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RESUMEN
El cancer para poder prosperar en condiciones de suministro deficiente de sangre
e hipoxia, debe adaptar su metabolismo, incluido el de los lipidos. Por
consiguiente, la desregulacion del metabolismo de lipidos en el cancer implica
multiples aspectos, incluido un aumento de la captacion de lipidos, sintesis de
acidos grasos endégenos de novo, oxidacion de acidos grasos y acumulacion de
colesterol, lo que promueve el crecimiento y la progresion tumoral. El uso de
compuestos bioactivos obtenidos de plantas es de gran interés porque, por
ejemplo, los flavonoides, triterpenos, entre otros, han mostrado efectos
significativos sobre la regulacion del metabolismo lipidico. El objetivo del trabajo
es evaluar el efecto del extracto etandlico de hojas de Passiflora edulis sobre las
enzimas acetil-CoA carboxilasa (ACC) e hidroximetilglutaril-CoA reductasa
(HMGCOoAR) en células de adenocarcinoma colorrectal de humano.
Se obtuvo el extracto etandlico de hojas de P. edulis; se realiz6 la caracterizacion
de sus componentes bioactivos, se evalud el efecto del extracto sobre la viabilidad
celular y en los lipidos intracelulares y extracelulares en células SW480 a
concentraciones de 50 pg/ml hasta 3000 pg/ml; finalmente se realizd
acoplamiento molecular in silico de posibles compuestos bioactivos inhibidores
sobre las enzimas estudiadas.
Como resultados, se evidencio que el extracto tiene un mayor contenido fendlico
y de polisacéaridos. A concentraciones de hasta 500 pg/mL no afecta la viabilidad
de las células SW480, HFF y eritrocitos humanos. El extracto a nivel intracelular
afectd6 en mayor proporciéon tanto a 24 como a 48 horas el contenido total de
triglicéridos. Adicionalmente, a nivel extracelular estimulé la expulsion
principalmene del colesterol a las 48 horas. In silico, se evidencié que siete
compuestos entre flavonoides, triterpenos y alcaloides presentaron acoplamientos
moleculares 6ptimos sobre la HMGCR y ACC con posibles efectos inhibitorios. En
conclusion, el extracto de P. edulis presenta compuestos bioactivos con actividad
regulatoria negativa sobre lipidos.
Palabras clave: Maracuya, HMGCR, ACC, acoplamiento molecular, ensayos in

silico, triglicéridos, colesterol.
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1. INTRODUCCION
La enfermedad del cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial grave y es la principal causa de
mortalidad y morbilidad en todo el mundo y el nimero de casos aumenta
continuamente (1). Esta enfermedad ocupa el segundo lugar en casos de
muerte después de los trastornos cardiovasculares en los paises desarrollados
y en las Américas (2,3). El fendmeno del cancer se describe por la proliferacién
incontrolada y la desdiferenciacion de una célula normal. La proliferacion
incontrolada, es una caracteristica comun de todos los canceres que requiere
acidos grasos para la sintesis de membranas y moléculas de sefializacion, y
aunque los canceres son muy diversos en cuanto a su tipo y etiologia, las
células cancerosas con frecuencia comparten el atributo de un metabolimos
alterado. Por ejemplo, las alteraciones en el metabolismo de los acidos grasos
(AG) en las células cancerosas que incluye su biosintesis, degradacion y
captacion ha recibido poca atencion, pero cada vez son mas reconocidas. Los
AG son necesarios para el almacenamiento de energia, la proliferacion de
membranas, la generacion de moléculas de sefializaciéon; los AG pueden
esterificarse con glicerol o esqueletos de esterol, generando triacilgliceroles
(TG) o ésteres de esterol, respectivamente, y luego almacenarse en gotas
lipidicas (4).Por otro lado, se considera que la regulacion positiva de la
biosintesis y captacion del colesterol, como también, la regulacién negativa o
el deterioro del flujo de salida de colesterol de las células son consistentes con
la carcinogénesis, asi mismo, varios estudios revelan que la sintesis del
colesterol aumenta en comparacion con las células no cancerigenas (5,6).
Estas modificaciones metabdlicas no son solo transiciones abruptas, sino que
pueden llevar varios afios debido a la exposicion de diferentes factores
externos (p. Ej., Radiaciones, tabaquismo, contaminacion y organismos
infecciosos) e internos (p. Ej., Mutaciones genéticas, afecciones inmunesy

hormonas) que pueden causar cancer. Existen varios tipos de formas de



cancer en humanos; siendo el cancer de pulmén, mama y colorrectal las

formas mas comunes (7).

Alteraciones del metabolismo de los lipidos en el cancer

Como se menciono anteriormente, el desarrollo y progresion del cancer suelen
ir acompafados de cambios marcados en el microambiente del tumor. El
rapido crecimiento y expansion del tejido tumoral a menudo conduce a un
suministro de sangre deficiente y aberrante, lo que resulta en hipoxia y un
suministro limitado de nutrientes. Para prosperar en estas condiciones
cambiantes y desafiantes, las células cancerosas adaptan su metabolismo,
incluido el de los lipidos. Por consiguiente, la desregulacion del metabolismo
de los lipidos en el cancer implica multiples aspectos, incluido un aumento de
la captacion de lipidos, sintesis de &cidos grasos enddgenos de novo,
oxidacion de &cidos grasos y acumulacion de colesterol (importante para la
sintesis de membrana y moléculas de sefializacion), lo que promueve el
crecimiento y la progresion tumoral. Particularmente, la elevada sintesis de
novo de acidos grasos (AG) es una de las caracteristicas clave de esta
adaptacion metabdlica que se observa en muchos tipos de cancer, y
generalmente, se cree que es necesario para proporcionar con un suministro
constante de AG para la biogénesis de la membrana, la produccion de energia
y la modificacién de proteinas a células cancerosas que proliferan rapidamente

8).

