del extracto acuoso de las
hojas de P, ligularis.
Nota: fase movil: MeCN (A) y H,0 (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 um), detector:
LT- ELsD. (-) Catequina (1), quercetina-3-0-B-glucopirandsido (3), kaempferol-3-0-B-gluco-
piranosido (6), C1: ligularésido B, C.2: ligulardsido C, C.3: ligularosido D, C4: ligulardsido A.
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En relacién con los resultados de los compuestos 1, 3 y 16-18 se evi-
denci6 una actividad proinflamatoria debido al aumento de la diferencia de
pesos en las orejas respecto al grupo de control tratado con el vehiculo. Esta
tendencia podria relacionarse con la estructura pentaciclica en el caso de las
saponinas, ya que otros estudios han demostrado el efecto proinflamatorio de
este tipo de compuestos. Dichos hallazgos estarfan relacionados con un efecto
en la liberacién de 6xido nitrico (NO), TNF-a (factor de necrosis tumoral),
aumento de la enzima mieloperoxidasa, entre otros®. Igualmente, los com-
puestos terpenoidales obtenidos de las familias Euphorbiaceae y ‘Thymelaeaceae
tambien han mostrado ser proinflamatorios®.

No obstante, el hecho de que tanto el extracto como la fraccién butanélica
y otros compuestos presentes en ellos presentaran actividad antiinflamatoria
indica que las diferencias en concentracién de estos compuestos en dichas
mezclas estan relacionados con la actividad biolégica observada. Por lo tanto,
las resultados de esta investigacion proporcionan evidencia de la actividad
antininflamatoria observada a partir de las infusiones de las hojas de P. /igularis.

Conclusiones

El presente trabajo permiti6 establecer la actividad antiinflamatoria del extracto,
la fraccién butandlica y los compuestos quetcetina-3-O-8-glucopiranésido (3) y
ligularésido A (15) presentes en las hojas de Passiflora lignlaris Juss. Estos resul-
tados contribuyen a la bisqueda 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. Zgularis y
formulaciones derivadas de estos.
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Introduccion

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico crénico caractetizado por hiper-
glicemia crénica debido a una deficiencia absoluta o relativa de insulina o por
resistencia a la insulina a nivel celular'. Esta enfermedad sigue siendo uno de los
principales desafios sanitarios a nivel mundial. Se estima que aproximadamente
578 millones de personas tendra diabetes en 2030, y 700 millones de personas
en 2045, siendo la diabetes mellitus tipo 2 el tipo mds comun, diagnosticada
en un 90-95 % de los casos®. Aunque no existe una cura para la diabetes, los
tratamientos farmacolégico y no farmacolégico, como la modificacién de la
dieta y el estilo de vida, ciertamente mejoran el prondstico 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 poblacién de pacientes’.

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 Organizacién Mundial de la Salud
recomendd una mayor investigacion de las plantas medicinales y su efecto en el
tratamiento de la diabetes, ya que con frecuencia se consideran menos téxicas
y libres de efectos adversos; por lo tanto, la busqueda de agentes seguros y mas
efectivos sigue siendo un area importante de investigacién. Algunas plantas y
compuestos naturales, particularmente los flavonoides, han mostrado actividad
antidiabética en estudios 7 vitro e in vive**. Investigaciones previas demostraron
que el flavonoide kaempferitrina puede reducir los niveles de glucosa sérica
en ratas diabéticas, aumentar la captacion de glucosa en el musculo séleo y
estimular la translocacién y sintesis de GLUT4 en los adipocitos. Ademis, se
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reporté un efecto insulino-mimético de la kaempferitrina en la homeostasis de
glucosa’. Otros flavonoides como la rutina también estimulan la captacion de
glucosa en el muisculo séleo mediado por el calcio extracelular y por la activa-
cién de la proteina quinasa II, dependiente de calcio-calmodulina (CaMKIT)®.
El papel antihiperglicémico y secretagogo de insulina del extracto crudo y de
las fracciones butandlicas y acuosas de Baccharis articulata (Lam.) Pers. ha sido
demostrado mediante estudios 7 vivo en los cuales la administracién oral del
extracto y de las fracciones redujo la glicemia en ratas hiperglicémicas. Ade-
mas, la fraccién butandlica, que present6 un alto contenido de flavonoides,
estimul6 la secrecién de insulina exhibiendo un indice insulinogénico similar
al de la glipizida’.

El efecto de P. /ignlaris en 1a homeostasis de la glucosa también ha sido
estudiado, aunque se desconocen todos los metabolitos responsables de dicha
actividad y su mecanismo de acciéon®. Dentro de los metabolitos presentes en
P. lignlaris se encuentran los flavonoides cuyo potencial antidiabético ha sido
demostrado en vatios modelos animales®’. Dentro de los mecanismos repot-
tados para los flavonoides en la homeostasis de la glucosa se encuentran la
estimulacion de la captacion de glucosa en tejidos periféricos, la influencia en
los mecanismos pleiotrépicos de sefializacion de la insulina y la regulacion de
la actividad o expresion de las enzimas limitantes de la velocidad en la via del
metabolismo de los carbohidratos'’.

Los flavonoides kaempferol-3-O-8-glucésido (astragalina) y quercetina
3-0- B-D-glucopiranésido (isoquercetina) son algunos de los compuestos
mayoritarios de P. figularis de los cuales se ha reportado previamente su acti-
vidad antidiabética; por lo tanto, se podria atribuir el efecto de P. Jigularis en la
homeostasis de la glucosa a la presencia de dichos flavonoides®.

En este capitulo se presentan los efectos del extracto acuoso de hojas
de P. fignlaris y de su fraccién etandlica sobre la homeostasis de glucosa, eva-
luados mediante un estudio 7 vivo de tolerancia a la glucosa y de contenido
de glucogeno; a la vez, se propone el mecanismo de accion de los flavonoides
mayoritarios de P. /igularis (isoquercetina y astragalina) mediante estudios 7
vivo € in vitro.
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Metodologia

Preparacion del extracto de hojas

de P. ligularis y de sus fracciones

Las hojas de P. /ignlaris se recolectaron en el municipio de Anolaima, depar-
tamento de Cundinamarca (Colombia). Posteriormente, el material vegetal
se seco a temperatura ambiente y se moli6 utilizando un molino de cuchillas.
El extracto acuoso se obtuvo por medio de infusion del material vegetal con
agua a 90 °C. Para obtener la fraccién etandlica, el extracto crudo se agit6 con
resina XAD-2 y se lavé con etanol.

Finalmente, el compuesto 3-O-3-D-glucopiranésido (isoquercetina) se
aisl6 mediante diferentes técnicas cromatograficas, incluida la HSCCC (cro-
matografia en contracorriente de alta velocidad). La caracterizacion de los
compuestos aislados se basé en datos espectroscépicos de RMN (resonancia
magnética nuclear) y EM (espectrometria de masas).

Evaluacion del efecto hipoglicemiante del extracto

acuoso de hojas de P. ligularis y de sus fracciones

La evaluacién del posible efecto hipoglicemiante/antihiperglicemiante del
extracto de hojas de P. Jignlaris y de sus fracciones se realizé mediante el ensayo
7n vivo de tolerancia a la glucosa, el cual se utiliz6 como punto de partida y seree-
ning en esta investigacion. 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=06) y se mantuvieron en ayuno durante 12 horas antes del ensayo, con
libre acceso al agua. Inicialmente se midi6 la glucosa basal y posteriormente se
administraron los tratamientos via oral mediante sonda siguiendo el Protocolo
CEUA-UFSC PP 2119/17 del Comité de Etica en Uso Animal (Universidade
Federal de Santa Catarina). Después de 30 minutos se administré la sobrecarga
de glucosa (4 g/kg) via oral a todos los animales y se realizé la toma de muestras
de sangre en tiempos determinados. Los niveles de glucosa en sangre (NGS)
se determinaron usando un glucémetro (Accu-Chek Performa®).

Determinacion del contenido de glucogeno

en el misculo soleo y el higado

Para determinar el contenido de glucégeno, 180 minutos después de la sobre-
carga oral de glucosa se realiz6 la eutanasia mediante protocolo de sobredosis
de anestesia inhalatoria con isoflurano y posterior decapitacién en guillotina;
posteriormente, fueron extraidos el musculo séleo y el higado 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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metodologia previamente validada y el contenido de glucégeno se cuantificd

con el reactivo de yodo, y posteriormente se leyé en un espectrofotometro
a 460 nm.

Evaluacion del efecto de la isoquercetina

sobre la captacion de glucosa [U-"“C]-2-desoxi-

D-glucosa en el misculo soleo de rata

Las porciones de musculo séleo 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 O,/CO, (95 %: 5 %,
v/v), a pH 7,4, en tampé6n Krebs Ringet-bicarbonato (KRb). A continuacion
se agrego isoquercetina (10 nM, 10 uM, 25 uM, 50 pM, 100 pM y 150 uM) al
medio de incubacién en presencia o ausencia de 100 uM HNMPA-AM, wort-
manina (100 nM), colchicina (1 uM), N-etilmaleimida (1 nM), PD98059 (50
uM), SB239063 (10 uM), metil-beta-ciclodextrina (10 mM), actinomicina D (1
uM) o cicloheximida (350 pM). Los resultados de la captacién de glucosa se
expresaron como nmol de glucosa/mg de proteina de 4 ratas por grupo en tres
experimentos independientes. El1 C-DG se midi6 después de la incubacién
en un espectréometro de centelleo liquido (modelo LS 6500; Multi-Purpose
Scintillation Counter-Beckman, Boston, EE. UU.).

Evaluacion del efecto de la astragalina sobre

la glicemia y la secrecion 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 /ibitum. Todos los animales fueron monitoreados
y mantenidos de acuerdo con las recomendaciones éticas del Consejo Brasilefio
de Medicina Veterinaria y del Colegio Brasilefio de Experimentacién Animal.
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con el Comité de Ftica en
Uso Animal CEUA-UFSC (Protocolo PP2119/17). La eutanasia se realizd
mediante protocolo de sobredosis de anestesia inhalatoria con isoflurano y
posterior decapitacion 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 recibi6
glucosa (4 g/kg); grupo 1I: hiperglicémico + astragalina (1 mg/kg); y grupo III:
hiperglicémico + astragalina (10 mg/kg). Todos los tratamientos se adminis-
traron por via oral mediante sonda orogastrica y los niveles de glucosa sérica
e insulina plasmatica se midieron antes de la administraciéon del tratamiento
(tlempo cero). La sobrecatrga de glucosa se administré 30 minutos después del
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tratamiento y posteriormente se determinaron la glucosa sérica y la insulina
plasmatica a los 15, 30, 60 y 180 minutos.

La medicién de la insulina plasmatica se realiz6 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 plasmatica se expresaron
como plU/ml.

Aislamiento de los islotes pancreaticos de rata

El pancreas de las ratas se extrajo cuidadosamente y se mantuvo en una placa
de Petri con medio KRb-HEPES. A continuacién, el tejido pancreatico se
cortd en trozos pequefios (2x2 mm) y se incubé en tubos de plastico con
medio KRb-HEPES suplementado con colagenasa. Finalizada la incubacion,
la mezcla se transfirié a un tubo cénico, luego se resuspendié en 10 ml de
medio libre de colagenasa y se centrifugd a temperatura ambiente durante 3
minutos en una centrifuga Excelsa Baby (modelo 206). El sobrenadante fue
descartado y el sedimento se resuspendié en un medio KRb-HEPES nuevo.
Este procedimiento de lavado se repiti6 cinco veces y durante los dos ultimos
lavados se dejé que los islotes sedimentaran sin centrifugacion. Se transfirieron

alicuotas del sedimento final con los islotes aislados a tubos Eppendorf con
el medio de incubacién KRb-HEPES.

Medicion de la insulina basal

Los estudios de secrecién de insulina iz vitro se llevaron a cabo con islotes
pancreaticos 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 incubacién se realiz6 en ausencia o presencia de 100 pM de astragalina. Al
final de la incubacién se tom6 una alicuota para realizar la cuantificacion de
insulina mediante ELISA. Las cantidades totales de proteina en el medio de
incubacién y los islotes se determinaron mediante el método de Lowry. Los
resultados se expresan como plU de insulina/pg de proteina.

Determinacion del influjo de calcio

Como primer paso los islotes pancreaticos 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
ultimos 15 minutos del periodo de preincubacién y se mantuvieron durante
todo el perfodo de incubacién (esta informacion se especifica en las leyendas
de las figuras). Los farmacos utilizados en este ensayo fueron: diazéxido (250

uM), glibenclamida (20 uM), nifedipina (1 pM), BAPTA-AM (50 uM), RO
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31-8240 (20 uM), H89 (10 uM), tapsigargina (1 pM) y dantroleno (50 pM).
Adicionalmente se afiadi6 cloruto de lantano (10 mM) a 2 °C a las muestras
para inhibir el flujo de calcio. A continuacién, los tubos se centrifugaron
durante 1 minuto a 1500 g conservando el sobrenadante, y posteriormente se
realiz6 un lavado de los islotes con una solucién fria de cloruro de lantano.
Luego los islotes se homogeneizaron con 300 pl de solucién de NaOH 0,5 M
y se hirvieron a 100 °C durante 5 minutos. Se tomaron alicuotas de 50 pl de
cada muestra para medir la radioactividad en liquido de centelleo utilizando
un espectrometro de centelleo liquido beta de rack LKB (modelo LS 6500
Multi-Purpose Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston, EE. UU.) Se
utilizaron alicuotas de 5 pl para la cuantificacién de proteinas.

Después de 60 min de incubacién con *Ca®" se produce el equilibtio en
los depésitos 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 adicién de sustancias exdgenas (farmacos, solutos, inhi-
bidores) se puede modificar el medio de incubacién, 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 discusion

Evaluacion del efecto hipoglicemiante del extracto
acuoso de hojas de P. ligularis y de sus fracciones
El ensayo de tolerancia a la glucosa i vivo se utiliz6 como un punto de partida
o sereening que permitié identificar las fracciones mas promisorias del extracto
acuoso de hojas de P. /igilaris. Como se observa en la figura 1, el extracto de hojas
de P. Jigularis y su fracciéon etandlica mostraron una reduccion de la glicemia de
23 % y 25 %, respectivamente, en comparacioén con el grupo hiperglicémico a
los 120 minutos de ensayo, mientras que la glibenclamida utilizada como con-
trol positivo produjo una disminucién de la glicemia del 27 %. Por otro lado, la
fraccién acuosa no tuvo diferencia significativa con respecto al grupo hipergli-
cémico durante el periodo de tiempo evaluado; esto permitié concluir que los
compuestos del extracto acuoso con menor polaridad podtian estar involucrados
en la disminucién de la glucosa sérica para mejorar la tolerancia a la glucosa.
De acuerdo con los resultados, la fraccion etandlica present6 la mayor
reduccién de la glicemia, por lo que se procedio a realizar un experimento de
dosis-respuesta con el fin de elegir la dosis con mejores resultados.

62+  Passiflora ligularis Juss. (granadilla): estudios quimicos
y farmacologicos de una planta con potencial terapéutico



== Grupo hiperglicémico

=¢=Hiperglicémico + glibenclamida (50 mg/kg)

=#e= Hiperglicémico + extracto acuoso de hojas de P. lignlaris (500 mg/kg)

=8= [Hiperglicémico + fraccién acuosa del extracto acuoso de hojas de P. kgularis (500 mg/kg)

=%¥= Hiperglicémico + fraccién etanolica del extracto acuoso de . gnlaris (500 mg/kg)
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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 < 0,01y *** p < 0,001,
en comparacion con el grupo de control hiperglicémico respectivo.

