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RESUMEN

Los cambios en los estilos de vida y en la rutina dietaria de la poblacion mundial parecen ser
responsables del incremento observado de las enfermedades metabdlicas como el higado graso,
asociada al desarrollo de otras enfermedades como diabetes mellitus tipo Il e hiperlipidemia. Su
prevalencia estd aumentando incluso en nifios y adolescentes, convirtiéndose en un serio problema
de salud publica. El uso de plantas medicinales, es investigado debido a que compuestos bioactivos
como los polifenoles o los sacéaridos han mostrado efectos significativos sobre la regulacion del
metabolismo lipidico. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto hipolipemiante de los extractos

de hojas y del jugo de Passiflora edulis en las células HepG2.

Se obtuvo extracto etanélico de hojas (EEH) y del jugo (EJ) de P. edulis; caracterizando sus
componentes fitoquimicos, se avalué la viabilidad celular y la reduccion de la acumulacion de lipidos
en las células HepG2 estimuladas con &cido oleico; finalmente se determinéd la bioaccesibilidad de

los componentes de los extractos y la inhibicion de la enzima a-glucosidasa.

Como resultados, se evidencié un mayor contenido fendlico y flavonoide en EEH y mayor contenido
sacarido en el EJ, los componentes fendlicos y acido ascérbico de ambos extractos presentan una
bioaccesibilidad considerable con coeficientes de permeabilidad altos. Los extractos a 200 pg/mL no
afectan la viabilidad de las células. En ensayos cualitativos, ambos extractos presentan reduccion
significativa de la acumulacion de lipidos, siendo el extracto EJ el que mostré una reduccion del 77%
de la acumulacion de triglicéridos intracelulares a 24 horas. Finalmente, se observé que ambos
extractos tienen la capacidad de inhibir la actividad de la enzima a-glucosidasa y el extracto EEH
presenta una actividad antioxidante del 93%. En conclusién, los extractos de P. edulis poseen
compuestos bioactivos con importancia biomédica; siendo el extracto EJ el que posee actividad

hipolipemiante.

Palabras claves: P. edulis, hipolipemiante, polifenoles, triglicéridos.



ABSTRACT

Changes in lifestyles and dietary routines of the world population seem to be responsible for the
observed increase in metabolic diseases such as fatty liver, associated with the development of other
diseases such as type Il diabetes mellitus and hyperlipidemia. Its prevalence is increasing even in
children and adolescents, becoming a serious public health problem. The use of medicinal plants is
being investigated because bioactive compounds such as polyphenols or saccharides have shown
significant effects on the regulation of lipid metabolism. The objective of this work was to evaluate

the lipid-lowering effect of the Passiflora edulis leaf extracts and the juice on HepG2 cells.

Ethanolic extract of leaves (EEH) and juice (EJ) of P. edulis was obtained; characterizing its
phytochemical components, the cell viability and the reduction of lipid accumulation in HepG2 cells
stimulated with oleic acid were evaluated; finally, the bioaccessibility of the extract components and

the inhibition of the a-glucosidase enzyme were determined.

As results, a higher phenolic and flavonoid content was evidenced in EEH and a higher saccharide
content in EJ, the phenolic components and ascorbic acid of both extracts present considerable
bioaccessibility with high permeability coefficients. Extracts at 200 pug/mL do not affect the viability
of the cells. In qualitative tests, both extracts showed a significant reduction in lipid accumulation,
with the EJ extract showing a 77% reduction in intracellular triglyceride accumulation at 24 hours.
Finally, it was observed that both extracts have the ability to inhibit the activity of the a-glucosidase
enzyme and the EEH extract has an antioxidant activity of 93%. In conclusion, P. edulis extracts have
bioactive compounds with biomedical importance; the EJ extract being the one with hypolipidemic

activity.

Key words: P. edulis, hypolipidemic, polyphenaols, triglycerides



CAPITULO |
INTRODUCCION

Los lipidos son un componente fundamental de la dieta, aportan energia necesaria para desarrollar las
actividades propias del organismo y las derivadas de la actividad fisica; son un componente
importante en la estructura y funcionamiento de las células del organismo y ademas participan en la
regulacion metabolica de hormonas, vitaminas, prostaglandinas, entre otras moléculas. Sin embargo,

se convierten en un problema de salud cuando se encuentran en exceso (1).

Los cambios en los estilos de vida y en la rutina dietaria de la poblacion mundial parecen ser
responsables del incremento observado de las enfermedades metabdlicas como la hiperlipidemia, con
demostrada incidencia en la generacion de otras enfermedades como diabetes, hipertension arterial y

enfermedades cardiovasculares (infarto al miocardio, accidente cerebrovascular, entre otras) (2).

Metabolismo de Colesterol

El higado juega un papel importante en la homeostasis lipidica, en especial en la sintesis de acidos
grasos y triglicéridos (TG) y en la produccién de lipoproteinas plasmaticas que aseguran el transporte
de lipidos end6genos y exdgenos entre los 6rganos (3). Una de las funciones del higado es la sintesis
de colesterol a través de una amplia serie de reacciones, entre las cuales se generan interacciones con
los tejidos periféricos y el intestino; su equilibrio es regulado por mecanismos de retroalimentacion
entre las vias endégena y exdgena (4). La inhibicion de absorcion de colesterol intestinal aumenta la
actividad de la hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoAR) intensificando su sintesis en
el higado. En cambio, una captacion intestinal elevada de colesterol inhibe la HMGCoAR, reduce la
sintesis hepética y produce una regulacién negativa de los receptores de las lipoproteinas de baja
densidad (LDLr), lo que reduce la captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Por el contrario,
cuando existe una disminucion en las concentraciones de colesterol, los LDLr son regulados al alza

y dan lugar a un aumento de la eliminacion de particulas de LDL de la sangre (5).

Los lipidos plasméticos (TG, esteres del colesterol, fosfolipidos y colesterol libre) deben ser
transportados por lipoproteinas. Los lipidos de la dieta (via exdgena) son absorbidos en el intestino
por los quilomicrones; luego, los quilomicrones se someten a lipdlisis rapida por parte de la

lipoproteina lipasa (LPL), un proceso que elimina algunos de los TG y deja pequefios remanentes de



guilomicrones gue internalizan el resto de los lipidos de la dieta al higado. En la via enddgena, el
higado utiliza los remanentes de quilomicrones, lipidos y colesterol enddgeno para producir las
particulas de VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) (Figura 1). Las VLDL son lipoproteinas
ricas en TG que contienen entre 10-15% del colesterol plasmatico, fosfolipidos y un conjunto
caracteristico de apolipoproteinas: Apo B-100, Apo C-I, Apo C-IlI, Apo C-llIl y Apo E. Estas
lipoproteinas son transportadas por la sangre desde el higado hasta el musculo y el tejido adiposo,
donde la LPL se activa gracias a la Apo C-Il, hidrolizando los TG de las VLDL vy liberando &cidos
grasos libres que pueden ser almacenados por los adipocitos (6). Las LDL que han sido sintetizadas
en el higado tienen una concentracion alta de colesterol y moderada de fosfolipidos y no contienen
TG. Su apolipoproteina asociada de mayor importancia es Apo B-100, indispensable para unirse al
LDLr. El desequilibrio entre estas vias de sintesis y degradacién se encuentra asociado con el

desarrollo de diferentes enfermedades cardiovasculares y metabélicas (7).

HiIGADO

Acetil-CoA HDL
4 Colesterol ooo
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Figura 1. Metabolismo de colesterol. Fuente elaboracion propia

Metabolismo de triglicéridos

En circunstancias normales, a diario, el higado procesa grandes cantidades de &cidos grasos (FA),
pero almacena solo pequefias cantidades en forma de TG, siendo estos contenidos de TG inferiores
al 5% (8). Las tres fuentes principales de &cidos grasos hepaticos (FA) son los lipidos de la dieta, los
acidos grasos derivados del tejido adiposo y los acidos grasos sintetizados de novo; las tasas de
adquisicion de FA por captacion del plasma y de sintesis de novo dentro del higado se equilibran con

las tasas de oxidacion y secrecion de FA en plasma como lipoproteinas de muy baja densidad

2



enriquecida con TG 60% (VLDL-TG). Las cantidades relativamente pequefias de TG almacenadas

en el higado se localizan en goticas de lipidos citoplasmaticos (9).

Después de una comida, los lipidos de la dieta se hidrolizan dentro del lumen intestinal. Tras la
absorcion intestinal, los FA se reesterifican para formar moléculas de TG, que se empaquetan en
quilomicrones y se distribuyen principalmente al tejido muscular y adiposo (10). Los TG restantes
presentes en los restos de quilomicrones se transportan al higado donde son introducidos a los
hepatocitos a través del mecanismo de endocitosis mediado por receptores para ser procesados
intracelularmente, llevando a la liberacion de FA. Ya dentro del hepatocito, los FA se esterifican a
glicerol-3-fosfato (G3P) y a colesterol para generar TG o ésteres de colesterilo,
respectivamente. Estos lipidos neutros pueden almacenarse en goticas de lipidos citoplasmaticos
(LD) o secretarse al torrente sanguineo como particulas de VLDL (Figura 2A) (11). Los FA dentro
del higado también se puede utilizar para la sintesis de otros lipidos complejos, incluidos los
fosfolipidos (PL). Durante el ayuno, los FA se utilizan como fuente de energia local y como sustrato
para la produccidon de cuerpos cetonicos (Figura 2B) (12).

En condiciones de abundancia de nutrientes, el principal combustible del higado es la glucosa en
lugar de la grasa. Los acidos grasos no se someten a [3-oxidacion y, en cambio, se incorporan a los
triglicéridos para su almacenamiento en vacuolas de lipidos o su secrecion en lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) (Figura 2A). Asi entonces, el higado utiliza la glucosa para lipogénesis de
novo (DNL) aumentando la produccion de FA. El control de la DNL es principalmente
transcripcional; la insulina plasmatica activa al factor de transcripcion unido a la membrana del
reticulo endoplasmico, la proteina de unién al elemento regulador de esterol 1 (SREBP1), cuyo
extremo N terminal se transloca al nucleo y regula al alza todos los genes en la via de biosintesis de
los FA (13). La captacion hepética del exceso de glucosa en plasma promueve la translocacion nuclear
de la proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP), un factor de transcripcion
que también regula al alza la transcripcion de la mayoria de los genes de biosintesis de los FA, asi

como de piruvato quinasa, lo que aumenta la disponibilidad de citrato para la sintesis de FA (14).

En el contexto de resistencia a la insulina, los niveles de FA hepaticos aumentan debido al aumento
de la lipdlisis dentro de los adipocitos, lo que conduce a un aumento de los niveles circulantes de FA
en el torrente sanguineo y un aumento de DNL hepatico. El aumento de la captacion de FFA 'y quizas
el aumento de la sintesis de novo de grasa en el higado sobrepasa la capacidad de oxidacién de acidos
grasos, lo que conduce a la acumulacion de grasa y, finalmente, al desarrollo de hepatoesteatosis o
higado graso (15) (Figura 2C).
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La enfermedad de higado graso no alcohdlico
(NAFLD), es la enfermedad hepéatica cronica
més comun, afectando entre el 10 y el 35% de
la poblacion mundial, se caracteriza por una
acumulacion excesiva de TG dentro del
higado. Se asocia con obesidad, diabetes
mellitus tipo Il y dislipidemia, y ocurre

comunmente en el contexto de resistencia a la

insulina (16). NAFLD abarca un espectro de
histopatologias hepéticas desde la esteatosis
hepatica simple, a menudo denominada higado
graso no alcohdlico (NAFL), hasta la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), cuya
esteatosis  hepéatica se acompafia de
inflamacion, muerte celular y fibrosis
(17). Las complicaciones hepéaticas de NASH
incluyen cirrosis y desarrollo de carcinoma

hepatocelular (7).

Actualmente, no existen terapias efectivas
para NAFLD aparte de los cambios en el estilo
de vida que conducen a una mejor condicién
fisica y pérdida de peso. Para desarrollar
terapias farmacoldgicas efectivas, es esencial
el conocimiento detallado de los mecanismos
celulares y moleculares que conducen al
metabolismo de los lipidos hepaticos alterado
(18).La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (19), proyecta para el afio 2020 que las
enfermedades crénicas no transmisibles
representaran casi el 75 % del total de
defunciones, de las cuales un 75 % de las
muertes sera ocasionadas por accidentes
cerebrovasculares. Es por esto que el
reconocimiento de la hiperlipidemia, asi como
la enfermedad de higado graso no alcohdlica,
como factores de riesgo, ha conducido al
desarrollo de farmacos de naturaleza quimica
que disminuyen la concentracion plasmatica
de lipidos. Con la finalidad de combatir estas
patologias y mantener controlados los niveles
de lipidos en sangre, se utilizan diversos

tratamientos farmacoldgicos entre los que se



destacan: secuestradores de acidos biliares, inhibidores de la HMG-CoAR, derivados del acido
fibrico, derivados del &cido nicotinico, entre otros; sin embargo, estos presentan efectos secundarios
indeseables tales como: flatulencia, distencion abdominal, estrefiimiento, diarrea, formacion de
calculos vesiculares, insuficiencia renal. Por esta razon, se ha incrementado el estudio de fitofarmacos
que permitan prevenir el desarrollo de estos trastornos metabolicos, de modo que sea posible revertir

o enlentecer el progreso de ellos (20).
Medicina Tradicional

En los Gltimos afos, el tratamiento de las enfermedades con base en los productos obtenidos de las
plantas ha tenido un resurgimiento, especialmente en los paises desarrollados. Las explicaciones de
este fendmeno basicamente se dan debido a: las plantas contienen sustancias que no han podido ser
sintetizadas; los efectos secundarios de las drogas de sintesis pueden ser bastante nocivos, y el
conocimiento que ofrecen numerosas investigaciones cientificas que se han realizado en relacién a la
composicidn de las plantas y los metabolitos que participan en el control de las enfermedades.

Con respecto a las dislipidemias o los desequilibrios en la concentracion de lipidos; son varias las
plantas que se utilizan para contrarrestar o mejorar los desérdenes causados por estas condiciones
patoldgicas. Se destacan el ajo, la manzana, la alcachofa, la cebolla, el jengibre, la mora, el aloe vera,
entre otras (21-27). Asi mismo se ha observado que Passiflora edulis posee ciertos compuestos de
naturaleza flavonoide; de los cuales se ha mostrado que presentan propiedades antioxidantes,
vasodilatadoras, antihipertensivas, anticancerigenas y hipolipemiantes (28-33); por esta razén esta
planta se convierte en un excelente blanco de estudio que permite evidenciar las propiedades

hipolipemiantes presentes entre sus componentes.
Passiflora edulis (maracuyd)

El género Passiflora comprende cerca de 520 especies y es el mas grande en la familia Passifloraceae.
Passiflora edulis es una planta originaria de la Amazonia brasilefia, conocida con el nombre comdn
de maracuyd, parchita, o fruto de la pasion. Aproximadamente el 96 % de estas especies estan
distribuidas en América, aunque hay registros de especies en India, China, Australia y algunas islas
del pacifico; pero Brasil y Colombia, en particular, poseen mas del 30 % de las especies de las
Passifloras (34).

Passiflora edulis es una especie cultivada ampliamente en paises tropicales y subtropicales; existen
dos variedades: Passiflora edulis Sims var. flavicarpa, cuyos frutos son amarillos, crece desde el
nivel del mar hasta 1000 msnm; y, Passiflora edulis Sims var. Purpura, con frutos color parpura y

que se adapta a zonas altas por encima de 1200 msnm (34). La maracuya es una planta lefiosa perenne,



de hébitos trepador y de rapido desarrollo, que puede alcanzar hasta 10 m de largo; con los tallos
huecos lefiosos, hojas alternas largamente pecioladas, divididas en tres l6bulos y con el margen
finamente dentado; las flores son solitarias y axilares, fragantes y vistosas, con cinco sépalos de color
verdoso, corola de cinco pétalos con numerosos apéndices petaloides filiformes de color blanco y
rojo parpura; el fruto es una baya esférica, globosa o elipsoide, que mide hasta 10 cm de didmetro y
pesa hasta 190 g, de color amarillo o purpureo, con una pulpa muy aromética y contiene numerosas
semillas. La planta se sujeta a los soportes por medio de unos zarcillos situados en la axila de las
hojas (35).

La informacion etnofarmacolégica revela que Passiflora edulis ha sido utilizada en medicina
tradicional en diversas partes del mundo, con diferentes usos. Sin embargo, no todos estos usos han
sido comprobados a través de ensayos cientificos. Dentro de los beneficios a la salud de esta planta
se puede mencionar: actividad antioxidante (36), actividad ansiolitica y sedativa (37), efecto
antihipertensivo (38), efecto anticancerigeno (28,39), actividad antibacterial (40) y reduccién de la
glicemia (30,41,42).

En Brasil, en los Gltimos afios, se han realizado investigaciones que demuestran el uso de esta planta
en la reduccién de las concentraciones de lipidos en sangre, tanto en modelos animales como en
humanos (32,43-47), encontrando significativas reducciones de colesterol total, triglicéridos, LDL y
aumento de las HDL, sin causar toxicidad o dafio hepatico; sin embargo, se desconoce cudl es el
mecanismo molecular que modula tales efectos. Por otra parte, el estudio fitoquimico de Passiflora
edulis demuestra la presencia de alcaloides, saponinas, fenoles, carotenoides, antocianinas, acido L-
ascorbico, y-lactonas, aceites volatiles, aminoacidos, carbohidratos y minerales, asi como glucosidos,
entre ellos passiflorina y glucésidos flavonoides; los cuales podrian ser los responsables de las
capacidades para disminuir las concentraciones de colesterol y TG, asi como de los efectos
hipertensivos y su capacidad antioxidante, como se ha observado en trabajos previos por parte de
nuestro grupo de investigacion, en los cuales se observé que el jugo de P. edulis inhibe la actividad
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en un 40 % a una concentracion de 0,1 mg/ml (38)
y que tanto el extracto etandlico de hojas como el jugo de esta planta presentan una inhibicion de la
hemolisis por peroxido de hidrogeno del 98 %, asi como un ECs para DPPH de 0,096 mg/ml, lo que

indica su considerable actividad antioxidante (36).
Modelos Celulares

Los modelos celulares ofrecen la oportunidad de estudiar detalles especificos de los mecanismos

bioguimicos, genéticos Yy fisiologicos de diferentes aspectos como: el metabolismo de lipidos, el



metabolismo de la glucosa o la respuesta toxicolégica frente a farmacos, asi como los mecanismos
moleculares entre los que se destacan, expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo, vias
de sefializacion o inhibicion de proteinas a través de ARNs de interferencia (3). En el caso del estudio
del metabolismo lipidico en células hepéticas, se ha empleado incubacién en los medios de cultivo
con &cidos grasos, comparando el efecto causado por la adiccidon al cultivo de &cidos grasos saturados

e insaturados de forma individual o combinados.

Las metodologias de los cultivos celulares aisladas de higado humano, han sido mejoradas en los
Gltimos afios y en la actualidad se tienen una variedad de modelos de lineas celulares inmortalizadas
de hepatoma, entre las que se destacan las células HepG2 y las células HepaRG, las cuales tienen la
capacidad de biotransformacidn, situacion que es crucial en estudios toxicoldgicos y metabdlicos
(48). Entre los modelos celulares mas utilizados para el estudio del metabolismo de los lipidos en el

higado se encuentran los hepatocitos primarios y las células HepG2:

El mejor modelo in vitro para el estudio de los mecanismos que controlan el metabolismo de los
lipidos y la glucosa en humanos son los hepatocitos primarios (49,50). Desafortunadamente, existe
una disponibilidad limitada del tejido de higado humano para el aislamiento celular, ademéas de una
amplia variabilidad entre los donantes de este tejido (51). Por otra parte, a pesar de la optimizacion
de las condiciones de cultivo, estas células aisladas pierden irreversiblemente su fenotipo hepatico y
su capacidad proliferativa es muy limitada (52).

Las lineas celulares de hepatocitos humanos son una buena alternativa de reemplazo con respecto a
los hepatocitos primarios; entre ellas podemos mencionar a las células HepG2. Estas son células
derivadas de hepatoblastoma humano, las cuales se comportan similar a los hepatocitos humanos
normales (3,48). Para algunos investigadores, estas células presentan acumulacion de TG cuando se
adicionan al medio de cultivo &cidos grasos exdgenos (53); mientras que otros autores reportan que

la acumulacion de TG solo acurre cuando se utiliza acido oleico (3).

Entre los procesos metabdlicos que han sido estudiados en este modelo celular, se destacan: estudios
del metabolismo de las lipoproteinas, la sintesis de &cidos biliares, metabolismo del colesterol,
metabolismo de medicamentos, enzimas hepaticas, transporte de glucosa, entre otros; estas vias han
sido evaluadas procurando mantener el ambiente de los hepatocitos normales y por lo tanto
favoreciendo incluso, aplicaciones mas amplias de esta linea celular sobre problemas biolégicos, en
los cuales esté involucrado el funcionamiento hepatico (52,53) También se ha demostrado que las

células HepG2 tienen la capacidad de sintetizar acidos biliares a partir de colesterol (54).



La composicion de lipidos en cultivo de las células HepG2, es comparable con la encontrada en
higado humano normal (53), en donde a pesar de la reduccion de la sintesis de &cidos grasos de novo,
no se encontraron diferencias significativas entre las células HepG2 con relacién a hepatocitos
primarios o hepatocitos frescos. Es decir, que las células HepG2 tienen una alta capacidad para la
sintesis de TG a partir de &cido oleico, resultando en una alta acumulacion a nivel intracelular y muy
baja secrecion al medio; asi mismo, este modelo celular tienen la capacidad de expresar los receptores
de insulina, transferrina y los receptores de las lipoproteinas de baja densidad (LDLr) y se ha
documentado la capacidad de sintetizar y de excretar lipoproteinas como: VLDL, HDL y en mayor
proporcion, LDL (51), por esta razon este modelo celular se ha catalogado como un sistema estandar
para estudiar el metabolismo y la sintesis de las lipoproteinas, siendo esta una de las conclusiones del
articulo de revision de los modelos celulares utilizados para el estudio del metabolismo lipidico , el

cual se anexa al final de este capitulo.

Con base en lo anterior, se plante6 como objetivo de esta investigacion, evaluar el efecto
hipolipemiante de los extractos etandlicos de las hojas y acuosos del jugo de Passiflora edulis en el

modelo celular hepético HepG2.
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| Resumen |

Introduccion. El higado juega un papel importante en lahomeostasis
lipidica, especialmente en la sintesis de &cidos grasos y triglicéridos. Una
amplia variedad de modelos celulares ha sido utilizada para investigar el
metabolismo lipidico hepético y para elucidar detalles especificos de los
mecanismos bioquimicos del desarrollo y progresion de enfermedades
relacionadas, brindando informacién para tratamientos que reduzcan su
impacto. Los modelos celulares hepéticos poseen un alto potencial en la
investigacion del metabolismo de lipidos y de agentes farmacoldgicos o
principios activos que permiten la reduccién de laacumulacion de lipidos.

Objetivo. Comparar algunos modelos celulares hepaticos utilizados
para el estudio del metabolismo lipidico, sus caracteristicas y los
resultados mas relevantes de investigacion en ellos.

Materiales y métodos. Se realiz6 una bisqueda sistematica en bases
de datos sobre los modelos celulares hepéaticos de mayor uso para el
estudio del metabolismo de lipidos.

Resultados. Se exponen los cinco modelos celulares mas utilizados
para este tipo de investigaciones, destacando su origen, aplicacion,
ventajas y desventajas al momento de estimular el metabolismo lipidico.

Conclusion. Para seleccionar el modelo celular, el investigador debe tener
en cuenta cules son los requerimientos y el proceso que desea evidenciar,
sin olvidar que los resultados obtenidos solo seran aproximaciones de lo
que en realidad podria suceder a nivel del higado como 6rgano.

Palabras clave: Hepatocitos; Triglicéridos; Acido oleico (DeCS).

Aguillon-Osma J, Loango-Chamorro N, Landazuri P. Modelos
celulares hepaticos para el estudio del metabolismo de los lipidos.
Revision de literatura. Rev. Fac. Med. 2019;67(1):109-16. Spanish. doi:

| Abstract |

Introduction: The liver plays an important role in lipid homeostasis,
especially in the synthesis of fatty acids and triglycerides. A wide
variety of cell models have been used to investigate liver lipid
metabolism and to elucidate specific details of the biochemical
mechanisms involved in the development and progression of related
diseases, providing information for treatments that reduce their impact.
Liver cell models have a high potential for the investigation of lipid
metabolism, as well as pharmacological agents or active principles
that allow the reduction of lipid accumulation.

Objective: Tocompare some liver cell models used for studying lipid
metabolism, their characteristics and the most relevant research results.

Materials and methods: A systematic search of databases was
performed on the most commonly used liver cell models for the study
of lipid metabolism.

Results: The five most commonly used cell models for this type of
research are presented in this paper, highlighting their origin,
application, advantages and disadvantages when stimulating lipid
metabolism.

Conclusion: In order to select a cell model, researchers should
take into account the requirements and the process they wish to
demonstrate, without forgetting that the results obtained will only
be approximations of what could actually happen in the liver as an
organ.

Keywords: Hepatocytes; Triglycerides; Oleic Acid (MeSH).
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Introduccion

El higado juega un papel importante en la homeostasis lipidica, en
especial en la sintesis de &cidos grasos y triglicéridos (TG) y en la
produccién de lipoproteinas plasmaticas que aseguran el transporte
de lipidos enddgenos y exdgenos entre los 6rganos (1,2).

Una de las funciones del higado es la sintesis de colesterol a
través de una amplia serie de reacciones, entre las cuales se generan
interacciones con los tejidos periféricos y el intestino; su equilibrio
es regulado por mecanismos de retroalimentacion entre las vias

endodgena y exodgena (3). La inhibicion de absorcion de colesterol
intestinal aumenta la actividad de la hidroximetilglutaril coenzima A
reductasa (HMG-CoAR) intensificando su sintesis en el higado (4). En
cambio, una captacion intestinal elevada de colesterol inhibe la HMG-
CoAR, reduce la sintesis hepatica y produce una regulacién negativa
de los receptores de las lipoproteinas de baja densidad (LDLr), lo que
reduce la captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (5). Por
el contrario, cuando existe una disminucion en las concentraciones de
colesterol, los LDLr son regulados al alza y dan lugar a un aumento
de la eliminacién de particulas de LDL de la sangre (3,5) (Figura 1).

Higado

-

) ¢ HDL LCATY
. = > -
,, Acetil-CoA Colesterol PO
o esterificado L
S HMG-CoA . o
2 Colesterol CETP Coleste+rol
] g
< ( Esteroides
Membranas
- "n
) s Tejidos
Acidosbiliares periféricos
Colesterol
Grasg de £ Quilomicrones LDL oxidadas
la dieta © & remanentes Y
\ ¢
=
A
sSs8 . G’ :

».\.L_ _ — Capilares ‘ =
= 7" v/ Macréfago
Bl 6 Lipoproteina lipasa v

D Acidos grasos libres Placas

" ;' ateroscleréticas

Figura 1. Metabolismo de lipidos.
Fuente: Elaboracion propia.

Los lipidos plasméticos (TG, ésteres del colesterol, fosfolipidos
y colesterol libre) deben ser transportados por lipoproteinas. Los
lipidos de la dieta (via exdgena) son absorbidos en el intestino por los
quilomicrones; luego, los quilomicrones se someten a lip6lisis rapida
por parte de la lipoproteina lipasa (LPL), un proceso que elimina
algunos de los TG y deja pequefios remanentes de quilomicrones
que internalizan el resto de los lipidos de la dieta al higado. En la
via enddgena, el higado utiliza los remanentes de quilomicrones,
lipidos y colesterol enddgeno para producir las particulas de
VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) (Figura 1). Las VLDL
son lipoproteinas ricas en TG que contienen entre 10-15% del
colesterol plasmético, fosfolipidos y un conjunto caracteristico de
apolipoproteinas: Apo B-100, Apo C-I, Apo C-II, Apo C-Ill y Apo
E. Estas lipoproteinas son transportadas por la sangre desde el higado
hasta el musculo y el tejido adiposo, donde la LPL se activagracias
ala Apo C-II, hidrolizando los TG de las VLDL y liberando &cidos
grasos libres que pueden ser almacenados por los adipocitos (6,7). Las
LDL que han sido sintetizadas en el higado tienen una concentracion
alta de colesterol y moderada de fosfolipidos y no contienen TG. Su
apolipoproteina asociada de mayor importancia es Apo B-100,
indispensable para unirse al LDLr (3,8). El desequilibrio entreestas
vias de sintesis y degradacion se encuentra asociado con el desarrollo
de diferentes enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (7,8).

Una amplia variedad de modelos celulares ha sido utilizada para
investigar el metabolismo hepatico. Estos modelos ofrecen

la oportunidad de estudiar detalles especificos de los mecanismos
bioquimicos como el metabolismo lipidico y de glucosa, la respuesta
toxicoldgica frente a farmacos, laexpresion de proteinas relacionadas
con el metabolismo, el mecanismo de invasién viral, las vias de
sefializacion o la inhibicion de proteinas a través de ARN de
interferencia (9). Sin embargo, las células primarias son inherentemente
desafiantes, en particular en su obtencion y su aislamiento (10); a pesar
de ello, los hepatocitos primarios son considerados como el mejor
modelo in vitro para estudiar el metabolismo de lipidos y glucosa (1).
Las metodologias de cultivode células aisladas de higado humano han
sido mejoradas en los ultimos afios; en la actualidad, una variedad de
estrategias de aislamiento, cultivo y criopreservacion se han
establecido y evaluado. Sin embargo, la viabilidad de estas células
sigue siendo baja en contraste con las lineas celulares inmortalizadas de
hepatomas; estas Ultimas tienen capacidad de biotransformacion, una
caracteristica crucial en estudios toxicoldgicos y metabdlicos (9,11).

El desarrollo de los modelos celulares hepaticos permite explorar
el metabolismo de los lipidos en el higado humano vy, con ello, el
desarrollo y progresion de las enfermedades relacionadas (12). Se ha
trabajado en varias lineas celulares hepéticas para establecer modelos de
acumulacion de lipidos usando &cidos grasos saturados e insaturados de
formaindividual o combinados (11,13). En lamayoriade los estudios,
el &cido graso que se ha adicionado al medio de cultivo ha sido el &cido
oleico (4cido graso monoinsaturado, de 18 carbonos, que presenta
la insaturacién en el carbono 9, conocido como omega 9 y presente
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en alimentos como el aceite de oliva o el aguacate), esencial para la
producciénde los TG, siendo menos lipotoxico que el &cido palmitico
(&cido graso saturado de cadena larga, de 16 carbonos, el principal acido
graso de ladietay presente en las carnes y en las grasas lacteas) (14).
Las ventajas de los modelos inmortalizados comparadoscon los
cultivos primarios de hepatocitos humanos son: crecen continuamente,
tienen vida dtil ilimitada y su fenotipo es bastante estable. Ademas, es
facil disponer de ellos y sus condiciones de cultivo son mas simples.
Incluso, algunos hepatomas retienen (en parte) un diferenciado fenotipo
adulto. De esta forma, los modelos celulares hepaticos poseen un alto
potencial para proveer una plataforma de investigacion del metabolismo
de lipidos, asi como de agentes farmacoldgicos o principios activos que
permitan la reduccion de la acumulacion de TG a nivel intracelular (10).
Elobjetivodeestarevisién escomparar algunos modelos celulares
hepaticos utilizados para el estudio del metabolismo lipidico, sus
caracteristicas y los resultados mas relevantes de investigacion en
ellos, para establecer cul de ellos ofrece mejores caracteristicas para
posteriores estudios.