En las células de mamiferos, los AG pueden obtenerse mediante la absorcion
exdgena directa del microambiente circundante o sintetizarse de novo
mediante el uso de nutrientes, como glucosa o glutamina. Esta ampliamente
aceptado que un sello metabdlico de las células cancerosas es la
remodelacion lipidémica como se dijo anteriormente, donde abarca en general
alteraciones en el transporte de AG, lipogénesis de novo, almacenamiento

como gotas de lipidos (GL) y B-oxidacion para generar ATP (9). Respecto a la



lipogénesis de novo, es el proceso mediante el cual los atomos de carbono
derivados de los carbohidratos como la glucosa y los aminoacidos, incluida la
glutamina, se convierten en diversidad de AG. En el tejido normal, la
lipogénesis de novo se limita a los hepatocitos y adipocitos; sin embargo, las
células cancerosas también pueden reactivar esta via anabdlica incluso en
presencia de fuentes de lipidos exégenos (10).

El sustrato principal para la sintesis de AG es la acetil-CoA citoplasmatica
proveniente del citrato o del acetato. Los carbonos de la glucosa o la glutamina
contribuyen a la produccién de citrato, ya sea por la oxidacién del piruvato en
el ciclo del TCA o por la carboxilacién reductora, respectivamente. Ademas,
en condiciones de estrés metabdlico como hipoxia o deplecion de lipidos, las
células cancerosas regulan al alza la acetil-CoA sintetasa 2 (ACSS2) para
generar acetil-CoA a partir de acetato. Otra alternativa, donde el citrato se
convierte en acetil-CoA por la ATP-citrato liasa (ACLY), que es el sustrato de
las enzimas acetil-CoA carboxilasas (ACC). La carboxilacion irreversible de
acetil-CoA en malonil-CoA que realiza la ACC es el paso limitante de la
lipogénesis de novo y por tanto un candidato a blanco terapéutico en este
trabajo de investigacion. Finalmente, ocurre una condensacion de siete
moléculas de malonil-CoA y una molécula de acetil-CoA catalizada por acido
graso sintasa (FASN) generando palmitato, un AG saturado de 16 carbonos.
La posterior desaturacion del palmitato por la estearoil-CoA desaturasa (SCD)
produce AG monoinsaturados con un doble enlace en la posicion A9, mientras
qgue el alargamiento de AG por elongasas, como ELOVLG6, agrega grupos de
dos carbonos al palmitato para formar el AG llamado estearato saturado (9)
(Figura 1)
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Figura 1. Las células cancerosas obtienen acidos grasos de la lipogénesis de novo y
la captacién exdgena. Tomado de: Koundouros & Poulogiannis, 2020.

Una de las principales ventajas para que las células cancerosas mantengan
una mayor lipogénesis de novo de los &cidos grasos es su flexibilidad para
desviarlos a diferentes vias biosintéticas, y asi generar un grupo celular
diverso de especies de lipidos con funciones distintas. De hecho, se ha
demostrado que la regulacién al alza de la sintesis de lipidos, seguida de las
vias de elongacion y desaturacion aguas abajo, es suficiente para producir
todos los AG a partir de nutrientes, como glucosa, glutamina y acetato, que

son necesarios para la diferenciacion de adipocitos (9).

Dado que los AG son esenciales para la proliferacién de células cancerosas,
limitar su disponibilidad podria proporcionar una estrategia terapéutica. Desde
la perspectiva del metabolismo de lipidos, limitar la disponibilidad de AG podria
lograrse de varias maneras: 1) bloqueo de la sintesis de AG, 2) aumento de la
degradacion de AG por oxidacion, 3) desviacion de los AG al almacenamiento
en gotas lipidicas, o 4) disminucion de la liberacion de AG del almacenamiento
(Figura 2). La limitacion de AG a través de estos mecanismos podria lograrse

de forma aislada o de manera combinatoria (11).



Se ha descrito una variedad de inhibidores de ACC estructuralmente diversos
en la literatura cientifica y de patentes. También, se han revisado las
caracteristicas estructurales, bioquimicas y farmacolégicas de estos
inhibidores (12).
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Figura 2. Modelo que muestra cémo la limitacién de AG en la célula puede limitar la
proliferacion de células cancerigenas. Esto puede hacerse 1) blogueando la sintesis
de AG, 2) aumentando la tasa de degradacion de AG, 3) aumentando el
almacenamiento de AG en TG neutro, y / 0 4) disminuyendo la liberacion de AG del
almacenamiento. Tomado de: Currie et al, 2013.