Como se observa en la figura 2, la dosis de 125 mg/kg de la fraccion
etandlica 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 logré
reducir 15 %, 20 %, 35 % y 50 % a los 15, 30, 60 y 180 minutos, respectivamente.
De acuerdo con esto, la reduccion de la glicemia postetior a la administracion
de la fraccion etandlica se presenté de forma dosis-dependiente.

Posteriormente, se realizé una curva dosis-respuesta con el fin de eva-
luar el efecto de la fraccién etandlica del extracto acuoso de P. Jignlaris después
de la sobrecarga oral de glucosa sobre el musculo séleo y el contenido de
glucogeno hepitico (figura 3). La fraccién etandlica de 500 mg/kg aument6
significativamente el contenido de glucégeno tanto muscular como hepatico
en casi un 40 % y 65 %, respectivamente, en comparacion con el grupo hiper-
glicémico; mientras que la fraccién etandlica en dosis de 250 mg/kg aument6
significativamente solo el contenido de glucdégeno hepatico en casi un 35 %
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en comparacioén con el grupo hiperglicémico. Por otro lado, la fraccion a 125
mg/kg no presenté ningin aumento significativo comparado con el grupo
hiperglicémico.

Grupo hiperglicémico
Hiperglicémico + glibenclamida (10 mg/kg)
Hiperglicémico + fraccidon etandlica del extracto acuoso de hojas de P. /igularis (125 mg/kg)

Hiperglicémico + fraccién etandlica del extracto acuoso de hojas de P. Jgularis (250 mg/kg)

AREE

Hiperglicémico + fraccién etandlica del extracto acuoso de hojas de P. Zgularis (500 mg/kg)

1404

100

804

Glicemia mg/dL

604

40 T T T T
15 30 60 180

Tiempo (min)

Figura 2. Curva dosis-respuesta de la fraccion etandlica 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 < 0,01y *** p < 0,007,
en comparacion con el grupo de control hiperglicémico respectivo.

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

Tanto el extracto acuoso de hojas P. Zgularis como su fraccién etandlica
aumentaron el contenido de glucégeno hepatico 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 reduccion de la glicemia y la acumulacién
de glucégeno en el musculo esquelético y en el higado. Sin embargo, la dosis
de 500 mg/kg de la fraccion etandlica disminuy6 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 fraccion etandlica, como 250 mg/kg.
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B Grupo hiperglicémico
B Fraccidn etandlica del extracto acuoso de hojas de P. Jgularis (125 mg/kg)
B Fraccién etandlica del extracto acuoso de hojas de P. Zgularis (250 mg/kg)
B Fraccidn etandlica del extracto acuoso de hojas de P. Jgularis (500 mg/kg)
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Figura 3. Efecto de las fracciones etanolicas del extracto acuoso de las hojas de P, ligularis
sobre el contenido de glucogeno en el misculo soleo y en el higado.
Nota: los valores se expresan como media + SEM (n = 6). * p < 0,05y *** p < 0,001, en
comparacion con el grupo de control hiperglicémico respectivo.

Con el fin de identificar los metabolitos del extracto de hojas de P. /igularis
responsables de actuar como agentes antihiperglicémicos, se realizé un perfil
cromatografico del extracto de hojas de P. fgularis y de su fraccion etandlica
(figura 4).

De acuerdo con el petfil cromatografico, tanto en el extracto acuoso
de hojas de P. /igularis (x) como en su fraccién etandlica () uno de sus com-
puestos mayoritarios es el flavonoide quercetina-3-O-3-D-glucopirandsido
(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 estreptozotocina'®.

Con base en estos resultados, el siguiente paso fue realizar ensayos  vitro
con el fin de esclarecer el efecto de la isoquercetina en la captacién de glucosa
por el musculo séleo, asi como indagar su mecanismo de accion.
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Figura 4. Perfil cromatografico del extracto acuoso de hojas de P. ligularis (o) y de su frac-
cion etanolica (B) a 340 nm (A), y estructura de la quercetina-3-0-B-D-glucopiranosido
(isoquercetina) (B).

Evaluacion del efecto de la isoquercetina sobre

la captacion de glucosa en el misculo soleo

El efecto de la isoquercetina sobre la captacion de glucosa en el musculo séleo
de rata se evalud ex vivo luego de 60 minutos de incubaciéon. Como se observa
en la figura 5, el efecto estimulante de la isoquercetina sobre la captacion de
glucosa fue de 67 %, 92 %, 93 % y 129 % a 10, 25, 50 y 150 uM respectiva-
mente, mientras que en el grupo de control positivo la insulina estimulé al
123 % la captacién de glucosa; estos porcentajes se expresan con respecto a
la captacion de glucosa del control.

Aunque el tratamiento agudo con isoquercetina mostré un porcentaje
de captacion de glucosa similar a de la insulina esto fue solo a una concen-
tracion 103 veces mayor en comparacion con la insulina. De acuerdo con los
resultados, se selecciond isoquercetina a 50 pM para investigar los mecanismos
de accién de este flavonol.

El siguiente paso fue investigar el posible mecanismo de accién por el
cual la isoquercetina induce la captacién de glucosa. La activacion del receptor
de insulina y de sefializacién PI3-K es esencial para el proceso de transloca-
cién de las vesiculas que contienen GLUT#4’. Con el fin de evaluar si la via
de sefializacién de la insulina se activa mediante la isoquercetina produciendo
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Figura 5. Efecto de la isoquercetina sobre la captacion de glucosa en el misculo soleo.
Nota: tiempo de preincubacion = 30 min; tiempo de incubacion = 60 min. Los valores se
expresan como la media + SEM con n = 4. * p < 0,05, ** p < 0,01y *** p < 0,001, en compa-
racion con el grupo de control respectivo.

el efecto estimulante sobre la captacién de glucosa, se utilizaron 100 pM de
HNMPA-(AM),, un inhibidor de la actividad del receptor de insulina (figura
6) y wortmanina, 100 nM (figura 7).

El efecto estimulante de isoquercetina sobre la captacion de glucosa no se
alter6 por la presencia de HNMPA-(AM) , lo cual sugiere que el efecto inductor
de la isoquercetina no implica la actividad del receptor de insulina. Sin embatgo,
el efecto estimulante de isoquercetina sobre la captacion de glucosa fue inhibido
por wortmanina en un 30 %, lo cual indica la posible utilizacién de esta via de
sefializacion. Wortmanina es un inhibidor de la serina/treonina quinasa PI3K, la
cual activa Akt realizando un paso fundamental en la translocaciéon de GLUT4
ala membrana plasmatica'’; de esta forma, la PI3K es parte de la transduccién
de sefiales aguas abajo de la isoquercetina para la captacién de glucosa. De
acuerdo con estudios previos, el flavonoide kaempferol-3-neohesperidésido
también mostr6 un efecto estimulante sobre la sintesis de glucégeno a través
de PI3K, ya que su efecto fue inhibido por wortmanina'®.
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Posteriormente, se estudi6 el rol de los microtibulos, los cuales son
cruciales en el movimiento de las vesiculas que contienen GLUT4 hacia la
membrana plasmatica’®. Para esto se realizé el ensayo de captacion de glucosa
utilizando 1 uM de colchicina, un agente que altera la integridad de los microtd-
bulos. Como se observa en la figura 7, el efecto estimulante de la isoquercetina
sobre la captacién de glucosa se redujo en aproximadamente un 30 % en com-
paracién 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 translocacién y fusién de GLUT4 ocurre a través de SNARE
(receptores solubles de proteinas de unién al factor sensible a N-etilmaleimida),
microtibulos y filamentos de actina, los cuales dirigen el movimiento de las
vesiculas desde la region perinuclear a la membrana en respuesta a la insulina'.
Para evaluar la influencia de la isoquercetina en el proceso de acoplamiento y
fusion de las vesiculas en la membrana plasmatica se utilizé N-etilmaleimida
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B Tsoquercetina (50 pM)
B [INMPA-(AM); (100 pM)
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Figura 6. Efecto de HNMPA-(AM), sobre la accion estimulante de isoquercetina en la captacion
de ™C-glucosa en el misculo soleo de rata.
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el periodo de preincubacion y durante el
periodo de incubacion. Tiempo de preincubacion = 30 min; tiempo de incubacion = 60
min. Los valores se expresan como media + SEM con n = 4. ** p < 0,01y *** p < 0,001, en
comparacion con el grupo de control respectivo; # p < 0,05, en comparacion con el grupo
de isoquercetina respectivo.
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(1 mM), un agente alquilante que inhibe el trafico vesicular y los eventos de
fusién en la membrana plasmatica'”. Adicionalmente, para evaluar los micro-
dominios lipidicos durante el efecto estimulatorio de la isoquercetina sobre la
absorcién de glucosa se utilizé metil-3-ciclodextrina con/sin el flavonoide; este
compuesto agota el colesterol de ]a membrana plasmatica y altera la captacién
de glucosa'® (figura 8).

Como se observa en la figura 8, se present una diferencia significativa
entre los grupos evaluados con isoquercetina en comparacién con los de
isoquercetina mas metil-8-ciclodextrina o N-etilmaleimida, lo cual permitié
concluir que el efecto inductor de la isoquercetina sobre la captacién 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 activaciéon de GLUT4
en el musculo séleo, se empleé SB239063, un inhibidor de la via p38 MAPK
de segunda generacion, especificamente de los subtipos « y 8 de p38", el cual
se incubd con/sin isoquercetina (figura 9).
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Figura 7. Efecto de colchicina sobre la accion estimulante de isoquercetina en la captacion
de ™C-glucosa en el misculo soleo de rata.
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el periodo de preincubacion y durante el
periodo de incubacion. Tiempo de preincubacion = 30 min; tiempo de incubacion = 60
min. Los valores se expresan como la media + SEM con n = 4. ** p < 0,01, en comparacion
con el grupo de control respectivo; # p < 0,05, en comparacion con el grupo de isoquer-
cetina respectivo.
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Isoquercetina (50 pM)
Metil-B-ciclodextrina (MBCD)(10 mM)
MBCD + Isoquercetina
N-etilmaleimida (1 mM)
N-ctilmaleimida + Isoquercetina
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Figura 8. Efecto de metil-B-ciclodextrina y de N-etilmaleimida sobre la accion estimulante
de la isoquercetina en la captacion de "“C-glucosa en el misculo soleo.
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el periodo de preincubacion e incuba-
cion. Tiempo de preincubacion = 30 min; tiempo de incubacion = 60 min. Los valores
se expresan como media + SEM con n = 4. *** p <0,001, en comparacion con el grupo de
control respectivo.

nmol [U-14C] D-glucosa /mg proteina

Captacion de I4C-glucosa en el musculo séleo de rata

Para continuar evaluando la posible actividad de la isoquercetina en la
etapa de traduccién de proteinas a través de la ruta MAPK/ERK, se utilizé el
inhibidor PD98059, el cual se une a las formas inactivas de MEK1 y previene
la activacion por otros activadores de vias como c-Raf, evita la fosforilacion de
ERK y, en consecuencia, previene la activacion de la cascada de MAP quinasa
p38* (figura 9).

Como se observa en la figura 9, el efecto estimulante de la isoquercetina
sobre la captacion de glucosa mostrd una reduccién significativa en presencia
de PD98059 y SB239063, lo que indica la presencia de eventos de regulacién
nuclear por este flavonoide.

Posteriormente, se evalu6 el efecto de la isoquercetina en la transcripcién
del ADN y la traduccién del ARNm en presencia/ausencia de este flavonoide,
con el fin de establecer la influencia sobre su efecto estimulante en la captacién
de glucosa en el musculo séleo (figura 10).
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Figura 9. Efecto de SB239063 y PD98059 sobre la accion estimulante de la isoquercetina en
la captacion de ™C-glucosa en el misculo soleo de rata.
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en el periodo de preincubacion y durante el
periodo de incubacion. Tiempo de preincubacion = 30 min; tiempo de incubacion = 60
min. Los valores se expresan como media + SEM con n = 4. * p < 0,05, *** p < 0,001, en
comparacion con el valor respectivo del grupo control. ## p <0,01, ### p < 0,001, en com-
paracion con el grupo de isoquercetina respectivo.

Como se observa en la figura 10, la presencia de actinomicina D, un inhi-
bidor de la transcripcién del ADN, no afecté la captacion de glucosa estimulada
por isoquercetina. Sin embargo, la incubacién de isoquercetina y cicloheximida,
un inhibidor de la traduccién del ARNm, redujo significativamente el efecto
de este flavonoide sobre la absorcién de glucosa, lo que permite concluir que
la isoquercetina mejora la captacién de glucosa al aumentar la traduccion del
ARNm de GLUTH4.

De acuerdo con estudios previos, algunos flavonoides estimulan la cap-
tacioén de glucosa en el musculo esquelético por GLUT4, ya sea a través de la
via MEK/ERK, como es el caso de apigenina-6-C-(2”-O-a-L-ramnopitano-
silo)-B-L-fucopirandsido?, rutina® y kaempferol-3-neohesperidésido’, o por
medio de la via MAPK p38, como ha sido reportado para baicalina, e incluso
por ambas vias en el caso de kaempferitrina®.

Efecto del extracto acuoso de hojas de Passiflora ligularis Juss. <71
y de sus metabolitos mayoritarios sobre la homeostasis de glucosa



Control

Isoquercetina (50pM)
Actinomicina D (1 pM)
Actinomicina D + Isoquercetina
Cicloheximida (350 uM)

Cicloheximida + Isoquercetina

0.054

*

*
*

0.044

0.034

0.024

0.014

Captacién de 14(l-glucosa en el masculo séleo de rata
nmol [U-ML]D-glucoqa /mg proteina

0.00-

Figura 10. Efecto de actinomicina D y cicloheximida sobre el efecto estimulante de isoquer-
cetina en la captacion de ™“C-glucosa en el misculo soleo de rata.
Nota: los inhibidores estuvieron presentes en la preincubacion y durante el periodo
de incubacion. Tiempo de preincubacion = 30 min; tiempo de incubacion = 60 min. Los
valores se expresan como la media + SEM con n = 4. * p < 0,05, *** p < 0,001, en compa-
racion con el grupo de control respectivo; # p < 0,05, en comparacion con el grupo de
isoquercetina respectivo.

De forma similar a la isoquercetina, tres homoisoflavonoides de Portu-
laca oleracea L. aumentaron la captaciéon de glucosa mediante la induccion de
la translocaciéon de GLUT4 a la membrana plasmatica por la activacion de las
vias PI3K/Akt y AMPK en los adipocitos 3T3-L1%.

La isoquercetina cumple un papel fundamental en el efecto estimulante
sobre la captacién de glucosa del extracto acuoso de hojas de P. /gularis y de su
fraccion etandlica. 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 7z vivo con el flavonoide kaempferol-3-O-8-glucésido (astragalina), que
de acuerdo con estudios previos también se ha identificado en el extracto de
hojas de P. /ignlaris.
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Evaluacion del efecto de la astragalina sobre
la glicemia y la secrecion de insulina
El kaempferol-3-O-8-glucésido (astragalina) es un flavonoide al cual se le han
atribuido diversas actividades terapéuticas tales como: antibacteriana, antifungica,
antiinflamatoria, antioxidante, neuro- y cardioprotectora, antiulcerosa, antitu-
moral y antidiabética, entre otras®. También se ha reportado que la astragalina
es uno de los metabolitos responsables de la actividad antidiabética de algunos
extractos vegetales®?’. Adicionalmente, se ha demostrado que la astragalina
reduce la retinopatia diabética e inhibe la actividad de la alfa-glucosidasa y la
alfa-amilasa intestinal®®. Este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos
agudos 7 vivo de la astragalina sobre la glicemia y la secrecion de insulina; ade-
mas, se estudi6 el papel de la entrada de calcio y de la secrecién de insulina en el
mecanismo de accién de la astragalina en islotes pancreaticos aislados de ratas.
Como primer paso se realizé el ensayo i vivo de tolerancia a la glucosa
y mediciones de insulina plasmatica. 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 perfodo 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.