Referencias identificadas en las
bases de datos electronicas
(n=183)

Materiales y métodos

Se realiz6 una basqueda de articulos cientificos relacionados con
modelos celulares y metabolismo de lipidos publicados en las bases de
datos PubMed, ScienceDirect, Google Scholar y SciEIO. La busqueda
fue realizada entre noviembre de 2016 y abril de 2017 y tuvo en
cuenta articulos publicados desde enero de 2006 hasta abril de 2017,
excepto para los articulos que trataban sobre el origen del modelo
celular. Se incluyeron textos completos de investigaciones originales o
revisiones, en idioma inglés y espafiol y que contuvieran las siguientes
palabras clave y sus posibles combinaciones: “lipid metabolism”
and “modelo celular hepatico (HepG2, HepaRG, Huh-7, primary
hepatocytes, IHH)” and “tipo de sustrato (oleic acid, palmitic acid)”.
Los criterios de exclusion para la seleccion de los articulos fueron:
estudios publicados en otros idiomas, estudios que utilizaran otros
sustratos de induccidn de sintesis de lipidos y estudios donde solo se
evaluara la esteatosis hepéatica. Al final, 51 articulos cumplieron con
los requisitos para ser incluidos en la revision (Figura 2.).

Referencias identificadas mediante
otros métodos de busqueda
(n=0)

Referenciasluegoderemoverlas
publicacionesduplicadas (n=126)

Referencias tamizadas
(n=126)

Articulos de texto

completoincluidospara

elegibilidad (n=56)

Articulos incluidos para

sintesis y revision
(n=51)

Referencias excluidas
(n=70)
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Figura2.FlujogramadelabUsqueday seleccion dearticulosenlapresenterevision.

Fuente: Elaboracion propia.
Resultados

Se identificaron 51 referencias, de las cuales 36 correspondieron a
articulos originales de texto completo y 15 a revisiones
bibliogréficas. La mayor proporcion de los documentos estaban
relacionados con el modelo celular HepG2 (62%) y la menor
proporcién (6%) con el modelo de hepatocitos primarios. De las
referencias seleccionadas, 48 estaban escritas en inglés y 3 en
espafiol.

En laTabla 1 se resumen las ventajas y desventajas de los modelos
celulares utilizados para el estudio del metabolismo lipidico, notandose
que la seleccion del modelo celular depende de las necesidades de la
investigacion y de la condicion que se desea evaluar. No obstante,
podriamos decir que el modelo celular HepG2 presenta la mejor
estabilidad y es el méas caracterizado en el estudio del metabolismo
de los lipidos.

Se evidencio que una considerable variedad de modelos celulares

Discusioén

ha sido usada para estudiar el metabolismo de los lipidos a nivel
hepatico, siendo el metabolismo del colesterol y de las
lipoproteinas lo que mas ha captado el interés. A pesar de que estos
modelos celulares ofrecen la oportunidad de estudiar detalles
especificos de un proceso metabdlico en particular, no hay que
pasar por alto que presentan limitaciones inherentes como la
perdida de capacidades reguladoras de division celular, algunas
modificaciones genéticas o fenotipicas que alteraran su capacidad
de comunicacién celular o su propio metabolismo yel estarenun
ambiente aislado y controlado, lo que cambia la capacidad de
interaccion y respuesta celular. A continuacién, se mencionan las
caracteristicas de los modelos celulares hepaticos mas utilizados
para elucidar el proceso de sintesis, asimilacion y excrecion de los
lipidos encontrados en esta revision.
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Tabla 1. Resumen de los modelos celulares hepaticos utilizados en el estudio del metabolismo lipidico.

Modelo
Ventajas Desventajas
celular

Li (10)

Guguen-Guillouzo etal. (15)
Guguen-Guillouzo &
Guillouzo (16)

Hepatocitos
primarios

Green et al. (1)
Navarro et al. (4)
Ros (6)

Anthérieu et al. (17)

HepaRG

Greenetal. (1)

De Gottardiet al. (18)
Perttild et al. (19)
Chavez-Tapia et al. (20)

IHH

Meex et al. (21)
Miyata et al. (22)
Shao & Ford(23)
Rohwedder et al. (24)

HuH-7

Navarro et al. (4)

Ros (6)

Meexetal. (21)

Arrol et al. (25)
Gdula-Argasinska et al. (26)
Gomez-Lechonetal. (27)

HepG2

Exhiben el fenotipo y metabolismo de mayor similitud con los
hepatOC|tos maduros

Se pueden estimular a la acumulacion de lipidos con acidos grasos
exogenos

Realizan sintesis de novo de TG

Sehanutilizadoenelestudiode laregulaciéndesintesisde
proteinas y su catabolismo

Posee caracteristicas de hepatocito bien diferenciado
Presenta expresion conservada de la actividad enzimatica del
citocromo P450

Se puede reproducir facilmente en cultivo

Presenta expresion estable de las proteinas relacionadas con el
metabolismo lipidico

Exhibe la mayoria de las funciones propias del higado
Expresa las proteinas relacionadas con el metabolismo de las
lipoproteinas

Expresa receptores nucleares

Secrecion de albumina similar a hepatocitos maduros

Secrecion de lipoproteinas ricas en TG, principalmente LDL
Expresanlas proteinasrelacionadas conelmetabolismo delipidos
Responden a la estimulacion con acidooleico

Capacidad de diferenciacion

Alta produccién de apoB 100

Tienen una alta capacidad de acumulacion de TG en respuesta a
4cidos grasos exégenos

Expresan proteinasyenzimas relacionadas conlas lipoproteinas

Amplia referencia de este modelo para el estudio del metabolismo
lipidico

Responde a la estimulacién con acidos grasos exdgenos
Sintetizan acidos biliares

Su composicion lipidica es comparable a la observada en el higado
humano normal

Expresan receptores de insulina

Sintetizan y excretan varias lipoproteinas

Realizan sintesis de novo de TG ycolesterol

Tienen una disponibilidad limitada

Poseen amplia variedad entre las células debido a

los donantes
No se reproducen en cultivo
Pierden su fenotipo hepatico con el tiempo

Pocosesabedelaacumulaciondelipidoseneste

modelo celular

Han sido poco estudiadas

No hay sintesis de 4cidos biliares
No hay interaccidn celular

Han sido poco estudiadas

Su metabolismo se ve afectado por las
concentraciones de glucosa

No hay interaccidn celular

No preservan la anatomia propia de los hepatocitos

No tienen sintesis de &cidos biliares
No hay interaccidn celular

No preservan la anatomia propia de los hepatocitos

Presenta diferencias fenotipicas y genotipicas con

los hepatocitos maduros

Carecen de la expresion funcional de las proteinas

del complejo P450
No hay interaccidn celular

Son utilizadas para la evaluacion de farmacos y toxinas

TG: triglicéridos; LDL: lipoproteinas de baja densidad; ApoB 100: apolipoproteina B 100.

Fuente: Elaboracion propia.

Hepatocitos primarios

Uno de los modelos in vitro para el estudio de los mecanismos que
controlan el metabolismo de lipidos y glucosa en humanos es el
de hepatocitos primarios (1,28). Desafortunadamente, existe una
disponibilidad limitada del tejido de higado humano para el
aislamiento celular, ademas de una amplia variabilidad entre los
donantes de este tejido (15,16,29). A pesar de los esfuerzos en
optimizar las condiciones de cultivo, estas células aisladas pierden su
fenotipo hepatico de forma irreversible y su capacidad proliferativa
es bastante limitada (16,30).

Los hepatocitos primarios pueden ser obtenidos de un higado
completo o una porcién de este. En la actualidad, los hepatocitos
humanos son aislados de higados no aptos para trasplante y sobre todo
de fragmentos de higados con tumores primarios o con algunas otras
enfermedades hepaticas (31). Los hepatocitos aislados frescos exhiben
la mayoria de las funciones de los hepatocitos humanos maduros en
vivo, pero han perdido los dominios especializados de membrana,
tales como los de uniones intercelulares (canaliculos biliares), y no
sobreviven mas de unas pocas horas en suspension (16).

Los hepatocitos primarios son considerados el modelo celular
ideal para el estudio del metabolismo lipidico hepatico debido a que
muestran un comportamiento similar a las células del higado

in vivo (10). Estas células muestran una acumulacion intracelular de
TG similar a la observada en higado humano in vivo cuando se
exponen a acidos grasos (10). La acumulacion de estos TG a nivel
extracelular esta directamente relacionada con la entrada y secrecion
de los mismos, a la vez que tiene una relacién directa con la tasa de
secrecion de las lipoproteinas encargadas de transportar TG. Se ha
demostrado que los hepatocitos humanos responden a la
suplementacion con é&cidos grasos, incrementando la sintesis de TG
y la secrecion de VLDL sin ninglin cambio en la abundancia de la
apoB (10), indicando que la sintesis de novo es funcionalmente activa
en este modelo celular.

Células HepaRG

Estas células son uno de los principales modelos para el estudio del
metabolismo lipidico y una linea celular obtenida de tumor de
higado (carcinoma de una paciente femenina quien sufrié de
hepatocarcinomay hepatitis C) (32); ademas muestran caracteristicas
de un hepatocito bien diferenciado (2). Esta linea se compone de una
poblacion celular homogénea con un cariotipo que exhibe pocas
alteraciones (17) y tiene la capacidad de proliferacion y diferenciacion
(16). Cuando estas células son sembradas a baja densidad, adquieren
una morfologia elongada no diferenciada, se dividen activamente
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y, después de alcanzar la confluencia, forman colonias como las
tipicas de hepatocitos rodeadas por células epiteliales similares a las
biliares (2); ademas, expresan una mayor cantidad de enzimas P450,
varias enzimas de la fase Il (que participan en la conjugacion de
xenobidticos como: acetiltransferasa, metiltransferasa, glutation
transferasa), trasportadores y receptores nucleares importantes. Entre
estos Gltimos se encuentra el receptor adrenostano constitutivo (CAR),
el receptor pregano X (PXR) y el receptor activado por el proliferador
de perixosoma (PPAR), que muestran un 85% de identidad con los
genes expresados por hepatocitos primarios humanos (16),
convirtiendo también a las HepaRG en un modelo Gtil para el estudio
de los mecanismos del metabolismo de medicamentos (33).
En este modelo se ha observado una expresion estable de
proteinas relacionadas con el metabolismo lipidico, como lo son
proteina de union de elementos reguladores de esteroles 1 (SREBP-1),
sintetasa de acidos grasos (FAS) y acetil-CoA carboxilasa (ACC),
sin observar diferencias en la expresion en medios de cultivo con
baja o alta concentracion de glucosa (1). Por otro lado, no se han
apreciado diferencias en la expresién de proteinas relacionadas con
el metabolismo de las lipoproteinas como: apolipoproteina A (apoA),
apolipoproteina | (apol), receptor scavenger clase B miembro 1 (SR-
BI), LDLryproteinasrelacionadas conel receptor LDL 1 (LRP1)(1).
Las células HepaRG han sido muy utilizadas en estudios de
toxicologiay metabolismo de medicamentos, pero poco se ha estudiado
acerca de la capacidad para acumular TG cuando son expuestas a
acidos grasos exogenos (10). No obstante, se encuentran reportes
de estudios donde se evidencia la secrecion de TG y lipoproteinas
conteniendo apoB en estas células, incluso de la expresion de genes
asociados al metabolismo de lipidos (1,12).

Células IHH

Este modelo de hepatocitos humanos inmortalizados es una linea
celular hepatica reciente que fue obtenida de tejido de higado sano;
se extrajo quirdrgicamente de un hombre de 59 afios de edad y fue
inmortalizada por transfeccion con el plasmido SV40 que expresa el
antigeno T (29). Estas células secretan albimina a un nivel comparable
con los hepatocitos primarios humanos, asi como lipoproteinas ricas
en TG, apoB, apoAl (29) y apoClIl (34).

En las células IHH se ha observado una expresion considerable
de las proteinas relacionadas con el metabolismo de los lipidos, en
particular las proteinas SREBP-1, FAS y ACC, pero no se han visto
diferencias en las lipoproteinas como apoA, Apol, SR-BI, LDLry LRP1
(1). Estas células secretan, en su gran mayoria, lipoproteinas asociadas
a LDL (10) y, en presencia de &cido oleico, acumulan TG a nivel
intracelular; ademas, cuando son expuestas a altas concentraciones
de glucosa incrementan la secrecion de sus lipoproteinas (10,18). En
su mayoria aumenta la produccion de ApoClIl y de la proteina que
contiene el dominio de la fosfolipasa 3 similar a patatina (PNPLA3)
(19). Este incremento de los niveles de ApoClI| esta correlacionado
con una elevada secrecion de VLDL y su correspondiente aumento
de TG yApoB.

Bajo condiciones normales de cultivo, la tincion con aceite rojo
(del inglés Oil Red) revela que las células IHH contienen muy baja
cantidad de lipidos neutros intracelulares; después del tratamiento
conacidooleico, estas células acumulan una gran cantidad de micelas
lipidicas en citoplasma (35). En contraste con las células IHH, tanto
lasHepG2 como las HUH-7 presentan tincion de lipidos intracelulares
aun sin inducir la formacion de vesiculas de lipidos; por esta razon,
se considera que este modelo celular tiene un comportamiento muy
similar a las células hepéaticas maduras de higado humano (18),
ademas tolera altas concentraciones de acidos grasos exdgenos (20).

Al estudiar la acumulacion de lipidos intracelulares a través del
método Oil Red, se encontr6 que las células IHH aumentan 15.8
veces su acumulacion de lipidos intracelulares comparado con
condiciones basales al ser tratadas con acido oleico. De Gotarddi et al.
(18) observaron que las células IHH esteat6ticas exhiben una expresion
diferencial de 30 genes, 12 de los cuales incrementan su expresion
mientras que los 18 restantes la disminuyen. Entre los que aumentan
la expresion se encuentran acil-CoAsintetasa, acido graso denaturasay
acetil-CoAactiltransferasa, mientras que los que la reducen son HMGCR
y LDLr. En conclusion, se observa que la induccion de esteatosis en
células IHH incrementa de manera considerable la biosintesis de TG,
mientras se inhibe la lipogénesis de acidos grasos y colesterol (18).

Células HuH-7

En este modelo las células derivan de carcinoma hepatocelular, tienen
la capacidad de diferenciarse y han sido bastante utilizadas en estudios
relacionados con enfermedades virales del higado. Meex et al. (21)
demostraron que este modelo celular es muy similar a las células
HepG2 con relacidn al efecto de los lipidos exdgenos y los inhibidores
del proteosoma de la secrecion, larecuperacion y la degradacion de la
ApoB100; sin embargo, no ofrece ventajas sobre las células HepG2
para estudiar el metabolismo lipidico. Existen reportes que sefialan
que la adicién de suero humano en remplazo del suero fetal bovino
podria estimular méas funciones especificas de hepatocitos humanos,
entre ellas la secrecion de VLDL (21).

Estas células secretan en mayor proporcion la apoB100 (95%)
comparada con la secrecion de las células HepG2 (70%). También
se ha demostrado que en momentos de relativa deficiencia de lipidos
degradan la apoB100. Las células HuH-7 tienen la capacidad de
acumular més del doble de los TG que acumulan las células
HepG2 cuando son expuestas a acido palmitico, acido oleico o0 una
combinacién de ambos (20). No obstante, la estimulacion con el acido
oleico en ambos tipos celulares presenta una mayor acumulacion de
TG que cuando son estimuladas con &cido palmitico (36). Asimismo,
se ha observado que el &cido palmitico es bastante citotdxico para las
células HuH-7; en contraste a esto, el &cido oleico es tolerado hasta
concentraciones de 1.32 mmol sin inducir la muerte celular (30).

Miyata et al. (37) establecieron una variante que expresa el gen de la
luciferasa bajo el control del promotor de la enzima FAS (HuH-7/FAS-
Luc) y en la que se puede evaluar el efecto de diferentes sustancias sobre
el metabolismo de los lipidos, relacionadas con la SREBPy la inhibicion
de la sintesis de FAS, HMG-CoA sintetasa, HMG-CoA reductasa y
esterol CoA desaturasa. Miyata et al. (22), utilizando la misma variante,
evaluaron el efecto de alil isotiocianato (AITC) sobre SREBP en otro
estudio y encontraron que dicho compuesto tiene la capacidad de inhibir
la protedlisis de SREBP en sus diferentes isoformas y afecta el estado
maduro de la proteina. Asimismo, observaron una reduccion en los
niveles de ARNm de las proteinas reguladas por SREBP-1 (ACC, FAS y
SCD) Yy en las reguladas por SREBP-2 (HMG-CoA sintetasa, HMG-CoA
reductasa y la escualeno sintetasa); esto indico que se produce un efecto
regulador sobre la lipogénesis, tanto de acidos grasos como de colesterol
(22); Shao & Ford (23) reportaron en 2014 resultadossimilares.

En este modelo también se realizé seguimiento subcelular del
acido oleico y se observd que la mayoria de este sustrato era
utilizado por las células para elaborar cidos neutros, principalmente
fosfolipidos y TG (24).

Células HepG2

Son células derivadas de hepatoblastoma humano que se comportan
de forma similar a las células de higado fetal, lo que las hace
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inadecuadas para la investigacion del metabolismo de medicamentos
(10); no obstante, esta linea celular expresa muchas de las funciones
atribuidas a los hepatocitos humanos normales (25,38,39). Para
algunos investigadores, estas células presentan acumulacion de TG
cuando se adicionan al medio de cultivo acidos grasos exdgenos
(26,40), mientras que otros autores reportan que la acumulacion de
TG solo ocurre cuando se utiliza acido oleico (10). A diferencia de
las células primarias, cultivar células HepG2 con solo acido palmitico
no promueve la acumulacion de TG (41).

Desde su introduccién en 1979, un sin nimero de investigaciones
han utilizado este modelo y una alta proporcion de las proteinas
especificas del higado han sido identificadas en los estudios iniciales
con estas células, lo que generd expectativas con relacion a que esta
linea celular se convirtiera en un modelo celular de higado humano
bastante consistente para investigacion. Entre los procesos metabélicos
que han sido estudiados hasta ahora, se destacan estudios del
metabolismo de lipoproteinas, sintesis de acidos biliares, metabolismo
del colesterol, metabolismo de medicamentos, enzimas hepéticas,
transporte de glucosa, entre otros; estas vias han sido evaluadas
procurando mantener el ambiente de los hepatocitos normales y, por
lo tanto, favoreciendo incluso aplicaciones mas amplias de esta linea
celular sobre problemas biol6gicos, en los cuales esta involucrado
el funcionamiento hepético (12,38). También se ha demostrado que
las células HepG2 tienen la capacidad de sintetizar acidos biliaresa
partir de colesterol (5).

La composicion de lipidos en cultivo de las células HepG2 es
comparable con la encontrada en higado humano normal (42), en
donde a pesar de la reduccion de la sintesis de &cidos grasos de novo
no se encontraron diferencias significativas entre las células HepG2
con relacion a hepatocitos primarios o hepatocitos frescos. Es decir,
las células HepG2 tienen una alta capacidad para la sintesis de TG
a partir de acido oleico, resultando en una alta acumulacion a nivel
intracelular y muy baja secrecion al medio (6).

Las células HepG2 tienen la capacidad de expresar los receptores
de insulina, transferrina y los LDLr, ademas se ha documentado la
capacidad de sintetizar y excretar lipoproteinas, como VLDL (25),
HDL (25) y en mayor proporcion LDL (43); por esta razn el modelo
celular HepG2 se ha catalogado como un sistema estandar para
estudiar el metabolismo y la sintesis de las lipoproteinas. Al estudiar el
efecto que puede tener el &cido oleico y la insulina sobre la secrecién
de lipidos, se ha observado que los TG son los lipidos secretados en
mayor proporcion seguidos de colesterol esterificado y no esterificado,
siendo estas observaciones concordantes con lo encontrado en cultivo
primario de hepatocitos (44). La cantidad de colesterol no esterificado
no se ve afectada por el acido oleico o por la insulina; sin embargo,
la baja concentracién de ésteres de colesterol refleja baja actividad
de la lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT) (44).

En varios estudios se ha demostrado que el acido oleico es un
elemento inductor de la lipogénesis en células HepG2, induciendo
1.85 veces la cantidad de lipidos en células expuestas; mientrasque
los TG aumentan 1.7 veces en células tratadas a nivel intracelulary
3.7 veces a nivel extracelular (25,44,45); también genera el aumento
de la acumulacion de apoB100 (700%) (21).

La viabilidad de las células HepG2 frente al acido oleico se
mantiene en 95% a concentraciones <1 mmol (concentraciones
>1.4 mmol causan muerte celular) (43). Al comparar las células
HepG2 con los hepatocitos primarios no se evidencian diferencias
significativas en laacumulacion de TG cuando son expuestas a cidos
grasos libres exdgenos (27).

Kamper et al. (46) compararon la produccion de apoB y de la
proteinamicrosomal transportadora de triglicéridos (MTP) en células
HepG2 y células BeWo (células humanas de placenta originadas de un

criocarcinoma), encontrando que las células HepG2 producen tanto
apoB como MTP en muy buena proporcidn, mientras que las células
BeWo solo producen pequefias cantidades de apoB, por este motivo
no se consideran modelos viables para el estudio del metabolismo
de los lipidos (46).

Por otra parte, cuando se evalian metabolitos secundarios
como los polifenoles, especificamente el oligonol, se observa que
reduce de una forma dosis dependiente la acumulacién intracelular
de TG en células HepG2 cultivadas con &cido palmitico; ademas
este metabolito no afecta la viabilidad celular (41). Esta reduccion
esta explicada por la supresion de la expresion de proteinas ACC,
FAS y SREBP-1 y el receptor gamma activado por el proliferador
de perixosomas (PPARY); de esta forma inhibe la sintesis de novo de
acidos grasos (41). Similares resultados se observaron cuando se
evaluaron los extractos de Moringa olifera (47), Zanthoxylum
bungeanum (48), Sibiraea angustata (49), Olea europaea Linn (50)
y Camellia sinensis (51).

Una de las desventajas de las células HepG2 es que carecen de la
expresion funcional de casi todas las proteinas relevantes P450 de
higado humano (2,30,37), ademas tienen una limitada capacidad para
cargar de lipidos a la apoB100 y secretarla en forma de VLDL (39).

Conclusiones

Las investigaciones con relacion a la acumulacion de lipidos a nivel
hepatico en modelos celulares han permitido elucidar y avanzar en
el conocimiento de este proceso desde el punto de vista bioquimico
y molecular; es asi como ya se han identificado cuales son las rutas
metabdlicas involucradas en el desarrollo de la esteatosis hepética. Del
mismo modo, se han identificado varios compuestos tanto sintéticos
como naturales que pueden tener efectos sobre la funcién de enzimas
esenciales en el metabolismo de lipidos o sobre los factores nucleares
que permiten laexpresion o inhibicién de lasintesis de estas enzimas.
Como se noto a lo largo del texto, cada modelo celular ofrece
algunas ventajas sobre los otros, pero también presentan limitantes o
factores desfavorablesal momento de su utilizacion que puede incluir
amplias diferencias a nivel genético y fenotipico con relacion a las
células hepéaticas maduras, que seria el tipo de célula que se pretende
simular, como a nivel bioquimico donde las células sobreexpresan el
metabolismo lipidico. Es decir, el investigador debe tener en cuenta
cudles son los requerimientos y el proceso que desea evidenciar para
poder optar por uno u otro modelo de estudio, sin olvidar que los
resultados obtenidos solo seran aproximaciones de lo que realmente
podria suceder a nivel del higado como 6rgano.
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CAPITULO Il
OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

En la actualidad, la poblacién en general cada vez es mas propensa al desarrollo de enfermedades
metabolicas, como la obesidad debido al incremento del consumo de dietas hipercaléricas de la
baja actividad fisica y sedentarismo en general. Estas grasas, producto de la dieta, son
metabolizadas en el higado, lo que conlleva a la acumulaciéon de lipidos en circulacion,
hepatoxicidad por el aumento de residuos cetonicos derivados de su catabolismo, con la
consecuente, respuesta inflamatoria (1); desencadenando al desarrollo de sindrome metabdlico
(2), el cual es un factor de riesgo de multiples enfermedades como la hipertension, la dislipidemia,
resistencia a la insulina y la obesidad, las cuales comprenden factores de riesgo de otras
enfermedades de mayor impacto como enfermedades coronarias, diabetes, higado graso o
esteatosis y factores de riesgo de varios tipos de cancer (3), de ahi la importancia, del
mejoramiento del estilo de vida, empezando por una dieta mas balanceada, que favorezca la salud
metabolica y prevenga la aparicién de las enfermedades mencionadas anteriormente, sin embargo,
para la mayoria de la poblacién, debido a su condicién econdémica o laboral, la falta de tiempo y
en general, una vida acelerada, son pocas las posibilidades de mantener una alimentacion
saludable o poder realizar una rutina de ejercicio, lo que conlleva a un aumento de peso debido a

la acumulacion de lipidos en diferentes tejidos.

Existen varias estrategias farmacoldgicas para la reduccion de los lipidos en sangre, pero algunos
no son lo suficientemente efectivos o generan efectos secundarios que afectan la salud del
paciente; por otra parte, la reduccion de la acumulacion de lipidos al interior del higado sigue
siendo un reto en medicina. Por tal motivo, una gran parte de la poblaciéon acude a otras
alternativas terapéuticas para reducir la concentracion de los lipidos como lo es, la medicina
tradicional o a base de plantas medicinales, sin embargo, es importante tener claro, que la mayoria
de estas especies vegetales utilizadas en este tipo de tratamientos, no han sido sometidas a estudios
rigurosos que avalen su efectividad y que ademés descarten un potencial riesgo de toxicidad. Tal
es el caso de la Passiflora edulis, planta de la cual sus frutos son de consumo cotidiano en jugos,
compotas u otras presentaciones alimenticias, pero que también se ha venido utilizando en
medicina tradicional como elemento antihipertensivo, en el tratamiento del insomnio, problemas
hepéticos, sedante y para reducir los niveles de colesterol. De ahi la necesidad de investigar bajo
condiciones experimentales los efectos de los extractos de Passiflora edulis en la modulacion del

metabolismo lipidico en un modelo in vitro, dando origen a los objetivos de este proyecto.
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Objetivo General:

Determinar el efecto hipolipemiante de los extractos de las hojas y del jugo de Passiflora

edulis en un modelo celular hepético.

Objetivos Especificos:

1.

Caracterizar el contenido fendlico y sacarido de los extractos de hojas y de jugo de
Passiflora edulis.

Evaluar la viabilidad de las células HepG2 frente al acido oleico, el extracto de hojas
y del jugo de P. edulis.

Evaluar la bioaccesibilidad de los componentes y actividad antioxidante del extracto
digerido de hojas y del jugo de Passiflora edulis.

Determinar el efecto del extracto de hojas y jugo de Passiflora edulis sobre la
actividad de la enzima a-glucosidasa

Determinar el efecto del extracto de hojas y jugo de P. edulis sobre la concentracion
de colesterol y triglicéridos intracelulares y extracelulares de las células HepG2

tratadas con los extractos.
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CAPITULO 111

COMPONENTES FENOLICOS Y OLIGOSACARIDOS DE LOS EXTRACTOS DE
Passiflora edulis.

INTRODUCCION

En el metabolismo de las plantas se producen una amplia variedad de compuestos organicos, que,
en principio, no estan directamente relacionados con su crecimiento o desarrollo; estos
compuestos son conocidos como metabolitos secundarios. En la actualidad, se sabe que estos
metabolitos secundarios desempefian funciones cruciales para la planta, como: proteccion contra
patégenos (hongos, insectos, bacterias y virus), proteccion contra ataques por herbivoria, generar
caracteristicas atractivas (color, olor, sabor) para estimular a los polinizadores, asi como para las
interacciones planta-planta o planta-microorganismos. Dentro de los metabolitos secundarios, los
grupos mas estudiados y de mayor impacto econémico han sido los polifendles, los oligosacaridos

y los alcaloides (1).

Los polifendles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en las plantas. Teniendo
en cuenta su estructura quimica se pueden dividir en varios tipos: acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos y lignanos. En los Gltimos afios se ha demostrado que una dieta rica en polifendles
vegetales puede mejorar la salud y disminuir la incidencia de enfermedades cardiovasculares (2).
Es bastante amplia la evidencia que los compuestos fendélicos contribuyen a la salud de los seres
humanos, actuando como antioxidantes, de esta forma previenen la oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) , la agregacion plaquetaria y el dafio en general de los eritrocitos (3).
Ademas, pueden actuar como quelantes de metales, situacion que permite inhibir algunas enzimas
metaloproteasas como es el caso de la enzima convertidora de angotensina (ECA), regulando asi
la presion arterial (4); como antimutagénicos (5) o anticancerigenos (6); como agentes
antimicrobianos (7), entre otras funciones como vasodilatadoras y vasoprotectoras, asi como

antitromboticas, antilipémicas, antiateroscleréticas, antiinflamatorias y antiapoptoticas (8).

Se ha demostrado también, que los polifendles pueden desencadenar cambios en las vias de
sefializacion y, por ende, pueden afectar la expresion de genes. Tal es el caso de la inhibicién de
la enzima &cido graso sintasa (FAS), enzima que es crucial en la sintesis de colesterol, y por lo
tanto su inhibicion tendra efectos directos sobre la disminucién de la obesidad y del desarrollo de
cancer; se ha reportado que flavonoides como la quercetina, kaempferol, luteolina, entre otros,

tienen la capacidad de inhibir esta enzima, uniéndose irreversiblemente a ella (9,10).
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La capacidad de los polifendles para modular la actividad de diferentes enzimas, y para interferir
consecuentemente en mecanismos de sefializacion y en distintos procesos celulares, puede
deberse, al menos en parte, a las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos, que les

permiten participar en distintas reacciones metabolicas celulares de éxido-reduccién (11).

Los efectos beneficiosos de los polifendles sobre la aterosclerosis se han estudiado ampliamente.
Estos compuestos son capaces de atenuar el inicio y la progresion de esta enfermedad debido a su
habilidad para atenuar la oxidacién de las LDL. Son capaces ademas de producir un incremento
en la concentracién de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) en el plasma, y

también de inhibir la proliferacion del musculo liso vascular.