Por otra parte, el colesterol es vital para la supervivencia y el crecimiento de
las células de los mamiferos. Mas que un componente de la membrana, el

colesterol es un precursor de los acidos biliares y las hormonas esteroideas,



gue pueden iniciar o promover los canceres de colon, mama y préstata. La
homeostasis del colesterol implica la interaccidén entre la sintesis de novo, la
captacion de colesterol de la dieta (lipoproteinas de baja densidad - LDL o
lipoproteinas de alta densidad - HDL) y la eliminacion del exceso de colesterol
de los tejidos periféricos (13) (Figura 3). En el cancer, el metabolismo
reprogramado del colesterol puede proporcionar una plataforma de
transduccion de sefiales y activar la sefializacion oncogénica (como la via
Hedgehog, mTORC1) como segundo mensajero o componente de las balsas
lipidicas, contribuyendo asi a la progresion e invasion del cancer (14). Esto
quiere decir que las células cancerosas requieren altos niveles de colesterol
para la biogénesis de la membrana y otras necesidades funcionales, por
ejemplo, el oncometabolito derivado del colesterol 6-oxo-colestan-3, 5a-diol,
gue esta enriquecido en pacientes con cancer de mama, se une a los
receptores de glucocorticoides y posteriormente promueve el crecimiento
tumoral (15).
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LPL, CD36, FATP y FABPpm. La homeostasis del colesterol implica la interaccion
entre la sintesis de novo (via del mevalonato), captacioén de colesterol de la dieta y
eliminacion del exceso de colesterol de los tejidos periféricos. Tomado de: Wang et
al, 2020.

El colesterol se sintetiza a través de la via del mevalonato (MVA) y esti
regulado por su enzima limitante de velocidad, 3-hidroxi-3-
metilglutarilcoenzima A reductasa (HMGCR), que cataliza la reduccion de 3-
hidroxi-3-metilglutarilcoenzima A (HMG-CoA) a mevalonato. En pacientes con
glioblastoma, se ha encontrado que las células madre cancerosas sobre
expresan los genes de la via del mevalonato, y el oncogén MYC (genes
reguladores y protooncogenes que codifican factores de transcripcion) puede

alterar el metabolismo del MVA.

Clendening et al,(16) realizaron un metanalisis que incluyé a 865 pacientes
con cancer de mama primario, encontraron que niveles altos de ARNm de
genes de HMGCR vy de la via del mevalonato adicionales se correlacionaron
con un prondstico deficiente del paciente y una supervivencia reducida en
cancer mama. También, se encontr6 que el mevalonato constituye un
mecanismo de escape hacia la supervivencia y crecimiento en modelos
HER2+ de cancer de mama resistentes a terapias anti-HER2, en parte a través
de la activacion de YAP (proteina asociada a Yes) / TAZ-Survivina (coactivador
transcripcional con motivo de uniébn a PDZ) en sentido descendente,

particularmente a través de farnesil pirofosfato/geranilgeranil pirofosfato.

Ahora, debido a las funciones vitales y variadas del metabolismo del colesterol
en la progresion del cancer, se ha demostrado que impedir el metabolismo
activo del colesterol, por ejemplo, mediante la inhibicién de la via del MVA, es
una estrategia antitumoral factible (15). Por consiguiente, se puede dirigir la
busqueda al blanco enzimatico HMGCR ya que es una enzima limitante de
velocidad de la ruta del mevalonato. Por ejemplo, hasta la fecha, las estatinas

inhibidoras de la HMGCR han sido los farmacos dirigidos al metabolismo del



colesterol mas ampliamente utilizados en estudios clinicos para pacientes con
cancer, desencadenando una respuesta robusta de retroalimentacion
homeostatica que asegura que las células regulen y restauren la via MVAS. Se
ha demostrado también, que las estatinas benefician a los pacientes con
cancer de pulmén que reciben terapia con los inhibidores de la tirosina quinasa
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR-TKI) con mejores
tasas de respuesta, supervivencia prolongada sin progresion y supervivencia
general al reducir el colesterol celular, inducir la pérdida de expresion de Cavl
y desencadenar la apoptosis para suprimir el crecimiento de células de
NSCLC. Ademés de la inhibicion del colesterol, las estatinas inhiben los
procesos independientes del colesterol, incluida la proliferacion celular y la
sefalizacion intracelular. Sin embargo, las estatinas no se asociaron con un
riesgo reducido de cancer de pancreas en los ensayos clinicos(17). Una
posible razén es que también se requiere HMGCR para la prenilacion de
proteinas aguas abajo, un proceso critico para la activacién de proteinas. Por
lo tanto, las estatinas no solo inhibe la sintesis de colesterol, sino también otras
vias que pueden producir toxicidad para las células normales (15). Esta
toxicidad inespecifica es una posible razén del resultado limitado contra el
cancer de las estatinas en los ensayos clinicos de tratamientos contra el

cancer.

El cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CC) es una de las formas mas peligrosas de cancer, con
potencial para propagarse a distintas partes del cuerpo, incluidos el higado,
los pulmones, los ovarios y otros érganos gastrointestinales. Cada afio se
producen en la regiébn de las Américas mas de 240.000 nuevos casos Yy
aproximadamente 112.000 muertes debidas a esta enfermedad. A pesar de
los avances en la tecnologia para el diagnostico y tratamiento (16), su

incidencia continla en aumento y si no se toman acciones al respecto, se



prevé que, para el afio 2030, la incidencia de cancer colorrectal aumente en
un 60 % (3). Este cancer es el tercer tipo con mayor numero de casos
reportados para hombres y el sexto para mujeres en Colombia, con un total de
15,744 casos para ambos sexos (periodo 2017), un total de 1,802 personas
fallecieron con este diagndstico y se evidenciéo un aumento en el numero de
casos con respecto a los dos afios anteriores, ademas, su frecuencia aumenta

regularmente con la edad, con un promedio de diagndstico de 72 afios (17).