—e— Control

=w- Astragalina (Img/kg)

—=— Astragalina (10mg/kg)

210+

1804

150 4

Glicemia (mg/dL)

15 30 60 180
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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 < 0,01y *** p < 0,001,
cuando se compara con el valor respectivo en el grupo de control hiperglicémico y usando
ANOVA de una via 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 determiné el nivel de insulina plasmatica
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 detect6 un efecto
significativo y potente de la astragalina sobre la secrecién de insulina durante el
periodo 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 secrecién de insulina.

Las seflales de calcio regulan tanto la primera como la segunda fase de
la secrecion de insulina, y el calcio actia como un segundo mensajero en esta
secrecion en las células B pancreaticas. Por lo tanto, a continuacién se evalud
el efecto de la astragalina (100 puM) sobre la entrada de calcio en los islotes
pancreaticos aislados de rata a los 1, 5 y 10 minutos. De acuerdo con la figura
13, la astragalina aumentd significativamente la entrada de calcio (1,4 veces)
en comparacién con el grupo de control a los 10 minutos.

—e— Control hiperglicémico

—— Hiperglicémico + Astragalina (10mg/kg)

60
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204

Insulina sérica (LIU/mL)

T
0 15 30 60 180
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Figura 12. Efecto de la astragalina sobre la secrecion de insulina plasmatica 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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Figura 13. Evolucion en el tiempo del efecto de la astragalina sobre el influjo de “Ca* en
islotes pancreaticos aislados de rata.
Nota: los islotes pancreaticos se preincubaron durante 60 minutos con 0,1 uCi/ml de
“Ca%. Luego se incubaron con/sin 100 uM de astragalina durante 1, 5y 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.

A continuacion, se estudié el efecto de diferentes concentraciones de
astragalina sobre el influjo de calcio. Como se observa en la figura 14, la astra-
galina (25 uM) no afect6 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 uM, 100 pM y 150 pM, respectivamente.
Por lo tanto, para los ensayos posteriores se utilizé una concentraciéon de
astragalina de 100 pM con 10 minutos de incubacion.

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 pancreaticos aislados de ratas™. Cabe sefialar que las concentra-
ciones de astragalina utilizadas en estos ensayos ya habian sido previamente
reportadas por otros autores en ensayos 7 vitro, y asi habian demostrado el

rango de concentraciones con actividad biol6gica™.
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Figura 14. Curva dosis-respuesta del efecto de la astragalina sobre el influjo de **Ca* en los
islotes pancreaticos de ratas de 50 dias de edad.
Nota: tiempo de preincubacion = 60 min; incubacion = 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.

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*, , se utiliz6 gliben-
clamida (200 uM) y diazéxido (250 pM). La glibenclamida, al igual que otras
sulfonilireas, es un bloqueador del canal K*, _; por lo tanto, el objetivo de su
uso en este ensayo fue bloquear estos canales para provocar la despolarizacion
que es esencial para la secrecion de insulina’. Por otro lado, el diazéxido ejerce
el efecto contrario, uniéndose con el dominio SUR1 de los canales de K*, 'y
permitiendo su activacién, lo cual evita la despolarizacion de la membrana™.

Como se observa en la figura 15, cuando se utilizé glibenclamida en
presencia de astragalina el influjo de *Ca*" aumenté 2,3 veces en comparacioén
con el control. Sin embargo, cuando se utiliz6 astragalina junto con glibencla-
mida no se observé ningun efecto estimulante adicional. Como se esperaba,
el diazoxido disminuy6 significativamente la afluencia de *Ca*", y en presencia
de este compuesto el efecto estimulante de la astragalina disminuy6 en un
47,5 %. Aunque la presencia de glibenclamida y astragalina no cambié 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 pancreaticos
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depende de los canales de K*,  de la membrana plasmatica; esta hipotesis se
deriva del hecho de que la presencia de astragalina ejercié un efecto similar al
de la glibenclamida sobre los canales de potasio. La despolarizaciéon mediada
por los canales de K*,  se produce durante la primera fase de secrecién de
la insulina y estd mediada por vesiculas de facil liberacién, lo que explica el
efecto de la astragalina durante la primera fase de liberacion de insulina de las
células B pancreiticas.

De acuerdo con estudios previos, otros flavonoides, como miricetina,
kaempferol y quercetina, también aumentaron la despolatizacion y la secrecién
de insulina®™.
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Figura 15. Participacion de los canales de potasio en el efecto estimulante de la astragalina
sobre el influjo de “*Ca?*en los islotes pancreaticos.
Nota: los islotes se incubaron con glibenclamida (20 pM) o diazdxido (250 uM) durante los
Gltimos 15 min de la preincubacion y durante la incubacion. Tiempo de preincubacion = 60
min; incubacion =10 min. Los valores se expresan como la media + SEM, n = 5. ** p < 0,01,
*** n < 0,001, en comparacion con el grupo de control; # p < 0,05, en comparacion con
el grupo de astragalina y utilizando ANOVA de una via, seguido de la prueba Bonferroni.
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El metabolismo de la glucosa en las células 3 pancredticas activa varias
vias intracelulares, incluida la sefializacion intracelular de Ca®* a través de pro-
teinas como L-VDCC. El metabolismo de la glucosa conduce al cierre de los
canales de K*, , la despolarizacion de la membrana plasmatica y la entrada de
Ca®" a través de L-VDCC, seguidos de la exocitosis de granulos de insulina. Se
han observado L-VDCC disfuncionales en las células 8 en pacientes diabéticos
y también en modelos de animales diabéticos™. Por lo tanto, el siguiente paso
en esta investigacion 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 *Ca*".
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Figura 16. Participacion 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 “Ca’*en los is-
lotes pancreaticos.

Nota: nifedipino (1 pM) y BAPTA-AM (50 puM) estuvieron presentes durante los Gltimos 15
minutos de preincubacion y durante la incubacion. Preincubacion = 60 min; incubacion
=10 min. Los valores se expresan como la media + SEM, n = 5. *** p < 0,001, en compara-
cion con el grupo de control; ## p < 0,01y ### p < 0,001, en comparacion con el grupo de
astragalina y utilizando ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de Bonferroni.
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El aumento abrupto del calcio intracelular tanto del medio extracelular
como de las reservas internas del reticulo endoplasmatico, es determinante patra
la secrecién de insulina por las células 3. En este estudio se utiliz6 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 aumentd, mientras que el efecto estimulante de la
astragalina disminuy6 en un 52 % y 39 %, respectivamente. Algunos estudios
han demostrado que otros flavonoides, como rutina, quercetina y kaempferol,
exhiben vias de sefializacion intracelular similares® >,

La activacién de las proteinas PKC y PKA, implicadas en varias vias de
transduccion de senales, puede conducir a un ligero aumento de la afluencia
de Ca**.* Por lo tanto, se estudio la implicacioén de estas quinasas en el efecto
estimulante de la astragalina sobre la entrada de calcio en células pancreaticas
aisladas. Para esto, los islotes se incubaron con dos inhibidores: RO31-0432,
un inhibidor de PKC, y H89, un inhibidor de la proteina PKA AMP-ciclico
dependiente. Cuando se incubé 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 estimulacion estd mediada por la accién de estas proteinas
quinasas (figura 17).

Estudios previos han demostrado que la activaciéon de la PKC modula
la secrecién de L-VDCC e insulina en las células 3*'. Otros flavonoides que
activan la PKC y PKA también influyen en la homeostasis de la glucosa.

Con el fin de determinar la implicacion de las reservas de calcio en el
efecto estimulante de la astragalina sobre la entrada de calcio en los islotes
pancredticos, estos se incubaron en presencia de tapsigargina (1 uM) 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
retfculo endoplasmatico, el cual es responsable de la recaptacion de calcio en
el reticulo endoplasmatico cuando la concentracién dentro de este es baja; la
inhibicién de esta bomba conduce a una disminucién de los niveles de calcio
en el reticulo endoplasmatico y a un aumento del calcio citosélico manteniendo
la captacion de calcio extracelular basal.

El papel de los receptores de rianodina (RyR) también fue evaluado;
estos receptores son activados por pequefias elevaciones en la concentracién de
calcio intracelular ([Ca®*]i), causando el efecto conocido como “liberacion de
calcio mediada por calcio”. Este efecto amplifica la sefial de calcio producida
por otros mecanismos, como la apertura de los canales de calcio presentes en
la membrana plasmatica, o mediante la inhibicién de la bomba SERCA. Para
estudiar el RyR se utiliz6 dantroleno, un bloqueador de RyR.
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Figura 17. Influencia de las proteinas quinasas (PKC y PKA) sobre el efecto estimulante de la
astragalina en el influjo de “Ca? en los islotes pancreaticos. R0310432 (50 pM) y H89 (10
M) estuvieron presentes durante los dltimos 15 minutos de preincubacion y durante la
incubacion. Preincubacion = 60 min; incubacion = 10 min. Los valores se expresan como
media + SEM, n = 5. *** p < 0,001, en comparacion con el grupo control. ### p < 0,001, en
comparacion con el grupo de astragalina y utilizando ANOVA de una via, seguido de la
prueba de Bonferroni.

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 investigd otro parametro de la homeostasis de la glucosa
después del tratamiento ex vivo con astragalina de los islotes pancreaticos aisla-
dos. La figura 19 muestra el efecto de la astragalina sobre la secrecién basal de
insulina de los islotes. El efecto estimulante de la astragalina (100 uM) sobre la
liberacién de insulina fue aproximadamente 12 veces mayor que el observado
en el grupo de control después de 10 minutos de incubacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la astragalina
puede aumentar la liberacién de calcio intracelular ([Ca*']i) asi como estimu-
lar la entrada de calcio extracelular a través de L-VDCC. El aumento de la
entrada de calcio también puede estimular la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmatico y, en consecuencia, aumentar la secrecién de insulina en las
células B pancreaticas. Teniendo en cuenta que la inhibicién de SERCA aumenta
la magnitud de la entrada de Ca** desencadenada por la despolatizacién y la
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Figura 18. Participacion de la movilizacion de calcio intracelular en el efecto estimulante de
la astragalina sobre el influjo de “Ca* en los islotes pancreaticos.
Nota: tapsigargina (1 uM) y dantroleno (50 uM) estuvieron presentes durante los dltimos
15 minutos de preincubacion y durante la incubacion. Preincubacion = 60 min; incubacion
=10 min. Los valores se expresan como la media + SEM, n =5.* p < 0,05y *** p < 0,007, en
comparacion con el grupo de control; # p < 0,05, en comparacion con el grupo de astragalina.
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Figura 19. Efecto de la astragalina sobre la secrecion de insulina basal en islotes pancrea-
ticos de rata.
Nota: los valores se expresan como la media + SEM, n = 5. *** p < 0,001, cuando se compara
con el grupo de controly se usa la prueba t de Student para cada una de las concentraciones.
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subsiguiente exocitosis de insulina en las células B pancreiticas de rata*. Un
posible mecanismo por el cual la astragalina aumenta el calcio intracelular puede
ser mediante la inhibicién de SERCA, lo cual demostrarfa que la astragalina
aumenta la secrecién de insulina con un mecanismo mediado por diferentes
dianas intracelulates, y esto lleva a una disminucién de la glicemia in vivo®.

Conclusiones

El extracto acuoso de hojas de P. /Zigularis y sus respectivas fracciones etanélicas
mostraron efecto hipoglicemiante en el ensayo 7 vivo, siendo mayor en el caso de
la fraccion etandlica, la cual aument6 el glucégeno hepatico y muscular, y esto
indica un efecto mimético o secretagogo de insulina. El perfil cromatografico
del extracto y de su fraccién etandlica permitié identificar la isoquercetina como
uno de los principales metabolitos de las hojas de P. Jignlaris; este flavonoide
media el efecto estimulante sobre la captacion de glucosa en el muisculo séleo
activando las vias PI3K, MAPK y MEK/ERK, asi como la sintesis 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 translocacién de GLUT4.

Adicionalmente, el estudio evalué el efecto de la astragalina, otro flavo-
noide presente en el extracto de hojas de P. figularis, sobre la homeostasis de la
glucosa, y se demostré que la astragalina aumenta la secrecién de insulina por
medio de un mecanismo mediado por diferentes dianas intracelulares, lo que
lleva a una disminucion de la glicemia 7 vivo.

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

El interés investigativo por las plantas medicinales y la demanda de la practica
de la medicina tradicional-complementatia han aumentado a nivel global'?, asi
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 botanicas, contaminaciones con pesticidas,
etc.) como del producto final (cambios en el contenido de los componentes
activos e incluso transformacion de estos en productos toxicos)’. Por tal
motivo, es de gran importancia avanzar en el area de control de calidad de
este tipo de productos terapéuticos (denominados fitoterapénticos en Colombia).
Esto incluye la autenticacién de las especies y drogas empleadas, la seleccién
de marcadores de calidad (quimicos, analiticos o terapéuticos), el desarrollo y
validacion de métodos analiticos, el anilisis de suficientes lotes de muestras;
finalmente, el establecimiento del contenido limite requerido de los marcado-
res seleccionados. Para ello se requiere el uso de técnicas sensibles, precisas y
considerablemente sencillas’.

Dentro de las técnicas analiticas mas populares y aplicadas en los tlti-
mos 10 afios para el aislamiento, cuantificacién y estandarizacién de productos
naturales, se encuentran la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por
high performance liquid chromatography) o la UHPLC (pot wltra high performance lignid
chromatography)*. El fundamento de estas técnicas se basa en la separacion de
los analitos o componentes de la muestra, segin la afinidad selectiva que estos
presenten, por medio de un soporte/fase estacionatia y una fase liquida con la
cual eluye la muestra hacia el detector. Diferentes tipos de detectores pueden
ser acoplados, pero el mas empleado consta de un fotomultiplicador capaz
de detectar un amplio rango de longitudes de onda de luz simultineamente,
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el detector de arreglo de diodos (DAD)'. Estas son las técnicas preferidas
gracias a su alta eficiencia de separacion, buena reproducibilidad, sensibilidad,
precision, amplia gama de aplicaciones y el nivel poco especializado requerido
por parte del operadot”?.

Por otro lado, la electroforesis capilar (CE) es una técnica que com-
bina el principio de la electroforesis en gel, la silice fundida en un capilar de
la cromatografia de gases y los detectores de alta sensibilidad de la HPLC®.
Se compone principalmente de dos electrodos, un capilar, una soluciéon de
electrolitos (buffer), una fuente de alto voltaje (hasta 50 kV) y un detector; asi,
la separaciéon de los analitos se da segin su movilidad, al estar bajo un campo
eléctrico dentro de un capilar con buffer®. Dicha migracion estd guiada por
dos fuerzas: la movilidad electroforética (ME) y el flujo electroosmotico. En el
interior del capilar se forma una doble capa eléctrica como parte del fenémeno
de transporte: primero, la capa fija, resultante de las cargas negativas aportadas
por los grupos silanol (SIOH) de la silice fundida que constituye el capilat, y
segundo, una capa difusa, generada por los iones cargados positivamente de
la solucién buffer. De este modo, en un analisis tipico de CE los analitos, al ser
introducidos por el 4nodo, son detectados en direccién al catodo en el siguiente
orden: los cationes (de menor a mayor tamaflo), que migran con mayor velo-
cidad; los compuestos neutros, los cuales migran con la misma velocidad del
flujo electroosmético y dificilmente son separados y, finalmente, los aniones, de
mayor a menor tamafio’. Aunque se reconoce que los parimetros involucrados
en la optimizacién de la separacién de compuestos por CE hacen que la técnica
sea mas compleja en comparacién con la mas popular HPLC, algunos autores
reportan que la electroforesis capilar ofrece mayor versatilidad y eficiencia,
menores tiempos de andlisis, menor consumo de reactivos y menores costos
(columnas mas econdmicas)’®.