Se ha observado también que los polifendles procedentes del vino tinto y del zumo de uva reducen
la concentracion de lipidos plasmaticos (12). Es asi que se ha demostrado que la administracion
crénica de procianidinas en conejos alimentados con dieta hipercolesterolémica, disminuye los
niveles plasmaticos de hidroperdxidos lipidicos e incrementa la capacidad antioxidante del plasma
de estos animales. De hecho, esta administracion previno la aparicién de aterosclerosis e inhibid
su progresién en los animales (12). También se comprobd que la administracion cronica de
polifendles en hadmsters que desarrollan depdsitos lipidicos aterogénicos similares a los que
aparecen en humanos hipercolesterolémicos, reducia los niveles plasmaticos de colesterol,
trigilicéridos, apolipoproteina B y malondialdehido (MDA), cuando los hamsteres se alimentaban
con una dieta hipercolesterolémica. Este efecto se asocié con una disminucién en los depdsitos
de células espumosas en la pared arterial y con una inhibicion del desarrollo de la placa

aterosclerotica (13).

La administracion aguda de procianidinas en ratas normolipémicas alimentadas con dieta
estandar, produjo también una disminucidn dréstica de los valores de triglicéridos, &cidos grasos
libres y apolipoproteina B, asi como un aumento del cociente colesterol-HDL/ colesterol LDL en

plasma, lo que representa una situacién de lipemia posprandial claramente antiaterogénica.

METODOLOGIA
Obtencion del material vegetal:

Las muestras vegetales de Passiflora edulis fueron recolectadas entre las 6:00 am y 8:00 am, en
la finca “Los Quingos”, vereda “El Alambrado”, Municipio de Caicedonia, Valle del Cauca,

Colombia, en las coordenadas geogréaficas N 4° 24" 24" W 75° 56°49"". Un ejemplar fue llevado
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al Herbario de la Universidad del Quindio, para su registro e identificacion, quedando depositado

su registro con codigo de barras N° 18063.

Para la colecta de las hojas y los frutos de Passiflora edulis se verificd que el vegetal se encontrara
completamente sano, es decir, que por observacion visual directa no se evidenciaran lesiones
sobre los tejidos causadas por plagas, enfermedades o el ambiente. El fruto debia presentar
madurez para el consumo humano, la cual fue determinada por su coloracion amarillay su cascara

dura (basado en su indice de madurez, con valores entre 0,8 y 0,9).
Preparacion de los extractos etandlicos de las hojas de Passiflora edulis

Las hojas de Passiflora edulis fueron inicialmente lavadas con agua de grifo y luego con agua
destilada para eliminar particulas no deseables. EI material vegetal se desecd en un horno de aire
circulante a una temperatura constante de 40 °C hasta alcanzar sequedad a peso constante. Una

vez seco, fue pulverizado utilizando un molino.

Para el extracto etanolico, el material pulverizado obtenido fue lixiviado y recirculado durante 8
dias usando 500 mL de etanol al 96 % Luego, se procedi6 a separar las clorofilas de los extractos
mediante una extraccion liquido-liquido con etanol-agua (1:7) y finalmente una filtracion a 25
pm (14). Después de la separacion de las clorofilas; el etanol, fue evaporado a presion reducida
(60 mbar) y a temperatura < 40 °C, en un rotavapor marca Heidolph®; el sélido resultante fue
pesado para determinar el porcentaje de rendimiento (Ecuacion 1). Finalmente, este solido fue

depositado en frasco ambar y almacenado a 4 °C hasta su utilizacion en los ensayos.

gr de extracto

x 100 %

Ecuacion 1. Porcentaje de rendimiento = -
gr de material seco

Preparacion del jugo del fruto de Passiflora edulis

El fruto maduro de Passiflora edulis fue inicialmente lavado con agua de grifo y posteriormente
con agua destilada. El jugo fue extraido por métodos mecanicos, colado para eliminar semillas y
filtrado (poro de 1mm) para garantizar su homogeneidad. Posteriormente se evapord hasta
sequedad en el rotavapor y el sélido resultante fue pesado para determinar el porcentaje de
rendimiento (Ecuacion 1). Luego se depositd en frasco &mbar y se almacené en nevera a una

temperatura de 4 °C, hasta su uso.

Previamente a la realizacion de cada ensayo, se disolvid en etanol al 10 % y en agua destilada, el
solido del extracto etandlico y el sélido del jugo, respectivamente, a una concentracion de 1

mg/mL, para realizar las diferentes pruebas de caracterizacion bioguimica.
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Determinacion del contenido fenélico total

El contenido fendlico total de los diferentes extractos fue determinado usando el método del
reactivo de Folin-Ciocalteau (15). Brevemente, en un tubo de ensayo se adicion6 50 yL de cada
extracto a 1 mg/mL, luego se adiciond 2,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau (dilucién 1/10 en
agua destilada) y 2 mL de Na.COs al 7,5 % (p/v), se mezclé bien y se incub6 a 40 °C durante 15
minutos. La absorbancia de las muestras fue medida por espectrofotometria a 765 nm usando
solucion de Na,COs (2 mL de Na,COs al 2 % en 2,55 mL de agua destilada) como blanco. Los
resultados fueron expresados como mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg
GAE/ g extracto), de acuerdo a una curva de calibracion usando el acido galico como compuesto

fendlico estandar del ensayo.
Determinacion de contenido sacarido total

Se usé el método fenol — &cido sulfdrico para medir el contenido polisacarido total (16). Los
extractos fueron diluidos en los respectivos solventes y luego seran filtrados en papel filtro de
poro 0,22 um, previo al tratamiento. Brevemente, 100 pL del extracto, 100 uL de fenol (5 %) y
500 uL de H2SO4 (95 %) fueron mezclados y luego se incubaron a temperatura ambiente durante
15 minutos. La absorbancia fue medida a 490 nm. Diferentes concentraciones de glucosa (0, 10,
30, 50, 70 y 90 pg/ml) fueron usadas como estandar. Los datos fueron expresados como mg

equivalentes de glucosa por gramo de extracto (mg GE/ g extracto).
Determinacion de contenido flavonoide Total

Para este ensayo se utilizd una alicuota (150 uL) de cada extracto en tubos eppendorf y se agregd
45 pL de nitrato sodico (NaNOs3) al 5 %. En el minuto quinto y sexto respectivamente, se agregé
90 pL de cloruro de aluminio (AICIs) al 10 % y 300 pL de hidréxido de sodio (NaOH) 1 M. El
volumen final de la mezcla se afor6 con agua destilada hasta completar 1,5 mL. Finalmente se
dejo reposar la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente y se midié la absorbancia a
510 nm. Se us0 la catequina para trazar la curva de calibracion. Los resultados se expresaron

como mg equivalentes de catequina por gramo de extracto seco (mg CAE/ g extracto) (17).
Determinacion de Contenido Total de Taninos

Se tomé una alicuota de 250 uL de extracto (1 mg/mL) y se adicion6 500 uL de solucion de
albumina de suero bovino en tampén acético 0,2 M con pH 5.0 (se ajustd el pH con NaCl al 0,17
M), se mezcl6 cuidadosamente y se dej6 reposar por 15 minutos. Luego se centrifug6 a 5000 g
por 15 minutos. Posteriormente, se desecho el sobrenadante y el precipitado fue diluido con 1 mL

de solucién acuosa que contenia dodecilsulfato sodico (SDS) al 1% vy trietanolamina al 4%.
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Finalmente, se agreg6 250 uL de cloruro férrico (FeCls) al 0.01 M en &cido clorhidrico (HCL) al
0,01 My se dejo reposar por 30 minutos. Se realizé la lectura a una longitud de onda de 510 nm.
Como blanco se utiliz6 1 mL de solucion acuosa (SDS al 1% y trietanolamina al 4%) en 250 uL
de la solucion de FeClzal 0,01 M en HCL al 0,01 M. Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de acido tanico por gramo de extracto seco (mg EAT/g ES) (17). Se utilizé &cido
tanico como estandar a concentraciones de 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 y 0,8 mg/mL para elaborar la curva

de regresion.
HPLC del contenido fendlico

Los componentes fendlicos de los extractos fueron analizados de acuerdo a Luzardo et al (18).
Un analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a detector de diodos (HPLC-
DAD) se llevo a cabo en un sistema Agilent HPLC serie 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) usando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, 4,6 x 250 mm).
La columna fue termostaticamente controlada a 35 = 0,6 °C con una proporcion de flujo 1
mL/min. La fase maévil consistio de dos solventes: solvente A, que fue agua destilada ajustada
con &cido acético 0,1 % y solvente B que fue acetonitrilo. Un gradiente linear fue usado de la
siguiente manera: 80-83 % de solvente A llevado a cabo durante 7 minutos, 83-60 % durante 5
minutos, 60-50 % por 1 minuto y 50-85 % durante 2 minutos. La deteccién fue llevada a cabo a
280 nm con una velocidad de adquisicion de 1 segundo. Un volumen de 20 pL fue inyectado y
las muestras fueron analizadas por triplicado. La cuantificacion se llevé a cabo usando el método
de estandar externos, con estandares comerciales de catequina, quercetina, acido ascoérbico,

kaempferol, acido clorogénico, acido elagico, acido caféico, acido galico y acido p-cumarico.
HPLC del contenido de sacarido

Un analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a detector de indice de
refracciéon (HPLC-RID) fue realizado en un sistema Agilent HPLC serie 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA). usando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent
Technologies, 4,6 x 250 mm). La columna fue termostaticamente controlada a 35 + 0,6 °C con
una proporcion de flujo ImL/min. Agua ajustada con acetonitrilo al 50 % fue usada como fase
movil a 1 mL/min (18). Las curvas estandar fueron determinadas con el uso de monosacaridos
como xilosa, manosa y arabinosa; y oligosacaridos como: rafinosa, estaquiosa y verbascosa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.).
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RESULTADOS

Se colectaron 12 kg de fruto de maracuya, de los cuales se obtuvieron 2300 mL de jugo y luego
del proceso de concentracidn, resultaron 700 g de peso seco, por lo tanto, se tiene un porcentaje
de rendimiento del 30 %. En cuanto al extracto etanélico de hojas de P. edulis (EEH) se inicié el
proceso con 475 g de hoja pulverizada, finalmente luego de la lixiviacién y la separacion de las
clorofilas, se obtuvo 9,5 g de extracto seco, es decir, que se tuvo un porcentaje de rendimiento del
2 %.

El contenido polisacérido total del extracto de jugo (EJ) fue de 358,2 mg GE, siendo el doble de
lo encontrado en el extracto EEH (151,5 mg GE) (Tabla 1.). Por otra parte, tanto el contenido
polifendlico total como el contenido flavonoide, fueron mayores en el extracto EEH con 150,7
mg GAE y 73,2 mg CAE, respectivamente (Tabla 1.).

Tabla 1. Contenido fitoquimico de los extractos de P. edulis.

Extracto del jugo de | Extracto etanodlico de
P. edulis hojas de P. edulis

Contenido Polifendlico  Total 30,2+11,8 152,5 + 20,8

(mg GAE)

Contenido  Polisacarido  Total 358,2 +18,1 1515+ 16,4

(mg GE)

Contenido Flavonoide Total 12,6 + 3,3 73,2+ 3,8

(mg CAE)

Contenido Total de Taninos 47,1+ 6,6 52,0+ 79

(mg TAE)

mg GAE: miligramo equivalente de acido galico/ gramo de extracto; mg GE: miligramo equivalente de
glucosa/ gramo de extracto; mg CAE: miligramo equivalente de catequina/ gramo de extracto; mg TAE:
miligramo equivalente de &cido tanico/ gramo de extracto.

De los nueve componentes evaluados en HPLC-DAD, se evidencid presencia de 4 de ellos en el
extracto de jugo. El acido ascorbico fue el de mayor concentracion con 10,92 mg/g de extracto y
el componente polifenélico de mayor concentracion fue el acido p-cumarico con 0,55 mg/g de
extracto (Tabla 2.). Para el extracto EEH se observo una mayor diversidad, ya que se evidenciaron

8 de los 9 compuestos evaluados, todos con una concentracion mayor a la observada en el extracto
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de jugo, siendo el &cido ascorbico el que presentd una mayor concentracion con 20,96 mg/g de
extracto y el componente polifendlico de mayor concentracion fue el &cido caféico con 1,55 mg/g
de extracto, seguido del &cido el&gico con 0,78 mg/g de extracto; en este extracto no se evidencid

acido p-cumérico (Tabla 2).

Tabla 2. HPLC-DAD de los componentes polifenolicos de los extractos de P. edulis.

Extracto del jugo | Extracto etanolico de
de P. edulis hojas de P. edulis
Acido Ascorbico 10,92 + 0,145 20,96 + 1,96
Acido Clorogénico ND 0,15 + 0,003
(+) — Catequina ND 0,35+ 0,003
Acido p-Cumarico 0,55 + 0,002 ND
Acido Caféico ND 1,55 + 0,001
Rutina ND 0,19 + 0,005
Acido Elagico ND 0,78 £ 0,002
Quercetina 0,005 + 0,001 0,34+ 0,010
Kaempferol 0,010 + 0,001 0,03 £ 0,003

Los datos se expresan como la media + SD de tres replicas independientes. Los valores son expresados

como mg/g de extracto. ND: compuesto no detectado

Por ltimo, a través de la técnica de HPLC-RID, se observaron 5 de los 6 componentes sacaridos
evaluados en el extracto de jugo, siendo la manosa y la xilosa los monosacaridos de mayor
concentracion con 5,116 mg/ g de extracto y 0,106 mg/ g de extracto, respectivamente. Asi mismo,
se evidencio a la estaquiosa como el oligosacarido de mayor concentracion en este extracto con
0,0783 mg/ g de extracto. No se detect6 arabinosa (Tabla 3.). En cuanto al extracto EEH, también
se observaron 5 de los 6 compuestos analizados, siendo la estaquiosa el compuesto que no fue
detectado. Los monosacéridos arabinosa y manosa fueron los que se presentaron en mayor
concentracion para este extracto con 0,971 mg/ g de extracto y 0,514 mg/ g de extracto,
respectivamente; mientras que el oligosacarido de mayor concentracion fue la rafinosa con 0,232
mg/ g de extracto (Tabla 3.).
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Tabla 3. HPLC-DAD de los componentes sacaridos de los extractos de P. edulis.

Extracto del jugo | Extracto etandlico
de P. edulis de hojas de P.
edulis

Xilosa 0,106 + 0,007 0,384 £ 0,044
Manosa 5,116 + 0,297 0,514 + 0,098
Arabinosa ND 0,971 £ 0,004
Rafinosa 0,033+ 0,003 0,232 £ 0,02
Estaquiosa 0,0783 + 0,001 ND
Verbascosa 0,008 + 0,00003 0,009 + 0,0009

Los datos se expresan como la media + SD de tres replicas independientes. Los valores son expresados

como mg/g de extracto. ND: compuesto no detectado

DISCUSION

Los componentes bioactivos que obtenemos a través de la dieta, son aislados gracias a los
procesos digestivos; dependiendo de su estructura quimica, cada compuesto tendra una
estabilidad y actividad antioxidante diferentes, no obstante, hay otros factores que afectan su
accion bioldgica en pro del mejoramiento de la salud, como: la matriz en la que se encuentran
contenidos, los cambios de pH, de temperatura, la presencia de inhibidores o potencializadores

de la absorcidn, la actividad enzimatica propia del organismo, entre otros (19).

Gobmes et al 2017 (20), sefialan que el porcentaje de rendimiento para el extracto de hojas de
diferentes pasifloras, oscila entre 11,07 % hasta 54,26 %, siendo factores como la temperatura, la
concentracion del solvente y el nimero de ciclos de extraccion, determinantes para la obtencion
de una 6ptima concentracion de metabolitos; en nuestro estudio el porcentaje de rendimiento
estuvo por debajo de tal rango, posiblemente debido a que en nuestro ensayo, se retiran
inicialmente las clorofilas, metabolitos que representan méas de un 85 % del total del extracto. Por
otra parte, si comparamos las condiciones reportadas por estos autores, las cuales se asemejaban
a las realizadas en nuestra investigacion, las cuales eran: temperatura de 40 °C, altas
concentraciones de etanol y pocos ciclos de extraccién; estas condiciones mostraron los
porcentajes de rendimiento mas bajos 11,07 %; sin embargo, el contenido flavonoide total se

presenté en mayor concentracion.
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En la revision realizada por Gadioli et al 2018 (21), sobre investigaciones en plantas de género
passiflora, se sefiala que la mayoria de estudios sobre estas plantas han sido realizados en
Suramérica, especificamente en Brasil y que la especie Passiflora edulis, representa un 30,8 %
del total de los estudios, siendo la especie mas estudiada del género. El contenido fendlico de
estas plantas se encuentra presente principalmente en las partes mas externas de las plantas;
permitiendo las propiedades sensoriales tales como pigmentacion, aroma y el sabor. La mayoria
de los estudios realizados en las plantas de pasiflora, reportan que los componentes fenélicos se
encuentran principalmente en las hojas (53,7 %) seguido de las cascaras (12,2 %), semillas (8,5
%) y la pulpa (6,1 %). Ademas, encontraron que, para obtener los extractos, principalmente se
utilizan las hojas secadas (84 % de los estudios), mientras que las pulpas se utilizan frescas o
liofilizadas. Por otra parte, cuando se trata de los extractos de pulpa, el solvente mas utilizado es
el metanol (66 % de los estudios) y mas de 20 flavonoides han sido identificados, entre ellos
Kaempferol; ademas de cinco &cidos fendlicos como acido caféico, acido cumarico, acido elagico,

acido gélico y acido siringico (21).

La caracterizacion de los componentes fendlicos en las plantas esta influenciada por el método de
extraccion y separacion, sus caracteristicas quimicas y el tamafio del compuesto. Patonay et al.
(22), reportan que la solubilidad de los componentes fendlicos presentes en las plantas es
especifico de cada especie, asi como, la distribucion en el tejido y los niveles celulares y
subcelulares no son uniformes. Algunos componentes fendlicos estan presentes en las paredes
celulares o en las vacuolas, que pueden proporcionar compuestos solubles o insolubles
caracteristicos. También teniendo en cuenta el tipo de solvente se encuentran diferencias en el
rendimiento de extraccién de los compuestos fendlicos o los metabolitos en general, siendo los
solventes de carécter alcohdlico, los que presentan un mayor rendimiento (23). La caracterizacion
fitogquimica de las Pasifloras es amplia, pero Passiflora edulis es la especie mas analizada en
cuanto al perfil de sus componentes fenélicos. En ella se han identificado en total, 52 componentes
fendlicos, distribuidos en: 35 componentes flavonoides, 11 acidos fendlicos, 4 estilbenos y dos

cumarinas (24).

Es importante tener en cuenta que la concentracion de los componentes bioactivos en plantas (asi
como sus efectos bioldgicos) dependen de factores medioambientales como: las condiciones del
suelo, la geografia, los fotoperiodos y la temperatura. Se ha reportado que estas diferencias
influyen sobre la biosintesis de la mayoria de los metabolitos secundarios como los flavonoides
y esto puede conllevar a las variaciones en el potencial o efectividad antioxidante (25). Es por
estos motivos, que los contenidos polifendlicos de la misma planta, pueden variar

considerablemente, dependiendo del lugar, afio y periodo climético, del cual se haya obtenido la
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muestra. Es asi como los contenidos polifendlicos de P. edulis varian segin los reportes y las
partes de las plantas evaluadas, tal es el caso reportado por Dominguez et al 2019 (26), quienes
encontraron un contenido polifendlico de 24,96 mg GAE en las hojas de P. edulis, valor bastante
menor comparado a lo observado en nuestro estudio (150,7 mg GAE), o lo reportado por Gomes
et al 2017 (20), con un reporte de 452,8 mg GAE. Otros estudios como el realizado por Zainol et
al 2018 (27), sefialan que las hojas de la maracuya tiene un contenido polifendlico relativamente
bajo de 57,5 mg GAE; o contenidos bastante altos con 470 mg GAE (28).

Un comportamiento similar se observa en el contenido polifendlico del fruto de P. edulis,
encontrando reportes que van desde contenidos muy bajos como 0,09 mg GAE (29), a reportes
de altas concentraciones de contenido fendlico como el realizado por Delvar et al 2019 (30),
quienes reportan un contenido polifendlico en fruto de maracuya de 299,8,7 mg GAE. También
hay reportes con valores muy similares a los nuestros como los sefialados por Rotta et al, 2019
(31), quienes reportan un contenido fendlico de 41,5 mg GAE. Asi mismo, se ha reportado el
contenido polifendlico presente en otras partes de P. edulis como en semillas con valores de 250
mg GAE (32), o en cascaras con 24,96 mg GAE (26), siendo estos resultados comparables con

los observados en semillas de arandanos, frambuesas y mora.

En cuanto al contenido flavonoide, observamos que el extracto de hojas presenta una mayor
concentracion de este tipo de metabolitos. De la misma forma se reportan valores altos de
contenido flavonoide en hojas de P. edulis con valores de 110,9 mg QE (miligramo equivalente
de quercetina, por gramo de extracto)(20), estos mismos autores evaluaron a través de HPLC,
varios componentes, entre ellos, rutina, el cual no fue evidenciado en las hojas, pero en nuestro
estudio a través de esta técnica si se evidencio este flavonoide (0,19 mg/ g de extracto). En el
extracto del jugo de P.edulis observamos valores menores de contenido flavonoide comparado
con el encontrado en el extracto de hojas; sin embargo, los resultados observados en jugo, son
mayores a los reportados en otros estudios para esta misma planta y extracto, con valores de 0,04
mg QE (29). El contenido flavonoide también es reportado en extractos de semillas y cascara, con

valores de 5,32 mg QE y 5,56 mg QE, respectivamente (33).

La composicién quimica de los extractos de hojas de P. edulis ha sido ampliamente estudiada en
las Gltimas décadas, mostrando predominancia de alcaloides, saponinas, pero principalmente
polifendles. Los extractos de hojas de P. edulis son ricos en polifenoles, especialmente derivados
C-glucosil de apigenina y luteina, tales como vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina (20).
Se debe tener en cuenta que la liberacion de polifendles desde extractos de partes de la planta
estard influenciada por la solubilidad de estos compuestos fendlicos en el solvente utilizado para

el proceso de extraccion.
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Generalmente se ha asociado la capacidad antioxidante con la concentracion de polifenoles; sin
embargo, no se puede predecir esta actividad bioldgica solo sobre la base del contenido de
compuestos fendlicos, ya que, hay varias razones que podrian explicar la relacion ambigua entre
la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales encontrados en articulos publicados.
Estas diferencias pueden deberse a un alto contenido de agentes reductores como el &cido
ascorbico presente en los frutos y a factores genéticos, agrondmicos y ambientales, propios de

cada planta.

En cuanto al contenido de azucares, en los extractos de la cascara de P. edulis se han reportado
azucares neutros tales como: arabinosa (118 mg/g de muestra); glucosa (118 mg/g de muestra),
rhamnosa 106 mg/g de muestra), manosa (90 mg/g de muestra), fucosa (16 mg/ g de muestra),
Xilosa (36 mg/g de muestra) y ribosa (13 mg/g de muestra); estos resultados obtenidos en la
cascara de la maracuya, son mucho mayores que los encontrados en nuestros extractos de hojas y
jugo, posiblemente debido al alto contenido de polisacaridos, principalmente almidén y pectina,
los cuales durante el proceso de cuantificacion son reducidos a sus componentes monomeéricos,
debido a la hidrolisis acida (34). Estudios han reportado varias actividades farmacoldgicas de los
extractos; los azucares de P. edulis incluyendo actividad ansiolitica (35), antihipertensiva (33),
antitumoral (36) y efectos en la prevencién de los procesos inflamatorios en el colon (37). Los
polisacaridos aislados de P. edulis poseen actividad antiinflamatoria debido a la inhibicion de la
sintesis o liberacion de importantes mediadores inflamatorios tales como: histamina, serotonina,
PGE2 Yy los niveles de IL-1p (34). Asi mismo, se reportan altos contenidos de azucares reductores
y no reductores en fruto con valores de 65,7 mg/g de muestra para glucosa, 58,6 mg/g de muestra

para fructosa y 15,3 mg/g de muestra para sacarosa (38) .

La concentracion de azlcar presente en la pulpa de la maracuya es usualmente alta en
comparacion con los otros parametros (39). Los valores de glucosa fueron de 14,3 mg/g y para
fructosa de 14,7 mg/g. estos contenidos son dependientes del estado de madurez de la fruta y de
las condiciones de crecimiento y medioambientales. Otro pardmetro importante para determinar
el valor nutricional de un alimento, en este caso del jugo de maracuya, es el contenido de acido
ascorbico, el cual varia dependiendo de la localizacién del cultivo, el estado de desarrollo y la
madurez del fruto, asi como del fotoperiodo y las temperaturas de almacenamiento final del fruto.

El valor promedio encontrado en este estudio fue de 0,18 mg/g (40).

En el jugo de varias especies de pasifloras, el contenido de &cido ascorbico ha sido reportado
como alto, similar a lo observado en nuestro estudio (10,9 mg), se reportan valores de 0,12 mg/g
de extracto fresco para P. edulis var flavicarpa y 0,15 mg/ g de extracto fresco para P. edulis var

edulis (29); es importante aclarar que los valores que reportamos estan mg/ g de extracto, es decir,
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que ha sufrido un proceso previo de concentracion de los metabolitos. También Sathyan et al

2019 (41), reporta valores bajos de acido ascérbico en fruto, con 0,12 mg/g de extracto.

CONCLUSIONES

Se observé un alto contenido polifendlico y flavonoide en el extracto de hojas de P.
edulis.

El mayor contenido sacarido se observo en el extracto de jugo de P. edulis con relacién
al extracto de hojas

Se evidenciaron compuestos de importancia biomédica como: acido ascérbico,
quercetina y kaempferol, presentes en ambos extractos evaluados.

Los extractos de hojas de P. edulis exhiben altos niveles de contenidos polifendlicos y
flavonoides, lo que podria suponer que este tipo de extractos podria ser una opcion para

mejorar el suministro de antioxidantes para proteger al organismo contra el estrés

oxidativo.
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CAPITULO IV

CITOTOXICIDAD Y ACTIVIDAD APOPTOTICA DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS
Y JUGO DE Passiflora edulis

INTRODUCCION

Este capitulo es el resultado del trabajo realizado durante la pasantia Nacional en el Grupo de
Investigacion e Innovacién Biomédica de la Facultad de Ciencias Exactas y Aplicadas del
Instituto Tecnolégico Metropolitano, de la ciudad de Medellin; bajo la tutoria de la MSc Sandra
Sulay Arango y el Dr. Diego Fernando Uribe Yunda.

Esta pasantia de investigacion tenia como finalidad adquirir conocimientos en las técnicas de
cultivo celular, asi mismo, adquirir destrezas para el trabajo con las células modelo de mi
investigacion, las células HepG2. Para un mayor aprovechamiento de tiempo y recursos se
procedio a evaluar la viabilidad del modelo celular expuesto a los tratamientos con los extractos
de hojas y jugo de P. edulis, asi como, frente a la toxicidad que podria causar el acido oleico;
acido graso que se utilizaria en la investigacion para estimular la sintesis de lipidos por parte de

las células HepG2.

Como el modelo celular objeto de estudio proviene de un hepatocarcinoma humano, se procedid
a evaluar el efecto citotdxico y actividad apoptdtica de los extractos en mencién y con los
resultados de este trabajo, participamos en el IV Congreso Internacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacién para la Sociedad, CITIS 2017, realizado en Guayaquil, Ecuador; con
la ponencia titulada “Actividad citotoxica y apoptotica de los extractos de hojas y de jugo de
Passiflora edulis”. Sumado a esto; los resultados fueron publicados en el articulo titulado
“Citotoxyc and apoptotic activity of extracts from leaves and juice of Passiflora edulis” en la
revista Journal of Liver Research, Disordens & Therapy, documento publicado en el 2018, el

articulo esta articulado al presente capitulo.

En relacion al modelo celular utilizado, se ha reportado que la tasa de mortalidad debida a

hepatocarcinoma ha incrementado significativamente durante la Ultima década.
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Desafortunadamente, un tratamiento exitoso para este tipo de cancer ain no se ha resuelto; a pesar
de que existen varios protocolos que se han implementado actualmente, en los que se incluyen,
extraccion quirdrgica o ablacién, quimioterapia y embolizacion; métodos que se ven limitados
debido a sus efectos secundarios, los riesgos de la cirugia y en especial el mal o tardio prondéstico
de la enfermedad. El uso de la medicina tradicional a base de plantas medicinales, ha venido
retomando fuerza para el tratamiento de diferentes enfermedades, entre ellas el cancer hepatico;
debido principalmente a los bajos costos, menor toxicidad del producto, efectos bioldgicos de
mayor duracién y reducidos efectos adversos (1). La proteccion que pueden brindar los
compuestos fitoquimicos al higado pueden variar entre: bloqueo o eliminacion de virus, inhibicion
de la fibrogénesis, reduccion de procesos oxidativos y la inhibicién o supresion de la

tumorogeénesis (2).

Passiflora edulis, mejor conocida como maracuya o fruta de la pasion, pertenece a la familia
Passifloracea; es usada como alimento en diferentes presentaciones culinarias, y tiene un alto uso
en la medicina tradicional para el tratamiento de diferencias dolencias, entre ellas se destaca el
uso en afecciones de tipo nervioso. Asi mismo, también se utiliza en la prevencion del cancer y
se ha demostrado que posee efectos anticancerigenos sobre diferentes lineas celulares; por citar,
el trabajo realizado por De Neira (3) quien encontré que diferentes fracciones del jugo de P edulis
inhiben el crecimiento de la leucemia de células T humanas MOLT-4 e induce citotoxicidad.
Ademas, Silva (4) sefial6 que los polisacaridos de esta planta tienen la capacidad de inhibir la
proliferacion de la linea celular de adenocarcinoma de colon humano HCt-8; del mismo modo,
hemos observado el efecto antiproliferativo de los extractos de hojas y fruto sobre las lineas

celulares de cancer de colon, SW480 y sus derivadas metastasicas SW620 (5).

Los resultados de esta investigacion sefialan que los extractos de hojas y jugo de Passiflora edulis
poseen efectos proapoptoticos sobre las células HepG2, lo que permite considerar a esta planta
como una especie promisoria para la obtencién de compuestos bioactivos que permitan la
quimioprevension del hepatocarcinoma humano. Estos resultados cobran importancia, toda vez
que, la acumulacion excesiva de lipidos al interior del hepatocito, conocida como enfermedad de
higado graso no alcohdlica, si no es controlada puede llegar a convertirse en patologias de mayor

riesgo como lo son la esteatohepatitis, cirrosis, incluso un hepatocarcinoma (6).
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Abstract

Liver cancer has become as the second cause of cancer related death worldwide, with
hepatocellular carcinoma being the most frequent type of liver cancer; this is caused
by hepatocyte transformation, being common in patients with cirrhosis, hepatitis,
metabolic syndrome such as obesity or dyslipidemia, which has favored an increase in
their incidence and mortality rates. Some phytochemicals derived from different parts
of plants have shown antiproliferative and proapoptotic activity; however, few
advances in research on promising bioactive substances has been reported. In the
present work, it was evaluated the effect of leaf and juice extracts of P. edulis var.
flavicarpa on the viability, cytotoxicity and induction of apoptosis, in an in vitro model
of liver cancer (HepG2 cell). Phytochemical analysis of the extracts was based on the
quantification of polyphenolic and polysaccharide content, metabolites to which
antitumor properties have been attributed.