Papel de los compuestos bioactivos naturales en el cancer

Hasta ahora, el 5-fluorouracilo (5-FU) es la primera opcién para el tratamiento
del CC ya que actia como inhibidor de la sintesis de ADN (18). Sin embargo,
si bien los medicamentos sinteticos contra el céancer prolongan la
supervivencia, exhiben una toxicidad relativamente alta no solo para las
células tumorales, sino también para las células normales en la parte del
cuerpo donde se ha desarrollado el cancer. Con base a lo anterior,
actualmente la busqueda de nuevos candidatos a farmacos contra el cancer
se esta llevando a cabo entre las plantas terrestres, asi como en ambientes
marinos, por consiguiente, en los ultimos afios ha aumentado la investigacion
respecto a la busqueda y caracterizacibn de compuestos bioactivos
direccionada al tratamiento del CC (19). Estos compuestos tienen una amplia
historia y aplicaciones significativas en la medicina moderna, por ejemplo, se
utilizan en industrias medicinales y comerciales para cosméticos, productos

alimenticios y aditivos (20).

En el caso de las plantas, se han utilizado en la medicina tradicional durante
siglos demostrando que son fuentes abundantes de compuestos bioactivos
gue poseen una alta actividad biolégica (21). Existen multiples formas para
obtener estos compuestos bioactivos de forma rapida y facil, un enfoque es el
método de percolacién, un segundo, es utilizar herramientas biotecnol6gicas

como la sintesis quimica para producir compuestos quimicos anticancerigenos



derivados de plantas. En lo experimental, actualmente existe un numero
amplio de investigaciones que han demostrado las propiedades antitumorales
perteneciente a varios grupos de compuestos, como alcaloides, diterpenos,
diterpenoquinona, compuestos a base de purina, sesquiterpeno lacténico,
péptidos, depsipéptidos ciclicos, proteinas, poliéteres macrociclicos,
polifenoles, etc (22). La ventaja de trabajar con compuestos derivados de
plantas y no sintéticos, es que, en ocasiones, el costo de extraccion de estas
moléculas vegetales es mucho mas bajo que el costo de su sintesis quimica,

ademas de obtener mayor cantidad del compuesto (23).

Passiflora edulis y hallazgos en el cancer

El género de plantas conocido como Passiflora comprende cerca de 500
especies y es el mas grande en la familia Passifloraceae. Especies de este
grupo han sido empleadas por la medicina tradicional en diferentes
poblaciones y constituye una enorme riqueza no solo en términos de
diversidad y de recurso genéticos, si no a nivel econdémico respecto al uso

nutricional de algunas de sus especies (24).

La informacion etnofarmacoldgica revela que el género Passiflora ha sido
utilizado en medicina tradicional en diversas partes del mundo. En Brasil, por
ejemplo, diferentes partes de la planta de especies de este género se emplean
para el tratamiento de dismenorrea, epilepsia, quemaduras, hemorroides, y
como diurético y analgésico (25,26). En la India se ha empleado para disminuir
la dependencia a opiaceos por sus propiedades ansioliticas (27,28). En
Europa se ha empleado para el tratamiento de constipaciones e infecciones
leves (29). En América, es el grupo mas comunmente utilizado en la fitoterapia
occidental contemporanea. A este género, se le han atribuido propiedades
anti-inflamatorias (30) y se ha empleado como tratamiento para enfermedades

cardiovasculares como la hipertension, la hipertrigliceridemia y la
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hipercolesterolemia, problemas de la piel, enfermedades respiratorias como la

bronquitis, asma, entre otras (31).

Passiflora edulis, una especie del género Passiflora, es una planta originaria
de la Amazonia brasilefia, conocida con el nombre comun de maracuya,
parchita, o fruto de la pasion, este grupo taxonomico presenta un interés
particular para la busqueda de compuestos con actividad bioldgica (32). Las
hojas y el fruto de la maracuya ha sido ampliamente utilizado en medicina
tradicional, y especialmente en cancer colorrectal se ha logrado demostrar que
tiene capacidad para inhibir las metaloproteinasas 2 y 9, dos metaloproteasas
implicadas en la invasion tumoral, metastasis y angiogénesis (33). También,
se halogrado demostrar una disminucion en la viabilidad y una mayor actividad
de las caspasas 3y 7 en lineas celulares de cancer de colon SW480 y Caco2,
como también un potencial proapoptoético y citotoxico en las que fueron
inducidas por los fitoquimicos presentes en el extracto etandlico de P. edulis
(34,35). También Aguillén et al, (36) spgieren que las hojas de P. edulis, son
una fuente potencial de compuestos fitoquimicos con propiedades
antioxidante y antiproliferativas en lineas celulares de céncer colorrectal
SW620 y SW480, en otras especies del género Passiflora también se ha
reportado que el extracto etandlico de hojas de especies como P. foetida y P.