Debido a todo lo anterior, se presenta en este capitulo el desarrollo y
validacion de dos metodologfas analiticas mediante UHPLC-DAD y CE-DAD,
utiles para el estudio de extractos polares obtenidos a partir de hojas de P. Jigularis.
Se enfoco el desarrollo de las metodologias en el analisis y cuantificacion de
los flavonoides, ya que, tal como se expone en los capitulos 1y 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 analitico 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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Metodologia

Reactivos y equipos

El analisis por cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UHPLC) se llevo
acabo en un cromatégrafo 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 linea e inyector auto-
matico Dionex Ultimate 3000 RS. Los datos se procesaron utilizando el soffware
Chromeleon Client, version 6.80 SR15. Se utilizé acetonitrilo grado HPLC
(HoneywellTM), 4cido férmico (Catlo Erba) y agua purificada mediante un
sistema Milli-Q Millipore®; todos fueron filtrados por membranas de tamafio
de poro (0,22 um) previamente a su uso.

La metodologia por electroforesis capilar se desarrollé 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 utiliz6 metanol HPLC de Metck® 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 hidréxido de sodio 1,0 y 0,1 M, y de 4cido clorhidrico
al 5 % se prepararon a partir de los reactivos adquiridos en PanReac y Merck,
respectivamente. Todas las sales utilizadas eran de grado reactivo analitico.
Todos los solventes y soluciones fueron filtrados por una membrana de 0,45
um antes de ser usadas.

Los estandares analiticos utilizados en las dos metodologfas fueron
isoquercetina (quercetina-3-O-3-D-glucésido, = 90 %); astragalina (kaempfe-
rol-3-B-D-glucopiranésido, = 97 %) y crisina (97 %), todos de Sigma-Aldrich.

Material vegetal y extraccion

Con el fin de estudiar el efecto de las condiciones evaluadas durante el desa-
rrollo de los métodos analiticos para extractos polares de hojas de granadilla,
se analizaron los cambios ejercidos en los perfiles cromatograficos de extractos
acuosos obtenidos por infusion. 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 recoleccion
de muestras otorgado por la ANLA y el Ministerio de Ambiente y Desarrollo:
“Biosprospeccion de especies de Solanum, Passiflora, Physalis, Hypericum,
Cecropia e Ilex”, codigo 38024 (Resolucion 0699 de abril 26 de 2018, Minis-
terio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, Otrosi No. 7 al Contrato 121 del
22 de enero del 2016). Un ejemplar de la especie estudiada fue depositado en
el Herbatio Nacional Colombiano (COL 602878)°.
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Las hojas se almacenaron en el laboratorio en condiciones de congelacién
a—80 °C pata su postetior liofilizaciéon durante 48 horas. Las hojas liofilizadas
se molieron y tamizaron; el material retenido en un tamiz malla 40 se selecciond
para su extracciéon por infusion. Esta se llevo a cabo con agua en ebullicién
durante 10 minutos, en proporcion droga-solvente 1:10; se filtré por gravedad
y se liofiliz6 el extracto obtenido®*’.

Metodologia analitica por UHPLC-DAD

Para el desarrollo del método analitico por esta técnica, se realizaron diferen-
tes modificaciones (método de elucién, flujo y temperatura del horno de la
columna) a una metodologia previamente validada para la cuantificaciéon de
vitexina y crisina en extractos y productos comerciales de diferentes especies
del género Passiflora". Todos los andlisis se llevaron a cabo en una columna
Phenomenex® Kinetex C18 (100 mm X 2,1 mm, 2,6 pm) con un volumen
de inyeccién de 10 pl.

Con el fin de cuantificar los flavonoides presentes en extractos polares
de hojas de granadilla, se establecieron 3 curvas de calibracién: una para la
determinacién del contenido de flavonoides totales (CFT), expresados como
mg equivalentes de isoquercetina/g extracto seco, y otras dos para la cuanti-
ficacién individual de isoquercetina y astragalina. La determinacién del CFT
se realizé mediante la suma de las sefiales cromatograficas que presentaron
espectros de absorcion caracteristicos de flavonoides, es decit, dos bandas de
absorcion maximas entre 240-295 nm y 300-400 nm'?. Se presentan en la tabla
1 las soluciones preparadas en cada caso.

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

.. Rango de .
- . Solucion madre - Longitud de onda
Curva de calibracion (ug/ml): concentarauones de deteccion (nm)
(pg/ml)
Flavonoides totales 1170 0,059-292.7 350
Isoquercetina 1170 0,059-292,7 260
Astragalina 31,04 0,020-10,00 265

2Se muestran los valores de concentracion ajustados de acuerdo con el porcentaje de
pureza de los estandares analiticos utilizados.

Las soluciones preparadas para las curvas de flavonoides totales e iso-
quercetina fueron las mismas. Sin embatgo, en el primer caso se identificaron
los valores de area bajo la curva a 350 nm, ya que se podia detectar con mas
especificidad los flavonoides en el cromatograma; por el contrario, 260 nm
corresponde a la longitud de onda de méaxima 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 um previo
a su inyeccion en el cromatdgrafo, donde el drea promedio de pico fue medida.

Metodologia analitica por electroforesis capilar CE-DAD

Para el desarrollo de un método adecuado para el andlisis de flavonoides en el
extracto acuoso de hojas de P. /igularis, se evaluaron las siguientes condiciones
electroforéticas:

* Voltaje, temperatura y composicion del buffer de corrida (BGE)

Las diferentes condiciones estudiadas (presentadas en la tabla 2) se
evaluaron en un capilar de silica fundida de 48,5 cm (40 cm efectivos), 50 pm
de diametro interno. Para el primer uso, el capilar fue purgado con NaOH 1 M
durante 30 min. A diario el capilar se acondicioné con NaOH 0,1 M (5 min),
tiempo de espera (1 min), agua tipo I (5 min) y BGE (5 min). Entre corridas
se inyecté durante 2 min la solucién buffer de corrida o BGE (backgrounnd elec-
trolyte). Las muestras eran introducidas al sistema por inyeccién hidrodinamica
(50 mbat/10 s).

El extracto fue evaluado en todos los analisis a una concentracién de
2 mg/ml (agua tipo 1) y se establecié 270 nm como longitud de onda para la
deteccién de flavonoides.

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

Composicion BGE

Analisis Voltaje (kV) Ifcn)lperatu ra
TBS* (mm) MeOH® (%) SDS¢ (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

2 1BS: tetraborato de sodio. ®MeOH: metanol. ¢sbs: dodecil sulfato de sodio.

* Movilidad electroforética (ME)

A partir de los parametros 6ptimos de voltaje, temperatura y BGE
establecidos para la separacion de los flavonoides presentes en el extracto, se
decidi6 estudiar el cambio en la movilidad electroforética de isoquercetina,
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astragalina, y crisina en funcién del pH del BGE. Los dos primeros flavonoi-
des se analizaron debido al interés de cuantificatlo, y el ultimo, por presentar
diferencias en su estructura quimica respecto a isoquetcetina y astragalina. Para
ello, se ajust6 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 observo
el cambio en los tiempos de migracién de cada una de las soluciones estandar
de los flavonoides de interés y se analizé la ME mediante la siguiente ecuacion:

v=u_e*E

Donde v es la velocidad del i6n, p_la movilidad electroforética y E el
campo eléctrico aplicado®. Los analisis se realizaron en un capilar de silica
fundida de 64 cm (55,5 cm efectivos), 50 pl de diametro interno, con ventana
expandida. Posteriormente, se analiz6 bajo las mismas condiciones el extracto
acuoso de hojas de P. /igularis a una concentracién de 2 mg/ml (agua tipo I),
y se observé cémo 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 calibracion descritas en la tabla 3 para la cuantificacion individual
de isoquercetina y astragalina. Todas las soluciones estindares se prepararon
en metanol, por triplicado, y se midi6 el promedio del area. Los analisis se
realizaron en un capilar de silica fundida de 64 cm (55,5 cm efectivos), 50 pl
de didmetro interno, con ventana expandida.

Tabla 3. Soluciones preparadas para la cuantificacion de isoquercetina y
astragalina en extractos polares de hojas de P, ligularis mediante CE-DAD
Curva de calibracion  Solucion madre (ug/ml)  Rango de concentraciones (ug/ml)

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

Validacion de las metodologias analiticas
Los parametros de validacién analizados en ambas metodologias analiticas se
evaluaron de acuerdo con las pautas de la gufa ICH (International Conference
Harmonization)'*. Los parametros validados fueron:

Linealidad: definida como la proporcionalidad directa entre la respuesta
evaluada, en este caso area bajo la curva, y la concentracién del analito en la
muestra. Para su determinacién dentro del rango de concentraciones estudiado,
se utiliz6 el coeficiente de correlacion o la prueba estadistica ~Student.
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Precision: la precision del procedimiento analitico se evalué en dos niveles:
repetibilidad (precision intraensayo) y precision intermedia (precision interdia-
ria). En el primer caso, se analizaron 3 niveles de concentracién (baja, media
y alta) de las soluciones estandar por triplicado en un dia; en el segundo caso,
se analizaron las soluciones triplicadas del nivel de concentracién intermedio
de cada curva de calibracién, en tres dias consecutivos. Ambos resultados se
expresaron en términos de desviacion estandar relativa (DER).

Exactitud: la exactitud se expresé como el porcentaje de recuperacion obte-
nido después de adicionar cantidades conocidas de la solucién estandar a una
solucién de extracto; se calculd siguiendo la ecuacién: recuperacion (%) =
(contenido te6tico*100) / contenido experimental.

Siendo el contenido teérico el area obtenida en el analisis de coinyeccion
del extracto con la solucién estandar de la respectiva concentracion analizada; y
contenido experimental, la suma del area del pico del flavonoide analizado en el
extracto/2 + el area del pico del flavonoide en la solucién estindar analizada/2.

Limite de deteccion (LDD) y limite de cuantificacion (LDC): determinados
mediante diluciones sucesivas hasta observar una relacion sefial-ruido de 3:1
para el LDD y 10:1 junto con un %CV < 5 para el LDC.

Se utiliz6 el software Microsoft Excel para el analisis estadistico de los
parametros mencionados anteriormente.

Resultados y discusion

Desarrollo de la metodologia analitica por UHPLC-DAD
Como se mencioné anteriormente, se tealizaron modificaciones al método
cromatografico desarrollado por Sepilveda ez al'' 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 resolucién de los picos. A continuacién, se detallan los
cambios observados y analizados al realizar variaciones en las fases méviles,
flujo y temperatura del método reportado (denominado método A).
Inicialmente, se extendi6 el tiempo de la rampa entre el 20-35 % de ace-
tonitrilo (método B, figura 2), ya que en estos valores se present6 coelucion de la
mayoria de los metabolitos en el método A. Sin embatgo, solo se observé como
resultado la separacion de los picos de menor polatidad. Por tal motivo, se iniciaron
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las rampas desde un menor porcentaje de ACN, y se evaluo el efecto del aumento
de temperatura de 35 2 40 °C (método C). Al comparar el método C con el método
D (figura 2) se ve que en este ultimo la combinacién de vatias rampas cortas con
cambios leves en la proporcién de los solventes facilitaba més la separacion 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 gener6 disminucion del tiempo muerto. Esto se debe
a que aumentos en la temperatura conducen a la disminucion de la viscosidad de
la fase moévil y, por ende, a menor resistencia al flujo en la columna, de modo que
disminuye la retencién y la presion del sistema, lo cual permite utilizar flujos mas
altos". Finalmente, se decidié combinar el incremento de la temperatura del horno
de la columna (del método C), con la implementacioén de 5 rampas que aumen-
taran el poder de elucién 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 cromatografica UHPLC permiti6 obtener mayor resolucién 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
cromatografico para la cuantificacién de flavonoides en extractos polares de
hojas de granadilla (perfil correspondiente al método E en la figura 2):

* Fase estacionaria: Phenomenex® Kinetex C18 (100 X 2,1 mm; 2,6 um).

* Temperatura del horno: 40 °C.

* Flujo constante: 0,5 ml/min.

* Volumen de inyeccion: 10 pl.

* Fase mévil: acido férmico 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 mayortfa de las metodologias analiticas por HPLC/UHPLC encon-
tradas en la literatura para el estudio de especies del género Passiflora tenfan
como objetivo el andlisis cualitativo de las matrices vegetales; y de requerirse
la cuantificacién del contenido de flavonoides, muchos estudios reportan el
uso de técnicas colorimétricas como por ejemplo la de cloruro de aluminio'.
En caso de desarrollar una metodologia por HPLC, se enfocaban usualmente
en la cuantificacién de uno o pocos flavonoides especificos, principalmente
vitexina, isovitexina, orientina, e isoorientina!’, mediante condiciones relativa-
mente sencillas, como mezclas de la fase acuosa acidificada (A) y acetonitrilo
como fase organica (B), en un gradiente lineal de 5-20 % de B en A durante 30
minutos'®, lo cual se asemeja al método C evaluado para el extracto de hojas
de P. ligularis, pero que no otorgd suficiente resolucién entre los dos primeros
picos del perfil ni a los que coelufan entre el minuto 16-17.
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Figura 1. Perfil cromatografico de P. ligularis obtenido bajo condiciones del método A",
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Figura 2. Perfiles cromatograficos obtenidos tras realizar diferentes modificaciones al método A.
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Se encontraron algunos métodos reportados para el estudio de P. figularis
mediante HPLC considerablemente diferentes al desarrollado en este trabajo.
Por un lado, porque se llevaba a cabo el andlisis de extractos del fruto, donde
se utilizaban como fases méviles (A) acido férmico al 0,1 % y (B) metanol en
un gradiente que alcanzaba condiciones mucho mas apolares, desde 10-70 %B
(0-4 min), 70-100 %B (4-7 min), 100-10 %B (7-8 min)'®; o, por otro lado, porque
el método desarrollado estaba basado en condiciones previamente reportadas
para el analisis de flavonoides C-glicosilados, principales metabolitos identi-
ficados en otras especies de Passiflora. En este ultimo, el método se diferencia
especialmente en la composicién de la fase mévil en modo isocratico: solvente
A (tetrahidrofurano:isopropanol:acetonitrilo, 10:2:3, v/v/v) y solvente B
(H,PO,, 0,5 %) (12 % A en B) a un flujo de 1 ml/min. Sin embatrgo, en dicho
reporte no se presenta el cromatograma de las hojas de granadilla ya que no
se identificaron en su extracto los compuestos C-glicosilados".

Desarrollo de la metodologia analitica por CE-DAD
Las diferentes condiciones electroforéticas descritas en la tabla 2 fueron evaluadas
con el fin de obtener la mejor deteccién y resolucion posible de todos los picos.
Sin embargo, en la mayorfa de casos esto no se logré, independientemente de
las variaciones de voltaje y temperatura; atribuyéndose asi las complicaciones
a las diferentes composiciones de BGE empleadas.