In this way, it was found that the leaf extract had higher polyphenolic content, whereas
in the juice extract more polysaccharide content was observed. On the other hand, a
significant decrease in viability was observed with juice extract at 400ug/ml and a
significant increase in cytotoxicity by leaf extract at 25ug/ml; finally, both extracts
significantly increased proapoptotic activity. The results suggest that P. edulis is a
potential source of phytochemical compounds with anticancer properties in the cellular
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Introduction

Liver cancer is the fifth most frequent neoplasm in men and the
ninth in women, with 782,000 new cases of cancer diagnosed in 2012,
is the second cause of death associated with cancer in the world, with
746,000 deaths in 2012.1 Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most
common type of liver cancer. It is produced by the transformation of
hepatocytes and is common in patients with cirrhosis, considered the
pre-neoplastic state.? Among the main risk factors are infection with
hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), alcohol intake,
dietary exposure to Aflatoxin B1 (AFB1) and tobacco, among others®
Likewise, in recent years it has been shown that diabetes mellitusand
other factors associated with the metabolic syndrome such as obesity
or dyslipidemias, favor the increase in the incidence and mortality
rates of HCC.* del CHC.

Throughout history, traditional medicine has been used for the
treatment of cancer; practice adopted due to the advantages they have
shown in terms of efficiency, few side effects, easy availability and
improvement in quality of life. Numerous investigations have
identified a diversity of components in these medicinal plants with
chemopreventive and or chemotherapeutic potential, being the family
of polyphenols a group of great interest.®

Among the best characterized polyphenols are the flavonoids,
which are a group of secondary metabolites, with variable phenolic
structure and found in different parts of the plant; More than 5,000
flavonoids have been extracted from medicinal plants and their
chemical structures have been elucidated. Some of these have been
reported with biological activity for the treatment of various
conditions such as cardiovascular diseases,? diabetes,” cancer,31° viral

infections, as well as their protective potential against liver damage.®

The species Passiflora edulis known with the common name of
passion fruit, passion fruit, or passion fruit, is cultivated in tropical and
subtropical countries; the variety P.edulis Sims var. flavicarpa, has
yellow fruits and grows from sea level to 1,000 masl,*! different parts
of the plant have been used in traditional medicine for the treatment
of nervous, cardiovascular, muscle relaxant and cancer (intestinal
tumors).'>* Additionally, different studies have demonstrated te
ability of their extracts to inhibit MMP-2 and MMP-9 proteins, two
metallo-proteases involved in tumor invasion, metastasis and
angiogenesis,*° ethanolic and aqueous extracts of P. edulis have shown
antioxidant activity, and its effect on the reduction of the viability of
colon cancer cell lines was demonstrated.® This plant is promising for
the search of bioactive compounds for the prevention and control of
carcinogenic processes. In the present work, the cytotoxic and
apoptotic activity of extracts of P.edulis Sims var. Flavicarpa on the
line of HepG2 hepatocellular carcinoma.

Methodology

Obtaining the samples

Leaves and fresh fruits of Passiflora edulis F. flavicarpa were
collected in the Municipality of Caicedonia, Valle del Cauca,
Colombia (4.2424 °N, 75.5649 °W at 1100msnm). The specimens
were identified in the Herbarium of the University of Quindio
(Collection: 18063).

Obtaining extracts of P. edulis

The ethanolic extract of leaves was obtained by leaching with
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activity of extracts from leaves and juice of passiflora edulis

96% ethanol for 8 days. Then a chlorophyll separation was carried
out. The extract of the juice was obtained from fruits with a degree of
maturation for human consumption. A filtration of the fruit pulp was
performed and then centrifuged at 2400rpm for 1 minute. Both
extracts were concentrated in a rotary evaporator (HeidolpTM) until
dry, to be stored protected from light at -20 °C until use.1®

Determination of the total phenolic content

The total phenolic content of both extracts was determined through
the Folin-Ciocalteau method.!” The absorbance of the assays was
measured at 765nm, using as a target a 2% Na,CO, solution. The
results were expressed as mg equivalents of gallic acid per gram  of
extract (mg equiv/g extract), according to a calibration curve
previously made, taking as a standard the gallic acid.

Determination of the total polysaccharide content

The phenol-sulfuric acid method was used to measure the total
polysaccharide content.’® Absorbance was measured at 490nm. A
calibration curve was previously made with glucose; the results are
expressed as mg equivalents of saccharide per gram of extract.

Cell culture

HepG2 liver cancer cell line was used for the assays. Cells were
cultured in DMEM medium (Gibco) supplemented with 10% fetal
bovine serum, 100U/ml penicillin, 100ug/ml streptomycin (Life
Technologies), maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with
5% CO,. The cells were cultured in 96-well dishes (1x104 cells/well)
and settled for 24 hours before starting treatments.

Determination of cell viability: MTT assay

Theevaluation of the cytotoxicity of the extracts was evaluated with
the MTT assay [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrasolium
bromide] (Sigma Aldrich), following the methodology of Ramirez.'®
After 24 hours of cell establishment, treatments were started with
different concentrations of the extracts (25ug/ml, 50pg/ml, 100pug/ml,
200pg/ml and 400pg/ml), for 24, 48 and 72 hours. At the end of the
time, 20pl of MTT (5mg/ml in PBS) was added and incubated for 4
hours at 37°C in the dark. Finally, the absorbance at 560nm was
measured using the GlomaxTM multidetection system (Promega).
Cells without treatment were used as a negative control. The assays
were performed in quintuplicate for each of the concentrations
evaluated.

The viability percentage was determined with the following
equation: % viability = (DOt/DOc) x 100

Where, DOt is the optical density of the cells treated with the
extracts and DOc is the optical density of the cells without treatment.

Evaluation of effect of
cytotoxicity and apoptosis

treatments on viability,

To determine the viability, cytotoxicity and apoptosis induced by
the treatments, the ApoTox-GloTM Triplex Assay commercial kit
(Promega) was used following the manufacturer’s recommendations.
For the assay, 1 x 104 cells were seeded per well, with the extracts at
concentrations of 25pg/ml, 100pg/ml and 400pg/ml and incubated at
37°C for 72 hours. All measurements were made in triplicate in the
Glomax multidetection system (Promega) and the results were
presented as relative fluorescence units (URF) and as relative unitsof
luminescence (URL).
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Statistic analysis

For all trials, a completely randomized experimental design was
used. The means and the comparison of the differences of the means
between treated and untreated cells, with confidence intervals of
95%=SD were obtained using Graph Pad Prism® 6.0 (Graph Pad
Software Inc., La Jolla, United States). The two-tailed Student’s t
test was used for unpaired analysis to compare the results between
treated and untreated cells. Likewise, a one-way analysis of variance
(ANOVA) was performed. Values p<0.05 were considered statistically
significant. All experiments were carried out at least intriplicate.

The yield percentages of each of the extracts of P. edulis were
calculated, finding that for the leaf extract the yield was 2% and for
the Juice extract of 39%. Regarding the polyphenolic content, the leaf
extract presented a higher content with 150.3 mg equiv acid/g of
extract, while for the polysaccharide content it was the Juice extract
which had the highest proportion with 365 mg equiv/g of extract
(Table 1).

Table 1 Polyphenolic and polysaccharide content of the extracts

Polyphenolic Content  Polysaccharide Content

Extract (mg equiv. gallic/g of )

extract) (mg equiv./g of extract)
Etanolic Leaves 150,3+22,5 154,7+16,9
Aqueous Juice 28,2+12,4 365,5+18,8

With the MTT assay it was observed that for the ethanolic extract
of leaves, as the concentration of the extract was increased, cell
viability increased; however, by increasing the exposure time in all
the concentrations evaluated, viability decreased (Figure 1). It is
important to note that none of the concentrations evaluated presented
a viability lower than 92%.
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Figure 1 Cell viability with the ethanolic extract of P. edulis leaves.

For the extract of Juice of P.edulis the behavior was different,
since no significant changes were obtained in the viability percentages
in the first 48 hours of treatment. However, after 72 hours, a reduction
in viability was observed for the first three concentrations (25ug/ml,
50pg/ml and 100pg/ml) (Figure 2). The greatest decrease in viability
at 81% was with the concentration of 100pg/ml at 72.

When evaluating the viability of the HepG2 cells against the
extracts with the ApoTox-GloTM Kit, it was found that for the leaf
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extract the viability increased to the concentrations of 25 and 100pg/
ml, this increase being significant with respect to the control (Figure
3). On the side of the Juice extract, a decrease in viability was observed
at 400pg/ml (p<0.001) (Figure 4).
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Figure 2 Cell viability with Juice extract of P. edulis.
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Figure 3 Feasibility, cytotoxicity and cellular apoptosis with the leaf
extract of P. edulis.
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Figure 4 Viability, cytotoxicity and cellular apoptosis with Juice extract
of P.edulis.

On the other hand, the cytotoxicity caused by the leaf extract increased
significantly compared to the control, being the concentration of
25ug/ml the one that caused the greatest toxicity (Figure 3). In the
case of the Juice extract, although the levels of cytotoxicity increased
as the concentration of the extract increased, this increase was not
statistically significant (Figure 4). Finally, the results of the apoptosis
inducing effect indicate that both the leaf extract and the Juiceextract
significantly increase the activity of caspases 3 and 7, with the effect
of the Juice extract causing the most proapoptotic activity (Figure 3
(Figure 4).
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The development of cancer depends to a great extent on the
alteration in the mechanisms that regulate cell proliferation, as well
as on the components involved in the suppression of apoptosis;
therefore, these cellular processes represent obvious objectives for
intervention in any type of therapeutic strategy against cancer. In
this sense, several studies have focused on the cytotoxic and or
antiproliferative properties of natural extracts, with high polyphenolic
or polysaccharide contents, demonstrating their significant potential
as anticancer agents.?°

At present, polysaccharides are considered a group of great interest
because of their potential to inhibit tumor growth or to induce apoptosis,
as has been demonstrated in in vitro studies and in animal models; 22
In addition, it has been observed that polysaccharides derived from
plants are relatively safe compared to other immunomodulators due
to their low toxicity. Likewise, polyphenols are another group of
compounds, which have been shown in various studies to have
biological activity, associated with the prevention of different types
of cancer.®?324 The chemopreventive effect of polyphenols is due b
the potential to regulate the cell cycle, ability to induce apoptosis,
antioxidant activity, and induction of enzymatic detoxification,
regulation of the immune system, anti-inflammatory activity and
effects on cell signaling.?® In the specific context of liver cancer, its
antimutagenic and anticancer activity has been validated.%2%%6 Fathese
reasons, it can be said that the effects observed on the part of the
extracts of both leaves and Juice of P.edulis, may be due to the high
content of both polysaccharides and polyphenols.

If a comparison of the observed results with leaf and juice extracts
is made in other cell lines (SW480, SW620, Caco-2, Vero), a
difference with respect to the cytotoxic response and in the induction
of apoptosis is presented.'62728 These differences may be due to te
intrinsic variation linked to the origin of each cell line, which raises
the need to evaluate the extracts in the greatest diversity of cell lines
possible, since the cellular response is mediated by several factors
such as the metabolism of each cell. Cell line, the presence of specific
membrane receptors, genomic instability and the diversity of cellular
phenotypes.

In comparison with other cell lines, HepG2 cells have shown
greater resistance to the biological activity of both polyphenols and
polysaccharides.?? For example, in the study by Kuete et al® the
cytotoxic effect of the juice extract of P. edulis on CCRF-CEM
leukemia cells presented an LD50 of 8.2ug/ml, whereas for HepG2
cells the maximum concentration evaluated (80pg/ml) did not
generate toxicity. Similarly, Ramos® reported a low cytotoxic effect
of passion fruit juice on MCF-7 breast cancer cells, since the LD50
was> 500pg/ml; However, this same author reports that the type of
extraction by which the extract is obtained will determine the purity
of the metabolites and therefore their cytotoxic effect.

One of the possible explanations of the effect on apoptosis observed
in our results, could be given by the action of the polysaccharides of
the extracts on the signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3), which is an important factor of survival in the regulation of
cell proliferation and the development of cancer. Shen et al.3! suggest
that the inactivation of STAT3, mediated by the polysaccharides
present in the fruits of Curcubita moschata, is responsible for the
apoptosis-inducing effect.

On the other hand, in all parts of P. edulis, with the exception of
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the roots, the presence of B-carbonyl alkaloids has been found.3? This
type of metabolites has been shown to have anticancer activity due to
its ability to inhibit topoisomerase | and Il, telomerase and CDKs
(cyclin dependent kinases), among others, which was evidenced when
this type of alkaloids was evaluated in HepG2 cells, demonstrating its
potent cytotoxic capacity on this cellular model of liver cancer.

Similar to that reported by Rowe,3* who evaluated the antitumor
activity of P. edulis Juice, we can point out that the phytochemical
components present in both extracts have activity on the regulation of
the activation of apoptosis, specifically on the activity of the caspases,
but little is its effect on the reduction in cell proliferation. Likewise,
in experiments carried out with polysaccharides extracted from P.
edulis, inhibition of tumor growth has been demonstrated, which is
not related to the inhibition of cell proliferation; however, it was
observed that this inhibition would be related to necrotic processes,
according to the histopathological analysis.*

This study showed that both leaf extracts and juice of P.edulis have
proapoptotic activity in the in vitro model of liver cancer evaluated. In
addition, the results suggest that due to its high content of secondary
metabolites such as polyphenols and polysaccharides, P. edulis can be
considered as a promising species for the search for compounds that
allow the chemoprevention of this type of cancer.
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CAPITULO V

BIOACCESIBILIDAD Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPONENTES DEL
EXTRACTO DE HOJAS Y JUGO DE Passiflora edulis.

INTRODUCCION

Este capitulo es el resultado del trabajo realizado durante la pasantia doctoral en la Facultad de
Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro, México; bajo la tutoria de la Dra Rocio Campos
Vega.

Durante la estancia de investigacion se evalud la digestion gastrointestinal ex vivo de los componentes
fenolicos y oligosacaridos de los extractos etandlico de hojas de Passiflora edulis, y el extracto del
zumo del fruto de esta planta. A través de este ensayo se logr6 evaluar la bioaccesibilidad de los
componentes bioactivos de los extractos, asi como su capacidad antioxidante. Como resultado de este
trabajo se escribio el articulo titulado “Impact of in vitro gastrointestinal digestion on the
bioaccessibility and antioxidant capacity of bioactive compounds from Passion fruit (Passiflora
edulis) leaves and juice extracts.” en la revista Journal of Food Biochemistry, publicado en mayo
del 2019.

Es claro que el consumo de frutas ha sido relacionado con la reduccién del riesgo de desarrollar
enfermedades cronicas no trasmisibles tales como el cancer y las enfermedades cardiovasculares (1).
A pesar de que un alimento o un extracto, pueda poseer un alto contenido de compuestos bioactivos,
las condiciones fisioldgicas en el proceso digestivo podrian afectar considerablemente su
bioaccesibilidad y su potencial benéfico para la salud, al momento de su consumo. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la bioaccesibilidad in vitro y la capacidad antioxidante de los componentes
bioactivos tales como polifendles, acido ascérbico y oligosacéridos, de los extractos de hojas y zumo
de P. edulis. Se evidenci6 que el extracto de hojas de P. edulis presenta una mayor variedad y cantidad
de componentes fendlicos. Tanto los componentes del extracto etandlico como los del zumo
presentaron una bioaccesibilidad considerable, siendo el &cido ascérbico y el kaempferol los que
presentaron una mayor bioaccesibilidad, asi mismo estos componentes mostraron la mayor

permeabilidad. Por otra parte, compuestos como el &cido clorogénico, la xilosa y la quercetina
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mostraron una alta correlacién con la capacidad antioxidante, medida durante todas las etapas de la

digestion gastrointestinal.

Los resultados de esta investigacion indican que los extractos de hojas y jugo de Passiflora edulis
poseen compuestos bioactivos con una capacidad antioxidante y de bioaccesibilidad considerable, lo
que proporciona nuevos conocimientos sobre el potencial que posee esta planta para contribuir de
forma benéfica a la salud humana, en la prevencion y tratamiento de diferentes enfermedades.
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Abstract

The fruits consumption is highly associated with a lessening in the risk of the chronic
noncommunicable diseases. Despite their content of bioactive compounds, physio-
logical conditions might affect their bioaccessibility and biological potential. Hence,
the purpose of this research was to evaluate the bioaccessibility and in vitro antioxi-
dant capacity of bioactive compounds (polyphenols, ascorbic acid, and mono/oligo-
saccharides) from passion fruit (Passiflora edulis) juice and leaves extracts (PJE and
PLE, respectively) during an in vitro gastrointestinal digestion. PLE exhibited the
highest overall bioaccessibility of phenolics and mono/oligosaccharides. Ascorbic
acid and kaempferol were the most bioaccessible (up to 12- and 13-fold, respectively)
compounds and showed the highest net permeabilities (0.32-34.65 x 107).
Chlorogenic acid, quercetin, and xylose showed the highest correlation with the an-
tioxidant capacity (ABTS/DPPH methods). These results indicated the ability of di-
gestion to improve bioaccessibility and antioxidant capacity of bioactives compounds
from P. edulis extracts.

Practical applications

Several international organizations, World Health Organization (WHO) among them,
are actively encouraging an increase in the fruit and vegetable intake worldwide in
response to the global rise in noncommunicable diseases, among other actions. Fruits
and processed foods are increasingly used in the European food industry. Additionally,
exotic and tropical fruits cannot be produced in the European Union, which opens up
a variety of opportunities for our Colombian tropical fruits such as mango or exotic
fruits such as passion fruit. Evaluating parameters such as bioaccessibility and intes-
tinal permeability of these bioactives derived from both P. edulis juice and leaves ex-
tracts contributes with new evidence regarding their stability along the gastrointestinal
tract and their consumption as a source of health-promoting compounds. The results

Abbreviations: ABTS, 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid; AE, aqueous extract; ARA, antiradical activity; DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; DEF, digested extract fraction; DPPP,

diphenyl-1-pyrenylphospine; FRAP, ferric reducing ability of plasma; NDEF, non-digested extract fraction; P.

.o APPArent permeability coefficient; PJE, Passiflora edulis juice extract; PLE, Passiflora edulis

leaves extract; TEAC, trolox equivalent antioxidant capacity; USP, United States Pharmacopeia; WF, water flux.

JFoodBiochem.2019;e12879.
https://doi.org/10.1111/jfbc.12879
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ulate its demand.
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1 | INTRODUCTION

Dietary intervention suggesting a high intake of fruits and vegetable
of them have proven to be sources of several phytochemicals, such
as polyphenols and carbohydrate derivatives, that can further pro-
duce several metabolites, end products with the ability to promote
health benefits inducing significant metabolic changes (Gunathilake,
Ranaweera, & Rupasinghe, 2018; Pan et al., 2015). Yet, it is still nec-
essary to improve the fruit and vegetable supply system, as well as
high quality of products that provide enough content of bioactive
compounds (Aguilera, Martin-Cabrejas, & Gonzalez de Mejia, 2016),
thus consumers and providers are continuously demanding new fruit
and vegetable products. Within this context, exotic fruits from South
America are gaining popularity in the marketplace due to their
nutritional value. Passion fruit (Passiflora edulis) is a South American
quite consumed tropical fruit, with a promising content of bioactive
compounds. Both the juice and leaves have been investigated con-
sidering their richness in antioxidant phytochemicals. Recently, da
Silva et al. (2013) evaluated both in vitro and in vivo antioxidant po-
tentials of an aqueous extract of P. edulisleaves, reporting a lower
phenolic content than commercial samples of black and green tea,
but a higher antioxidant capacity (ABTS: 2,2-azinobis-3-ethylben-
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl/
FRAP: Ferric reducing activity of plasma) that some passion fruit

zothiazoline-6-sulfonic acid/DPPH:

species. Passion fruit methanolic extracts have also shown antiin-
flammatory effect via the inhibition of myeloperoxidase activity in
equine neutrophils, effect partially associated with its flavonoids
content (Zeraik et al.,2011).

Despite the beneficial effects attributed to bioactive com-
pounds, those derived from total phenolics, oligosaccharides, and
other bioactive compounds are not always equivalent to the total
amount that is absorbed and exert a potential benefit. Since the
different physiological conditions, such as pH and enzymes among
others, significantly affect the bioaccessibility of food components
(Campos-Vega et al., 2015), evaluating their biological significance
through digestion might help to understand their biological signif-
icance within functional products (Rodriguez-Roque, Rojas-Gradi,
Elez-Martinez, & Martin-Belloso, 2013; Tenore, Campiglia, Ritieni, &
Novellino, 2013). Our research group previously informed about the
effect of an in vitro gastrointestinal digestion in the bioaccessibility
of phenolic compounds and oligosaccharides as well the antioxidant
capacity of berry juices (Agudelo, Luzardo-Ocampo, Campos-Vega,
Loarca-Pina, & Maldonado-Celis, 2018) and Moringa oleiferaleaves
(Caicedo-Lopez et al., 2018). The results showed that monitoring
bioactive compounds through digestion is essential for evaluating

AGUILLON-OSMA et aL.
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of this research are an important achievement on the way to make the transition from

basic to applied research. Informing the health benefits of this tropical fruit can stim-

bioaccessibility, in vitro antioxidant capacity, in vitro gastrointestinal digestion, leaves extract,
Passiflora edulis, passion fruit, phenolic compounds, oligosaccharides

their further biological effect as well as provide valuable information
about the compounds’ permeability and their potential interactions
with the food matrix.

More recently, Gunathilake et al. (2018) reported the in vitro di-
gestion of selected edible green leaves, including P. edulis, however,
this intestinal digestion was conducted using an artificial system of
dialysis tubing cellulose membrane which hardly mimics the in vivo
approach that an ex vivo segment might give. Also, there were no
reports of the apparent permeability coefficients, which are critical
in the assessment of bioaccessibility parameters and further biolog-
ical effects (Gunathilake et al., 2018; He et al., 2017). Taking into
consideration all of this, the objective of this study was to evaluate
the bioaccessibility and in vitro antioxidant capacity of bioactive
compounds (ascorbic acid, polyphenols, and mono/oligosaccharides)
from P. edulis juice and leaves extracts during an in vitro gastrointes-
tinal digestion.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Chemicals and reagents

Acetic acid, acetonitrile, ethanol, pentobarbital sodium salt, HC,
NaCl, KCl, KH2PO4, NaHCO3, glucose, CaCly, pepsin (= 2,500 units/
mg protein), and pancreatin (8xUSP: United States Pharmacopeia),
ox gall; (+)-catechin, quercetin, rutin, kaempferol, p-coumaric, el-
lagic, caffeic, chlorogenic, and ascorbic acids, ABTS, DPPH, xylose,
mannose, arabinose, raffinose, stachyose, and verbascose were ac-
quired either Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) or J. T. Baker
Co. (Mexico City, Mexico). For the gastrointestinal digestion, 24 male
Wistar rats (age: 6-8 weeks) were purchased in the “Instituto de
Neurobiologia” (UNAM Campus Juriquilla, Queretaro, Mexico). The
procedures that involved both human or animals were approved by
the Ethic Committee of the School of Chemistry from Universidad
Autonoma de Queretaro (approval code: CBQ17/094), following the
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals provided by the
National Institute of Health (NIH).

2.2 | Extracts preparation

Healthy P. edulis leaves and fruits (fruits with ripeness suitable for
consumption) were collected between 6:00 and 8:00 a.m. from the
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municipality of Caicedonia (Valle del Cauca, Colombia) (4.2424° N,
75.5649° W), 1,165 meters above the sea level. The plant specimens
were identified in the Herbarium of Universidad del Quindio (col-
lection number: 18,063). The ethanolic extraction and subsequently
drying of both juice and leaves were conducted as previously re-
ported (Aguillon-Osma, Maldonado,
Varela, & Landazuri, 2013).

Loango-Chamorro, Arango-

2.3 | Free phenolic compounds and ascorbic acid
extraction and quantification

A high-performance liquid chromatography analysis coupled with
a diode array detection (HPLC-DAD) was conducted in order to
identify and quantify the free phenolic compounds. For this, an
Agilent 1,100 HPLC System with a Zorbax Eclipse XDB-C18 col-
umn (4.6 x 250 mm, 5 5 pym) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) was used. The compounds were extracted and identified using
acidified water with acetic acid (0.1% v/v) and acetonitrile (100%)
isocratically with the same reported gradients and conditions of
Ramirez-Jiménez, Reynoso-Camacho, Mendoza-Diaz, and Loarca-
Pifa (2014). Due to previous phytochemicals screening performed
in both extracts where flavonoids were found as the main contribu-
tors to the total polyphenolic content (Aguillon-Osma et al., 2013;
Ramirez et al., 2019), commercial standards of phenolic compounds
(hydroxybenzoic acids and flavonoids), and ascorbic acid were tested
to build linear standard curves to quantify the free phenolics from
the sample, which were expressed as micrograms equivalents of each
compound per gram of sample.

24 | Antioxidant capacity (DPPH/ABTS)

For the in vitro antioxidant capacity of the samples, two radical scav-
enging methods were used: the modified procedure of Fukumoto and
Mazza (2000) for DPPH inhibition and the ABTS inhibition assay
(Nenadis, Wang, Tsimidou, & Zhang, 2004). The results of both as-
says were expressed in percentage of antiradical activity (% ARA)
and the trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) in ymol equiv-
alents or Trolox per gram of the sample (umol Trolox/g sample)fol-
lowing a Trolox standard curve.

25 | Oligosaccharides extraction and quantification

For the extraction of mono- and oligosaccharides, a thermal con-
ditioning of the extracts was conducted using the reported pro-
cedure of Diaz-Batalla, Widholm, Fahey, Castafio-Tostado, and
Paredes-Lopez (2006). The conditioned extracts and the nonther-
mally conditioned digestion extracts were submitted to an HPLC
analysis coupled to a refractive index detector (RID) using a Zorbax
Carbohydrate Column (4.6 x 250 mm) (Agilent Technologies),
thermostatically controlled (35 + 0.6°C) and using the same re-
ported conditions of Muzquiz, Burbano, Pedrosa, Folkman, and
Gulewicz (1999), following a isocratic HPLC sequence with 50:50
water:acetonitrile as mobile phase. Similar to the free phenolic
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Eorhbouhdé, standard curves of selected mono (xylose, mannose,
arabinose) and oligosaccharides (raffinose, stachyose and verbas-
cose) were prepared for comparison and quantification purposes,
aiming to express the quantity of this bioactives in micrograms
equivalents of each one per gram of sample.

2.6 | In vitro gastrointestinal digestion

The simulation of the human physiological conditions followed the
procedure described by Campos-Vega et al. (2015). Four subjects
provided a written consent before their participation in the experi-
ment. In summary, the extracts (100 mg of either juice or leaves)
were homogenized with distilled water and human saliva, which was
also used alone as blank. After a 4-min incubation at 37°C in an os-
cillating bath for the simulation of the human chewing, the samples
were acidified to pH 2, previously dissolved pepsin in HCl (20 mM)
was added, and the samples were incubated during 2 hr at 37°C using
the same masticatory conditions for mimicking the gastric en-
vironment. For the intestinal conditions, the samples were placed in
test tubes containing a pH-adjusted (7.0-7.4) mixture of ox gall and
pancreatin (Campos-Vega et al., 2015). Everted gut sacs surgically
removed from male Wistar rats and filled with Krebs-Ringer buffer
were added to the test tubes in to assess intestinal permeation at
four different times (15, 30, 60, and 120 min). All the procedures
were conducted using anaerobic conditioned samples and reagents
(CO2). At each incubation time aliquots of samples from the inner
side of the sac (digested extract fraction or DEF) and the outer side
of the sacs (nondigested extract fraction or NDEF) were collected
and stored at -80°C for further HPLC quantification or antioxidant
capacity evaluation.

2.7 | Bioaccessibility measurement

The bioaccessibility of free phenolic compounds, ascorbic acid and
mono/oligosaccharides was measured in the collected samples using
the equation: B = [(Cg-Cf)/Cf] » 100 where B is the bioaccessibility
value in percentage (%) of the selected bioactive compound, Cg is the
initial concentration of the compound at a specified incubation time
period (15, 30, 60, or 120 min) and Cf the final concentration of the
compound at the same time of incubation.

28 | Calculations of the apparent permeability
coefficients

The apparent permeability coefficients (Papp) (10 cm/s) were cal-
culated accordingly to the equation of Lassoued, Khemiss, and Sfar,
(2011): Papp = (dQ/dt)(1/A = Cp), where Papp (cm/s) is the apparent
permeability coefficient, dQ/dt (g/s) is the amount of bioactive com-
pound transported across the membrane per unit time, A (cm?) is the
cross surface area of the everted gut segment available for per-
meation and Cg (mg/mL) is the initial concentration of the bioactive
compound outside the everted gut sacs. The net apparent permea-

bility coefficient (P, ) Was calculated as the absolute subtraction
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Among PappAtoB and P
ratio between P

B0 1he efflux ratio was computed as the
and P

appBto A AtoB*

29 | Water fluxmeasurement

The water flux during the intestinal absorption was assessed using
the reported equation of Khemiss et al. (2009): WF = (W3-W2)/W1,
considering WF as the water flux (in grams of water per gram of fresh
intestine), W3 is the everted sac weight after a specific incubation
time, W2 the everted sac weight before the same incubation time
(filled with the Krebs-Ringer buffer) and W1 is the initial small intes-
tine weight (with no buffer filling).

2,10 | Statistical analysis

Two independent experiments, with at least three replicates were
considered for each measurement of each bioactive compound. The
JMP v. 8.0 software (SAS Institute, Cary, NC) was used for performing
a one-way analysis of variance (ANOVA) and post-hoc Tukey- Kramer's
Test for multiple comparisons where the differences were considered
significant at p < 0.05. All the correlations among antioxi- dant
capacity and the bioactives were assessed through Spearman's
correlation method.

3 | RESULTS ANDDISCUSSION

3.1 | Effectoftheinvitrogastrointestinal digestion
on ascorbic and phenolic acids

The bioaccessibility of phenolic compounds, and ascorbic acid is
shown in Table 1. The P. edulis juice extract (PJE) had a lower con-
centration, and variety, of phenolic compounds than P. edulis leaves
extract (PLE). Ascorbic acid, the most abundant compound identified
in both samples and all gastrointestinal phases, was found within the
interval previously informed for the fruit extract (10.92 pg/g)
(Pertuzatti et al., 2015), while in PLE the content was twofold higher
than in PJE. The ascorbic acid, a potent antioxidant compound, might
be contributing to P. edulis antioxidant and antiproliferative activity,
should be further studied (Aguillon-Osma et al., 2013).

The phenoliccompounds content was significantly affected by
the gastrointestinal digestion throughout the gut tract. Ascorbic
acid and kaempferol from PJE were bioaccessible at all the eval-
uated stages (Table 1a). Salivary enzymes’ activity in molecules
such as starch and associated sugars, favors the oral release of
ascorbic acid, thus its bioaccessibility (up to 9-fold) (Owczarek-
Fendor et al., 2012). Although several phenolic acids and quercetin
were not detected at the small intestine stages, the low content of
chlorogenic acid in the juice of P. edulis detected at 120 min might
indicate its metabolization into other compounds such as o-meth-
ylation, leading to the synthesis of phenolic acids such as ferulic
acid from chlorogenic and caffeic acids (Lafay, Morand, Manach,
Besson, & Scalbert, 2006). Furthermore, kaempferol increased its
bioaccessibility at the stomach stage, which coincides with

the acid degradation of the typical food matrices at which phe- nolic
compounds are naturally bounded, favoring their releasing (He et al.,
2017).