incarnata presentan efecto citotoxico in vivo y anti-tumoral in vitro (37).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que la pectina y las fibras de
P. edulis pueden reducir los niveles de colesterol y glucosa en sangre (38). En
términos generales, con el desarrollo de la economia y la conciencia de la
gente sobre la proteccion, la cascara se ha utilizado ampliamente en la
produccion industrial de pectina. Es una materia prima alimentaria funcional
ampliamente utilizada con alto valor para reducir los niveles de colesterol,
reducir la hiperlipidemia y la hipertensién, mejorar la tolerancia a la glucosa y
la respuesta a la insulina, Gtil para la salud gastrointestinal y la prevencion de

algunos canceres (38). Asi mismo, He et al, (31) mencionan que la
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administracion oral de pectina de la cascara de la fruta de P. edulis entre 0,5
a 25 mg/kg durante 5 dias redujo eficazmente los niveles de triglicéridos en
ratas diabéticas, y la fibra insoluble derivada de la semilla de P. edulis redujo
los triglicéridos séricos y el colesterol total, el colesterol hepatico aumenté los
niveles de colesterol, lipidos totales y acidos biliares en las heces de hamsters

sirios dorados (39).

Por estas razones, junto con la presencia de varios fitoquimicos como
polifenoles, esteroles y glucésidos cardiacos en el extracto (40), es que P.
edulis, puede considerarse una especie promisoria para la busqueda de
compuestos fitoterapéuticos o fitopreventivos para el tratamiento de la
hiperlipidemia mostrada en las células del CC.

Acoplamiento molecular: un enfoque parael descubrimiento de farmacos
basado en estructuras

Como se evidencio en los items anteriores, uno de los intereses de esta
investigacion son los blancos terapéuticos enzimaticos HMGCR y ACC las
cuales son enzimas limitantes de dos rutas de sintesis de novo de lipidos, que
son la del colesterol y triglicéridos, respectivamente. Como se ha evidenciado
en los antecedentes anteriores, P. edulis tiene actividad reductora sobre el
contenido total de colesterol y triglicéridos, sin embargo, estos estudios son
generales y no mencionan cuales serian los posibles compuestos bioactivos
que estarian modulando la actividad de ambas enzimas, importancia para este
trabajo de investigacion. De ahi el interés, de investigar y explorar los
compuestos bioactivos con posibles actividades inhibidoras sobre la HMGCR
y ACC que podrian utilizarse para disefiar un nuevo farmaco hipolipidémico o

hipolipemiante con efectos secundarios minimos o nulos.

El disefio de farmacos in-silico consiste en enfoques teobricos vy
computacionales que se pueden utilizar para identificar nuevos aciertos o

pistas contra macromoléculas biologicas activas seleccionadas. En la
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actualidad, el disefio de farmacos asistido por ordenador o “Computer-Aided
Drug Design” (CADD), como el modelado de farmacoforos, el cribado virtual,
el acoplamiento molecular y la simulacion dindmica se utilizan ampliamente
para descubrir, desarrollar y analizar farmacos y moléculas biolégicamente
activas similares (41). En el enfoque CADD, los métodos de acoplamiento
molecular predicen interacciones de proteina y ligando con sus afinidades de
union y la orientacion de esa unién en los complejos proteina-ligando. La
capacidad de union de un ligando con una proteina especifica esta asociada
con su estructura molecular, orientacién y conformacién. Hay dos pasos en los
métodos de acoplamiento: puntuacion basada en energia y muestreo
geomeétrico para determinar la afinidad de unién del ligando/proteina. Segun la
funcion de puntuacién de los procedimientos de acoplamiento, se encuentra la
mejor disposicién de unién del ligando a la proteina diana, esa disposicion
depende de las afinidades de unién predichas. Existe una relacion directa
entre las puntuaciones de alta energia y la afinidad de unién proteina-ligando
(42).

Los métodos computaciones ofrecen ventajas llamativas ya que la actividad
biolégica de un compuesto se puede evaluar, siempre que el compuesto se
una a la macromolécula diana y desencadene una respuesta especifica
(experimental). El célculo de la capacidad de unién de un compuesto requeria
mucho tiempo y era costoso en el desarrollo de farmacos convencionales
debido a que requeria un experimento in vitro e in vivo a gran escala (43), en
ese caso, el enfoque de acoplamiento molecular in silico lo hace mas facil y en
poco tiempo. Propiedades farmacocinéticas y farmacol6gicas como absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) incluso la toxicidad de un
compuesto puede predecirse mediante el uso de un proceso de disefio de
farmacos asistido por computadora. Por lo tanto, parte de esta investigacion
se centré principalmente en el proceso de disefio de farmacos asistido por

computadora, como el modelado de un mapa tridimensional del sitio activo
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basado en la estructura, la deteccién virtual, ADMET y el acoplamiento
molecular para identificar los posibles antagonista o inhibidores naturales
contra las enzimas HMGCR y ACC para tratar el cancer, desde el punto de
vista de la lipidémica (43).

Basado en todo lo anterior, se crea la necesidad e interés de investigar a nivel
celular y bioinformatico el efecto del extracto de P. edulis sobre las enzimas
que cumplen un importante papel en el metabolismo de lipidos en las células
de céncer colorrectal. Este estudio nos permiti6 contribuir para la
bioprospeccion de nuestra biodiversidad de plantas terrestres orientada a la

farmacologia antineoplasica.
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2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto etandlico de hojas de Passiflora edulis sobre las
enzimas acetil-CoA carboxilasa (ACC) e hidroximetilglutaril-CoA reductasa

(HMGCOoAR) en células de adenocarcinoma colorrectal de humano.