En los analisis 2 (25 minutos de duracién) y 4 (20 minutos), ambos con
20 % de MeOH, se observé un aumento en el tiempo de anlisis (a pesar de haber
usado valores de voltaje y temperatura mas altos), ademas de una sobreposicién
de los picos, reduciendo su resolucion. Esto pudo deberse a que los modificadores
organicos hacen que el flujo electroosmoético (movimiento unilateral de iones y
demds moléculas en la solucion buffer) sea mas lento, aumentando los tiempos de
migracion de los compuestos' . En este caso, un aumento en el porcentaje de
metanol en el BGE influy6 negativamente en la separacion de flavonoides, pero
en otros estudios se observa lo contratio. Marchart ef a/* lograron la separacion
de flavonoides en P. incarnata usando un BGE con 20 % de MeOH; y Jiang ez
al? lograron la separacion de flavonoides en Saussurea mongolica usando un BGE
con 40 % de MeOH. Esto demuestra que el porcentaje de solvente organico en
el BGE debe ser revisado de forma individual para cada extracto.

Al evaluar los perfiles de las pruebas con mayor concentracion de TBS
(75 mm), anélisis 3 y 4, se observé disminucién en el nimero de picos detec-
tados; y aunque diferentes estudios mencionan que la resolucién aumenta
directamente con la concentracién de tetraborato de sodio, Wu e# a/* resaltan
que al exceder concentraciones de 60 mm hay un efecto negativo en el limite
de deteccién, ademas 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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concentracion de 50 mm para la éptima separacién de flavonoides (25 mm,
Marchart ez a/**; 30 mm, Jiang ez a/*"; 50 mm, Xu ez a/**; 50 mm, Costa et al.”).

Por otro lado, bajo las condiciones del analisis 5 (BGE: 20 mm TBS, 40
mm SDS; voltaje: 15 kV; temp.: 17 °C) se evalu el efecto del dodecil sulfato
de sodio como componente del BGE. Al usar un surfactante micelar, la sepa-
racion de los compuestos ya no solo depende de la carga, sino también de las
interacciones hidrofébicas de las moléculas con este®. El uso de un surfactante
logra extender la técnica de EC a la separacion 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 mismo', en
este caso, anibénico (SDS). El surfactante genera una fase pseudoestacionaria al
englobar las moléculas; la cabeza polar del surfactante constituye la superficie
externa y la parte apolar hidrofébica de la molécula constituye el ntcleo lipo-
filico®™. Sin embargo, al comparar el electroferograma de dicho anilisis con el
obtenido bajo las condiciones del ensayo 1 (50 mm TBS con 5 % MeOH como
BGE; voltaje: 20 kV; temp.: 20 °C), se selecciond este tltimo debido a la mejor
resolucién obtenida en el menor tiempo de analisis (11 minutos) (figura 3).

A partir de las condiciones seleccionadas, se evalu6 el efecto del pH del
BGE en la movilidad electroforética (migracion de los analitos en un campo
eléctrico) de tres flavonoides presentes en los extractos polares de P. /gularis:
isoquercetina, astragalina y crisina. Se observé que al aumentar el pH aumen-
taba el tiempo de migracion de los estandares (figura 4) y consecuentemente
disminufa su ME (figura 5). Esto sucede por el caracter acido débil de los
flavonoides®. A medida que aumenta el pH mayor es la disociacion 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 BGE™.

Es necesario tener en cuenta que factores como el tamafio, la estructura
de la molécula y la disociacion de los grupos OH con respecto a sus valores de
pK, influyen en la movilidad electroforética de los flavonoides. Se presentan en
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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); deteccion: UV 270 nm.
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Figura 4. Variacion en los tiempos de migracion de los estandares de crisina (azul), isoquer-
cetina (rojo) y astragalina (amarillo) en funcion del pH del BGE.

0.3

Movilidad electroforética (cm/min*kV)

pH

Figura 5. Variacion de la movilidad electroforética de crisina (azul), isoquercetina (rojo) y
astragalina (amarillo) en funcion del pH del BGE.
Nota: valores de movilidad electroforética calculados mediante la ecuacion: v = pe*E.

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

El primer punto de inflexién de los tres flavonoides se observa entre pH
7,8 y 8,3, esto refleja la disociacién del grupo hidroxilo en posicion 7, el cual es
reconocido por ser el mis 4cido®. Posteriormente, a pH =~ 9,5, la astragalina
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muestra otro punto de inflexion, lo cual es congruente con el valor de pK de
su grupo hidroxilo en posicién 4’; es en este punto donde disminuye su ME
con respecto a la isoquercetina. Esto es coherente con los resultados obtenidos
potr McGuie y Markham®, donde la isoquercetina presenta mayores tiempos de
migtracién a pH 9,5, y en Johnson y Lunte® 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 anién borato del TBS presente en el BGE?" . El efecto en la movilidad
electroforética de los flavonoides varia dependiendo de la ubicacién en donde
se forme el complejo. Sila formacién del complejo ocurre en un grupo cis-1,2,
diol del azicar, esta adquiere una carga negativa, aumentando su carga neta y

por ende su tiempo de migracion™

. 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-aniénico™.

La formacién del complejo se pudo haber visto favorecida a pH neutro, lo
cual explicarfa 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 contatfa con 3 cargas negativas, la de la posicion 7, la del complejo
catecol-borato y la de la posicién 5; mientras que la astragalina y la crisina presen-
tarfan solamente una carga negativa alrededor del mismo punto de inflexiéon en
pH cercano a 8. Sin embargo, a pH mayores a 9, la formacién del complejo en
la isoquercetina permite que esta no disminuya su ME respecto a la astragalina,
debido al aumento en su tamafio, el cual le brinda menor densidad de carga.

Por ende, los resultados obtenidos son coherentes con la teoria en
cuanto a la disminucién de la movilidad electroforética de los flavonoides a
medida que aumenta el pH del BGE, y los factores que en esta influyen: el
tamafio, la estructura de la molécula y la disociacién de los grupos OH segun
sus valores de pK_ 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 tamafio 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 informacién para
explicar dos fenémenos 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 mas grande y, por otro lado, el punto de inflexién a pH = 9,5
de crisina e isoquercetina. Aunque en los resultados de Jiang ez a/* se observa
este mismo punto de inflexién en quercetina-3-O-glucésido.

Al hacer el analisis de la variacién del pH del BGE con el extracto acuoso
de P. lignlaris, se observa que los tiempos de migraciéon también aumentan con
el aumento en el pH (figura 8). Esto refleja que para una muestra compleja,
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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 pK,
reportados en la literatura para algunos de los grupos hidroxilo??**'. Se indica con una
flecha la posicion de la glicosilacion para la formacion de astragalina e isoquercetina.
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Figura 7. Electroferogramas del extracto acuoso de hojas de P. ligularis.
Nota: condiciones de separacion: voltaje: 20 kV; temperatura: 20 °C; BGE: 50 mm TBS; 5 %,
MeOH a diferentes valores de pH. A. pH 7,03, tiempo de analisis: 30 min. B. pH 8,32, tiempo
de analisis: 40 min. C. pH 9,32, tiempo de analisis: 40 min. D. pH 10,33, tiempo de analisis:
60 min. E. pH 11,08, tiempo de analisis: 50 min.
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la variacién del pH en el BGE tiene una influencia similar en los tiempos de
migracién de los flavonoides. A pH 7 y 8 (figura 7 - A y B, respectivamente)
hay mayor solapamiento de los picos, posiblemente por la alta disminucién
en los tiempos de migracién, lo cual es coherente con los resultados de Wu ez
al*naringin, hesperedin, narigenin and rutin, quienes exponen que la resolu-
cién de los picos es muy baja a pH menores a 9,0. A pH 11 (figura 7 - E) el
tiempo de analisis es menor que a pH 10 (figura 7 - D); no obstante, esto se
debe a la completa deformacién de los picos que impide realmente mostrar
un petfil del extracto. Por otro lado, se observé que los tiempos de migracion
de los flavonoides eran diferentes al ser analizados de forma individual y al
ser analizados en el extracto, fenémeno que también se puede observar en los
resultados obtenidos por Jiang ez a/.”’. Esto pudo debetse a que, al haber un
mayor numero de compuestos en la solucién, tanto la influencia en la carga neta
de los analitos por el BGE, como la formacién de complejos analito-borato,
se viera disminuida.

Validacion de las metodologias analiticas

desarrolladas y cuantificacion de flavonoides

en el extracto acuoso de P. ligularis

A continuacién, se presentan los resultados de los parametros de validacién

evaluados para las dos metodologias, por cromatografia liquida de ultra alta
eficiencia (UHPLC) y electroforesis capilar (CE).

Linealidad

El grado de correlacion entre el area bajo la curva y la concentracion de las
muestras se determind inicialmente mediante el coeficiente de correlacion, el
cual fue superior a 0,995 en todas las curvas de calibracién. De igual modo,
se observan en la tabla 4 los rangos de concentraciones que en cada curva
cumplieron con las pruebas de hipdtesis realizadas mediante el estadistico £
es decir, que teniendo como criterio el rechazo de la hipétesis nula con un
# calculado mayor al 7 tabulado, ninguna de las curvas present6 sesgo en la
pendiente (esto es, se rechazé que la pendiente fuese igual a cero), ni en el
intercepto (se aceptd punto de corte en 0). En cada caso, los datos se ajustaron
con un 95 % de confianza al modelo de regresion lineal, cumpliendo as{ con
el parametro de linealidad.
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Precision y exactitud

Como se ha mencionado, la precision se evalué como repetibilidad y precisién
intermedia. Se observa en la tabla 5 que se cumplié con dicho pardmetro en
ambos métodos desarrollados, ya que tanto las 3 concentraciones analizadas
para cada curva en un dfa, como el nivel intermedio evaluado en tres dias
consecutivos, presentaron valores de coeficiente de variacion infetiores al 5 %,
limite recomendado por la ICH. Adicionalmente, se observa en la tabla 6 que
la exactitud, expresada como el porcentaje de recuperacion, se encuentra entre
el 102-107 %, con coeficientes de variacion aceptables entre 1-4 %o.

Tabla 5. Datos de precision de las curvas de calibracion de
flavonoides evaluadas en cada técnica analitica

Repetibilidad (1 dia) (Fj’irgssnon intermedia (3
Técnica Curva de
analitica calibracion

Concentracion Concentracion  %CV

(hg/ml) %Y (n=3) (ug/ml) (n=3)
Flavonoides 5,841 3,404
t-otales ‘ 58,55 2,888 58,55 4077
(isoquercetina,
350 nm) 17,1 1,014
UHPLC- I " 5,841 1,082
soquerce 1na
DAD (260 nm) 58,55 2,585 58,55 3,223
17,1 1,812
A i 0,155 0,457
stragalina
(265 nm) 3,880 2,678 3,880 1,531
7,760 2,569
280,33 2,57
Isoquercetina 03.44 0.90
(270 nm) ’ 93,44 2,99
10,38 2,70
CE-DAD
166,66 2,18
Astragalina (270 5555 1,60 617 410
nm)
2,06 3,19
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Tabla 6. Datos de exactitud de las curvas de calibracion de
flavonoides evaluadas en cada técnica analitica

Exactitud
Concentracion

(ug/ml) %Recuperacion
X £ %CV (n=3)

Técnica analitica Curva de calibracion

Flavonoides totales

+
(isoquercetina, 350 nm) >841 102,222,307
1 .
UHPLC-DAD soquercetina 5,841 106,5 + 3,202
(260 nm)
Astragalina
+
(265 nm) 0,155 103,1 + 1,141
Isoquercetina (270 nm) 10,38 103,4 £ 2,52
CE-DAD -
Astragalina (270 nm) 2,06 100,7 = 1,82

Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para el método analitico por UHPLC-DAD se determinaron como limites
de deteccién y cuantificacion: 0,059 y 0,293 pg/ml para las curvas de FT e
isoquetcetina; y los puntos de concentraciéon 0,02 y 0,1 pg/ml para la curva
de calibracién de astragalina. Valores superiores fueron determinados para el
método desarrollado por electroforesis capilar; para el caso de astragalina, el
limite de deteccién correspondié a 0,229 pg/ml y el de cuantificacién a 0,686
pg/ml; mientras que en isoquercetina, el LDD establecido fue 1,15 pg/mly el
limite de cuantificacion, 1,73 pg/ml.

Cuantificacion de flavonoides en el extracto acuoso de P. ligularis

Al comparar los resultados de las dos técnicas analiticas empleadas para el analisis
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 empled el mismo detector DAD,
variaciones en algunos parametros electroforéticos, permitirfan aumentar la
respuesta de deteccién UV-Vis para aumentar la posibilidad de andlisis de
metabolitos con muy baja absorciéon como las saponinas, también identificadas
en extractos de P. figularis. Cambios como el uso de BGE con TBS (para la for-
macién de complejos)™, establecer valotres bajos de pH y el uso de surfactantes
para aportar cargas a este tipo de metabolitos™, podrian tenerse en cuenta. Por
el contrario, el desarrollo de la metodologia por UHPLC, requirié de menos
cambios a evaluar en las condiciones cromatograficas debido principalmente a
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que se contaba con un método de partida para el analisis de especies de Passiflora.
Aunque en ambos casos se cumplié con todos los parametros de validacion, el
método por UHPLC-DAD demostré ser mas sensible, al presentar limites de
deteccién y cuantificaciéon inferiores a los obtenidos por CE-DAD.

Una vez desarrollados y validados los métodos respectivos, se proce-
dié a la cuantificacién 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 metodologias empleadas.

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

Flavonoide Cuantificacion por CE-DAD Cuantificacion por UHPLC-DAD
(ng/ ml) (ug/ my)

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 correspondi6 a: 40,22 + 0,95 mg equiva-
lentes de isoquercetina/g extracto seco. Valor que se buscé maximizar mediante
el proceso de extraccién optimizado descrito en el capitulo 5.

Conclusiones

Se desarrollaron dos métodos analiticos para el analisis y cuantificacion de flavo-
noides en extractos polares de Passiflora lignlaris mediante dos técnicas analiticas
utiles en el estudio de productos naturales. Las condiciones mas favorables para
la resolucion de los picos por cromatografia liquida UHPLC-DAD consistieron
en una fase mévil que mezclara dcido férmico (1,0 %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 6ptimo,
desarrollado por electroforesis capilar, se obtuvo utilizando un capilar de silica
fundida de 40 cm efectivos, 50 um 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 analiticos cumplieron con los parametros de
validacion establecidos en la guia ICH 2005, y permitieron la cuantificacién de
los flavonoides seleccionados como marcadores terapéuticos de extractos de las
hojas de P. /ignlaris. De este modo, se obtuvieron dos metodologfas analiticas
utiles para el control analitico requerido durante la etapa de desarrollo de un
producto fitoterapéutico a partir de esta matriz vegetal.
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Introduccion

En los ultimos afios, el uso y comercializacién de fitoterapéuticos y prepa-
raciones herbales (extractos, tinturas, aceites fijos o esenciales, decocciones,
infusiones frias o calientes) se ha incrementado a nivel mundial'. Sin embargo,
a diferencia de los medicamentos cuyo ingrediente farmacéutico activo esta
completamente caracterizado, el desarrollo de productos farmacéuticos a base
de plantas medicinales presenta diversos desafios. Uno de ellos es la alta com-
plejidad de las matrices vegetales que son empleadas como materias primas
para su elaboracién. Factores asociados a la edad fenolégica 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 composicién quimica de
dicha matriz vegetal y, por ende, afectar las caractetisticas del producto final®

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 estandarizacion de las preparaciones
herbales. Este proceso consiste principalmente en identificar y establecer las
caracterfsticas inherentes, parametros constantes y valores cuantitativos finales
de dichas preparaciones™. Para la estandarizacion de las preparaciones herbales
como los extractos, es fundamental minimizar las variabilidad de factores aso-
ciados a su manufactura, es decit, deben controlarse aspectos de los procesos
de extraccion como: el estado de division de la droga, agitacion, temperatura,
condiciones de pH, naturaleza quimica de los solventes de extraccién o tiempo
durante el cual se realiza el procedimiento, con el fin de garantizar una con-

centracion final fija del principio o los principios bioactivos®®.
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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 unicos agentes responsables de la actividad farmacoldgica y se encuentran
dentro de un rango de concentracién constante. Asi mismo, la EMA diferencia
una segunda clasificacién denominada extractos cuantificados, en la cual estos
presentan constituyentes quimicamente definidos (marcadores bioactivos) que
contribuyen al efecto terapéutico; sin embargo, no existe evidencia que indique
que estos compuestos son los unicos responsables de la eficacia clinica. Final-
mente, en un tercer grupo se encuentran aquellos extractos caracterizados con
respecto a sus marcadores quimicos, los cuales son compuestos que no estan
en relaciéon con la actividad farmacoldgica, pero que son usados dentro del
proceso de control de calidad con el fin de identificar adulteraciones’.