Ascorbic acid (which among evaluated compounds exhibited
the highest bioaccessibility), kaempferol, and quercetin were
found at all the evaluated stages for PJE (Table 1b). These values
are higher than those reported by Gunathilake et al. (2018), which
found a decreasing of 75% in the total polyphenolic content of a
digested P. edulis leave extract. The lack of biologic transporters in
the cellulose dialysis membranes used in this study might explain
the retention of several compounds. Recent studies have associ-
ated the low bioaccessibility of polyphenols with their interaction
with dietary fiber, because it provides them a physical barrier
against the acidic gastric conditions, but their strongassociations
with cell walls avoid its absorption at the small intestine stage.
However, this allows their retention in the nondigestible fraction,
exhibiting further beneficial effects for their potential fermenta-
tion by human gut microbiota and the production of diverse me-
tabolites with implications in the human health (Dominguez-Avila
et al., 2017).

3.2 | Apparent permeability coefficients (Pap) for
free phenolic compounds and ascorbic acid from
Passiflora edulisjuice and leaves extracts

A major situation in natural drug research is that the biological activ-
ity of these compounds relies on a variety of factors, where per-
meability of the target bioactive compounds across the intestinal
wall is a crucial factor describing the compound bioavailability and
its biological activity (Ma et al., 2014). Table 2 shows the apparent
permeability coefficients and efflux ratios from selected phenolic
compounds from both juice (Table 2a) and leaves extracts (Table 2b).
Considering the proposed values for low and high permeation of pure
compound (Papp < 5 x 10° and Papp > 14 x 10°, respectively) (Volpe
et al., 2007), in this study the permeability coefficients from both
samples were high (Table 2a and b), where a decrease in in the Papp
values is produced as long as the incubation time increase. In ad-
dition, a stabilization of the flow of the phenolic compounds in both
intestinal sides was observed, explained in their increasing perme-
ability and subsequent decreasing, a trend that have been observed
for other food matrices subjected to the same in vitro digestion pro-
cedure (Agudelo et al., 2018; Luzardo-Ocampo et al., 2017).

The efflux ratio (ER) of compounds has been used as a predictive
value for defining whether active or absorption mechanisms might
occur (ER < 0.5 or ER > 2.0) (Hubatsch, Ragnarsson, & Artursson,
2007). Based on this range, kaempferol possibly crosses the intesti-
nal barrier through passive transport, while ascorbic acid displayed
an active transport mechanism. Despite the scarce literature about
permeability coefficients for bioactive compounds from passion
fruit, these values were lower than those reported for a digested
berry juice following the same procedure (Agudelo et al., 2018),
which might be explained for the processing methods and different

interactions with the food matrix.
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TABLE 1 Bioaccessibility of free phenolic compounds and ascorbic acid from (a) Passifloraedulis juice extract (PJE) and (b) Passifloraedulis

leaves extract (PLE) submitted to in vitro gastrointestinal digestion

Phenolicacids(pg/g) Flavonoids (pg/g)
Sample/Stage Ascorbic acid Gallicacid Chlorogenic acid Caffeicacid Quercetin Kaempferol
(@)
PJE 10.92 + 0.14f (100) nd nd nd 0.005 +0.001¢ (100)  0.01 * 0.001i (100)
Mouth 96.55 + 0.31° (884.16) 6.64 +0.02° 0.11 £ 0.001° 4.80+0.112 0.016 + 0.004° (320) 0.11 + 0.006" (1,100)
Stomach 130.60 + 0.242 (1,195.97) nd nd nd 0.02 + 0.0022 (400) 0.13 +0.0024 (1,300)
Small intestine (nondigestible fraction)
15 min 11.26 £ 0.207(103.11) 1.26 +£0.02¢ nd 0.48 £ 0.01° nd 0.02 +0.001% (200)
30 min 22.54 + 0.61°% (206.4) nd nd nd nd 0.02 +0.003f (200)
60 min 31.46 + 8.244 (288.09) nd nd nd nd 0.03 + 0.004¢ (300)
120 min 13.98 + 2.73¢f (128.02) nd 0.031 + 1.46P nd nd 0.04 + 0.001¢ (400)
Small intestine (digestible fraction)
15 min 13.38 +3.19¢f (122.53) 2.62 £0.001° 0.03 +0.002° nd nd 0.016 + 0.0018" (160)
30 min 11.48 + 0.16¢f (105.13) nd 1.19 + 0.052 nd nd 0.013 + 0.001" (130)
60 min 25.45 + 0.40¢ (233.06) 0.31+0.002¢ 0.03 +£0.01° nd nd 0.026 + 0.001 (260)
120 min 47.97 +1.39¢(439.28) nd nd nd nd 0.020 + 0.001f (200)
(b)
PLE 20.96 + 1.96" (100) nd 0.15 + 0.0034 (100) 0.35 + 0.003P 0.34 £ 0.01b (100) 0.03 £ 0.003¢4 (100)
(100)
Mouth 614.47 + 9.882 (2,931.63) 10.69 +0.74> 0.11+0.019(73.33)  3.86 +0.022 0.50 +0.072(147.06)  0.06 + 0.003b (200)
(1,102.86)
Stomach 130.60 + 0.24¢ (623.09) nd nd nd 0.02 +£0.001¢ (5.88)  0.13 +0.0032 (433.33)
Small Intestine (Nondigestible fraction)
15 min 282.38 + 1.39b (1,347.23) 3.83 £0.005° nd nd 0.22 £ 0.01¢ (64.70) 0.020 + 0.001'8 (66.67)
30 min 212.06 + 1.259 (1,011.74) nd nd nd 0.19 +0.003¢ (55.88)  0.024 + 0.001¢ (30)
60 min 238.88 + 0.01¢ (1,139.69) nd 0.06 + 0.002¢ (40) nd 0.23 £ 0.002¢ (67.65) 0.03 £ 0.001¢ (100)
120 min 232.32 +0.01< (1,108.40) nd 0.16 + 0.0024 nd 0.16 +0.002¢ (47.06)  0.02 +0.002¢f (66.67)
(106.67)
Small Intestine (Digestible fraction)
15 min 49.65 + 1.57 (236.88) nd 1.64 £0.01°¢ nd 0.011 +0.0014 (3.23) 0.013 +0.001# (43.33)
(1,093.33)
30 min 31.72 + 0.208" (151.33) nd 1.77 +0.01b¢ nd 0.010 +0.001¢ (2.94)  0.012 + 0.0018 (40)
(1,180)
60 min 46.46 + 2.312 (221.66) nd 2.22 +0.02b (1,480) nd 0.018 +0.001¢ (5.29)  0.015 + 0.0018 (50)
120 min 69.99 + 1.93f(333.92) nd 4.21 £0.342 nd 0.07 + 0.014 (20.59) 0.02 + 0.001% (66.67)
(2,806.67)

Note. Data are the means + SD of two independent experiments, by triplicate. The results are expressed as micrograms equivalents of each compound/g
sample (dry basis matter). The numbers in parenthesis express bioaccessibility (%). nd: not detected. Different letters by columns express significant

differences by Tukey—Kramer's Test (p < 0.05).

3.3 | Effectofthein vitrogastrointestinal
digestion in the bioaccessibility of individual
monosaccharidesandoligosaccharides

Considering that a previous phytochemical screening of the Passiflora
edulis juice extract showed a high presence of carbohydrates and
glycosides (Aguillon-Osma et al., 2013), the quantification of mon-
osaccharides and oligosaccharides was conducted for both the

nondigested and the samples subjected to in vitro gastrointestinal
digestion. Table 3a and b show the bioaccessibility of monosaccha-
rides/oligosaccharides from PJE and PLE, respectively. For the PJE,
xylose (Table 3a) displayed a low bioaccessibility that significantly
increased at the small intestine incubation, but subsequently de-
creased at the end of the digestion procedure. Stachyose was the
most abundant oligosaccharide, while none of them were found in
the intestinal stage, suggesting their potential to pass into the colon.
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TABLE 2 Apparent permeability coefficients from selected free phenolic compounds from (a) Passifloraedulis juice and (b) Passifloraedulis

leaves extract at intestinal incubation times

Compound Time (min) Pappatos(X107°%)
(@)
Ascorbic acid 15 1.99 £0.472
30 0.85 +0.01bc
60 0.95 +0.01b
120 0.89 +0.03bc
Kaempferol 15 2.44 +£0.012
30 1.04 £0.02°
60 1.01+0.01°
120 0.38 £0.02¢
(b)
Ascorbic acid 15 7.39£0.20°
30 2.36 £ 0.01°
60 1.73 £0.08¢
120 1.30 £ 0.03¢
Quercetin 15 11.37 £0.022
30 4.92 £0.01¢
60 4.49 £0.13¢
120 8.31+0.75b
Kaempferol 15 2.02 £0.01¢
30 9.49 +0.012
60 5.64 +0.01°
120 4.66 +0.01°

Efflux ratio (B to
PoppBtoa (X107%) Pappnet (X107%) A/A to B)
1.67 +0.03b 0.32£0.17¢ 0.84 £0.15P
2.35 £ 0.06° 1.50 + 0.052 2.77 £0.042
0.52 £0.11¢ 0.43 £0.10¢ 0.55 +£0.11¢
0.26 +0.05¢ 0.63 £0.02° 0.29 £0.34¢
2.79 £0.012 0.35+0.01° 1.14 £ 0.014
1.49 £ 0.03b 0.45 £0.012 1.43 £0.04°
1.25 +£0.02¢ 0.24 £ 0.01°¢ 1.24 £0.01¢
0.79 £0.01¢ 0.41 +0.012 2.08 +£0.08°
42.04 +£0.212 34.65 + 0.012 5.69 + 0.12b
15.78 £ 0.01P 13.42 +0.01 6.69 +0.032
8.89 + 0.49¢ 7.16 £ 0.41¢ 5.14 + 0.04°
4.32 +0.044 3.02 £ 0.01¢ 3.32 £ 0.04¢
0.11 £ 0.012 11.26 £ 0.012 0.01 £ 0.001¢
0.04 +0.001° 4.88 £ 0.01°¢ 0.01 £ 0.012
0.02 +0.001¢ 4.47 £0.12¢ 0.004 + 0.001>
0.01 +0.001¢ 8.30 £ 0.74b 0.001 + 0.0001¢
2.41 £ 0.062 0.39 £ 0.052 1.19 £ 0.032
1.78 £ 0.11b 7.71 £0.10° 0.19 +0.01°
1.30 + 0.09¢ 4.34 +0.08° 0.23 £0.02¢
0.39 + 0.044 4.27 £0.03 ¢ 0.08 + 0.01d

Note. The data are the means of two independent experiments, by triplicate. Different letters express significant differences by Tukey—Kramer's Test (p < 0.05) for

each compound at the several incubation times (15-120 min). Apparent permeability coefficients (P,

In the PLE (Table 3b), three monosaccharides and two oligosaccha-
rides were quantified, and most of them could be quantified at the
majority of the in vitro gastrointestinal digestion stages, suggesting
a better stability and abundance of these compounds in comparison
with the PJE (Table 3b). On the other hand, none of the observed
oligosaccharides in the PLE extract before digestion was detected in
the intestinal stage (Table 3b).

Oligosaccharides are a wide range of polysaccharide compo-
nents known for their prebiotic properties via growth stimulation of
selected gut microbiota bacterial species which confers several
health benefits to the host (Singh, Banerjee, & Arora, 2015). In
contrast, maintaining an adequate xylose:arabinose proportion is a
key factor in the way they can act as selective gut bacteria growth
stimulators for the general improvement of the gastrointestinal
health (Singh et al., 2015). Taking into consideration, these prop-
erties and their marketable value, both P. edulis juice and leaves
extract can be conceived as functional products with richness in
oligosaccharides.

opatod Pappstoa@nd Py ) are calculated in cm/s.

34 | Effect of in vitro gastrointestinal digestion in the
antioxidant capacity

The ABTS and DPPH antioxidant capacity of PJE (Table 4a) showed a
significant (p < 0.05) increase in mouth stage and it was reduced in
the gastric and intestinal stages. For the PLE, the antioxidant
capacity was higher in ABTS than DPPH. The antioxidant capacity
measured by ABTS was reduced in the gastric and intestinal stages,
with the lowest capacity at 15 min of incubation of the intestinal
stage; however, no significant differences between the antioxidant
capacity of the extract before digestion and the last twoincubation
periods of the intestinal digestion stage (Table 4a). These results are
higher than those reported for the mouth, gastric and intesti- nal
stages of an in vitro digestion of P. edulis leaves (82.5, 62.1and 114.9
Trolox equivalent antioxidant capacity or TEAC, respectively)
(Gunathilake et al., 2018). Compared to the non-digested extracts,
PLE showed a significant higher antioxidant capacity during mouth,
stomach and intestinal stages; except for the last incubation period



TA B L E 3 Bioaccessibility of monosaccharides and oligosaccharides from (a) Passiflora edulis juice and (b) Passiflora edulis leaves extract, submitted to in vitro gastrointestinal digestion

Monosaccharides (ug/g) Oligosaccharides (ng/g)
Sample Xylose Mannose Arabinose Raffinose Stachyose Verbascose
(a)
PJE 105.81 + 7.04¢ (100) 5,115.73 + 297.392 (100) nd 32.67 +2.830 (100) 78.26 + 1.49 (100) 7.95 +0.03 (100)
Mouth 33.48+1.724(31.92) 4,399.68 + 17.22b (86.00) nd 112.37 £ 18.842(343.95)  54.79 + 6.55° (70.01) nd
Stomach 25.82 + 4.679 (24.40) 3,202.50 + 48.28¢ (62.60) nd 18.96 + 0.98¢ (58.03) nd nd
Small intestine (NDF)
15 min Nd 3,525.92 +51.34¢(68.92) nd 2.64 +0.01¢(8.08) 173.82 £ 0.012 (222.11) nd
30 min Nd 438.60 + 0.739 (8.57) nd nd 167.28 + 25.932 (213.75) nd
60 min Nd nd nd nd 149.03 + 2.132 (190.43) nd
120 min Nd nd nd nd 79.27 + 1.54b (101.29) nd
Small intestine (DF)
15 min 4,067.78 + 4.552 (3,844.42) 276.63 + 0.02¢ (5.40) 194.93 +0.29¢ nd nd nd
30 min Nd nd 220.16 +5.78¢ nd nd nd
60 min Nd 406.24 +9.449 (7.94) 364.30 + 5.10° nd nd nd
120 min 312.80 + 2.98 (295.62) 550.62 + 2.859 (10.76) 312.44 + 5.63b nd nd nd
(b)
PLE 383.51 + 43.362 (100) 514.32 + 98.50% (100) 970.56 + 4.66° 231.80 + 19.662 (100) nd 9.31 +0.87° (100)
(100)
Mouth 249.97 + 14.43b (65.18) 81.29 + 0.96¢ (15.80) 128.01 + 14.61¢ (13.19) 57.00 + 6.16P 51.82 +0.49° 27.35 +0.782 (293.77)
(24.59)
Stomach 57.28 +4.399 (14.93) nd nd 13.66 + 1.22¢(5.89) 20.58 +1.22¢ 0.69 +0.08¢ (7.41)
Small intestine (nondigestible fraction)
15 min 127.72 +3.28¢(33.30) 652.30 + 3.86° (126.83) nd nd 22.56 + 0.79P¢ 2.40 +0.21¢ (25.78)
30 min Nd 456.99 + 14.60P (88.85) nd nd 19.29 +0.054 3.84 +0.01¢ (32.86)
60 min Nd nd 275.50 + 3.72¢4 (28.38) 40.63 + 0.05¢ (17.53) 23.61 + 0.96P nd
120 min 441.78 +5.493 (115.19) nd 303.82 + 0.86¢ (31.30) nd 22.54 +0.47"¢ 3.06 +0.13¢ (32.87)
Small intestine (digestible fraction)
15 min 29.53 +2.384(7.70) nd nd nd nd nd
30 min 23.70 + 5.889 (6.18) 39.56 + 0.80¢ (7.69) 54.32 +3.76 (5.60) nd nd nd
60 min Nd 36.07 +0.47¢(7.01) 94.34 +0.05% (9.72) nd nd nd
120 min 52.48 +3.284(13.68) 30.41 £2.89¢(5.91) 685.50 + 31.43b (70.63) nd nd nd

Note. Data are the means + SD of two independent experiments, by triplicate. The results are expressed as micrograms equivalents of each compound/g sample (dry basis matter). The numbers in parenthesis express

bioaccessibility (%). WE: Whole extract; nd: No detected. Different letters by columns express significant differences by Tukey—Kramer's Test (p < 0.05).
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TA B L E 4 (a) Antioxidant capacity during in vitro gastrointestinal digestion of P. edulis juice and leaves extracts. (b) Correlation coefficients among selected bioactive compounds and the
antioxidant capacity (ABTS/DPPH)

LLio8

Ansiwaydoig poo
Isiway .Ggwg AATIM T

a)
Passiflora edulis juice Passiflora edulis leaves extract
ABTS DPPH ABTS DPPH
Sample/Stage ARA TEAC ARA TEAC ARA TEAC ARA TEAC
AE 88.31 + 5,55abcd 810.75 + 51.85abcd 95.69 + 0.16% 827.39 + 1.34% 83.09 +5.552 761.87 £ 51.852 57.65+2.21¢ 520.12 £ 17.90¢
Mouth 96.64 + 1.142b 888.55 + 10.6220 97.01 + 1.352 837.99 £ 10.892 80.32 + 4.66° 736.02 + 43.542 76.05 + 5.71cd 668.67 + 46.15<d
Stomach 80.32+2.17<d 736.03 + 20.29<¢ 83.40 + 4.92¢ 728.11 + 39.74de 58.01 + 0.72bcd 527.54 £ 6.774 69.01 +0.37¢ 611.85 + 3.00¢
Small intestine (nondigestible fraction)
15 min 39.89 +2.69" 358.16 + 25.13h 89.41 + 2.56b¢ 776.59 + 20.65b¢ 68.65 + 12.50P 626.97 + 116.79bcd 32.47 +2.16f 316.71 + 17.47f
30 min 55.50 + 8.378 504.07 + 78.268 49.46 + 7.09" 453.93 + 57.27h 64.20 + 4.98b¢ 585.33 + 46.55¢ 60.39 +3.41¢ 542.22 + 27.55¢
60 min 67.26 + 6.98¢f 613.92 + 65.23¢f 85.26 +0.85¢ 743.11 £ 6.85¢ 78.54 £3.61P 719.36 + 33.712b 83.75 + 7.342b 730.96 + 59.302b
120 min 61.70 + 4.86f 562.03 + 45.43f 77.84 +1.93¢ 683.16 £ 15.57¢ 74.35 + 3.70° 680.25 + 34.592bc 79.23 + 1.25b¢ 694.46 + 10.11b¢
Small intestine (digestible fraction)
15 min 99.03 + 2.082 910.89 £ 19.442 85.04 + 1.41cd 741.35 + 11.40 31.44 +3.754 279.22 + 35.02f 86.80 + 0.702 755.52 £ 5.682
30 min 76.49 + 2.87de 700.24 + 26.85d¢ 69.85 + 2.33f 618.61 + 18.80f 44.29 + 2,79 399.33 £ 26.10¢ 86.67 +£2.982 778.52 + 24.062
60 min 78.11 + 6.62d 715.36 + 61.90d 61.27 +2.158 549.33 £ 17.408 73.90 £ 2.44b 676.01 + 22.782bc 90.53 +2.962 785.69 + 23.88?
120 min 87.65 * 4.63bc 804.49 + 43,29bc 60.74 +3.768 545.06 + 30.358 72.12 £1.73b 659.37 + 16.182bc 58.56 + 1.37¢ 527.47 £ 11.09¢
b)
Compound ABTS DPPH
Ascorbic acid 0.309 -0.223
Phenolic acids Chlorogenic acid 0.556* -0.001
Flavonoids (+)-catechin -0.088 -0.486
Quercetin 0.812% -0.468*
Kaempferol 0.459*% -0.346
Monosaccharides Xylose 0.001* 0.131
Mannose 0.418 0.091
Oligosaccharides Raffinose 0.207 0.320
Stachyose 0.005* 0.095

Note. The results are the means + SD of at two different experiments, by triplicate. AE: Aqueous extract; ARA: Antiradical activity; TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity/g sample. Different letters by columns express
significant differences among the different in vitro gastrointestinal stages (p < 0.05) where the asterisks (*) indicate the significant correlations (p < 0.05) using Spearman’s Test.
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(120 min) of the intestinal digestion stage (Table 4a). This trend can
be explained by the pH, as it can alter the polyphenols structure,
affecting their antioxidant properties. It has been reported that the
environmental-driven conditions from the gastric to intestinal stages
might produce a deprotonation of the hydroxyl radicals located in
the aromatic rings of phenolics, as well as their ionization, which in-
crease the ability of these compounds to access to ABTS/DPPH radi-
cals (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010). This might
explain the significant antioxidant activity rising at the 120-min in-
testinal incubation for both juice and leaves extracts.

However, the low pH also allows a releasing of certain polyphe-
nols. Interestingly, the PLE presented a higher antioxidant activity
at the stomach and intestinal stage due to the higher polyphenol
content and variety in comparison with the PJE. Furthermore, the di-
gestible fraction of both extracts showed higher TEAC values, which
agrees with synergisms between polyphenols and mono/oligosac-
charides content, contributing to the enhancement the antioxidant
capacity (He et al.,2017).

Assays based on the estimation of the antioxidant capacity of
fruits, vegetables, leaves, stems, herbs, spices, and their products
have been extensively applied for screening the antioxidant poten-
tial of several food matrices as well as their behavior into simulated
in vitro systems (Schaich, Tian, & Xie, 2015). Since both DPPH and
ABTS methods offer the ability of being simple assays routinely con-
ducted in several research laboratories, their quantification provides
insights about the performance of potential antioxidant compounds.
Nevertheless, the lack of standardization of the procedures and the
influence of a number of factors can easily influence the ability and
speed of the compounds to scavenge radicals (Xie & Schaich, 2014).
For this, new antioxidant capacity methods have also been proposed
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to avoid background conditions that could significantly alter the
assay. For instance, evaluating active reaction mechanisms using re-
action rates comparisons or targeting more accurate molecules such
as the scavenge of peroxyl radicals through fluorescence intensity
measurement of diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP) oxide could
provide a more biologically relevant oxidative response evaluation
(Morita, Naito, Yoshikawa, & Niki, 2017; Xie & Schaich, 2014).

In order to link the observed antioxidant capacity with the tar-
geted free phenolic compounds of the extracts subjected to in vitro
digestion, a Spearman's correlation analysis was performed as shown
in Table 4b. Chlorogenic acid and kaempferol were significantly  (p
< 0.05) correlated with the ABTS assay, whereas quercetin signifi-
cantly correlated with both tests. Negative correlation have been
also found in Moringa oleifera leaves, suggesting a different antioxi-
dant capacity for these compounds respecting a specific method of
radical inhibition, either transferring electrons or hydrogen atoms to
the radical, contributing with their neutralization (Caicedo-Lopezet
al., 2018; Re et al., 1999).

3.5 | Water Flux measurements during intestinal
incubation from in vitro gastrointestinal digestion of

P. edulis juice and leaves extracts

Since intestinal wettability and model viability are involved with the
water flux, corresponding measurement was performed for the sali-
vary solution (blank), a glucose control and both P. edulis extracts
(Figure 1). The observed rising values between 30 and 60 min of
intestinal incubation can be linked with an intestinal absorption ca-
pacity rising, showing a uniform tendency between 60 and 120 min.
Luzardo-Ocampo et al. (2017), foranin vitro gastrointestinal digestion

b -
-0.10 *

-0.15

Water flux (g water/g fresh intestine)

-0.20

-0.25

005 30 45 60

75 90 105 120

Small intestine incubation time (min)

—@— Blank Control

FI G U R E 1 Water flux of samples during small intestine incubation

—o— P. edulis juice extract

—@— P. edulis leaves extract

Note. The data are the means + SD of at two independent experiments, by triplicate. The results are expressed as gram of water per gram
of fresh intestine. Different letters express significant differences (p < 0.05) at each time by Tukey-Kramer's test. The blank is equivalent to
salivary fluid during the in vitro gastrointestinal digestion of both Passiflora edulis juice and leaves extracts. The control is equivalent to 4 g

of D-glucose submitted to in vitro gastrointestinal digestion.
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of corn-bean snacks, showed a stabilization of the water flux (60- 120

min of incubation) possibly due to a saturation the systems,
reflecting the way that bioactive compounds tend toward an equilib-
rium. Despite the heterogeneity of the intestinal tract, a similar behav-
ior can be inferred in the water flux. For instance, Khemiss, Saidane,
and Moshtaghie (2005) reported that the diverse distribution of water
transportersand proteic channels along the intestinal epithelium might
explain the observed changes, contributing to the equilibrium of fluid
movement along the gastrointestinal tract and influencing the loss of
water and electrolytes from basolateral to apical side, translating it to
mucosal secretion. In this regard, at 30 min there was a pronounced
water loss at all samples, with the glucose control at a medium level
between the samples andblank.

4 | CONCLUSION

In summary, we show evidence that the in vitro gastrointestinal di-
gestion of both juice and leaves extracts significantly influenced the
bioaccessibility of bioactive compounds such as phenolics and mono/
oligosaccharides, increasing their release along the gastrointestinal di-
gestion. This behavior is linked an improved in vitro antioxidant capac-
ity along the gastrointestinal tract, and the variation of the apparent
permeability coefficients, reflecting the ability of compounds to cross
the intestinal wall. Oligosaccharides from both extracts were not bio-
accessible at the intestinal stage, suggesting their potential to reach
the colon for being fermented by gut microbiota and exhibit further
health benefits. The results confirm that P. edulis juice and leaves ex-
tracts are source of bioaccessible compounds with antioxidant prop-
erties derived from its composition and performance during digestion.
Further in vitro and in vivo studies should be conducted in order to
support these properties, as well as a deepen identification and char-
acterization of another bioactives with potential health implications.
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CAPITULO VI

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE Passiflora edulis SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA o - GLUCOSIDASA

INTRODUCCION

La diabetes es actualmente una de las principales causas de muerte a nivel global y se considera que
su morbilidad posiblemente alcance el 10,4% en la poblacion mundial para el afio 2040 (1). La
diabetes mellitus (DM) tipo I, es la condicién méas comun, afectando cerca del 90% de las personas
diagnosticadas con diabetes; convirtiéndose en un importante problema de salud publica en los paises
en via de desarrollo, en los cuales los habitos alimenticios estan cambiando del consumo de alimentos
tradicionales a alimentos procesados ricos en calorias; sumado al creciente sedentarismo y al aumento

en la prevalencia de sobrepeso y obesidad (2).

La diabetes mellitus pertenece a un grupo de trastornos metabélicos, caracterizados por los altos
niveles de glucosa en sangre, debido a defectos en la secrecidn o accion de la insulina, causada por
una alteracion en la funcién endocrina del pancreas o por alteracion en los tejidos efectores que
pierden la sensibilidad a la insulina. Las células del pancreas son las responsables de la produccion
de insulina en respuesta a la disponibilidad de nutrientes, en las personas gque presentan DM tipo I,
se presenta una insuficiencia de las células B del pancreas para secretar una cantidad suficiente de

insulina, lo que conduce a una elevacidn de la glucosa en sangre después de inferir un alimento (3).

La principal estrategia para el control de la diabetes implica un cambio en el estilo de vida, que incluye
como primera medida, la reduccién del consumo de azucares, aunque es realmente dificil controlar
la presencia de azucares en los productos alimenticios comunes en el mercado, por ello se recomienda
el control de porciones y la busqueda de alimentos saludables; asi mismo, se recomienda un aumento
paulatino de la actividad fisica (4), sea cual sea la estrategia, se tiene claro la importancia de mantener
regulados los niveles de glucosa postprandial, debido a que su aumento excesivo aumenta el riesgo
de enfermedad cardiovascular, debido a su asociacion con la aterosclerosis y la dislipidemia; puesto
que, por una parte, cada vez que se producen estos picos glicémicos, se aumenta el estrés oxidativo y
un dafio sobre la funcion endotelial con los consecuentes procesos inflamatorios, situaciones que
sumadas, conducen al desarrollo de aterosclerosis (5). Por otro lado, la alta disponibilidad de azucares,

permiten el incremento de la sintesis de colesterol y triglicéridos a nivel hepéatico, generando
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dislipidemia (6) y higado graso no alcoholico o esteatosis hepatica (7). Sin embargo, la estrategia mas
aplicada y de mayor manejo para controlar la diabetes, es la administracion de medicamentos que
tengan la capacidad de reducir la glucemia. Dichos farmacos estan disefiados para regular los
diferentes mecanismos fisiopatologicos asociados al desarrollo de la DM, entre los que se incluyen:
disminucion en la produccion y secrecion de insulina por parte de las células  del pancreas,
disfunciones en la neurotransmision y resistencia a la insulina (IR) en el cerebro, sintesis de glucosa
aumentada en el higado, degradacion aumentada de lipidos, aumento de la reabsorcion de glucosa en
el rifidn, reduccion de la captacion de glucosa en tejidos periféricos como tejido adiposo y esquelético,

y efecto disminuido de la incretina en intestino delgado (8).

Un tratamiento farmacoldgico adecuado es crucial para prevenir o retrasar la aparicién o progresion
de las complicaciones diabéticas. Los factores a ser considerados incluyen: eficacia del tratamiento,
costos, posibles efectos secundarios, aumento de peso, comorbilidades, riesgo de hipoglucemia y
preferencias del paciente, entre otros; lo que si se tiene claro es que con el inicio del tratamiento
farmacoldgico debe iniciarse simultdneamente y con bastante rigor, el cambio del estilo de vida (9).
Entre de los principales tipos de medicamentos antidiabéticos orales se encuentran los inhibidores de
la enzima a-glucosidasa. La enzima a-glucosidasa (o-D- glucésido glucohidrolasa; EC 3.2.1.20), se
encuentra en la membrana celular y distribuida principalmente en el epitelio del intestino delgado,
esta enzima se encuentra estrechamente relacionada con el metabolismo de los carbohidratos,
regulando los niveles de glucosa en el plasma del cuerpo, y proporcionando fuentes de energia para
mantener un funcionamiento saludable (10). Su funcion es catalizar la hidrélisis de maltosa y otros
disacaridos para liberar moléculas de glucosa libres; actualmente esto se ha considerado como el
factor principal relacionado con la hiperglucemia posprandial, una caracteristica clave de la diabetes
mellitus (11). En laactualidad, la enzima a-glucosidasa se presenta como una proteina diana potencial
para el tratamiento clinico de diabetes tipo 2, debido a que la inhibicion de esta enzima juega un
papel esencial papel en el control de la enfermedad al retrasar la digestion de la absorcion de
carbohidratos y monosacaridos de la dieta después de una comida, lo que contribuye a mantener la

glucosa en sangre posprandial en niveles normales (12).