Objetivos especificos

e Caracterizar los compuestos fitoquimicos del extracto etandlico de

hojas de Passiflora edulis.

e Evaluar el efecto sobre la viabilidad celular del extracto etandlico de
Passiflora edulis en células de adenocarcinoma colorrectal de humano
(SW480) y Fibroblastos de prepucio humano (HFF).

e Evaluar el efecto sobre los niveles lipidicos (colesterol y triglicéridos)
tanto intracelular como extracelular en células de adenocarcinoma

colorrectal de humano SW480.

e Identificar in silico compuestos bioactivos de Passiflora edulis similares
a farmacos potenciales que pueden inhibir las enzimas diana HMGCR,

ACC1 y ACC2 involucradas en el metabolismo lipidico.
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3. METODOLOGIA

OBTENCION DE HOJAS Y EXTRACTO VEGETAL

Localizacion
Las hojas de P. edulis, se recolectaron en el corregimiento Tierra Blanca

(Roldanillo, Valle del Cauca, Colombia), ubicada en las coordenadas
geograficas globales 4° 24’0 N, 75.8489° a 939 msnm (Figura 4). Las muestras
se transportaron al Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad del Quindio, donde se procedio a realizar el lavado del

material y la obtencion del extracto.
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Figura 4. Mapa con coordenadas geograficas globales y georreferencia del
corregimiento Tierra Blanca (Roldanillo, Valle del Cauca, Colombia).
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Material vegetal
Las hojas de P. edulis, se recolectaron entre las 6:00 am y 8:00 am verificando

que el vegetal estuviera completamente sano. Es decir, que por observacion
visual directa no se evidenciaran lesiones sobre los tejidos causada por
plagas, enfermedades o el ambiente. Las muestras vegetales una vez
adquiridas, fueron transportadas en bolsas de cierre hermético al Laboratorio
de Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del

Quindio para su procesamiento.

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. El material vegetal se desec6 en
un horno de aire circulante a una temperatura constante de 40°C. Una vez
seco, fue pulverizado utilizando un molino y se lixivié durante 8 dias usando
500 ml de etanol al 96% (el lixiviado fue recirculado constantemente). Luego,
se procedid a separar la clorofila del extracto etandlico mediante una
extraccién liquido-liquido con etanol-agua (1:1) (44) y se filtr6 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. La suspensién resultante
aun liquida, se sometio a liofilizacion (Telstar LyoQuest). El extracto etandlico
(EE) de hojas de P. edulis se almacend protegido de la luz a -20°C hasta su

uso.

Analisis fitoquimico del extracto etandlico de hojas de Passiflora edulis
Contenido total de fenoles. Se determin6 empleando el método del

reactivo de Folin Ciocalteu (45). Se tomo6 una alicuota de 50 pyL del EE (1
mg/mL) y se adicioné 2,5 mL de reactivo de Folin Ciocalteu (dilucion 1/10 de
agua destilada) y 2 mL de carbonato de sodio (NaCO3) al 7,5% (p/v), se mezcld
hasta homogenizar y se incubo a 40°C durante 15 minutos. Como blanco se
utilizé una solucion de 2mL de Na2COs en 2 mL de agua destilada, y se realizo

la lectura en el espectrofotbmetro a una longitud de onda de 765 nm. Los
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resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por gramo de
extracto seco (ES) (mg EAG/g ES).

Contenido total de polisacéaridos. Se determiné empleando el método
fenol-acido sulfarico (46). Se tom6 una alicuota de 100 uL del EE (1 mg/mL) y
se le adicionaron 100 pL de fenol al 5% y 500 pL de acido sulfurico (H2SO4) al
95%, se mezclé hasta homogenizar y se incubo a temperatura ambiente
durante 15 minutos, se realizé la lectura a una longitud de onda de 490 nm y
se emple6 como blanco agua destilada mas H2SOas. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de glucosa por gramo de extracto seco (mg
EG/g ES).

Contenido total de taninos. Se tomé una alicuota de 250 uL del EE (1
mg/mL) y se adiciond 500 uL de solucién de albumina de suero bovino en
tampon acético 0,2 M con pH 5.0 (se ajustd el pH con NaCl al 0,17 M), se
mezcld cuidadosamente y se dejo reposar por 15 minutos. Luego se centrifugé
a 5000 g por 15 minutos. Posteriormente, se desechd el sobrenadante y el
precipitado fue diluido con 1 mL de solucibn acuosa que contenia
dodecilsulfato sodico (SDS) al 1% vy trietanolamina al 4%. Finalmente, se
agreg6 250 pL 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 utilizé 1 mL de solucién acuosa (SDS al
1% y trietanolamina al 4%) en 250 pL de la solucion de FeClsal 0.01 M en HCL
al 0.01 M. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de &cido tanico

por gramo de extracto seco (mg EAT/g ES) (47).

Contenido total de flavonoides. Se tomo6 una alicuota de 150 pL del EE
(1 mg/mL) y se agreg0 45 pL de nitrato sodico (NaNOs) al 5%. En el minuto
cinco y seis se agrego respectivamente, 90 uL de cloruro de aluminio (AICI3)
al 10% y 300 pL de hidréxido de sodio (NaOH) 1 M. El volumen final de 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 realizé la
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lectura a una longitud de onda de 510 nm. Los resultados se expresaron como

mg equivalentes de catequina por gramo de extracto seco (mg EC/g ES) (47).