En el caso concreto del extracto acuoso de hojas de P. figularis, la actividad
hipoglicemiante ha sido atribuida a los flavonoides O-glicosilados. Los resultados
mostrados hasta el momento en diferentes modelos de expetimentacién cotro-
boran que la isoquercetina (quercetin-3-O-glucésido) y la astragalina (kaempfe-
rol-3-O-glucésido) son inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa. Asi mismo, se
demostro el efecto secretagogo de insulina del kaempferol-3-O-glucésido, y el
efecto estimulante sobre la captacién de glucosa del quercetin-3-O-glucésido
mediante la activacién de las rutas MAPK y MEK/ERK®*".

Aunque la eficacia del extracto acuoso de hojas de P. /igularis ya ha sido
demostrada, atn 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. Jigularis con respecto a su
contenido de principios activos empleando el método de extraccién asistida
por ultrasonido, asi como la evaluacién de la estabilidad de los flavonoides bajo
condiciones de estrés y la corroboraciéon de la actividad hipoglicemiante en un
modelo 7z vivo de tolerancia a la glucosa.

Metodologia

Reactivos y equipos

El material vegetal se colecté 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 recoleccion de muestras otorgado por la ANLA y el Ministerio de
Ambiente y Desarrollo: Biosprospeccion de especies de Solanum, Passiflora,
Physalis, Hypericum, Cecropia e llex, codigo 38024 (Resolucion 0699 de abril
26 de 2018, Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, Otrosi No. 7 al

114+ Passiflora ligularis Juss. (granadilla): estudios quimicos
y farmacologicos de una planta con potencial terapéutico



Contrato 121 del 22 de enero del 2016). La especie colectada fue identificada
por el Herbario Nacional Colombiano como Passiflora ligularis y se le asigné el
nimero de coleccion COL 602878. Para la obtencién del extracto, el material
vegetal fue secado pot liofilizacién empleando un equipo Labconco® Modelo
LyphLock 6 y pulverizado en un molino de cuchillas.

Para la optimizacién del extracto de hojas de P. /igularis se selecciond
el método de extraccion asistida por ultrasonido (EAU). Este procedimiento
se llevé a cabo en un bafio 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 extraccién se utilizaron
mezclas de etanol-agua destilada en diferentes propotciones (v/v) (etanol,
99,5 %, PanReac AppliChem). El disefio experimental se planted y analizo
usando el soffware estadistico Minitab® (version 17, State College, EE.UU.).
Para obtener los extractos secos se requiri6 el uso de un evaporador giratorio
(Heidolph®, Alemania). La cuantificacién de flavonoides totales se realizd
acorde a lo descrito en el capitulo 4.

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

En la evaluacién de la capacidad antiglicante se utilizaron como reacti-
vos la fraccién V de albumina sérica bovina (Roche) y D(-)-Ribosa extra pura
(Schatlau). El flavonoide quercetina (= 95 %) (HPLC, Sigma-Aldrich®) fue
usado como control positivo, y al igual que las muestras del extracto optimizado
se disolvié en dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich®, > 99,9 %). Como medio de
reaccién se usé una solucion de buffer fostato a pH 7,4 (50 mM), acidificada
con NaN; al 0,02 % (Sigma-Aldrich®, > 99,5 %). La incubacién de las mues-
tras se realiz6 en un equipo Heidolph® Polymax 1040-Inkubator 1000, y la
cuantificacién de los productos finales de la glicacién avanzada se llevo a cabo
en un equipo TECAN GENios FL. (A 360 nm; A__ 465 nm).

Para el ensayo de actividad hipoglicemiante, los animales de experimen-
tacioén 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 conté con el aval
del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, sede Bogota (Acta 09 de 2018).

Optimizacion 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 extraccién tienen
influencia sobre el contenido de los principios bioactivos del extracto de hoja
de P. /ignlaris, se emple6 la metodologia de superficie de respuesta partiendo
de un disefio 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 extraccién, la temperatura y el solvente de extraccién, especificamente
mezclas etanol-agua en diferentes proporciones. Cada uno de los factores se
evalué 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 optimizé el
proceso EAU con respecto a la variable de CFT.

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

Nivel
Factor Unidad
-1 0 +]
X, Tiempo min 20 40 60
X, Temperatura °C 30 50 70
X, Solvente de extraccién % etanol 60 80 100
Variable respuesta
v Contenido de flavonoides totales mg equivalentes de isoquercetina/g extracto
I (CFT) seco
Y, Capacidad antiglicante % inhibiciéon de formacién de AGE

Las variables correspondientes al tamafio de particula y relacion droga-sol-
vente se establecieron como variables fijas dentro del proceso de extraccién.
El material vegetal empleado fue pulverizado y tamizado, seleccionandose
para la extraccion tnicamente el colectado en el tamiz 40 (luz de malla: 1,213
mm), el cual es considerado de acuerdo con la gufa de Métodos de Control de
Calidad para Materiales de Plantas Medicinales de la OMS como un material
fino debido a que presenta a un tamafio de particula infetior a 2,0 mm'". Por
otra parte, la relacién droga-solvente se trabajé 1:20, debido a que es una
proporcioén aceptada para trabajar en escala de laboratorio, ademas de ser una
condicién 6ptima de extraccion de este tipo de compuestos en el método de

extraccion por ultrasonido'* !,

Elaboracion del extracto optimizado empleando el

método de extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Un gramo del material vegetal pulverizado se colocé en contacto con 20 ml
del solvente de extraccién (solucion etanol-agua). La muestra se coloco dentro
de un bafio de ultrasonido por un periodo de tiempo y bajo condiciones de
temperatura de acuerdo con las establecidas en el disefio experimental Box-Be-
hnken (tabla 6). Los extractos fluidos obtenidos fueron filtrados por gravedad,

116 -+ Passiflora ligularis Juss. (granadilla): estudios quimicos
y farmacologicos de una planta con potencial terapéutico



el etanol se elimind por presion reducida, mientras que el agua remanente fue
retirada por liofilizacién. Finalmente, los extractos secos fueron almacenados
bajo condiciones de refrigeracion (4 £ 2 °C) hasta la cuantificacién del conte-
nido de flavonoides totales y los andlisis posteriores.

Modelo Rib-ABS para determinacion
de la capacidad antiglicante
Como evaluacién preliminar de la actividad biolégica de los extractos, se deter-
mind la capacidad antiglicante o inhibitoria de la formacién de productos de
glicacion avanzada (AGE, por advanced glycation end-products). Para la realizacion
de este ensayo 7 vitro se siguié la metodologia propuesta por Derbré ¢z al., con
algunas modificaciones'*'%. La albumina, la tibosa y las muestras (incluyendo
el control quercetina) se incorporaron en la solucion de buffer fosfato, en las
proporciones que se muestran en la tabla 2. Las soluciones szock de los extractos
se prepararon a una concentracion de 12,5 mg/ml en DMSO, y luego se tomé
una alicuota de 80 pul y se llevé a un volumen de 100 ul con el buffer fosfato. En
el caso de quercetina, se partié de una solucién de 2 mg/ml en DMSO para
llegar a una solucién szock de 1,4 mg/ml llevada a volumen con buffer fosfato.

La reaccion se llevo a cabo directamente en microplacas de 96 pozos,
las cuales fueron incubadas por 24 horas a 37 °C y agitacién constante (50
rpm) antes de la cuantificacién de los productos de glicacién avanzada por
fluorescencia. Las lecturas se realizaron en un espectrofluorémetro TECAN
GENios FL equipado con un filtro de excitacién de 360 nm y un filtro de emi-
sién de 465 nm. El porcentaje de inhibicién de la formacién de los productos
de glicacién avanzada (AGE) se calcul6 usando la ecuacion 1:

Ecuacion 1

% de inhibicién de AGE= [ ( F, % Bmo% )] %100

Donde:

F, = fluorescencia de la solucion del inhibidor

F,, = fluorescencia de la solucién blanco del inhibidor
F, ., = fluorescencia de la solucion control 100 %

Fy1000, = fluorescencia de la solucién blanco del control 100 %
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Tabla 2. Soluciones de reaccion evaluadas en el ensayo de capacidad antiglicante

. . Blanco Blanco Concentra-

iSnoilcl;;:ion g&rlckentraaon Inhibidor  del 100 % del cion final
inhibidor 100% enplaca
Albimina 14,3 mg/ml 70 wl 70 wl 70l 70wl 10 mg/ml
D-Ribosa 5M 10 pl - 10u - 0,5M
Muestra
1 - -

(extracto) 0 mg/ml 5ul 5ul 500 pg/ml
Control
(quercetina) 1,4 mg/ml S5ul 5ul --- --- 70 pug/ml
Buffer fosfato 50 mm 15l 25 ul 20ul 30l -

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 realizacién de la prueba, los animales tuvieron un perfodo
de ayuno de 6 horas. Los tratamientos fueron administrados via intragastrica
empleando una canula, y treinta minutos después se realiz6 la administracién
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 tnico corte en vena lateral de la cola del roedor.

Tabla 3. Grupos evaluados en el bioensayo de actividad antihiperglicemiante

Grupo  Tratamiento Dosis (mg/kg)
1 Vehiculo (agua destilada) -

1I Glibenclamida como control positivo (200 mg/kg)
I Extracto acuoso* (250 mg/kg)
v Extracto optimizado® (250 mg/kg)

Nota: cada uno de los grupos contd con un n = 6.
2Extracto obtenido mediante el método de infusion.
bExtracto obtenido mediante el método EAU.
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Estabilidad bajo condiciones de estrés

o degradacion forzada

Para la evaluacion de estabilidad del extracto optimizado en las condiciones de
hidrélisis neutra, acida y alcalina, oxidacion y fotdlisis se sigui6 la metodologia
planteada por Singh y Bakshi'’ (figura 1, tablas 4-5). Dependiendo de las condi-
ciones a las cuales se alcanzé el porcentaje significativo de degradacién del CEFT
(20-80 %), el extracto se clasificé dentro de alguna de las siguientes categorias:
practicamente estable, muy estable, estable, labil, muy labil o extremadamente
labil, en lo que respecta a las condiciones de hidrélisis y oxidacién; o como
fotolabil o fotoestable para el caso particular de fotdlisis'.

Tabla 4. Condiciones y sistema de clasificacion en la evaluacion
de estabilidad bajo condiciones de estrés

Degradacion

L . T . .
Condicion Medio Conc. (h) Temp. (°C) (%) Categoria
1 -—- 120 Reflujo <20 Practicamente estable
2 --- 48  Reflujo 20-80 Muy estable
Hidrolisis i HO -—- 24 Reflyjo 20-80 Estable
neutra 4 > - 12 Reflujo 20-80 Labil
5 - 8 40 20-80 Muy labil
6 -—- 2 25 20-80 Extremadamente labil
1 5N 48  Reflujo <20 Practicamente estable
2 2N 24 Refluyjo 20-80 Muy estable
3 1IN 12 Reflyjo 20-80 Estable
Hidrolisis 4 (1 01N 8 Reflujo 20-80 Labil
acida — 0.01
5 I\,I 8 40 20-80 Muy 14bil
o 0,01 .
6 N 2 25 20-80 Extremadamente labil
1 5N 48  Reflujo <20 Practicamente estable
2 2N 24 Reflyjo 20-80 Muy estable
3 1IN 12 Reflyjo 20-80 Estable
Hidrolisis 4 o 11 04N 8 Reflujo 20-80 Labil
alcalina —— 0.01
5 1\’] 8 40 20-80 Muy labil
o 0,01 y
6 N 2 25 20-80 Extremadamente 14bil
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1 30% 48  Temp.amb. <20 Practicamente estable
2 10% 24  Temp.amb. 20-80 Muy estable
3 3% 24  Temp.amb. 20-80 Estable
Oxidacion — H,0O,
4 : 3% 6 Temp. amb.  20-80 Labil
5 1% 3 Temp. amb.  20-80 Muy labil
6 1% 05 Temp.amb. 20-80 Extremadamente labil

Tabla 5. Condiciones y sistema de clasificacion en la evaluacion
de estabilidad bajo condiciones de estrés fotolitico

Exposicion Temperatura % de degradacion Categoria
1,2 *%10° lux*h Temp. amb. 20-80 Fotoestable
6,0 * 10° lux-h Temp. amb. <20 Fotolabil

Inicio

l

Labil
Condicion 4

Degradacion < 20 % Degradacion > 80 %

Estable
Condicion 3

Degradacion < 20 % 20

Muy labil
Condicién 5

20 % - 80 % Degradacion > 80 %

Degradacion Degradacion
80 %

N\

— Aceptable

Extremadamente

Muy estable Degradacion
Condicion 2 20 % - 80 %

Degradacion < 20 % /

— 1abil

Condicién 6

Degradacion
20 % - 80 %

Practicamente estable
Condicion 1

Figura 1. Diagrama de decision para el desarrollo de estudios de estabilidad bajo condiciones
de hidrolisis neutra, hidrolisis acida, hidrolisis alcalina y oxidacion.

Resultados y discusion

En este apartado se expondran los principales resultados encontrados en el
proceso de desarrollo y caracterizacién del extracto optimizado de hojas de
P. lignlaris con respecto al contenido de flavonoides totales. Primero se presenta
el analisis del disefio experimental Box-Behnken, cuyo objetivo fue encontrar
las condiciones éptimas de extraccion 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, especificamente, hidrolisis, hidrélisis acida,
hidrélisis basica, oxidacion y fotdlisis. 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 comparacién con
el extracto acuoso obtenido por infusion.

Fundamentos del método de extraccion

asistida por ultrasonido (EAU)

La extraccién asistida por ultrasonido (EAU) es un método de extraccién no
convencional que se basa principalmente en el fenémeno de cavitacidén acustica
(figura 2). Cuando una onda del ultrasonido causa una presién negativa sufi-
ciente a través de un liquido, la distancia entre las moléculas de este excede la
distancia minima molecular requerida para mantener el liquido intacto, lo que
genera la ruptura entre las fuerzas de cohesién y a su vez provoca la forma-
cién burbujas de cavitacion'®. Cuando las burbujas alcanzan un tamafio critico
colapsan liberando la presién e incrementando la temperatura. Esta implosion
genera a su vez microburbujas que chocan sobre la superficie de las particulas
del material vegetal causando una disrupcién de la pared celular, facilitando la
penetracién del solvente a través de la matriz y, de esta manera, aumentando

la difusién de los principios activos al exterior'®?'.

Presién méxima
Compresion de compresién Compresion Compresion

Longitud de onda

Presién minima - efaccic .
L Rarefaccion Rarefaccion Rarefaccion
de rarefaccion

“recimie: Tamafio critic -
Crecimiento 0 critico Implosion

Formacion Contraccion !