Es importante sefialar que las personas diabéticas a menudo presentan dislipidemia, caracterizada por
niveles elevados de triglicéridos y LDL-C (colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad), asi
como bajos niveles de HDL-C (colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad), en donde, ya es
claro que, estos cambios en los niveles lipidicos no solo se deban a la diabetes, sino que involucran
alteraciones en el metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, un buen control de la glucosa mejora la

dislipidemia, debido a que se reduce la disponibilidad de fuentes energéticas que puedan ser
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aprovechadas para la sintesis y acumulacion de lipidos (13). Debido a la estrecha relacion de estos
procesos metabdlicos, las enzimas involucradas son consideradas como puntos clave en la
investigacion, para el control de diferentes enfermedades metabdlicas; en este orden de ideas, en
cuanto a la estrategia de inhibicion de la a-glucosidasa, se busca que dichos inhibidores no causen
eventos de hipoglucemia u otros efectos secundarios gastrointestinales, e incluso que no se produzca
un aumento de peso (14). Entre los inhibidores farmacoldgicos de la enzima a-glucosidasa méas
utilizados, podemos mencionar: acarbosa, miglitol y voglibosa, los cuales son de alto costo y
generalmente presentan algunos efectos adversos como toxicidad hepética, problemas
gastrointestinales, hinchazén, nduseas, diarreas, entre otros, ademas de crear una dependencia por

parte de los pacientes que consumen dichos medicamentos (15).

Alternativamente, las plantas se han utilizado en la medicina tradicional durante mas de 4000 afios;
actualmente se ha ampliado el conocimiento sobre las plantas medicinales y sus mecanismos de
accion, comprobando la gran importancia de estas en el cuidado de la salud, debido a su efectividad
y reducidos efectos secundarios, en comparacion a los medicamentos de sintesis quimica (16). Las
plantas medicinales aportan al organismo diferentes principios bioactivos tales como polifenoles,
flavonoides, alcaloides, glucosidos, entre otros, los cuales normalmente se absorben facilmente; y en
la mayoria de los casos su efecto se debe a la accion sinérgica de diferentes sustancias que se
equilibran y potencian entre si, favoreciendo a diferentes 6rganos o sistemas del cuerpo o al
mejoramiento de algun proceso en especifico del organismo, resultando en tratamientos lentos, pero

duraderos para el control de enfermedades metabolicas (17).

En este orden de ideas, varios componentes bioactivos entre los que se destacan los polifenoles,
polisacéaridos y terpenoides han presentado una actividad inhibitoria significativa, incluso en
ocasiones superiores a lo observado con Acarbosa (18). Tal es el caso de los extractos de varias
plantas como jengibre (19), café (20), circuma (21), mago (22) entre otros. En particular, las plantas
del género Passiflora, han mostrado poseer componentes bioactivos con la capacidad de inhibir la
actividad de la enzima a-glucosidasa, como lo sefiala Paulraj et al, en el 2014 (23), quienes reportan
que tanto en el extracto de semillas como en el extracto de raices de Passiflora foetida presenta una
actividad inhibitoria de la enzima superior al 65%. También en los extractos polares de los frutos de
Passiflora ligularis se observa una inhibicion del 75% de la actividad de la enzima a-glucosidasa (24)
y los extractos de hojas de Passiflora nitida, que logra una inhibicién del 50% de la actividad
enzimatica a una concentracion nueve veces menor a la concentracion de la Acarbosa (25). En base
a esto, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de los extractos de hojas y jugo de

Passiflora edulis sobre la actividad enziméatica de la a-glucosidasa, en un ensayo in vitro.
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METODOLOGIA

Obtencion del material vegetal

Las hojas y los frutos de P. edulis, se recolectaron en el corregimiento Tierra Blanca (Roldanillo,
Valle del Cauca, Colombia), ubicada en las coordenadas geogréficas globales 4° 24°0 N, 75.8489° a
939 msnm (Figura 1). Este material vegetal, se recolect6 entre las 6:00 am y 8:00 am, verificandose
que tanto las hojas como los frutos estuvieran completamente sanos; es decir, que por observacion
visual directa no se evidenciaran lesiones sobre los tejidos causada por plagas, enfermedades o el
ambiente. El fruto debia presentar madurez para el consumo humano, la cual fue determinada por su

coloracion amarilla y su cascara dura.

Las muestras vegetales una vez adquiridas, fueron transportadas en bolsas de cierre hermético al
Laboratorio de Biogquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del Quindio para

su procesamiento, donde se procedié a realizar el lavado del material y la obtencion de los extractos.
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Figura 1. Mapa con coordenadas geograficas globales y georreferencia del corregimiento Tierra Blanca
(Roldanillo, Valle del Cauca, Colombia).

Preparacion del extracto etandlico de hojas de Passiflora edulis
Las hojas de P. edulis, fueron inicialmente lavadas con agua de grifo y luego con agua destilada para
eliminar suciedades. EI material vegetal se desecd en un horno de aire circulante a una temperatura

constante de 40°C. Una vez seco, fue pulverizado utilizando un molino eléctrico y se lixivié durante
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8 dias usando 500 ml de etanol al 96% (el lixiviado fue recirculado constantemente). Luego, se
procedié a separar la clorofila del extracto etandlico mediante una extraccion liquido-liquido con
etanol-agua (1:1) (26) y se filtr6 con papel filtro con tamafio de poro de 11 um. El etanol fue
evaporado a presion reducida (60 mbar) y a temperatura inferior de 30 °C en un rotaevaporador
(Heidolph®). La suspension resultante adn liquida, se someti6 a liofilizacion (Telstar LyoQuest). El

extracto etandlico (EEH) de hojas de P. edulis, se almacené protegido de la luz a -20°C hasta su uso.
Preparacion del jugo del fruto de Passiflora edulis

El fruto maduro de Passiflora edulis fue inicialmente lavado con agua de grifo y posteriormente con
agua destilada. El jugo fue extraido por métodos mecanicos, colado para eliminar semillas y filtrado
(poro de 1mm) para garantizar su homogeneidad. Posteriormente se evaporé para concentrarlo y la
suspension resultante atn liquida, se someti6 a liofilizacion (Telstar LyoQuest). El extracto de jugo

(EJ) del fruto de P. edulis, se almacend protegido de la luz a -20°C hasta su uso.

Previamente a la realizacién de cada ensayo, los extractos se disolvieron en agua destilada, a una

concentracion de 1 mg/mL, para realizar las diferentes pruebas de caracterizacion bioquimica
Analisis fitoquimico de los extractos de P. edulis
Determinacion del contenido fenolico total

El contenido fenolico total de los diferentes extractos fue determinado usando el método del reactivo
de Folin-Ciocalteau (27). Brevemente, en un tubo de ensayo se adiciond 50 pL de cada extracto a 1
mg/mL, luego se adiciond 2,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau (dilucién 1/10 en agua destilada)
y 2 mL de Na;COs al 7,5 % (p/v), se mezcld bien y se incubd a 40 °C durante 15 minutos. La
absorbancia de las muestras fue medida por espectrofotometria a 765 nm usando solucion de Na,COs
(2 mL de Na,COs al 2 % en 2,55 mL de agua destilada) como blanco. Los resultados fueron
expresados como mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg EAG), de acuerdo a

una curva de calibracién usando el acido géalico como compuesto fendélico estandar del ensayo.
Determinacion de contenido sacarido total

Se us6 el método fenol — &cido sulfurico para medir el contenido polisacarido total (28). Los extractos
fueron diluidos en los respectivos solventes y luego seran filtrados en papel filtro de poro 0,22 pum,
previo al tratamiento. Brevemente, 100 pL del extracto, 100 pL de fenol (5 %) y 500 pL de H2SO4
(95 %) fueron mezclados y luego se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. La

absorbancia fue medida a 490 nm. Diferentes concentraciones de glucosa (0, 10, 30, 50, 70 y 90
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pg/ml) fueron usadas como estandar. Los datos fueron expresados como mg equivalentes de glucosa

por gramo de extracto (mg EG).
Determinacion de Contenido Flavonoide Total

Para este ensayo se utilizé una alicuota (150 uL) de cada extracto en tubos eppendorf y se agreg6 45
uL de nitrato sédico (NaNOs3) al 5 %. En el minuto quinto y sexto respectivamente, se agreg6 90 pL
de cloruro de aluminio (AICI3) al 10 % y 300 pL de hidréxido de sodio (NaOH) 1 M. EI volumen
final de la mezcla se aforé con agua destilada hasta completar 1,5 mL. Finalmente se dejo6 reposar la
mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 510 nm. Se uso la
catequina para trazar la curva de calibracion. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de

catequina por gramo de extracto seco (mg EC) (29).
Determinacion de Contenido Total de Taninos

Se tomo6 una alicuota de 250 uL de extracto (1 mg/mL) y se adicion6 500 uL de solucion de albumina
de suero bovino en tampon acético 0,2 M con pH 5.0 (se ajusto el pH con NaCl al 0,17 M), se mezclé
cuidadosamente y se dej6 reposar por 15 minutos. Luego se centrifugé a 5000 g por 15 minutos.
Posteriormente, se desecho el sobrenadante y el precipitado fue diluido con 1 mL de solucién acuosa
que contenia dodecilsulfato sédico (SDS) al 1% y trietanolamina al 4%. Finalmente, se agreg6 250
uL de cloruro férrico (FeCls) al 0.01 M en &cido clorhidrico (HCL) al 0,01 My se dejo reposar por 30
minutos. Se realiz6 la lectura a una longitud de onda de 510 nm. Como blanco se utiliz6 1 mL de
solucion acuosa (SDS al 1% y trietanolamina al 4%) en 250 uL de la solucién de FeClzal 0,01 M en
HCL al 0,01 M. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido tanico por gramo de
extracto seco (mg EAT) (29). Se utilizé &cido tanico como estandar a concentraciones de 0,4; 0,5;

0,6; 0,7 y 0,8 mg/mL para elaborar la curva de regresion.
Contenido total de alcaloides

Se determiné empleando el método de verde bromocresol (30). Se tom6 una alicuota de 1 mL del
extracto (1 mg/mL) y se agregd 5 mL de tampon fosfato (pH 4,7) y 5 mL de solucién de verde
bromocresol, seguidamente, se agreg6 2 mL de cloroformo y se mezclo, se repitio6 este Gltimo paso 2
veces mas, por Ultimo, el extracto se recogid en un matraz volumétrico de 10 mL y se realiz0 la lectura
a una longitud de onda de 470nm. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de quinina por

gramo de extracto seco (mg EQ).
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Evaluacién actividad antioxidante

Se evalud la actividad antioxidante por el método de captura del radical DPPH. Este ensayo se realiz6
de acuerdo con la metodologia descrita por Egharevba et al 2019 (31), con algunas modificaciones.
En una microplaca de 96 pocillos, se adicionaron 200 pL del extracto a diferentes concentraciones:
0,125; 0,250: 0,500; y 1,0 mg / mL con 100 pL de una solucién de DPPH (0,2 mM en metanol). La
mezcla se incub6 en oscuridad a temperatura ambiente durante 40 min. La absorbancia se medi6 a
517 nm, usando metanol como blanco. Se utilizé hidroxitolueno butilado (BHT) como control
positivo a las mismas concentraciones del extracto en metanol y se utilizé metanol con DPPH como
control negativo. El porcentaje de inhibicién de DPPH causado por el extracto, se calculd de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

% inhibicién DPPH = [(Ac - Am) / Ac] x 100
donde Ac es la absorbancia del control negativo y A la absorbancia de la muestra (extracto o BHT).
Evaluacion de la actividad de la enzima a-glucosidasa

La inhibicion de la actividad de la enzima a-glucosidasa se determind usando el método descrito por
Awin et al., 2016 (32), con algunas modificaciones. La enzima a-glucosidasa se diluy6 a 0,5 U/mL
usando tampdn fosfato de sodio 50 mM (pH 6.8); el sustrato usado para la enzima fue p-nitrofenil-p-
D-glucopiranosidasa (PNPG) 1 mM preparado en la misma solucion tampén que se uso para disolver

la enzima.

La reaccion de a-glucosidasa se llevo a cabo con 10 uL del extracto diluido (en el mismo buffer) en
serie (concentraciones de 0,125; 0,25; 0,5y 1,0 mg/ mL). Luego, se agregd 130 pL de tampon fosfato
de sodio, 10 uL de solucion de a-glucosidasa; esta mezcla fue incubada a 37°C durante 10 minutos.
Posteriormente, se adicionaron 50 pL de solucion PNPG y se incub6 a 37°C durante 20 minutos. El
control negativo contenia todo lo mencionado anteriormente, reemplazando el extracto por buffer
fosfato, y como control positivo se utiliz6 catequina a las mismas concentraciones del extracto.
Ademas, para cada concentraciéon se evalué un blanco que contenia la mezcla de las soluciones
mencionadas anteriormente, a excepcion de la enzima. La absorbancia fue medida a 405 nm en
espectrofotometro y el porcentaje de inhibicion de los extractos se calcul6 de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
% de inhibicion de la enzima = [(An — As) / An] x 100

donde An es el valor de absorbancia del control negativo y As es la absorbancia de la muestra o del

control positivo.
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Analisis estadisticos

Los datos fueron expresados como la media * la desviacion estdndar de los resultados de tres
determinaciones por triplicado para cada ensayo. A través de regresion lineal se determind la ICso.
Las diferencias estadisticas entre los conjuntos de datos se analizaron mediante el software estadistico
GranphPad Prism 6.0 (GranphPad Software Inc., San Diego, CA). Los valores de p < 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS

El contenido fitoquimico de los extractos se muestran en la Tabla 1. En donde el contenido
polisacérido total del extracto de jugo (EJ) fue de 785,3 mg EG, mas del triple de lo encontrado en el
extracto EEH, con 221,9 mg GE. Por otra parte, tanto el contenido polifendlico total como el
contenido flavonoide, fueron mayores en el extracto EEH con 239,3 mg EAG y 184,4 mg EC,
respectivamente. En contraste, el contenido de taninos y de alcaloides fueron mayores en el extracto
EJ con 92,3 mg EAT y 25,3 mg EQ, respectivamente (Tabla 1.).

Los resultados de actividad antioxidante de los extractos de hojas y jugo de P. edulis se presentan en
la Figura 2., en la cual se observa una actividad significativa de captura de radicales DPPH, en la cual
se observa incluso actividad superior a la observada por el control positivo BHT. En el caso del
extracto etanélico de hojas de P. edulis se observa un comportamiento dosis dependiente, pues en la
medida que se aumenta la concentracién del extracto, aumenta la capacidad de inhibicion de los
radicales DPPH; iniciando con una inhibicion del 25,4 % a una concentracion de 0,125 mg/mL, hasta
una inhibicion de 93,9 % a una concentracion de 1,0 mg/mL, evidenciando en esta concentracién un
mayor efecto que el causado por el control positivo a la misma concentracion (86,7 %). Asi mismo
se determiné para este extracto un ICso de 0,262 mg/mL, evidenciando que el extracto EEH presenta
una actividad antioxidante significativa (Figura 2.). También es importante destacar que el efecto
antioxidante del EEH a concentraciones de 0,5 mg/mL y 1,0 mg/mL, no presenta diferencias

estadisticamente significativas comparado con el efecto del control positivo (p = 0,894).

Al evaluar la actividad antioxidante del extracto de jugo de P. edulis, se encontr6 que al igual que el
extracto EHH presenta un comportamiento dosis dependiente, iniciando con una inhibicion del 11,7
% hasta 46,9 %, a concentraciones de 0,125 mg/mL y 1,0 mg/mL, respectivamente. Como se observa
la actividad antioxidante no es tan significativa como la observada en el extracto EHH, con un ICsy

de 1,091 mg/mL, siendo esta 4 veces mayor que la observada en el EEH (Figura 2.).
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Tabla 1. Contenido polifendlico, polisacarido y flavonoide de los extractos de P. edulis.

Extracto del jugo de P. | Extracto etandlico de

edulis hojas de P. edulis
Contenido Polifendlico Total (mg EAG) 75,2+ 18,0 239,31+ 41,0
Contenido Polisacarido Total (mg EG) 785,3 + 80,8 2219+ 16,5
Contenido Flavonoide Total (mg EC) 65,8+ 9,9 184,44+ 79
Contenido de Taninos Total (mg EAT) 92,3+4,3 451+ 3,6
Contenido de Alcaloides Total (mg EQ) 253+ 2,0 84+1,1

e (mg EAG) = mg equivalente de acido galico por gramo de extracto seco
e (mg EG) = mg equivalente de glucosa por gramo de extracto seco

e (mg EC) = mg equivalente de catequina por gramo de extracto seco

e (mg EAT) = mg equivalente de acido tanico por gramo de extracto seco
e (mg EQ) = mg equivalente de quinina por gramo de extracto seco

Con relacién a la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa se observa un efecto moderado
tanto del extracto de hojas como el extracto de jugo. Para el extracto de hojas de P. edulis se observa
un efecto dosis dependiente, con un efecto inhibitorio que oscilo entre el 12,5 % y el 30,9 % a
concentraciones de 0,125 mg/mL y 1,0 mg/mL, respectivamente (Figura 3.). Al determinar la
concentracién media inhibitoria de este extracto se obtuvo un valor de ICsy = 1,899 mg/mL, esto
implica que a pesar de que el extracto posee componentes bioactivos con la capacidad de inhibir la
accion de la enzima a-glucosidasa, la concentracion de estos componentes dentro del extracto no debe
ser muy elevada, por esta razon la actividad inhibitoria, no es significativa. Sin embargo, al comparar
con el control positivo, el cual fue la catequina, un flavonoide de amplia accion bioldgica, entre ellas
la capacidad de inhibir eficientemente la enzima en cuestion; se evidencia que el extracto EEH en las
dos mayores concentraciones evaluadas alcanza una inhibicion cercana al 50% del efecto del control
(Figura 3.). Teniendo en cuenta lo anterior, y comparando el efecto observado del control (una
molécula aislada y purificada) frente al efecto de un extracto crudo (el extracto evaluado), la accién

inhibitoria comienza a tomar relevancia.

En cuanto la capacidad de inhibicion de la enzima a-glucosidasa por parte del extracto de jugo de P.
edulis se observo que el efecto es directamente proporcional a la concentracion del extracto, oscilando
entre 15, 1% y 35,7% para la menor y mayor concentracion evaluada, respectivamente (Figura 3.).

Como se observa el extracto de jugo presenta un mayor efecto comparado con el extracto EHH, y
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esta diferencia es estadisticamente significativa (p= 0,002). El extracto EJ presentd un ICs, de
1,623mg/mL; nuevamente se evidencia un mayor efecto inhibitorio por parte de este extracto
comparado con el EEH, esto puede deberse a que los componentes bioactivos con la capacidad para

inhibir esta enzima se encuentran en este extracto a una mayor concentracion.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH por los extractos de P. edulis

DISCUSION

El uso de las plantas o extractos de ellas como alternativa terapéutica esta ampliamente difundido y
aceptado en nuestra sociedad. Sin embargo, es claro que hace falta mucha investigacion que
demuestre con fundamentos experimentales que el uso de ella es seguro y efectivo; este proceso
implica una robusta cantidad de estudios, los cuales buscan soportar la seguridad y eficacia de las
preparaciones tradicionales y de los productos fitoterapéuticos, incluso para optimizar el proceso de
extraccion, almacenamiento y administracion de dichos tratamientos. Dentro los estudios, la
caracterizacion fitoquimica es fundamental para poder tener una aproximacién de los compuestos
activos del material vegetal responsables del efecto biolégico, ademas esa informacion es la base para

estudios complementarios de toxicologia y farmacologia.

En el caso particular de Passiflora edulis o maracuya, como se conoce comunmente, es una planta
tropical bien reconocida por sus beneficios nutricionales y por sus propiedades medicinales. Esta
planta es originaria de Suramérica y es en esta region donde se han realizado la mayoria de los
estudios tanto desde el punto de vista de su cultivo como desde su analisis de componentes

fitoquimicos (33). La maracuya se destaca por su contenido polifendlico, el cual varia dependiendo
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del tejido de la planta que se utilice para su obtencién, siendo las hojas con un 53,7 % y el jugo con
una menor proporcion con tan solo un 6,1 % (33). Estos reportes son concordantes con lo observado
en nuestro estudio donde en el extracto de hojas reportamos un contenido polifendlico tres veces
mayor a lo observado en el extracto de jugo. Del mismo modo, el contenido flavonoide en el extracto
de hojas fue mayor que el extracto de jugo, en la misma proporcion de los polifenoles. Estos
resultados son correspondientes, toda vez que, Passiflora edulis es la especie de pasiflora mas
analizada en cuanto al perfil de sus componentes fenolicos, es asi como en ella se han identificado en
total, 52 componentes fendlicos, distribuidos en: 35 componentes flavonoides, 11 &cidos fendlicos, 4
estilbenos y dos cumarinas (34). Algunos flavonoides se han reportado con actividad antidiabética o
actividad hipoglicemiante y su mecanismo de accién propuesto radica en sus propiedades
antioxidantes, en donde se atenla el dafio tisular que generan diversos procesos inflamatorios
relacionados con la resistencia a la insulina (35). Adicionalmente, se ha encontrado que flavonoides
como la isovitexina, vitexina, orientina, kaempferol, entre otros, poseen la capacidad de inhibir la
accion de las enzimas glucosil-hidrolasas del tracto gastrointestinal (36); estos compuestos han sido

reportados en extractos de plantas de la familia Passifloracea.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion a-glucosidasa debida a los extractos de P. edulis

Como se habia mencionado en el capitulo de los componentes fitoquimicos de la P. edulis, en este
mismo proyecto, la concentracion de los componentes bioactivos en plantas varia en funcién de
diferentes factores medioambientales como: las condiciones del suelo, lugar de colecta, el periodo

climatico, el nimero de cosecha, los fotoperiodos y la temperatura. En este caso en particular, para el
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desarrollo de este proyecto trabajamos con dos cultivos diferentes, ubicados en diferentes lugares y
observamos variaciones tanto en los perfiles fitoquimicos como en las actividades bioldgicas; tal es
el caso, que en los extractos obtenidos para evaluar la inhibicion enzimatica de la a-glucosidasa el
contenido de polifenoles, polisacéridos y flavonoides, fueron mas del doble, comparado con los
primeros extractos con los cuales iniciamos el proyecto, del mismo, modo también se observa
variacion con los reportes realizados por nuestro grupo de investigacion, de muestra colectadas de

otro cultivo (26).

La capacidad antioxidante generalmente se ha asociado al contenido de compuestos polifenoles
presentes en el extracto (37). En este trabajo se evidenci6 que la actividad antioxidante del extracto
EEH presenta una mayor actividad antioxidante posiblemente debido a su mayor contenido
polifendlico, del mismo modo, los flavonoides aportan significativamente a la capacidad antioxidante
de los extractos, participando en varios procesos celulares como en la inhibicion de los radicales libres
de oxigeno, la inmovilizacion de leucocitos, inhibicidn de la 6xido nitrico y la oxidacion de la xantina
oxidasa (38). La capacidad antioxidante otorgada por los componentes bioactivos de P. edulis puede
cumplir varias funciones protectoras en el organismo, como: proteccion contra dafios del ADN,
inhibicion de la peroxidacion lipidica, y efectos protectores frente a diferentes enfermedades tales
como: cancer, aterosclerosis, diabetes mellitus, SIDA, enfermedades respiratorias, enfermedades

cardiovasculares, entre otras (26).

Los extractos obtenidos de las plantas pertenecientes al género Passiflora, presentan una actividad
antioxidante significativa, como lo reportan Colomeu et al., 2014 (39), quienes encontraron en el
extracto etandlico de hojas de P. alata una inhibiciéon del radical DPPH del 38,4 % a una
concentracion de 40 mg/mL; si comparamos estos resultados con los nuestros, nuestros extractos
presentaron una capacidad antioxidante 40 veces superior. En la evaluacion de la capacidad
antioxidante del extracto de cascara de P. edulis (35), reportan una inhibicion del radical DPPH del
48 % a una concentracion de 1,0 mg/mL, siendo este resultado la mitad de lo observado en nuestro
extracto EEH y muy similar al observado en el extracto EJ. Asi mismo, otros estudios en hojas de P.
edulis reportan valores de ICso de 1,100 mg/mL (40) o ICso de 0,702 mg/mL (41), valores que son
superiores a lo reportado para nuestro extracto de hojas con un ICs de 0,202 mg/mL, lo que indica
que el extracto EEH alcanza un 50 % de inhibicidn del radical a una concentracion 5 veces mas baja.
Sin embargo, otras especies de Passifloras presentan actividades antioxidante mas potentes, como el
caso del extracto de las hojas de Passiflora nitida (25) con un ICso de 0,05 mg/mL, el extracto del
fruto de Passiflora leschenaultti (42) con un ICso de 0,007 mg/mL, y el extracto de fruto de Passiflora

ligulares con un ICsq de 0,023 mg/mL (24).
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Con relacion a la capacidad de inhibicion de la enzima a- glucosidasa por los extractos de plantas de
este género, se han realizado diversos estudios tanto in vitro como in vivo. En el caso de los estudios
in vitro como el nuestro, Anjitha et al., en el 2020 (43), evaluaron el efecto de los extractos de hoja
de P. edulis sobre la actividad de la enzima, encontrado que dicho extracto tiene la capacidad de
inhibir el 69,9 % de la actividad enzimatica a una concentracion de 1,0 mg/mL, ademas reportan un
ICso de 0,508 mg/mL; resultados que muestran una mayor actividad inhibitoria de la enzima si los
comparamos con los nuestros. Del mismo modo, se realizaron ensayos in vitro para evaluar el efecto
de compuestos tipo flavonoides aislados y purificados de semillas de P. edulis sobre la enzima a-
glucosidasa (44), encontrado que los siete compuestos aislados, generan una inhibicion enzimética
superior al 97 % a concentraciones micromolares, superando por mucho a lo mostrado por el
medicamento acarbosa. Estas variaciones en los porcentajes de inhibicion podrian estar relacionados
con los cambios en la expresion de metabolitos secundarios con actividad inhibitoria de la enzima,

tanto en términos cualitativos como cuantitativos.

En cuanto a los ensayos in vivo se ha evaluado, extractos de fruto de P. edulis sobre la reduccion de
parametros bioquimicos en un modelo animal (45) (ratas Wistar) a los que se les suministré extracto
(1,0 mg/kg dia), observando una reduccion de un 60 % de la glucosa en sangre, asi mismo, se observo
reduccion de colesterol y triglicéridos. Incluso también, se ha evaluado este efecto antidiabético en
humanos, utilizando un extracto de hojas de P. edulis (46), el cual fue suministrado a 42 individuos
con diabetes mellitus no controlada a pesar del consumo de un tratamiento, reportaron que en estos
sujetos luego de la intervencién, mostraron una reduccién del 37,1 % de la glucosa en sangre. En
conjunto, los resultados de estos estudios sefialan que Passiflora edulis poseen componentes
bioactivos con la capacidad para inhibir la accidon de enzimas involucradas en el metabolismo y
absorcion de la glucosa, tales como la a-amilasa y la a-glucosidasa, de esa forma, estos extractos y
sus respectivos componentes fitoquimicos, pueden convertirse en una alternativa terapéutica para el
tratamiento o prevencion de la diabetes mellitus, y al mismo tiempo reducir la probabilidad de
desarrollar otras enfermedades asociadas al metabolismo de carbohidratos y de lipidos, como la

obesidad y la esteatosis hepatica.

Un estudio reciente, sobre la actividad inhibitoria de los extractos de hojas de Passiflora bogotensis
(47), utilizando solventes polares para obtener los extractos y evaluando diferentes cultivos, reportan
que, de 167 extractos evaluados, 156 mostraron actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y
a-glucosidasa, mostrando una variacion de inhibicion en un rango entre un 2 % a 48%; explicando
que estas variaciones de actividad biol6gica no presentaron una tendencia clara respecto al lugar de

procedencia del cultivo de donde se obtuvieron las muestras o al tipo de almacenamiento, sin
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embargo, sefialan que las variaciones en la capacidad inhibitoria estaban relacionadas con los cambios

en el perfil metabdlico propio de cada muestra.

CONCLUSIONES

En larealizacion de esta investigacion, se puede concluir que los extractos de Passiflora edulis poseen
un alto contenido de compuestos fitoquimicos con actividad biolégica, como lo son los polifenoles y

flavonoides.

El extracto etandlico de hojas de P. edulis exhibe una actividad antioxidante significativa, lo cual
tiene importancia biomédica, debido a la proteccion que brinda a las células del dafio que pueden

ejercer de las especies reactivas de oxigeno.

Ambos extractos poseen componentes bioactivos con la capacidad de inhibir la actividad de la enzima
a-glucosidasa, lo que abre el camino para realizar estudios mas detallados que permitan proponer a
estos extractos o a sus componentes aislados como posibles estrategias terapéuticas en el control y

prevencion de la diabetes mellitus.

BIBLIOGRAFIA

1. Ogurtsova K, da Rocha Fernandes JD, Huang Y, Linnenkamp U, Guariguata L, Cho NH, et al. IDF
Diabetes Atlas: Global estimates for the prevalence of diabetes for 2015 and 2040. Diabetes Res Clin
Pract. 2017;128:40-50. doi.org/10.1016/j.diabres.2017.03.024

2. WHO. Global Report  on Diabetes. Isbn. 2016;978:6-86.  Available  from:
http://www.who.int/about/licensing/copyright_form/index.html%0Ahttp://www.who.int/about/licensi
ng/copyright_form/index.html%0Ahttps://apps.who.int/iris/handle/10665/204871%0Ahttp://www.wh

o.int/about/licensing/

3. Gbmez-Peralta F, Abreu C, Cos X, Gémez-Huelgas R. When does diabetes start? Early detection and
intervention in type 2 diabetes mellitus. Rev Clin Esp. 2020;220 (5): 305-14.

4, Ch’ng LZ, Barakatun-Nisak MY, Wan Zukiman WZH, Abas F, Wahab NA. Nutritional strategies in
managing postmeal glucose for type 2 diabetes: A narrative review. Diabetes Metab Syndr Clin Res
Rev. 2019; 13 (4): 2339-45. https://doi.org/10.1016/j.dsx.2019.05.026

5. Yuan T, Yang T, Chen H, Fu D, Hu Y, Wang J, et al. New insights into oxidative stress and

inflammation during diabetes mellitus-accelerated atherosclerosis. Redox Biol. 2019; 20: 247-60.

47



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

https://doi.org/10.1016/j.redox.2018.09.025

Nelson AJ, Nicholls SJ. Treating Dyslipidemia in Type 2 Diabetes. Diabetes Lipids Cardiovascular risk
Clinical trials. 2018; 36: 233-9. https://doi.org/10.1016/j.ccl.2017.12.005

Dewidar B, Kahl S, Pafili K, Roden M. Metabolic liver disease in diabetes — From mechanisms to
clinical trials. Metabolism. 2020. 154299. https://doi.org/10.1016/j.metabol.2020.154299

Chaudhury A, Duvoor C, Sena V, Dendi R, Kraleti S, Chada A, et al. Clinical Review of Antidiabetic
Drugs : Implications for Type 2 Diabetes Mellitus Management. Frontiers in Endocrinology. 2017;8.
doi: 10.3389/fend0.2017.00006.