Contenido total de alcaloides. Se determin6 empleando el método de
verde bromocresol (48). Se tomo una alicuota de 1 mL del EE (1 mg/mL) y se
agregaron 5 mL de tampon fosfato (pH 4,7) y 5 mL de solucion de verde
bromocresol, seguidamente, se agregd 2 mL de cloroformo y se mezclé, se
repitio este Ultimo paso 2 veces mas, por ultimo, el extracto se recogié en un
matraz volumétrico de 10 mL y se realizo 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/g ES).
VIABILIDAD SOBRE CELULAS ADHERENTES

Lineas celulares
Se evalud una linea celular tumoral de adenocarcinoma de colon humano

(SW480) y una linea celular no tumoral de fibroblastos de prepucio humano
(HFF). Las células SW480 fueron donadas por la Dra. Maria Elena Maldonado
Grupo de Investigacion Impacto de los Componentes Alimentarios en la Salud,
Universidad de Antioquia) quien las obtuvo de la American Type Culture
Collection (ATCC Manassas, USA). La linea celular SW480 (Figura 5) se
origind a partir de una fraccién quirargica de tumor primario, moderadamente
diferenciado (Duke’s, tipo B) (49,50).

Figura 5. Células de adenocarcinoma de colon humano SW480 con objetivo de 40X
(400X de magnificacion).
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Ademas, para verificar la posible toxicidad de los compuestos para las células
normales no tumorales, también se analizo su efecto inhibidor del crecimiento
en la linea celular de fibroblastos de prepucio humanos HFF (Figura 6). Estas
células fueron cedidas por el Grupo de Investigacion en Parasitologia
Molecular, Gepamol, adscrito al Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad del Quindio, y se emplearon para determinar el indice de
Selectividad (Sl) de los tratamientos evaluados, definido como la relacién de
citotoxicidad entre células normales no tumorales y células tumorales.
Cualquier tratamiento que reporte el valor de Sl superior a 3 se considera que

tiene alta selectividad (51).

(1) SI = CI50 en las celulas HFF
CI50 en las celulas de cancerde colon SW480

Figura 6. Fibroblastos de prepucio humano normal de recién nacido combinado de
dos individuos con objetivo de 40X (400X de Magnificacion).

Condiciones de cultivo y mantenimiento SW480
La linea celular SW480 y HFF fueron mantenidas y propagadas en frascos de

cultivo Falcon de 25 cm?® en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s médium
(DMEM) (Gibco) con 25 mM de glucosay 2 mM de L-glutamina, suplementado
con 10% suero fetal bovino (SFB) (Gibco), 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/mL
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estreptomicina (Gibco) y 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco). Esta

solucion se rotulé y empleé como “Medio de mantenimiento”.

Para la propagacion de las lineas celulares, el medio de cultivo fue removido
y reemplazado cada 48 horas y cada 4 dias (tiempo en el que se observo una
confluencia superior al 80%) se realizaron procedimientos de subcultivo. Para
cada transferencia se descarto el sobrenadante dejando las células adheridas
y se lavé la superficie de adhesién celular con tampoén fosfato PBS (1X), se
adicioné 1ml de tripsina - EDTA (GIBCO) a una concentracion de 0.25%
durante 5 minutos para ambas lineas celulares, luego se bloqueé la actividad
enzimatica con 2 ml de solucién STOP (Medio DMEM Suplementado con 50%
de SFB, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/mL estreptomicina). La suspension
celular obtenida se transfirid a un tubo cénico de polipropileno estéril y se
centrifugé a 1200 rpm durante 5 minutos. Se descartd nuevamente el
sobrenadante y el boton celular se re suspendi6 con 1ml de medio de
mantenimiento. Se estimé la viabilidad y concentracién celular en cdmara de
Neubawer por exclusion de colorante con Azul de tripano 0.4% (Gibco). En
cada subcultivo se transfirieron 5x10* células por frasco T25 en un volumen

final de 5 ml medio de cultivo de mantenimiento (52).

La linea celular HFF-1 fue mantenida bajo condiciones y métodos equivalentes
a los descritos anteriormente. Sin embargo, estas fueron expandidas con
suero fetal bovino (SFB) al 15%. Ademas, fueron transferidas 1x10° células
por frasco T25 para alcanzar la confluencia deseada cada 8 dias (de acuerdo
con lo establecido en el laboratorio de bioquimica y genética de la Universidad
del Quindio). Todos los cultivos se mantuvieron en incubacién a 37°C en una
atmosfera himeda de 95% y 5% de COz, los diferentes ensayos biologicos se
realizaron mientras las células se encontraban en fase exponencial y

confluencia menor al 90%.
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Ensayos biol6gicos
Para todos los experimentos el medio de cultivo se modifico. El suero se redujo

al 3%, el resto de los componentes como el medio Dulbecco’s Modified
Eagle’s médium (DMEM), penicilina, estreptomicina y aminoacidos no
esenciales se mantuvieron en concentraciones iguales a las del medio de
mantenimiento. Este medio de cultivo de mantenimiento modificado fue

empleado para las SW480 y HFF.