Disrupcion de
O la pared celular
Gas /
\\ Pared Microburbujas L :
N 3 2

iquido o ;. J/ N

Presion acustica

TIEMPO

Figura 2. Esquematizacion del fenomeno de cavitacion acistica durante el método de ex-
traccion asistida por ultrasonido.
Nota: grafico tomado y modificado de Lavilla et al.
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La EAU presenta grandes ventajas con respecto a otros métodos de
extraccion empleados en la investigacion de productos naturales. En compara-
cioén con los métodos tradicionales (destilacién y extraccion por solventes), la
EAU presenta un mayor eficiencia de extraccién sélido-liquido de los principios
bioactivos de diferentes matrices vegetales'***. Asi mismo, también ha demos-
trado ser un método eficaz en la extraccion de compuestos termolabiles, como
algunos compuestos fendlicos™. La EAU es un método mas sencillo, reprodu-
cible y econémico que otras técnicas de extraccion no convencionales como
la extraccion con fluidos supercriticos o la extraccién asistida por microondas,
ya que requiere tiempos de extraccién mas cortos y menotes volumenes de
solvente**%. Ademas, es considerada como una tecnologia segura, sustentable
con el medio ambiente y factible para el escalamiento a nivel industrial®’.

Optimizacion del extracto de hojas de P. ligularis

en cuanto a su contenido de flavonoides totales

Cuando se opta por un método de extraccién 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 tamafio de particula del material vegetal, el tipo
de disolvente y su interaccion con el material de extraccion tienen influencia
sobre el resultado final del extracto obtenido®. Por ejemplo, altas temperaturas
contribuyen a un mejor proceso de extraccion, ya que incrementan el numero
de burbujas de cavitacién presentes en el medio. Adicionalmente, aumenta el
area de contacto entre el sélido-liquido y disminuye la viscosidad del solvente,
lo cual facilita el proceso de difusion de los compuestos presentes en el material
vegetal” ™. Por otra parte, las mezclas hidroetandlicas son ampliamente usadas
en el método de EAU para la extracciéon de compuestos fendlicos debido a que
son consideradas seguras y amigables con el medio ambiente' .

Particularmente, para la obtencién del extracto de hojas de P. fgularis
las variables del método de EAU seleccionadas fueron: tiempo, temperatura y
porcentaje de etanol requerido para la extraccion. Como se menciono antetior-
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 partié de un diseflo 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 metodologfa de superficie
de respuesta (MSR). El analisis de varianza (ANOVA) mostré que el modelo
de regresion generado para la variable de contendido de flavonoides totales
(CFT) fue altamente significativo (p < 0,01). Los valores de los parametros de
falta de ajuste y coeficiente de determinacion (R?) 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). Asi mismo, se gener6 la
ecuacion polinémica de segundo orden que describe la funcién de la variable
predicha (ecuacién 2).
Ecuacién 2
Y, =-14,2-0,366X, - 0,085X, + 2,347X, — 0,00433X ?
+0,00277X? - 0,01878X? + 0,00319X X, + 0,00684X X, — 0,00312X X

Igualmente, el andlisis estadistico mosttd que el tnico factor significativo
en el proceso de EAU fue el porcentaje de etanol empleado como solvente
de extraccion (p < 0,05). Con respecto a las interacciones entre factores, se
encontrd 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 diseno experimental Box-Behnken

Factor Variable
Tto.

X, X, X, Y, Y,
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 5326099 5220+ 1,13
5 0 0 0 4768 +223 4886+ 1,85
6 -1 1 0 4849+ 1,08 4646+ 1,15
7 1 0 -1 5459+ 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
1 0 0 0 51,97 £228 50,89 + 1,80
2 0 -1 -1 54,68+ 1,13 56,77 0,78
13 1 0 1 32,13+ 098 39,97 + 0,66

—
~
|
—
—
o

4412 + 1,51 48,17+ 28

32,78 £ 1,07 41,46 £ 0,55

Nota: Tto.: tratamiento; X: tiempo de extraccion (min); X,: temperatura (°C); X,: solvente
de extraccion (% de etanol); Y;: contenido de flavonoides totales (cFT), expresado como
mg eq. de isoquercetina/g extracto seco; Y,: capacidad antiglicante, expresada como %

de inhibicion de formacion de AGEes. Los resultados se muestran como el valor promedio
+ desviacion estandar (n = 3).

—_
(92}
(e}
—_
—_
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Tabla 7. Analisis de varianza ANOVA para la variable respuesta de CFT

Fuente G.l.  SCAjust 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
X, 1 0,12 0,120 0,01 0,916
X, 1 16,04 16,044 1,63 0,257
X, 1 935,79 935,787 95,32 0,000
Cuadratico 3 22505 75,015 7,64 0,026
X2 1 11,07 11,075 1,13 0,337
X2 1 4,55 4,548 0,46 0,526
X2 1 208,40 208,401 21,23 0,006
Producto cruzado 3 42,69 14,228 1,45 0,334
XX, 1 6,50 6,499 0,66 0,453
XX, 1 29,96 29,965 3,05 0,141
X,X, 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: X;: tiempo de extraccion (min); X, temperatura (°C); X,: solvente de extraccion (%
de etanol); G. l: grados de libertad; SC Ajust: suma ajustada de los cuadrados; MC ajust:
cuadrados medios ajustados; * nivel de significancia a = 0,05.

Las graficas de superficie de respuesta son un elemento de gran importan-
cia dentro del andlisis puesto que representan de manera visual y tridimensional
la ecuacién polinémica de segundo orden que describe el comportamiento de
la variable dependiente™. En la figura 3b y 3¢ se puede apreciar con mayor
claridad el efecto del porcentaje de etanol (X,) sobre el CFT, el cual segin el
ANOVA fue el unico factor significativo. Soluciones con un 60-70 % de alco-
hol permitieron extraer un mayor contenido de los compuestos fendlicos de
la matriz vegetal (> 50 mg eq. de isoquercetina/g de extracto seco), mientras
que valores superiores al 70 % llevaron a una disminucion en la eficiencia de
extraccién de estos compuestos.

Este comportamiento puede ser explicado por la naturaleza de los
solventes empleados en la extraccién. El agua es un solvente de alta polaridad
que penetra dentro de las células; estas se hinchan e incrementan el area de
superficie de contacto con el solvente. Asi mismo, disminuye la viscosidad de
la mezcla®. Ademas, el etanol, al ser menos polar que el agua, contribuye a la
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difusién al medio de los compuestos de alta y media polaridad como: flavo-
noides glicosilados, azicares, aminoacidos, nucleétidos y polisacaridos® .

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

Como ultimo paso del analisis estadistico se determinaron las condi-
ciones a las cuales se logra extraer el mayor contenido de flavonoides de las
hojas de P. Jignlaris. Empleando la opcién Optimizacion del soffware Minitab® se
encontrd para los factores de tiempo, temperatura y porcentaje de etanol valores
6ptimos de extraccion: 32,92 minutos, 70 °Cy 62,82 %, respectivamente. Bajo
estas condiciones el modelo estimé un valor predicho de la variable respuesta
(CFT) de 57,77 mg eq. de isoquercetina/g de extracto seco.

Una vez establecidas las condiciones éptimas de extraccion, se procedio
a hacer la validacién experimental de las mismas. Para ello, los valores deter-
minados para cada factor fueron aproximados de la siguiente manera: tiempo:

80
X3

30
100

Figura 3. Graficos 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: X;: tiempo de extraccion (min); X,: temperatura (°C); X,: solvente de extraccion (%
de etanol); Y,: contenido de flavonoides totales (cFT). Valores fijos: X, = 40, X, = 50, X, = 80.
Las areas mas claras representan la region donde se espera encontrar los valores mas
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 dias diferentes y cada uno por triplicado.
El CFT fue hallado experimentalmente y comparado con el valor predicho por
el modelo estadistico mediante la determinacién del error porcentual medio
absoluto (MAPE, por mean absolute percentage error) (ecuacion 3).

Ecuacién 3

mApE= 100 Z |GG
7 C.

G=1) o

Donde:

C_: CFT hallado experimentalmente.

C_: CFT predicho por el modelo de regresion.
n: nimero 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. lignlaris
obtenido empleando el método de EAU bajo las condiciones 6ptimas de
extraccion presenta un valor promedio de flavonoides totales de 59,76 mg eq.
de isoquercetina/g de extracto seco. Asi mismo, al presentar un coeficiente
de variacién 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 regresion generado para la variable respuesta de CFT
tiene alta capacidad predictiva, es decir que el valor predicho es cercano al
valor experimental.

Por dltimo, se realiz6 la comparacién entre el extracto de hojas de
P. lignlaris obtenido por EAU bajo las condiciones 6ptimas y el extracto obte-
nido por infusién, el cual es el método de extraccién mas usado en la medicina
tradicional. La comparacién se centrd en cuatro aspectos: perfil cromatografico,
contenido de flavonoides totales, contenido de isoquercetina y contenido de
astragalina. En la figura 4 se observa que el perfil cromatografico para ambos
extractos presenta el mismo numero de sefiales correspondientes a flavonoides.
Sin embargo, la intensidad de estas es mayor en el perfil correspondiente al
extracto optimizado. Este resultado es acorde a la cuantificacién de flavonoi-
des, ya que el método de EAU permiti6 incrementar en un 33 % el contenido
de estos compuestos en comparacion al extracto preparado por el método de
infusién (40,22 0,95 mg equivalentes de isoquercetina/g de extracto seco).
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Figura 4. Perfil cromatografico del extracto de hojas de P. ligularis.

Nota: rojo: extracto optimizado por EAU; negro: extracto obtenido por infusion. La cuan-
tificacion del cfFT se realizd bajo las condiciones cromatograficas: fase estacionaria:
Phenomenex® Kinetex C18 (100 x 21 mm:; 2,6 um). Fase movil A: acido formico (1 %); Fase
movil 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 inyeccion: 10 ul. Longitud de onda de
cuantificacion (A): 350 nm.

Capacidad antiglicante y su relacion con

el contenido de flavonoides totales

La diabetes mellitus (DM) es considerada un sindrome metabélico que se
produce por alteraciones en la secrecién o accién de la hormona insulina, que
generan un incremento en los niveles de glucosa en sangre y alteraciones en el
metabolismo de lipidos y proteinas®’. En sus estados mds crénicos, la DM esta
asociada con daflo tisular irreversible debido en gran parte a la glicosilacién
no enzimatica de las proteinas (figura 5). Este proceso ocurre mediante una
serie de reacciones que inician con la generacion de una base de Shiff debido
a la interaccién del grupo carbonilo de los monosacaridos y el grupo amino de
las proteinas, aminoacidos, lipidos o acidos nucleicos. Las bases de Shiff son
especies quimicas inestables y reversibles que sufren un reordenamiento de
Amadori para formar cetoaminas estables, las cuales pueden sufrir reacciones
de deshidratacion, oxidacidn, transposiciéon o fragmentacion que conducen
finalmente a la formacion de AGE™.
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Una vez formados los AGE, estos interaccionan con los receptores
celulares del tejido muscular liso, macréfagos, astrocitos y células endoteliales,
generando alteraciones en diferentes rutas de sefializacion intracelular y en la
expresion genética, lo cual desencadena procesos inflamatorios y de estrés oxi-
dativo que conllevan dafios a nivel tisular***. De esta manera, concentraciones
clevadas de los productos de glicacién avanzada constituyen uno de los factores
mas relevantes en el desarrollo y progresion de algunas de las complicaciones
de la diabetes (aterosclerosis, retinopatia, nefropatia y neuropatia). Es por esta
razo6n que el estudio de moléculas capaces de inhibir la glicacién no enzimatica
de las proteinas es de gran importancia en la busqueda de estrategias terapéu-
ticas para el tratamiento de la DM.

Aunque los firmacos antidiabéticos son indirectamente inhibidores de
la formacién 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 autooxidacién de la
glucosa y la peroxidacion lipidica*. Principios activos detivados de productos
naturales también pueden actuar de manera directa como inhibidores de AGE.
HEspecificamente, compuestos fendlicos como los flavonoides son capaces
de intervenir en diferentes mecanismos del proceso de glicacién avanzada.
Debido a su potencial antioxidante, pueden retardar o prevenir la propagacion
de especies reactivas de oxigeno generadas en la etapa de glicacion temprana,
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cuando se establece el enlace covalente entre los grupos carbonilo y amino. Asi
mismo, pueden intervenir en reacciones post productos Amadori mediante el
bloqueo de los grupos carbonilo de los monosacaridos o ejerciendo un efecto
de atrapamiento sobre los grupos dicarbonilos de los productos precursores
de los AGE®*,

Extractos acuosos e hidroalcohdlicos de diferentes especies vegetales
caracterizadas por su alto contenido de compuestos fendlicos también han
demostrado su poder inhibitotio frente a la glicacion no enzimatica de proteinas®.
Las Passiflora son reconocidas por presentar altos contenidos de flavonoides,
caracteristica que hace que extractos derivados de especies de este género sean
prometedores como agentes inhibidores de AGE. Concretamente, extractos
hidroalcoholicos de las hojas de Passiflora alatay Passiflora edulis reportan porcen-
tajes de capacidad antiglicante entre el 10-20 % en concentraciones inferiores a
10 pg/ml*. Asi mismo, se ha demostrado que el extracto de Passiflora manicata
también disminuye la producciéon de AGE de manera altamente significativa®’.

Con base en los reportes previos encontrados para especies del mismo
género de P. figularis, se establecié mediante el método de coeficiente de
correlacién de Spearman (p) la asociacion entre los valores del contenido de
flavonoides totales de los tratamientos del disefio experimental Box-Behnken
con su respectiva capacidad inhibitoria de productos de glicacién no enzimatica
(figura 6). El analisis estadistico mostrd una correlacion altamente significativa
entre ambas variables evaluadas (p = 0,9821; p < 0,0001), la cual fue de tipo
monotonica, es decir, los tratamientos con las mayores concentraciones de
estos compuestos fendlicos mostraron mayor capacidad antiglicante.

Una vez optimizado el extracto de hojas de P. /igularis con respecto al
contenido de flavonoides totales se evalué su capacidad antiglicante. El por-
centaje de inhibicién de AGE determinado para el extracto optimizado fue
58,79 + 0,51 %, valor que al ser comparado con los porcentajes de inhibicion
de los tratamientos del disefio experimental Box-Behnken es superior.

Ademas, se determiné la concentraciéon minima inhibitoria de AGE
(IC,) 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 # vitro de
glicacién. EIIC_ hallado para el extracto obtenido por EAU fue de 380,3 ug/
ml, un valor muy inferior al determinado para el extracto acuoso (641,2 ng/
ml), lo cual indica que el proceso de optimizacioén con respecto al contenido
de flavonoides contribuye efectivamente en el incremento de la capacidad
antiglicante, ya que se requiere una menor concentracion del extracto optimi-
zado para inhibir el 50 % en el proceso de formacién de productos finales de
glicacién avanzada.
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Figura 6. Representacion grafica de la correlacion Spearman para las variables de cFTy
capacidad antiglicante.

Con respecto a los flavonoides individuales, los valores de IC, | deter-
minados pata isoquercetina, astragalina y quercetina fueron: 78,03 pg/ml,
24,58 pg/mly 22,95 pg/ml, respectivamente. Al contrastat estos valores con
los reportados en la literatura se encuentran amplias variaciones, ya que estos
dependen directamente del tipo de modelo de glicacién ## vitro empleado junto
con las condiciones experimentales seleccionadas en el momento de realizar las
mediciones de fluorescencia (longitud de onda de emisién y excitacion)*®. No
obstante, es de resaltar lo promisorios que pueden llegar a ser estos compuestos
como inhibidores de la glicacién no enzimatica de proteinas. Especificamente,
flavonoides de tipo flavonas, flavonoles y flavan-3-oles (como isoquercetina y

astragalina) presentan mayor actividad que las flavonas e isoflavonas®.