Bailey CJ. The current drug treatment landscape for diabetes and perspectives for the future. Clin
Pharmacol Ther. 2015; 98 (2): 170-84. doi:10.1002/cpt.144

Tang H, Ma F, Zhao D, Xue Z. Exploring the effect of salvianolic acid C on a-glucosidase: Inhibition
kinetics, interaction mechanism and molecular modelling methods. Process Biochem. 2019; 78: 178—
88. https://doi.org/10.1016/j.procbio.2019.01.011

Chai W, Ou-Yang C, Ma Z, Song S, Huang Q, Wei Q, et al. Anti-a-glucosidase and antityrosinase
activity of condensed tannins from the bark of Clausena lansium (Lour.) Skeels with antiproliferative
and apoptotic properties in B16 mouse melanoma cells. Process Biochem. 2019; 86: 205-14.
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2019.08.005

Lin MZ, Chai WM, Zheng YL, Huang Q, Ou-Yang C. Inhibitory kinetics and mechanism of rifampicin
on a-glucosidase: Insights from spectroscopic and molecular docking analyses. Int J Biol Macromol.
2019; 122: 1244-52. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.09.077

Parhofer KG. Interaction between glucose and lipid metabolism: More than diabetic dyslipidemia.
Diabetes Metab J. 2015; 39 (5): 353-62. http://dx.doi.org/10.4093/dm;j.2015.39.5.353

Cheng MH, Hsieh CL, Wang CY, Tsai CC, Kuo CC. Complementary therapy of traditional Chinese
medicine for blood sugar control in a patient with type 1 diabetes. Complement Ther Med. 2017; 30:
10-3. http://dx.doi.org/10.1016/j.ctim.2016.09.007

Wu X, Hu M, Hu X, Ding H, Gong D, Zhang G. Inhibitory mechanism of epicatechin gallate on a-
amylase and a-glucosidase and its combinational effect with acarbose or epigallocatechin gallate. J Mol
Lig. 2019; 290: 1-10. https://doi.org/10.1016/j.mollig.2019.111202

Wang H, Shi S, Wang S. Can highly cited herbs in ancient Traditional Chinese medicine formulas and
modern publications predict therapeutic targets for diabetes mellitus? J Ethnopharmacol. 2018; 213:
101-10. https://doi.org/10.1016/j.jep.2017.10.032

Sunil C, Kumar V, Van Staden J. In vitro alpha-glucosidase inhibitory, total phenolic composition,

48



18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

antiradical and antioxidant potential of Heteromorpha arborescens (Spreng.) Cham. & Schitdl. leaf and
bark extracts. South African J Bot. 2019; 124: 380-6. https://doi.org/10.1016/j.sajb.2019.05.017

Di Stefano E, Oliviero T, Udenigwe CC. Functional significance and structure—activity relationship of
food-derived  a-glucosidase  inhibitors.  Curr  Opin  Food Sci. 2018; 20: 7-12.
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2018.02.008

Jafarnejad S, Keshavarz SA, Mahbubi S, Saremi S, Arab A, Abbasi S, et al. Effect of ginger (Zingiber
officinale) on blood glucose and lipid concentrations in diabetic and hyperlipidemic subjects: A meta-
analysis of randomized controlled trials. J Funct Foods. 2017; 29: 127-34.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jff.2016.12.006

Alongi M, Anese M. Effect of coffee roasting on in vitro a-glucosidase activity: Inhibition and
mechanism of action. Food Res Int. 2018; 111: 480-7. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.05.061

Guerrero-Romero F, Simental-Mendia LE, Martinez-Aguilar G, Sanchez-Meraz MA, Gamboa-Gémez
ClI. Hypoglycemic and antioxidant effects of five commercial turmeric (Curcuma longa) supplements.
J Food Biochem. 2020;1-9. https://doi.org/10.1111/jfbc.13389

Sekar V, Chakraborty S, Mani S, Sali VK, Vasanthi HR. Mangiferin from Mangifera indica fruits
reduces post-prandial glucose level by inhibiting a-glucosidase and a-amylase activity. South African
J Bot. 2019; 120: 129-34. https://doi.org/10.1016/j.sajb.2018.02.001

Paulraj JA, Subharamanian H, Suriyamoorthy P. Phytochemical screening, gc-ms analysis and enzyme
inhibitory activity of passiflora foetida L. Joseph. Indo Am J Pharm Res. 2014; 4 (08).

Saravanan S, Parimelazhagan T. In vitro antioxidant, antimicrobial and anti-diabetic properties of
polyphenols of Passiflora ligularis Juss. fruit pulp. Food Sci Hum Wellness. 2014; 3 (2): 56-64.
http://dx.doi.org/10.1016/j.fshw.2014.05.001

Montefusco-Pereira CV, De Carvalho MJ, De Aradjo Boleti AP, Teixeira LS, Matos HR, Lima ES.
Antioxidant, anti-inflammatory, and hypoglycemic effects of the leaf extract from passiflora nitida
kunth. Appl Biochem Biotechnol. 2013; 170 (6): 1367—78. http://dx.doi.org/10.1007/s12010-013-0271

Aguillon J, Maldonado ME, Loango Chamorro N, Arango SAV. Antioxidant and antiproliferative
activity of ethanolic and aqueous extracts from leaves and fruits juice. Perspect En Nutr Humana. 2013;
15: 13-25.

Mufioz-Bernal OA, Torres-Aguirre GA, Nfiez-Gastélum JA, de la Rosa LA, Rodrigo-Garcia J, Ayala-
Zavala JF, et al. Nuevo Acercamiento a La Interaccion Del Reactivo De Folin-Ciocalteu Con Azlcares
Durante La Cuantificacién De Polifenoles Totales. Rev Espec en Ciencias Quimico-Biolégicas. 2017,
20 (2): 23-8. http://dx.doi.org/10.1016/j.recqb.2017.04.003

49



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Lopez-legarda X, Taramuel-gallardo A, Arboleda- C. Comparacidon de métodos que utilizan &cido

sulfarico para la determinacion de azUcares totales. Rev Cuba Quimica. 2017; 29 (2): 180-98.

Armentano MF, Bisaccia F, Miglionico R, Russo D, Nolfi N, Carmosino M, et al. Antioxidant and
Proapoptotic Activities of Sclerocarya birrea [(A. Rich.) Hochst.] Methanolic Root Extract on the
Hepatocellular Carcinoma Cell Line HepG2. Biomed Res Int. 2015; 2015: 1-11.
http://dx.doi.org/10.1155/2015/561589

Fazel S, Hamidreza M, Rouhollah G, Verdian-Rizi M. Spectrophotometric determination of total

alkaloids in some Iranian medicinal plants. J Appl Hortic. 2010; 12 (1): 69-70.

Egharevba GO, Dosumu OO, Oguntoye SO, Njinga NS, Dahunsi SO, Hamid AA, et al. Antidiabetic,
antioxidant and antimicrobial activities of extracts of Tephrosia bracteolata leaves. Heliyon. 2019; 5 (8)
:e02275. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.e02275

Awin T, Mediani A, Maulidiani, Shaari K, Faudzi SMM, Sukari MAH, et al. Phytochemical profiles
and biological activities of Curcuma species subjected to different drying methods and solvent systems:
NMR-based metabolomics  approach. Ind Crops  Prod. 2016; 94: 342-52.
http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.08.020

Gadioli IL, da Cunha M de SB, de Carvalho MVO, Costa AM, Pineli L de L de O. A systematic review
on phenolic compounds in Passiflora plants: Exploring biodiversity for food, nutrition, and popular
medicine. Crit Rev  Food Sci Nutr. 2018 Mar 24; 58 (5): 785-807.
http://dx.doi.org/10.1080/10408398.2016.1224805

Sakalem ME, Negri G, Tabach R. Chemical composition of hydroethanolic extracts from five species
of the Passiflora genus. Rev Bras Farmacogn. 2012; 22 (6): 1219-32. http://dx.doi.org/10.1590/S0102-
695X2012005000108

Goss MJ, Nunes MLO, Machado ID, Merlin L, Macedo NB, Silva AMO, et al. Peel flour of Passiflora
edulis Var. Flavicarpa supplementation prevents the insulin resistance and hepatic steatosis induced by
low-fructose-diet in  young rats. Biomed Pharmacother. 2018; 102: 848-54.
http://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.03.137

Ni M, Hu X, Gong D, Zhang G. Inhibitory mechanism of vitexin on a-glucosidase and its synergy with
acarbose. Food Hydrocoll. 2020; 105. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.105824

Debelo H, Li M, Ferruzzi MG. Processing influences on food polyphenol profiles and biological
activity. Curr Opin Food Sci. 2020; 32: 90-102. https://doi.org/10.1016/j.cofs.2020.03.001

Nagula RL, Wairkar S. Recent advances in topical delivery of flavonoids: A review. J Control Release.
2019; 296: 190-201. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2019.01.029

50



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Colomeu TC, Figueiredo D, Cazarin CBB, Schumacher NSG, Maroéstica MR, Meletti LMM, et al.
Antioxidant and anti-diabetic potential of Passiflora alata Curtis aqueous leaves extract in type 1
diabetes  mellitus  (NOD-mice). Int  Immunopharmacol. 2014; 18 (1): 106-15.
http://dx.doi.org/10.1016/j.intimp.2013.11.005

da Silva JK, Cazarin CBB, Colomeu TC, Batista AG, Meletti LMM, Paschoal JAR, et al. Antioxidant
activity of aqueous extract of passion fruit (Passiflora edulis) leaves: In vitro and in vivo study. Food
Res Int. 2013; 53 (2): 882-90. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2012.12.043

Cristina Lopes do Carmo M, Mateus Martins I, Elisa Ramos Magalhdes A, Roberto Marostica Jinior
M, Alves Macedo J. Passion fruit (Passiflora edulis) leaf aqueous extract ameliorates intestinal
epithelial barrier dysfunction and reverts inflammatory parameters in Caco-2 cells monolayer. Food
Res Int. 2020; 133. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.109162

Shanmugam S, Sandes RDD, Rajan M, Neta MTSL, dos Santos Lima B, de Jesus MJM, et al. Volatile
profiling and UHPLC-QqQ-MS/MS polyphenol analysis of Passiflora leschenaultii DC. fruits and its
anti-radical and anti-diabetic properties. Food Res Int. 2020; 133.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.109202

Anjitha R, Subbaraya U, Narasimhan G. Integrated invitro-insilico screening strategy of ethanolic
extract of leaves of passiflora edulis sims var. Flavicarpa against alpha glucosidase. Res J Pharm
Technol. 2020; 13 (3): 1309-13. https://doi.org/10.5958/0974-360X.2020.00241.3

Pan ZH, Ning DS, , et al. Preparative Isolation of Piceatannol Derivatives from Passion Fruit (Passiflora
edulis) Seeds by High-Speed Countercurrent Chromatography Combined with High-Performance
Liquid Chromatography and Screening for a-Glucosidase Inhibitory Activities. J Agric Food Chem.
2020; 68 (6): 1555-62. https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b04871

Kandandapani S, Balaraman AK, Ahamed HN. Extracts of passion fruit peel and seed of Passiflora
edulis (Passifloraceae) attenuate oxidative stress in diabetic rats. Chin J Nat Med. 2015; 13 (9): 680-6.
https://dx.doi.org/10.1016/S1875-5364(15)30066-2

Chandrasekhar D, Jose SM, Jomy A, Joseph A, Pradeep A, Geoji AS. Antiglycation property of
passiflora edulis f. Flavicarpa deg. foliage in type 2 diabetic patients. Clin Epidemiol Glob Heal. 2019;
7 (3): 409-12. https://doi.org/10.1016/j.cegh.2018.07.002

Monzén Daza JG. Estudio metabdlico de hojas de Passiflora ligularis juss y su relacion con la actividad

inhibitoria sobre a-amilasa y a-glucosidasa. Universidad Nacional de Colombia; 2019.

51



CAPITULO VII

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE Passiflora edulis SOBRE LA CONCENTRACION DE
LIPIDOS EN CELULAS HepG2

INTRODUCCION

Actualmente, la poblacién en general cada vez es mas propensa al desarrollo de enfermedades
metabolicas, como la obesidad debido al incremento del consumo descontrolado de alimentos con un
alto contenido graso. Estas grasas son metabolizadas en el higado, el cual regula su distribucion a
otros Organos Yy tejidos; y ese alto consumo de grasas tiene como consecuencia, aumenta el tejido
adiposo, la acumulacién de lipidos en circulacidn, hepatoxicidad por el aumento de residuos cetonicos
derivados de su catabolismo, con la consecuente, respuesta inflamatoria (1). Varios estudios han
demostrado que el consumo de lipidos conlleva al desarrollo de sindrome metabdlico (2-5), el cual
es un factor de riesgo de maltiples enfermedades como la hipertensién, la dislipidemia, resistencia a
la insulina y la obesidad, las cuales comprenden factores de riesgo de otras enfermedades de mayor
impacto como enfermedades coronarias, diabetes, higado graso o esteatosis y factores de riesgo de
varios tipos de cancer (6-8), de ahi la importancia, del mejoramiento del estilo de vida, empezando
por la reduccion del consumo de una dieta alta en calorias, que se vera reflejado en la prevencion de
enfermedades mencionadas anteriormente, sin embargo, para la mayoria de la poblacion, debido a su
condicion econémica o laboral, la falta de tiempo y en general, una vida acelerada, son pocas las
posibilidades de mantener una alimentacién saludable o poder realizar una rutina de ejercicio, lo que

conlleva a un aumento de peso debido a la acumulacion de lipidos en diferentes tejidos.

La esteatosis hepética (EH) se caracteriza por la acumulacion de lipidos en el interior de los
hepatocitos, siendo una de las enfermedades hepaticas mas comunes en occidente. La esteatosis
hepatica puede ser una condicion benigna, no inflamatoria o puede estar asociada con esteatohepatitis,
condicion que puede resultar en un dafio severo del higado (9). Esta enfermedad presenta una
prevalencia creciente, y no se cuenta con un tratamiento oficialmente aprobado para controlarla, solo
se pueden usar tratamientos indirectos en busca de reducir la acumulacion de lipidos; por este motivo,
son muchas las investigaciones cientificas que se han adelantado sobre este particular, lo que ha

permitido un mayor conocimiento de su patofisiologia (10).
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Se considera que la esteatosis hepatica es una de las principales causas del desarrollo del sindrome
de resistencia a la insulina, debido al cambio fisioldgico que sufren los hepatocitos, asi como a las
sefiales inflamatorias que se producen; por otra parte, independiente del sindrome de resistencia a la
insulina, la esteatosis hepatica aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular, esto se sustenta en
una mayor tasa de muertes en individuos con esteatosis hepatica por enfermedad cardiovascular que
por eventos asociados a cirrosis hepética, la cual es la condicion final de esta enfermedad. La
prevalencia global de EH ha sido calculada en un 25%, manifestandose en todos los grupos étnicos,
independiente de su edad y género (10).

Ademas de los cambios de habitos alimenticios de la poblacion, la basqueda de nuevos tratamientos
gue puedan controlar los efectos metabolicos relacionados con el exceso de consumo de grasa en
nuestra dieta, es fundamental; teniendo como base la alta prevalencia de enfermedades como la
obesidad, la esteatosis hepética y otros sindromes metabdlicos. Es asi, que una importante estrategia
terapéutica es el uso de plantas medicinales, entre las cuales se puede citar a Passiflora edulis, la cual
ha sido usada para diferentes propdsitos medicinales (entre ellos, como sedante (11), ansiolitica (12),
antihipertensiva (13), entre otras), asi como en la reduccion de los niveles de colesterol y triglicéridos
en sangre (14-17), sin embargo, es muy poco lo que se conoce, si estos efectos sobre el metabolismo
de los lipidos ocurren a nivel del sistema digestivo o sobre la sintesis y degradacién a nivel hepético.
El hecho de que P. edulis posea un amplio contenido de compuestos bioactivos de importancia
biomédica, tales como: &cido ascorbico, flavonoides, alcaloides, quercetina, kaempferol, pectinay un
alto contenido de azucares y polifenoles con demostradas actividades antioxidantes; la convierte en
una excelente fuente de recursos para la investigacién sobre los efectos beneficiosos, que esta amplia
gama de metabolitos secundarios pueda brindar a la salud humana. En este contexto, la presente
investigacion tiene como propdsito evaluar el efecto que presentan los extractos de hojas y jugo de
P. edulis sobre la concentracién de los lipidos en el modelo celular hepG2 estimuladas con &cido

oleico.

METODOLOGIA

Para evaluar el efecto que se produce sobre la concentracion de lipidos en células HepG2 tratadas con
los extractos de hojas y jugo de P. edulis, se realizaron dos tipos de ensayos, uno cualitativo (tincion

Oil Red) y otro cuantitativo (cuantificacion de colesterol y triglicéridos).

53



a. Evaluacioén cualitativa - Tincion Oil Red

Cultivo celular: Los ensayos se realizaron utilizando como modelo celular, las células
HepG2. Se sembraron 10.000 células/pozo en placas de 96 pozos, las células fueron
cultivadas en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medio) con L-Glutamina
y suero fetal bovino (SFB) al 10%, antibidtico al 1 % (100 U/mL de penicilina'y 100 pg/mL
de sulfato de estreptomicina) y aminoacidos esenciales al 1%; incubadas a 37 °C y 5 % de
CO.. Cuando las células alcanzaban una confluencia del 80 % se cambiaba a medio DMEM
suplementado con SFB al 3 % durante 8 horas y luego se cambiaba por nuevo medio de

cultivo con los tratamientos.

Tratamientos: Para determinar la acumulacion de lipidos al interior de las células, se
evaluaron los extractos de hojas y de jugo de P. edulis a concentraciones de 50, 100 y 200
pg/mL, y &cido oleico (AQ) a 100 uM (&cido graso sustrato para inducir la acumulacion de
lipidos), preparados en DMEM suplementado con SFB al 3 %. Las células fueron expuestas
durante 24 horas a los tratamientos consistentes de la mezcla de las diferentes concentraciones
de los extractos con &cido oleico (AO) (18), como control positivo se cultivaron células solo
con &cido oleico y como control negativo, células solo con medio DMEM suplementado con
SFB al 3 %.

Fijacion celular: Pasado el tiempo de incubacion con los tratamientos, las células fueron
fijadas con paraformaldehido. Se retiraba el medio de cultivo o tratamientos, y se lavaba dos
veces con buffer fosfato salino (PBS) 2X; se adicionaron 100 uL de paraformaldehido al 10

%, se incubd durante 1 horaa 4 °C.

Tincion de lipidos: Inicialmente se prepard la solucion de tincién Oil Red en isopropanol a
2 mg/mL. Luego de retirar con mucho cuidado la solucién de fijacion y se lavaron las células
dos veces con agua destilada, se adicion6 100 pL de isopropanol al 60 % y se incub6 a
temperatura ambiente durante 5 minutos, se removid el alcohol y se adicion6 100 uL de la

solucion de tincion Oil Red.

La placa de cultivo se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente y en agitacion
circular a 120 rpm. Finalmente, se retira el colorante y se lavan las células 5 veces con agua
destilada. Se mantienen las células tefiidas cubiertas con agua y se observaron en microscopio
Optico marca Optika, referencia IM-3. Las fotografias de las células se tomaron usando el

objetivo 40X y con la cdmara acoplada al microscopio, marca Optika, referencia C-B3.
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Las iméagenes (fotografias) fueron evaluadas usando el software Image J, con este programa,
se calculd el &rea de la imagen que estaba tefiida por el colorante, para finalmente calcular las
veces que se diferencia los tratamientos con relacion al control negativo, usando la siguiente

formula;

area del tratamiento

Veces de cambio = - -
area del control negativo

Evaluacién cuantitativa — Cuantificacion de colesterol y triglicéridos

Cultivo celular: Se sembraron 200.000 células/pozo en placas de 6 pozos, las células fueron
cultivadas en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medio) con L-Glutamina
y suero fetal bovino (SFB) al 10 %, antibiotico al 1 % (100 U/mL de penicilina 'y 100 pg/mL
de sulfato de estreptomicina) y aminoacidos esenciales al 1 %; incubadas a 37 °C y 5 % de
CO.. Cuando las células alcanzaban una confluencia del 80 % se cambiaba a medio DMEM
suplementado con SFB al 3 % durante 8 horas y luego se cambiaba por nuevo medio de

cultivo con los tratamientos indicados anteriormente.

Extraccion de los lipidos: Una vez terminados los periodos de incubacion, se colecto el
medio de cultivo y se lisaron las células, con 1 mL de buffer de lisis RIPA. Este lisado se
dividié en tres porciones: 400 uL para determinar colesterol, 400 pL para triglicéridos y 200
WL para cuantificar proteinas, para normalizar los valores en base a la concentracion de

proteinas.

A los 400 pL de lisado se le adiciond 500 pL de cloroformo y 1 mL de metanol, la mezcla se
dejo en agitacion durante 1 hora, posteriormente se adicion6 500 uL de agua destilada y 500
uL de cloroformo (se generan dos fases: fase cloroférmica en el fondo y fase acuosa en la
parte superior), se centrifugd a 300 rpm durante 2 minutos y se removio la fase cloroférmica
a un nuevo tubo (en esta fase se encontraban los lipidos extraidos), el cloroformo se dejé
evaporar por completo, incubando a temperatura ambiente durante 24 horas; el residuo

resultante se utilizé para la cuantificacion lipidica (19).

Una vez obtenidos los residuos lipidicos se disolvieron en 5 puL de isopropanol y a esta mezcla

se le adicioné 1 mL del reactivo del Kit colorimétrico Human Liquicolor® para la
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cuantificacion de triglicéridos, se incubd durante 5 minutos a 37 °C y se midi6 absorbancia a

510 nm, se usé como estandar de triglicéridos, el reactivo aportado en el Kit.

El mismo procedimiento se realizé para cuantificar colesterol, cambiando el reactivo del Kit

para la determinacidn de colesterol y su respectivo estandar.

Finalmente, se calculd la concentracién de lipidos, normalizando con la curva de
concentracion de proteinas para cada tratamiento. Las proteinas se cuantificaron por el
método BCA (&cido bicinconinico) utilizando albumina sérica para la curva de calibracion.
El mismo procedimiento de extraccion se realizd al medio de cultivo colectado, para

determinar los lipidos extracelulares.

Célculos para la cuantificacion de los lipidos: Con base en los valores de absorbancia obtenidos se

realizaron los siguientes calculos para determinar las concentraciones de colesterol y triglicéridos:

Se calculd la concentracién en mg/dL de colesterol o triglicéridos, empleando la ecuacion,

suministrada por el proveedor del Kit:

Colesterol = 200 AA muestra mg
oresterot = x AA estandar "mL

El valor obtenido se dividi6 por 40, debido a que en la ecuacidn del kit se asume que la muestra inicial

tenia un volumen de 10 pL, sin embargo, en el experimento se partié de 400 pL, por esto la division.

La cantidad obtenida se multiplica por 10 para convertir los mg/dL a pg/mL

1mg 1dl 1000 ug
=10 ug/mL
dl 100ml 1mg 'g/

Los resultados fueron reportados como la media + la desviacion estandar de tres experimentos
independientes, y las comparaciones estadisticas fueron realizadas por una prueba Kruskall-Wallis
con el programa estadistico SPSS v20.0. Los resultados con valores p < 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS
Evaluacion cualitativa de los lipidos

En el presente estudio, se evaluo los efectos de los extractos de hojas y jugo de P. edulis sobre la
concentracion de lipidos en células HepG2 estimuladas con acido oleico, de forma cualitativa y
cuantitativa. En la literatura son varias las investigaciones que sefialan que la exposicion del modelo
celular HepG2 a &cidos grasos monoinsaturados como el acido oleico, conlleva a una acumulacion
de lipidos en vacuolas al interior celular, situacion que se asemeja a la esteatosis hepatica. De hecho,
en nuestro estudio, se evidencio esta situacion a traves del ensayo de tincion de lipidos, en el cual las
células expuestas al 4cido oleico aumentaron la presencia de lipidos en su interior cerca de 4 veces

comparado con lo observado para las células control (Figura 1Ay 1B).

>
@
—

(veces del control)
_|*
*
*

Acumulacion de lipidos

Acumulacién de lipidos
(veces del control)

Figura 1. Inhibicion de la acumulacion lipidica por los extractos de P. edulis. Los datos reportados
corresponden a las medias * la desviacién estandar de tres muestras para cada grupo. * p < 0,05 con relacion al
acido oleico. ** p < 0,001 con relacion al acido oleico. A). Resultados obtenidos con extracto de jugo. B).
Resultados obtenidos con el extracto etanélico de hojas. AO, acido oleico (100 uM); AO/F50, acido oleico y
extracto de jugo a 50 pug/mL; AO/F100 4cido oleico y extracto de jugo a 100 pg/mL; AO/F200 &cido oleico y
extracto de jugo a 200 pg/mL.

Como se observa en la Figura 1, tanto el extracto de jugo de P. edulis como el extracto etanélico de
hojas, reducen significativamente la acumulacion de lipidos en las células HepG2. El extracto
etandlico de hojas, present6 el mayor efecto inhibitorio frente a la acumulacion de lipidos en este
ensayo, su mayor efecto se produjo en el tratamiento a una concentracion de extracto de 200 pg/mL,
el cual disminuy0 en 2 veces al valor del control con respecto a las células expuestas solo al acido

oleico (Figura 1B), lo que se traduce en un porcentaje de inhibicion del 51,2 %; sin embargo, el
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tratamiento a la menor concentracion de extracto (50 pg/mL), también mostr6 una reduccién

significativa de la acumulacién de lipidos, con un porcentaje de inhibicion del 25.8 %.

En cuanto al efecto causado por el extracto del jugo de P. edulis, se encontr6 que el mayor efecto fue
observado en el tratamiento a una concentracion de 100 pg/mL, generando una reduccién 1,9 veces
el valor del control con relacion al tratamiento de estimulacion de acumulacion de lipidos con &cido
oleico, esta reduccion expresada en porcentaje corresponde a una inhibicién del 47,9 % (Figura 1A);
mientras que el menor efecto, fue observado para el tratamiento a 50 pg/mL, con un porcentaje de
inhibicion de 22,5 %, no obstante, es importante notar que todos los tratamientos evaluados
presentaron inhibiciones de acumulacion de lipidos estadisticamente significativas, con respecto al
tratamiento con solo &cido oleico.

Estas diferencias, también se observan en las fotografias obtenidas luego de la tincion con Oil Red,
como se muestra en la Figura 2, observando que la tincidn al interior de las células tratadas se reduce
a medida que se aumenta la concentracion para ambos extractos, es decir, se observa un efecto

inhibitorio de la acumulacion de lipidos de forma dosis-dependiente.
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Figura 2. Fotografias de las células HepG2 (40X) tratadas con extractos de P. edulis y tefiidas con Oil Red.
AO, &cido oleico (100 pM); AO/F50 acido oleico y extracto de jugo a 50 ug/mL; AO/F100 &cido
oleico y extracto de jugo a 100 pg/mL; AO/F200 &cido oleico y extracto de jugo a 200 pg/mL; AO/H50
acido oleico y extracto de hojas a 50 pg/mL; AO/H100 acido oleico y extracto de Hojas a 100 pg/mL;
AO/H200 &cido oleico y extracto de hojas a 200 pg/mL.

Evaluacion cuantitativa de los lipidos

En cuanto a las concentraciones de lipidos evaluados cuantitativamente, por el ensayo enzimético de
Human Liquicolor®, se observé consistencia con lo observado en el ensayo de Oil Red. En los
tratamientos con el extracto de jugo de P. edulis se encontrd que hay un efecto dosis dependiente, en
cuanto a la reduccion de los triglicéridos intracelulares (Figura 3A.). En el ensayo a 24 horas de
incubacion con el extracto de jugo, se observa un aumento estadisticamente significativo de la
concentracion de triglicéridos en las células tratadas con &cido oleico con respecto a concentracion
de las células control; mientras que para los tratamientos, se observo una reduccion estadisticamente
significativa de la concentracién de triglicéridos en las células tratadas con el extracto de jugo en
relacion a la concentracion de triglicéridos de las células estimuladas solo con acido oleico (p =
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0,003). A las 24 horas de tratamiento, no se evidenciaron diferencias entre las concentraciones de
triglicéridos de las células control y los tratamientos, asi mismo, entre las concentraciones de las
células control y las células con solo extracto de jugo, no obstante, se observo que en las células
expuestas solo a jugo presentaron una reduccion con relacion a la concentracion de triglicéridos de

las células control (Figura 3A.).

En el ensayo a 48 horas de incubacion, se hace mas evidente el aumento de la concentracién de
triglicéridos en las células tratadas con acido oleico con respecto a concentracion de las células control
(p =0,001); mientras que para los tratamientos, aunque se observa una reduccion de la concentracion
de triglicéridos en las células tratadas con el extracto con respecto a la concentracién de triglicéridos
de las células estimuladas solo con 4cido oleico, esta reduccién no fue significativa (p > 0,05). Del
mismo modo, se evidenciaron diferencias significativas en la concentracién de triglicéridos en las
células control y los tratamientos, indicando que, el efecto protector o inhibitorio de la acumulacion
de la sintesis de triglicéridos a este periodo de tiempo no es tan fuerte (Figura 3A.). Finalmente, es
importante notar que el porcentaje de inhibicion de los triglicéridos al interior de las células por parte
del extracto de jugo de P. edulis a las 24 horas de periodo de incubacién, en promedio fue del 76,9 %
y a las 48 horas fue de 34,0 %, lo que implica que el efecto del extracto, aunque perdura en el tiempo
no lo hace en la misma proporcion.

Por otra parte, al evaluar las concentraciones de los triglicéridos extracelulares o liberados al medio
de cultivo, de las células HepG2 tratadas con el extracto de jugo de P. edulis no se encontraron
diferencias significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 3B.). En el ensayo a 24 horas; se
observa que las concentraciones de los triglicéridos liberados por las células estimuladas con acido
oleico y los demas tratamientos son menores con respecto a las concentraciones de triglicéridos de
las células control, aunque esta reduccion no es estadisticamente significativa; del mismo modo, se
observa una disminucién de estas concentraciones, en las células expuestas solo al extracto de jugo,
pasando de un promedio de 8,8 a 3,78 g de triglicérido/mg de proteina, para las células control y

tratadas con extracto de fruto a 200 pg/mL, respectivamente, lo que implic6 una reduccion del 58 %.

En el ensayo a 48 horas de incubacion, se presenté un comportamiento contrario a lo observado en
los triglicéridos intracelulares, pues en este caso, hubo una reduccion de los niveles de triglicéridos,
comparados con los niveles observados a 24 horas, en todos los tratamientos (Figura 3B.). Ademas,
las concentraciones de triglicéridos de las células control son similares a las observadas en los demas

tratamientos.
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Figura 3. Concentracion de triglicéridos en células HepG2 tratadas con extracto de jugo de P. edulis. Los
datos presentados corresponden a las medias + la desviacion estandar de tres muestras para cada grupo. * p <
0,05 con relacion al acido oleico. A). Concentracion de triglicéridos intracelulares, B). Concentracion de
triglicéridos extracelulares. Control; células sin tratamiento; AO, acido oleico (100 uM); AO/F50, acido oleico
y extracto de jugo a 50 pug/mL; AO/F100 &cido oleico y extracto de jugo a 100 pg/mL; AO/F200 &cido oleico
y extracto de jugo a 200 pg/mL; F200 extracto de jugo a 200 pg/mL.

En la Figura 4. se observan las concentraciones de colesterol intracelular (Figura 4A.) y colesterol
extracelular (Figura 4B.) de las células HepG2 tratadas con el extracto de jugo de P. edulis. En el
tratamiento a un periodo de 24 horas, las concentraciones de colesterol de las células estimuladas con
acido oleico aumentaron considerablemente, y a medida que aumentaba la concentracién del extracto,
los niveles de colesterol disminuian (Figura 4A.); de hecho, la reduccion causada por el extracto con
respecto al tratamiento de &cido oleico fue de un 65 %, sin embargo, esta reduccién no fue
estadisticamente significativa debido a la alta variabilidad en los valores de los resultados, a pesar
gue presentaran la misma tendencia. Pero, se destaca el hecho, que el tratamiento con extracto a 100
pg/mL presentd una concentracion promedio de colesterol de 37,02 pg/mg de proteina, mientras que
la concentracion en las células control fue en promedio de 34,7 pg/mg de proteina, lo que indica el
efecto inhibitorio de la sintesis de colesterol si se compara con las concentraciones de las células
estimuladas con &cido oleico, que presentaron un promedio de 46,35 pug/mg de proteina. Para el
periodo de incubacién a 48 horas, el comportamiento de las concentraciones fue similar al periodo de
24 horas, es decir, el extracto present6 una reduccion en la formacion de colesterol por parte de las
células tratadas, no obstante, el efecto ya no fue tan marcado puesto que en promedio la reduccion
fue de un 26,5 %.
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En las concentraciones de colesterol extracelular se observa que se aumentaron significativamente (p
=0,001) los niveles de colesterol del periodo de incubacion de 24 horas al periodo de 48 horas (Figura
4B.). A las 24 horas se encontro que las células control liberan una mayor cantidad de colesterol al
medio comparadas con los deméas tratamientos, aunque esta diferencia no es estadisticamente
significativa. Por otra parte, a 48 horas, los niveles de colesterol en las células control son mayores a
los observados en las células estimuladas con acido oleico, y asi mismo, se nota que a medida que
aumenta la concentracién del extracto, aumentan los niveles de colesterol comparados con los valores
del tratamiento con &cido oleico, siendo el tratamiento a 200 pg/mL, el que mas se acerca a los niveles
de colesterol liberados al medio de las células control (Figura 4B.). Sin embargo, estas diferencias
entre los niveles de colesterol liberados por parte de los tratamientos con extracto y con acido oleico,
no presentan diferencias estadisticamente significativas, probablemente debido a la alta variabilidad

de los valores.

Se podria sefialar entonces que el extracto de jugo de P. edulis reduce la produccion tanto de colesterol
como triglicéridos en las células HepG2 estimuladas con &cido oleico.

A). B).
E& 24 horas

60 - Il 24 horas B 48 horas

v | ] ]

IN
o
1

w
=}
1

N
o
L

Colesterol (@g/mL de proteina)
[
o
1

Colesterol (wg/mL de proteina)

Figura 4. Concentracion de colesterol en células HepG2 tratadas con extracto de jugo de P. edulis. Los datos
presentados corresponden a las medias + la desviacion estdndar de tres muestras para cada grupo. A).
Concentracion de colesterol intracelular, B). Concentracion de colesterol extracelular. Control; células sin
tratamiento; AO, acido oleico (100 uM); AO/F50, &cido oleico y extracto de jugo a 50 pg/mL; AO/F100 &cido
oleico y extracto de jugo a 100 pg/mL; AO/F200 &cido oleico y extracto de jugo a 200 pg/mL; F200 extracto
de jugo a 200 pg/mL.
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La Figura 5A muestra la concentracion de los triglicéridos intracelulares, de las células expuestas al
extracto de hojas de P. edulis, donde se puede observar que a 24 horas de tratamiento, no se evidencia
un efecto de reduccion del extracto sobre la concentracion de lipidos, por el contrario se observa un
aumento de la concentracion de los triglicéridos en las células tratadas con el extracto, incluso
superior a la concentracion de triglicéridos de las células estimuladas con &cido oleico; sin embargo,
ninguna de estas diferencias presentan valores estadisticamente significativos. En el ensayo a 48 horas
de incubacion con el extracto de hojas, se observo una diferencia significativa entre las
concentraciones de triglicéridos de las células control (13,6 pg de triglicéridos/mg de proteina) y las
concentraciones de las células estimuladas con &cido oleico (46,1 ug de triglicéridos/mg de proteina),
contario a lo observado a las 24 horas, los niveles de triglicéridos disminuyeron al aumentar la
concentracion del extracto de hojas (Figura 5A.), sin ser una reduccidn significativa, el extracto de
hojas a una concentracion de tratamiento de 100 pg/mL alcanz6 una disminuciéon de un 40 %
comparado con las células estimuladas con &cido oleico. Asi mismo, se observa que no hay
diferencias notorias entre las concentraciones de triglicéridos entre los dos periodos de tiempo

evaluados.
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Figura 5. Concentracion de triglicéridos en células HepG2 tratadas con extracto de hojas de P. edulis. Los
datos representan las medias + la desviacion estandar de tres muestras para cada grupo. A). Concentracion de
triglicéridos intracelulares, B). Concentracién de triglicéridos extracelulares. Control; células sin tratamiento;
AO, acido oleico (100 uM); AO/F50, acido oleico y extracto de hojas a 50 pg/mL; AO/F100 &cido oleico y
extracto de hojas a 100 pg/mL; AO/F200 acido oleico y extracto de hojas a 200 pug/mL. H200 extracto de hojas
a 200 pg/mL.
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Para las concentraciones de los triglicéridos extracelulares de las células tratadas con el extracto de
hojas de P. edulis no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos para los
periodos evaluados (Figura 5B.). En el ensayo a 24 horas; se observa que las concentraciones de los
triglicéridos liberados por las células control, las células estimuladas con &cido oleico y los deméas
tratamientos son similares. En el ensayo a 48 horas de incubacion, se presentd un comportamiento
similar, es decir, no se observaron diferencias en las concentraciones de las células control y los
demaés tratamientos. Al comparar los niveles de triglicéridos en los periodos de tiempo evaluados, se
destaca un aumento significativo en la concentracion de triglicéridos extracelulares, del periodo de
24 horas al periodo de 48 horas, de los tratamientos de las células con &cido oleico (p = 0,032) y de

las células con solo extracto de hojas (p = 0,001) (Figura 5B).

En el caso del colesterol, no se evidencia un efecto del extracto de hojas de P. edulis sobre la
concentracion de colesterol intracelular (Figura 6A.) o el colesterol extracelular (Figura 6B.). Las
células HepG2 evaluadas a un periodo de tiempo de 24 horas, mostraron que las concentraciones de
colesterol intracelular de las células estimuladas con &cido oleico y de los tratamientos con el extracto
de hojas, son menores a la concentracion de colesterol de las células control (p > 0,05). La misma
situacion se present6 cuando fueron evaluadas a un periodo de 48 horas, aunque con una mayor

variabilidad y sin presentar una tendencia asociada a la concentracion del extracto (Figura 6A.).

En el colesterol extracelular se observa un comportamiento variable independiente del tratamiento.
En el caso del periodo de 24 horas se encontrd que las células control liberan una mayor cantidad de
colesterol al medio comparadas con los deméas tratamientos, aunque esta diferencia no es
estadisticamente significativa. Asi mismo, en el periodo de tratamiento de 48 horas, los niveles de
colesterol en las células control son mayores a los observados en los demas tratamientos (Figura 6B.).
Se observa también, que los niveles de colesterol extracelular de las células se reducen a las 48 horas
comparados con los valores observados a las 24 horas, excepto para el tratamiento de acido oleico
mezclado con extracto de hojas a 50 pg/mL; de hecho, la reduccién es estadisticamente significativa
para las células control, AO, AO/H100 y H200.

En base a los resultados observados para el extracto de hojas de P. edulis, se podria indicar que no
tiene un efecto significativo para regular el metabolismo del colesterol o los triglicéridos en las células

HepG2 estimuladas por &cido oleico.
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Figura 6. Concentracion de colesterol en células HepG2 tratadas con extracto de hojas de P. edulis. Los datos
representan las medias + la desviacion estandar de tres muestras para cada grupo. A). Concentracion de
colesterol intracelular, B). Concentracion de colesterol extracelular. Control; células sin tratamiento; AO, acido
oleico (100 uM); AO/F50, acido oleico y extracto de hojas a 50 pg/mL; AO/F100 &cido oleico y extracto de
hojas a 100 pg/mL; AO/F200 acido oleico y extracto de hojas a 200 pg/mL. H200 extracto de hojas a 200
pg/mL.

DISCUSION

Para reducir los niveles plasmaticos de los lipidos, se han producido una amplia variedad de
medicamentos, los cuales deben administrarse indefinidamente y ademas generan efectos secundarios
como alteraciones gastrointestinales, dolores musculares, miopatias (20,21), debido a esto, las
investigaciones apuntan a buscar mejores terapias y con reducidos efectos secundarios, en respuesta
a ello, una estrategia muy utilizada ha sido el uso de la medicina tradicional, debido a varias razones,
entre las que se destacan: menores efectos secundarios, efectos sinérgicos por la presencia de diversos
metabolitos con actividad biolégica contra enfermedades de importancia en salud pablica como el

cancer, las enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas (22).

Las plantas del género Passiflora, son conocidas por contener una amplia gama de componentes
bioactivos de importancia terapéutica contra una extendida variedad de enfermedades (23), por
ejemplo, los extractos de las hojas de P. edulis mejoran la integridad intestinal (24), las hojas de P.
alata poseen efectos antiinflamatorios (25), las semillas de P. edulis muestran una fuerte actividad

antidiabética (26), las hojas y jugo de P. edulis tienen actividad anticancerigena (27-29); como
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vemos, esta planta ademas de presentar una muy variada aplicacion a nivel culinario, también posee

un vasto potencial para su aplicacion en la biomedicina.

En este contexto, en P. edulis comunmente llamada maracuyé o parchita, se ha evidenciado que posee
efectos sobre la regulacion de los lipidos en humanos (14,16,17) y mejora la resistencia a la insulina
(30); en esta investigacion se observo que el extracto de jugo de P. edulis tiene la capacidad de reducir
significativamente la produccion de colesterol y triglicéridos en un modelo celular estimulado a la
acumulacién de lipidos con el &cido oleico, de esta forma se evidencia un efecto protector sobre las
células hepaticas. Estos resultados son congruentes con lo reportado para otra especie del género
Passiflora, en donde evaluaron los niveles de colesterol y triglicéridos en ratones a los cuales se les
suministré una dosis de extracto de hojas de P. suberosa (31) reportando una reduccion en los valores
de 17 % y 12 % para colesterol y triglicéridos, respectivamente, comparados con el grupo control; en
nuestro estudio, con el extracto de jugo de P. edulis el efecto en la reduccién fue en promedio de 65,1
%'y 76,9 %, para el colesterol y los triglicéridos, aunque es importante sefialar que la diferencia puede
deberse a que los procesos de digestion y absorcion en el modelo animal, reducen la cantidad de
extracto que llegara al higado.

Algunos de los efectos que presentan los extractos de P. edulis en la reduccién del colesterol y
triglicéridos en modelos animales y en el hombre son atribuidos a su contenido de fibra dietaria y a
su alta capacidad antioxidante de la mayoria de sus componentes bioactivos (31). Dentro de los
compuestos que nuestro grupo de investigacion ha reportado para los extractos evaluados podemos
mencionar: acido ascorbico, acido p-cumarico, quercetina, kaempferol, xilosa, manosa, estaquiosa,
rafinosa, verbascosa; de los cuales algunos han sido reportados que tienen la capacidad de afectar la
sintesis de lipidos como lo observado con el &cido ascérbico en un ensayo con ratones (32) donde
reportan que este compuesto reduce significativamente la acumulacion de grasa en los hepatocitos,
ademas reduce el peso corporal, la acumulacion de grasa subcutanea y la adipogénesis. También el
kaempferol en un ensayo con adipocitos humanos, redujo significativamente la acumulacion de
triglicéridos al interior de estas células (33). Otro de los componentes bioactivos de los extractos de
P.edulis es la quercetina, fitoquimico con efecto anti-obesidad demostrado (34), como se sefiala en el
estudio con ratas con una alimentacion alta en contenido graso, en el cual observaron que la quercetina
reduce la acumulacion lipidica, disminuye el peso corporal y la grasa total de los animales, aumenta
la excrecion de los lipidos en las heces, todo esto debido a que modula genes importantes en el
metabolismo lipidico como lo son el gen de la HMGR (hidroxi metil glutaril CoA reductasa), el ACC
(acetil CoA carboxilasa), la FAS (acido graso sintetasa), el promotor SREBP-1 (proteina de unién a

elementos reguladores de esteroles, tipo 1) y el PPARy (receptor activador de proliferacion de
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perixosomas). En cuanto a los componentes de tipo sacarido, también existen reportes gue indican
que algunos de ellos tienen la capacidad de regular el metabolismo tanto del colesterol como de los
triglicéridos, tal es el caso de la xilosa (presente en los extractos de P. edulis), la cual fue evaluada en
ratones con una dieta alta en grasa (35), encontrando que este monosacarido reduce significativamente
las concentraciones de colesterol y colesterol LDL, asi mismo, tiene la capacidad de reducir la

expresion del gen FAS, el cual es clave en la biosintesis del colesterol

Se ha demostrado que el incremento de la acumulacion lipidica en las células HepG2 promovida por
la presencia del &cido oleico, desencadena la generacidn de altos niveles de radicales libres de oxigeno
comparados con los valores de los controles (36), debido a la alta tasa de peroxidacion lipidica que
generalmente se asocia con dafios a nivel celular que pueden llegar a implicar alteraciones en los
controles de la division celular, llevando consigo a la célula a condiciones cancerigenas, como la
cirrosis. Hemos demostrado gue tanto los extractos de hojas como los de jugo de P. edulis poseen una
actividad antioxidante significativa, evaluada por diferentes métodos (28); lo que implica que ademas
de los efectos de la reduccién sobre la acumulacion de lipidos, los extractos de P. edulis pueden
proteger a los hepatocitos sanos de convertirse en células cancerigenas, como lo hemos demostrado
en anteriores estudios, en los cuales reportamos que los extractos de hojas como de jugo de P. edulis
tienen efectos anticancerigenos, ya sea porque reducen la viabilidad celular (29,37), o porque

conducen a la célula a procesos apoptéticos (27).

Un hecho a tener en cuenta de este estudio, fue que el extracto de jugo presentd efecto sobre la
reduccion o inhibicién tanto de colesterol como de triglicéridos, situacion que desde el punto de vista
practico tiene varias ventajas; primero porque ya demostramos que los componentes bioactivos
presentes en este extracto tienen una buena bioaccesibilidad, es méas, durante el proceso digestivo,
algunos de los componentes como el kaempferol, al acido galico o el acido clorogénico aumentan su
concentracion durante el paso por el intestino y su posterior absorcion (38); y segundo porque la
obtencion del extracto es bastante simple, solo implica un proceso de colacion del contenido del fruto.
Estas ventajas son importantes al momento de pensar en el extracto de maracuya o P. edulis para el
aprovechamiento de las personas en general, que buscan una terapia alterna o coadyuvante al
tratamiento para la reduccion de problemas de salud como lo son la obesidad, la esteatosis hepética y

la aterosclerosis.
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CONCLUSION

En este estudio se demostro que el extracto de jugo de P. edulis posee componentes bioactivos con la

capacidad de reducir laacumulacion de lipidos al interior de las células hepaticas, HepG2, reduciendo

la concentracion tanto de colesterol como de triglicéridos; asi mismo, se evidencié como se reporta

en otros estudios, que el modelo celular HepG2 al ser estimulado con &cido oleico, aumenta la

acumulacién de lipidos, principalmente triglicéridos, llevando a las células a condiciones fisiologicas

similares a la esteatosis hepaticas.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES

Como conclusién general de la investigacion podemos sefialar que ambos extractos evaluados poseen
compuestos bioactivos de importancia biomédica, como la quecetina, el kaempferol, el acido
ascorbico entre otros. Del mismo modo, presentan una bioaccesibilidad considerable para los
componentes de tipo fendlico y el &cido ascorbico; siendo el extracto etandlico de hojas de P. edulis
el que poseen un mayor contenido de compuestos fenolicos y flavonoides, asi mismo, es este extracto

el que presenta una mayor actividad antioxidante.

Por otra parte, es el extracto de jugo de maracuya, el que presenta un mayor efecto proapoptético
frente a este modelo celular y una mayor inhibicion de la actividad de la enzima a-glucosidada,
reduciendo la absorcion de glucosa y con ello la necesidad de insulina, que indirectamente evita de
que el higado disponga de un exceso de carbohidratos que puedan contribuir a la sintesis de lipidos o
que se reduzca la resistencia a la insulina, proceso metabdlico que también estimula a los hepatocitos
a la biosintesis de lipidos. Del mismo modo, es este extracto, el que evidencié una mayor inhibicion
de la acumulacion de lipidos en el modelo celular HepG2, especificamente triglicéridos, reduciendo
el riesgo de afectacion de los hepatocitos por toxicidad debido a los residuos cetdnicos y obviamente,
esta reduccion en la acumulacién de lipidos en las células hepaticas esta directamente relacionada con

la reduccion de triglicéridos plasmaticos.

Estos resultados proyectan al extracto de jugo de Passiflora edulis como un alimento funcional,
promisorio, para que, a través de estudios mas amplios, se pueda consolidar su beneficio en la

regulacion positiva del metabolismo lipidico y la glicemia.
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RECOMENDACIONES

Al finalizar un proceso de investigacién son méas los nuevos cuestionamientos que se generan que las

respuestas que se producen, es por ello que se recomienda lo siguiente:

o Realizar un fraccionamiento del extracto de jugo de Passiflora edulis y evaluar de nuevo los
efectos de estos compuestos aislados sobre las células HepG2 estimuladas con acido oleico,
para determinar si el efecto hipolipemiante observado en esta investigacion se debe a un
compuesto en particular o a la accion sinérgica de los compuestos presentes en el extracto

crudo.

e Evaluar el efecto hipolipemiante del extracto de jugo de Passiflora edulis en un modelo
celular de adipocitos, para determinar si los componentes bioactivos de este, también tienen
la capacidad de regular la acumulacion de triglicéridos en el tejido adiposo como principal

reservorio de estos lipidos.

o Evaluar este extracto a una mayor concentracion en un modelo celular animal con una dieta
cetogénica evaluando no solamente lo que sucede a nivel de las concentraciones de colesterol
y triglicéridos en plasma, sino también las concentraciones de glucosa en sangre, asi como

una evaluacion histolégica del tejido hepatico de los animales.

e Evaluar el efecto de los extractos en el modelo, sobre la expresion de los factores de
transcripcion PPARa (Receptor activador de la proliferacion del peroxisoma) y SREBP-1
(Proteina de union a elementos reguladores de esteroles tipo 1), buscando elucidar el efecto

molecular.

e Utilizar hepatocitos primarios para evaluar la modulacion del metabolismo lipidico por los

extractos de Passiflora edulis, sin ser estimulados por acidos grasos.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado tutoria de estudiante de Maestria (I semestre).

L
| | eAunan | |

. N ?* At
UNIVERSIDAD Mgl
BEL GlINDICH ::'T?._-::f-’-’/

LA DIRECTORA DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

DE LA UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

HACE CONSTAR:

Cue el Magister JOHANNY AGUILLOM OSMA identificade com cédula de ciudadania
Mo.94 287 028, es Tutor del trabajo de grado dencminado: "Efecto del exfracto efandlico de
hojas de maracuya sobre los facfores franscripcionales [SREEP-1 y PPARa) y su
respuesta en los lipidos de las células HepG2™, del estudiants Jhon Sebastian Ledn Villarsal
de la Maestria en Ciencias Biomédicas.

La presente constancia se firma a los 26 dias del mes de marze de 2020.

K

i A

Dlga Alicia Nisto Cardenas

MD, MPH, PhD

Coordinadora

Doctorado en Ciencias Biomédicas
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Anexo 2. Certificado tutoria de estudiante de Maestria (IV semestre).
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LA DIRECTORA DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

DE LA UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

HACE CONSTAR:

Que el Magister JOHANNY AGUILLOM OSMA identficade con cédula de ciudadania
Mo.84 287 028, es Tutor del frabajo de grado denominado: "Efecto del exfracto efandlico de
Fassifloraedulis sobre enzimas del metabolismo de lipidos en células de

adenocarcinoma colorrectal humano ™, del estudiante Johan Alexander Villada de la Maestria
en Ciencias Biomedicas.

La presents constancia e firma a los 28 dias del mes de marze de 2020

]

oy !

Olga Alicia Mieto Cardenas

MD, MPH, PhD

Coordinadora

Doctorado en Ciencias Biomeédicas
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Anexo 3. Certificado Tutor Pregrado: Licenciatura en biologia y educacién ambiental
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Ammenia, 20 de abril de 2020

La DIRECTORA DEL PROGRAMA DE LIGENCIATURA EN CIENCIAS MATURALES ¥
EDUCACION AMBIENTAL

HACE CONSTAR GUE:

Cue & Docior Johanmy Aguilion Osma, identficado con cédula de ciudadanda W* 94287 028,

se des=mpefc en & Programa de Licenoatura en Ciendas Wahrales y Educacion Ambiental,
como Director de los siguienies Trabajos de Gradao:

Titulo: Caracienzacon filoguimica del exiracin etandlioo de hojas de Passifiora edulls y su efecto
sobre |3 wabdidad en un modelo oedular de cancer hepaboo.

Esludianies: Leidy Dahiana Goredlez Hemandez
Afoc 2019

Titulo: Evaluacidn de la achvidad antmiciobiana de exracios de hofs y zumo de Pessiior
ecluks frente a fres microomganismas paldgencs.

Estudi@anie: Luiss Femanda Fatifa
AfocE019

Lo anferior a soliciiud del interesado y para los fines perinentes.

Alenamenie,

LS ] G T T

Angela Maria Garzon Cardona
Dwrector{a) Programan Licenoatura en Clencias MNaturales y Educacion Ambienial

A U Linfwsraddad

PERTINENTE CREATIVA INTEGRADORA
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Anexo 4. Otras publicaciones

4.1
Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, 2017, 9(6):135-139

ISSN : 0975-7384

Research Article CODEN(USA) : JCPRCS

Effect of the Ethanolic Extract of Passiflora edulis F. Flavicarpa Leaves on
Viability, Cvtotoxicity and Apoptosis of Colon Cancer Cell Lines

v Ramirezl, SS Araugnl*, D Uribel, ME Maldonado” and J Aglli]léu3

4.2

Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, 2017, 9(9):258-264

ISSIN : 0975-7384

Review Article CODEN(USA) : JCPRCS

Cvtotoxic and Apoptotic Activities of the Aqueous Fruit Extract of Passiflora
edulis Sims var flavicarpa in an In viftro Model of Human Colon Cancer

Sandra Al'angol'—r, Valentina Ramil‘ezl, Maria Elena I\-Ia]clonaduz, Diego lIl'ibEl and
Johanny Agui]l(’m3

4.3

Journal of Applied Pharmaceutical Science Vol. @(02), pp 064-071. February, 2019

Available online at http://www_ japsonline .com CrossMarlk
DOI: 10.7324/TJAPS 2019 00209 i

ISSN 2231-3354

Biological activity of Passiflora edulis f. Flavicarpa ethanolic leaves
exiract on human coloniec adenocarcinoma cells

Valentina Rammrez!, Sandra Sulay Arango!”, Mara Elena Maldonado?, Diego Unibe!, Johanny A gwllon®, Jenny Paola Quintero?,
Nelsy Loango®
'Biomedical Research and Innovation Group. Instituto Tecnologico Metrepolitano, Medellin, Colombia.

*Research Group Impact of Food Components in Health. Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia.
*Research Group in Biochemistry of Cardiovascular and Metabolic Diseases, Universidad del Quindio. Armenia. Colombia.
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Anexo 5. Participacion en eventos internacionales
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5.2

IV Congreso Internacional de Ciencia, Citotoxyc and apoptotic activity of 2017
Tecnologia e Innovacion para la Sociedad.  extracts from leaves and juice of
Passiflora edulis

< 9
UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA M

ECUADOR

LA UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

Confiere el presente:

CERTIFICADO
A: @leg,a Fernando, Unibe “Uunda

S d S eenassssssennnsens
Por haber participado con la Ponencia

Actividad citotoxica y apoptotica de los extractos
de hojas y de jugo de Passiflora Fdulis”

De los autores: Johanny Aguillon Osma, Sandra Sulay Arango Varela,
Diego Fernando Uribe Yunda, Carolina Cuerva Pareja,
Sandra Hurtado Isaza, en el

IV Congreso Internacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion para la Sociedad
CITIS 2017

Realizado del 29 de noviembre al 1 de diciembre de 2017,
en la ciudad de Guayaquil

-

(% ¢ T - - —
PAD. Javier Hervdn G. Sdb. Eco. Andrés Bayolo Garay, MFI.
Rector Vicerrector Sede

| I \|
1 ! {

ML 1L
Dra. Ana Maria Reino Molina
Secretaria General
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5.3

LIV Congreso nacional de ciencias bioldgicas  Caracterizacién fitoquimica del 2019
y V Congreso Internacional de las Ciencias extracto etandlico de hojas de
Biologicas Passiflora edulis

ASOCIACION COLOMBIANA
DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Hace constar que el trabajo titulado

ACCB-0258 CARACTERIZACION FITOQUIMICA DEL EXTRACTO -
ETANOLICO DE HOJAS DE Fassiflora edulis ,

Por los investigadores:

Leidy Dahiana Gonzalez Hernandez, Nelsy Loango Chamorro, Johanny aguil()x: :
Osma

Fue presentado en el marco del LIV CONGRESO NACIONAL &
V INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, realizado en el Centro de
Convenciones de Monteria, del 20 -24 de mayo 2019. N,

| A

[ aal If v\f )

"JJT"/I’ )_a’:’h'zz,
Jestis Ballesteros Correa, PhD.
Pré;iden_ite del Congreso
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5.4

IV Congreso Internacional Digital de Efecto de los extractos de Passiflora edulis en 2020
Alimentos Funcionales y Nutracéuticos  células de adenocarcinoma colorrectal humano

" GEALIMENTOS FUNCIONALES Cuarto Congreso Internacional Digital

¥ NUTRACEUTICOS

de Alimentos Funcionales y Nutracéuticos

La Red de Investigacién, Innovacién y Desarrollo Tecnolégico
en Alimentos Funcionales y Nutracéuticos
otorga el presente

RECONOCIMIENTO

Villada-Ramos J, Loango Chamorro N, Maldonado ME, Aguillon Osma J

Por su valiosa participacion en la modalidad de presentacion oral dentro de la categoria
"Caracterizacion y validacion de componentes bioactivos en alimentos funcionales”, con el tema
Efecto de los extractos de Passiflora edulis en células de adenocarcinoma colorrectal humano

en el marco del 4° Congreso Internacional Digital en Alimentos Funcionales y Nutracéuticos:
2020 Rumbo al 2021, realizado del 10 al 12 de junio del 2020

——— — Comité técnico/dentifico -
X P
T i Adrisr{fi6imindez Mendoza
Abraham Wall Medrano Liliana Santos Zea
e o | Contro g Tecnolbgico
§ ALK ENTOS QCONA_CY' LA S oo Do,
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Anexo 6. Participacion en eventos nacionales

5.1
LIl Congreso Bioaccesibilidad in vitro, permeabilidad intestinal y actividad 2018
nacional de ciencias antioxidante de los componentes sacaridos de los extractos de
bioldgicas jugo y hojas de Passiflora edulis

ASOCIACION COLOMBIANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PERSONESA JURDICA AT - Dioerabre 10 de 1578 Nt BOG0M 676

LA ASOCIACION COLOMBIANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
JUNTA DIRECTIVA CAPITULO BOGOTA

CERTIFICA A:

Johanny Aguillén Osma, lvan Luzardo Ocampo, Nelsy Loango
Chamorro, Patricia Landazuri

Quienes participaron con la ponendia titulada

“BIOACCESIBILIDAD IN VITRO DE MONO Y OLIGOSACARIDOS DE
EXTRACTOS DE JUGO Y HOJAS DE Passiflora edulis”

En e marco del LIl CONGRESO NACIONAL DE CIENCIAS

BIOLOGICAS realizado durante los dias comprendidos entre el 09 y 12

de octubre del afio en curso, en la Universidad El Bosque (Bogota).

Mayor informacion serd con gusto suministrada en el teléfono 6489000

ext. 1597 - 1508.

La presante certificacion se expide a los doce ( 12) dias del mes de octubre

(12) del afio dos mil diecioche (2018).

Cordialmente,

ﬁﬁ; :J.F;)..‘Tf/ C ¢

Junta Directiva Capitulo Bogota
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Anexo 7. Reconocimientos

7.1. Mejor presentacion oral

T CONGRESO

o S ¥y B |
Emite L." e 2 AD DE FARMACIA Y BIY
; - s 8. MEDICINALES UNIVERSIDAD NACIONAL DB TROALLO

i \’ “Olga ;f Loek Sing”

Sociedad Latinoamericana de Plantas Medicinales

CERTIFICADO

R.C.F. N°016-2018-FF
Certifica que el trabajo de investigacién
Flavonoides en Pagsifeora edulis y su potencial ugo contra egtrég oxidativo e Ripertengion
con autorfa de Patricia Landazuri, Johanny Aguillén, Nelsy Loango, Beatriz Restrepo fue seleccionado
como mejor Presentacién Oral en el VI Congreso Latinoamericano de Plantas Medicinales organizado por la

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo en cooperacién con la Sociedad
Latinoamericanade Plantas Medicinales del 15 al |7 de agosto de 2018.

Trujillo, agosto de 2018

Secretario

Dr. Pedro Alva Plasencla
Decano

Fac. Farmacia y Bioguimica

7.2. Mejor poster

CONGRESO

LATINOAMERICANO

'de PLANTAS FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

: 458 MEDICINALES UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
" “Olga R. Lock Sing”
Qociedad Latinoamericana de Plantas Medicinales

CERTIFICADO

R.C.FE N°016-2018-FF

Certifica que el trabajo de investigacién

BJOACCESTIBILIDAD D€ LOS €XTRACTOS DERIVADOS D€ FRUTOS Y HOJAS
D€ Pagsifbora edulis EN UN MODELO GASTROINTESTINAL IN VITRO

con autoriadejohanny Aguillén, Nelsy Loango Ch, Patricia Landazuri fue seleccionado como mejor Péster
en el VI Congreso Latinoamericano de Plantas Medicinales organizado por la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de laUniversidad Nacional de Trujillo en cooperacién conla Sociedad Latinoamericanade Plantas Medicinales del
I15al | 7deagostode 2018.

Trujillo, agosto de 2018

/Oﬂ/g. Mayar Gamoza Yuglanqui
Presidente Decano
SOLAPLAMED SOLAPLAMED VI COLAPLAMED Fac. Farmadia y Bioquimica
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