Actividad hipoglicemiante

Para la evaluacién de la actividad farmacolégica del extracto optimizado se llevé
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 administracién oral de la solucién de glucosa (2000
mg/kg), los animales tratados con los extractos de P. fignlaris mostraron NGS
inferiores a los determinados en animales que no recibieron ningun tratamiento
(grupo vehiculo), mientras que en los minutos 60 y 120 postsobrecarga, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas.

En el altimo 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 farmacos o principios
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activos pertenecientes a este ultimo grupo (como la glibenclamida) alcanzan
NGS por debajo de los valores iniciales anteriores a la sobrecarga una vez
finalizado el bioensayo™.

No obstante, aunque en la prueba de sobrecarga oral de glucosa solo se
puede determinar un efecto agudo de los tratamientos mediante la induccién
momentanea de hiperglicemia, no se descarta que los extractos de P. Jigularis
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 cronicos’'.

Por otra parte, el andlisis de area bajo la curva determiné que el efecto
antihiperglicemiante es mayor en el extracto optimizado, ya que este disminuye
los NGS un 25,0 % frente al grupo vehiculo, mientas que el extracto acuoso
obtenido por infusién 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 mencioné antetiormente, el extracto optimizado presenta
una concentracién 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 hiperglicemia®*>*.

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,
respectivamente® . Con respecto a P. /gularis, 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 glucosa”.

400+
—— Vehiculo

3004 —— Glibenclamida (200 mg/kg)
f Extracto acuoso (250 mg/kg)
=)
£ 200 —— Extracto optimizado (250 mg/kg)
b
% // "

1001/’—:*'**\l‘\.

0 T T T |
0 30 60 90 120
Tiempo (min)

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 + desviacion estandar (n = 6). ANOVA de dos vias, seguido de una prueba Tukey con
unvalor de p < 0,05, ** p < 0,01y **** p < 0,0001 con respecto al grupo vehiculo; # p < 0,05
respecto al extracto acuoso.
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Finalmente, los resultados obtenidos mediante este modelo 7z vivo
permiten corroborar que la magnitud de la actividad hipoglicemiante esta
asociada a la cantidad de los principios bioactivos presentes en el extracto de
hojas de P. /ignlaris. 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 guia Stability testing of new drug
substances and products de la ICH (Q1A-R2)*, las pruebas de estabilidad bajo
condiciones de estrés tienen como objetivo identificar productos de degradacién
de ingredientes farmacéuticos activos y posibles rutas involucradas en dicho
proceso. A nivel general, la gufa se centra en establecer las condiciones reque-
ridas para la evaluacion de la estabilidad acelerada, intermedia y a largo plazo;
sin embargo, no se establecen parametros experimentales para la realizacion
de pruebas de degradacion forzada (pH, temperatura, oxidacién, fotdlisis e
hidrélisis). 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 decisién para la evaluacién de la degradacion de un
determinado farmaco bajo condiciones de hidrdlisis neutra, acida y alcalina,
oxidacién y fotolisis, asi como un sistema de clasificacion'’.
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Figura 8. Variaciones del perfil cromatografico del extracto optimizado de P. ligularis con
respecto a condiciones de degradacion forzada por hidrolisis.
Nota: rojo: extracto optimizado por EAU; azul: hidrolisis neutra; verde: hidrolisis acida;
café: hidrolisis alcalina.
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Aunque la gufa de Singh y Bakshi est4 disefiada para farmacos o compues-
tos puros, se adaptd para la evaluacion de la estabilidad del extracto optimizado
de hojas de P. /ignlaris. La determinacion de la clasificacion de estabilidad inhe-
rente para cada una de las condiciones se basé en la degradacién significativa
del contenido de flavonoides totales. Adicionalmente, se analizaron cambios
en el perfil cromatografico y cambios significativos en las cantidades relativas
de algunos flavonoides de interés (figura 8).

Estabilidad bajo condiciones de hidrolisis neutra

De acuerdo con las especificaciones metodolégicas mostradas en la tabla
4, la primera condicién a la que fue sometido el extracto optimizado fue 12
horas en reflujo. La cuantificacién de flavonoides totales, una vez finalizado el
ensayo, mostrd una disminucion del 31,14 % con respecto al valor inicial. Este
porcentaje es considerado como una degradacion significativa (20-80 %); por
ende, se clasifica el extracto como /ibi/ bajo condiciones de hidrolisis neutra.

Al comparar el perfil cromatografico del extracto antes y después de ser
sometido a condiciones de reflujo se encontraron 5 cambios relevantes (figura
8). Primero, se evidencia la disminucién total de la sefial cromatografica 3 y el
incremento en la intensidad de la sefial 1, lo que indica la transformacion del
flavonoide quercetin-3-O-(6"-malonil)-glucésido en quercetin-3-O-glucésido.
Segundo, el aumento de la sefial 2 correspondiente a luteolin-7-O-glucésido
debido a la degradacién total del flavonoide luteolin-7-O-(6”-malonil)-glu-
césido (compuesto 9, tabla 6). Tercero, la desaparicion de la sefial 8 debido
a la degradacién total de kaempferol-3-O-(6"-malonil)-glucésido en kaemp-
ferol-3-O-glucésido (4). Cuarto, el incremento de la sefial 7 correspondiente
a isoramnetin-3-O-glucésido a causa de la degradacion total de isoramne-
tin-3-O-(6"-malonil)-glucésido (10). Por dltimo, la transformacion completa
de crisin-7-O-(67-O-acetil)-glucdsido (13) en crisin-7-O-glucésido (12).

De acuerdo con los resultados, los flavonoides glicosilados con sustitucion
en el azucar sufren una hidrolisis total del enlace éster de la posicion 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 degradacion para
los flavonoides O-glicosilados en la posicién 3; sin embargo, es extrapolable
para el comportamiento de los compuestos luteolin-7-O-(6"-malonil)-glucésido
y ctisin-7-0-(6"-O-acetil)-glucésido.

Finalmente, la degradacién total de los flavonoides 9, 10y 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 hidrolisis dcida y alcalina (figura 8) la
intensidad de estas sefiales se ve disminuida parcialmente y no totalmente.
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Estabilidad bajo condiciones de hidrolisis acida
El extracto optimizado sometido durante 8 horas a reflujo en HCI (0,1 N) tuvo un
porcentaje de degradacién del CFT cercano al 90 %. Por tal motivo, se evalud la
estabilidad a condiciones mas leves: HCI (0,01 N), por 8 horas y una temperatura
de 40 °C. Aunque no se alcanzé una degradacion significativa de los compuestos
fenolicos bajo estas condiciones, se evidenciaron cambios relevantes en el perfil
cromatografico (figura 8). Especificamente, se presentaron las mismas 5 varia-
ciones observadas en la hidrolisis neutra, es decit, se observo una disminucion
en las sefiales de los flavonoides quercetin-3-O-(6"-malonil)-glucésido (3), kaem-
pterol-3-O-(6-malonil)-glucésido (8), luteolin-7-O-(6"-malonil)-glucésido (9),
isoramnetin-3-0-(6"-malonil)-glucésido (10) y ctisin-7-O-(6”-O-acetil)-glucdsido
(13), pero a diferencia de la hidrélisis neutra, la degradacion de estos flavonoides
no fue total (figura 9). Con base en este comportamiento, se decide clasificar el
extracto optimizado como mzuy kibil bajo condiciones de hidrolisis acida.
Estudios de estabilidad realizados en isoflavonas malonil-glucésidos 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. lignlaris, el proceso de degradacién de los compuestos no involucra la ruptura
del enlace hemiacetal (enlaces glucosidicos 3-O-C y 7-O-C) para dar origen a
las respectivas agliconas™ .
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Figura 9. Mecanismo de degradacion propuesto para el flavonoide quecetin-3-0-glicosido
sometido a condiciones de estrés por hidrolisis neutra (H,0), hidrolisis acida (H*/H,0)

e hidrolisis alcalina (OH-/H,0).
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Estabilidad bajo condiciones de hidrolisis alcalina
El extracto optimizado alcanzé una disminucién en el CEFT del 65,67 % después
de ser tratado con NaOH al 0,01 N durante 8 horas y temperatura de 40 °C.
Este porcentaje de degradacion, al ser significativo, permite clasificar el extracto
como muy ldbil bajo condiciones de estrés por hidrolisis alcalina.

Al igual que en la hidrdlisis neutra y acida, se evidencia una disminu-
cién en las sefiales de quercetin-3-O-(6"-malonil)-glucésido (3), kaempfe-
rol-3-0-(6”-malonil)-glucésido (8), luteolin-7-O-(6”-malonil)-glucésido (9),
isoramnetin-3-0-(6"-malonil)-glucésido (10) y crisin-7-O-(6”-O-acetil)-glucésido
(13) debido a la hidrdlisis de los sustituyentes malonil o acetil de la unidad de
azicar, reaccién que a su vez lleva a la formacién de los flavonoides O-glicosilados.

No obstante, una vez se forman estos compuestos, bajo condiciones
de pH basico, se da un ataque nucleofilico del ion hidroxilo al carbono del
enlace hemiacetal, lo cual causa la ruptura del enlace O-C entre el flavonoide
y el monosacarido (figura 9). Por ende, hay una disminucién en la intensidad
de las sefiales de quercetin-3-O-glucdsido (1), luteolin-7-O-glucésido (2),
kaempferol-3-O-glucésido (4) e isoramnetin-3-O-glucésido (7), siendo menor
la degradacién de estos dos dltimos flavonoides. Adicionalmente, no se evi-
dencia una degradacion aparente del compuesto crisina-7-O-glicosido (12) ni
la aparicién de nuevas sefiales cromatograficas que sugieran la presencia de
las agliconas (figura 8).

La ausencia de sefiales cromatograficas 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 nicleo estructural de los flavonoides se encuentran ionizados,
haciéndolos mis susceptibles a degradacién por oxidacion®

Por ultimo, los resultados obtenidos para los flavonoides del extracto
optimizado de P. /gularis fueron similares a los reportados para flavonol-gli-
césidos y algunas agliconas (quercetina, isoramnetina y kaempferol) extraidos
de Ginkgo biloba. Estos flavonoides, luego de ser evaluados en diferentes
condiciones de degradacién forzada, mostraron que las agliconas presentan
mayores porcentajes de degradacién en medios alcalinos, siendo la quercetina
mas inestable que la isoramnetina y el kaempferol®.

Estabilidad bajo condiciones de

estrés de oxidacion con H,0,

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
oxidacién con H,O,, no se alcanzé un porcentaje de degradacion significativa
del CFT. Al analizar el perfil cromatografico después de someter el extracto a
la condicién més drastica (H,O,al 30 % por 24 horas y temperatura ambiente),
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se encontrd que este era similar al perfil obtenido bajo condiciones de hidrolisis
neutra, es decir, que se presentaron incrementos en las sefiales correspondientes
a los flavonoides monoglucosilados (1, 2, 4, 7 y 12) y degradacién casi total de
las sefiales 3, 8, 9, 10 y 13 debido a la hidrdlisis de los sustituyentes malonil o
acetil de la glucosa unida al nicleo flavonoide (figura 10).

La estabilidad de los flavonoides O-monoglucosilados frente a la oxidacién
por H,O, puede explicarse desde las caracteristicas propias de las estructuras
de estos compuestos. Los flavonoides deben su gran poder antioxidante a la
capacidad que tienen de ceder con gran facilidad 4tomos de H (generalmente
del anillo A y B) para estabilizar especies reactivas de oxigeno (ERO), convir-
tiéndose de esta manera el flavonoide en un radical libre mas estable debido
a la deslocalizaciéon del electréon dentro de los anillos aromaticos y llevando
finalmente a su oxidacion (figura 9). As{ mismo, la localizaciéon 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) 0 3- y 5- (en los anillos A y C, respectivamente)
mejora la capacidad antioxidante del flavonoide y pot ende su estabilidad®.

Sin embargo, es importante resaltar que la unién de azdcares al nicleo
flavonoide en estas posiciones limita la capacidad de ceder protones al medio
para la estabilizacion de ERO®. Por ende, flavonoides glicosilados como quet-
cetin-3-O-glucdsido (1), luteolin-7-O-glucésido (2), kaempferol-3-O-glucésido
(4), isoramnetin-3-O-glucdsido (7) y crisina-7-O-glicésido (12) son menos
susceptibles a degradacién por presencia de agentes oxidantes como el H,O,.

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

Fotoestabilidad

Una vez sometido el extracto optimizado de P. /igularis a las condiciones mas
drasticas propuestas por Singh y Bakshi, los flavonoides no sufrieron una
degradacion significativa ni se evidenciaron cambios en el perfil cromatografico
que sugirieran la degradacién de estos compuestos (figura 10). Por ende, se
clasifica el extracto optimizado como forvestabie.

136 - Passiflora ligularis Juss. (granadilla): estudios quimicos
y farmacologicos de una planta con potencial terapéutico



mAU
50.0

40.0+

Figura 10. Variaciones en el perfil cromatografico del extracto optimizado de P. ligularis con
respecto a condiciones de degradacion forzada por hidrolisis.
Nota: rojo: extracto optimizado por EAU; azul: hidrolisis neutra; morado: degradacion por

H,0,; naranja: fotoestabilidad.

Conclusiones

El uso de la metodologia de superficie de respuesta permitié establecer las
condiciones experimentales requeridas para extraer el mayor contenido de
flavonoides totales de las hojas de P. /Zgularis mediante el método de extraccion
asistida por ultrasonido. Dichas condiciones correspondieron a: solvente de
extraccién: etanol al 63 %, tiempo de extraccién: 33 minutos, temperatura:
70 °Cyy relacién droga-solvente: 1:20. Como resultado, el extracto optimizado
presenté 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 infusién es
superior en un 33 %.

Como parte de la evaluacion de la actividad, los ensayos de capacidad
antiglicante y de toleracién a la glucosa mostraron que el extracto optimizado,
con respecto al CFT, tiene mejores resultados que el extracto acuoso frente a
la inhibicién de productos de glicacién no enzimatica de proteinas y disminu-
ci6n de los niveles de glucosa en sangre en ratones Swiss ICR expuestos a una
sobrecarga oral de glucosa.
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Finalmente, se estableci6, mediante la cuantificacién del CFT'y el andlisis
de los perfiles cromatogréficos, que los flavonoides malonil/acetil-glicosilados
del extracto optimizado sufren un proceso de degradacion por hidrolisis del
grupo malonilo o acetilo de la unidad de glucosa, lo cual hace que el extracto
optimizado sea clasificado como labil bajo condiciones de hidrélisis neutra
y muy labil cuando es sometido a condiciones de hidrélisis acida e hidrolisis
alcalina. Por el contrario, se clasificé como estable bajo condiciones de estrés
por presencia de un agente oxidante como el H)O, y fotoestable.
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|1 presente libro es fruto de la investigacion interdis-

ciplinaria entorno a las hojas de Passiflora ligularis

(granadilla) con fines medicinales, entre los grupos de

investigacion 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 Quimica de
la Universidad Nacional de Colombia y el Grupo de Investigacion
en Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana, con apoyo
del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Colombia.
Alo largo de estas paginas, se resumen algunos de los resultados
y avances mas destacados de estos grupos de investigacion en
cuanto a la caracterizacion quimica 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 farmacologica, principalmente
como hipoglicemiante y antinflamatorio, al desarrollo de meto-
dologias analiticas precisas, exactas y reproducibles que permi-
tan la completa caracterizacion del extracto optimizado obtenido
como un ingrediente activo promisorio para el desarrollo de pro-
ductos fitoterapéuticos, etapa actualmente en progreso.

Se pretende que esta publicacién permita la divulgacion
técnicay cientifica de los resultados de varios afios 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 obtencion
de productos fitoterapéuticos estables, seguros y eficaces.
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