El control empleado en cada ensayo fueron: células sin tratamiento (CST)
como control de ensayo o tratamiento, no fue necesario emplear un control
positivo debido a que el contraste o comparacion de los tratamientos se realiz6
respecto a las CST, asi mismo, no fue necesario emplear un control de
solvente debido a que el extracto etandlico empleado estaba liofilizado y se

disolvié en el medio de mantenimiento modificado para los ensayos biol6gicos.

Para la evaluacion del efecto del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre
la viabilidad celular tanto para SW480 y HFF, cémo también sobre eritrocitos
humanos, las concentraciones de EE utilizadas fueron 50, 100, 200, 500, 1000,
1500, 2000 y 3000 pug/mL. Por otro lado, para evaluar el efecto del EE de hojas
de P. edulis sobre lipidos totales las concentraciones fueron 50, 100 y 200

pg/mL.

Evaluacion del efecto del extracto etanolico de Passiflora edulis sobre
la viabilidad celular mediante el método de Sulforodamina B

El ensayo se realiz6 de acuerdo a lo establecido por (53), con algunas
modificaciones. Para esta prueba se cultivaron 5000 células/pozo de cada una
de las lineas celulares en placas de cultivos de 96 pozos en un volumen final
de 200 pl de medio de cultivo de mantenimiento modificado y se incubaron a
diferentes tiempos (24 y 48 horas) en presencia de los tratamientos del
extracto etandlico de hojas de P. edulis. Una vez transcurrido el periodo de

exposicion del extracto, los cultivos fueron interrumpidos adicionando 100 pl
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de &cido tricloroacético frio a una concentracion de 15%(v/v) a cada pozo.
Inmediatamente, los cultivos se incubaron a 4°C durante 1 hora en oscuridad.
Después de este periodo, se removio el &cido y se realizaron 4 lavados rapidos
con agua de grifo y se dejo secar a temperatura ambiente, después, se
adiciond 100 pl de Sulforodamina B (SRB) (0.4% p/v diluida en acido acético
1%) por pozo. La solucién de colorante se mantuvo en las células adheridas y
fijadas por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente los excesos
de SRB se removieron lavando la superficie de adhesién con acido acético
(1% v/v en agua destilada). Las placas se dejaron secar a temperatura

ambiente durante un dia.

Para la lectura de absorbancia, la SRB unida a las proteinas se solubilizd
adicionando 200 ul de buffer Tris-HCI (10 mM pH10.5) a cada pozo y se agito
de forma orbital durante 15 minutos. La densidad Optica de lectura fue 490 nm

por espectrofotometria.

Se realizaron tres ensayos bioldgicos, y cada ensayo por triplicado para cada
tratamiento y controles. Para los resultados se construyeron graficas de
porcentaje de viabilidad para cada tiempo y se reportd la concentracion
inhibitoria media (IC50) por regresion lineal (concentracion de inhibidor

necesaria para que un proceso bioldgico se reduzca a la mitad) (54).

ABt

ABc

) % de viabilidad = ( ) 100

ABT= Absorbancia de los tratamientos

ABc= Absorbancia del control de tratamiento CST (células sin tratamiento)
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EVALUACION DEL EFECTO HEMOLITICO DEL EXTRACTO ETANOLICO
DE HOJAS DE Passiflora edulis EN ERITROCITOS HUMANOS

Para determinar si los compuestos presentes en el extracto etandlico de hojas
de P. edulis, causan citotoxicidad en células humanas normales, se evalué la
capacidad de causar disrupcion a la membrana celular de eritrocitos humanos
por induccion de lisis celular (fendmeno indeseado para farmacos o extractos

de plantas medicinales) (55).

Se evalué de acuerdo con el procedimiento descrito por Nabavi et al, (56). Se
obtuvo una muestra de sangre de donante voluntario sano para enfermedades
hemoliticas, por puncién venosa en tubos con heparina. La sangre se
centrifugé a 3800 rpm durante 10 minutos, se eliminé el plasma y los
leucocitos. Los eritrocitos (precipitado celular) se lavaron tres veces con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7.4 centrifugando a 2500 rpm
durante 10 minutos cada vez. Posteriormente, se adiciono 1 mL de la
suspension de eritrocitos en PBS al 5% (v / v) a cada tratamiento de 50, 100,
200, 500, 1000, 1500, 2000 y 3000 pug/mL y controles 500 uL (preparados en
PBS), se mezclé con cuidado y se incub6 a 37°C durante 3 horas. Pasado este
tiempo, se afiadieron 4 mL de PBS a 37°C, luego, se centrifug6 a 2500 rpm
durante 10 minutos. Finalmente, se midi6 la absorbancia del sobrenadante a
540 nm. Se utilizaron acido ascorbico a 500 pg/mL y peroxido de hidrogeno a
100 mM como control negativo y positivo, respectivamente. Ademas, se
reportd la concentracion letal media (IC50) para cada tratamiento por regresion
linea (concentracion de inhibidor necesaria para que un proceso biolégico se
reduzca a la mitad) (55). Por ultimo, los valores hemoliticos son expresados

en porcentaje de hemodlisis y se calculé como:
(4) % Hemolisis = %xlOO
Am: Absorbancia de los tratamientos

Ac: Absorbancia del control
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EVALUACION DEL EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE
Passiflora edulis SOBRE LIPIDOS TOTALES (COLESTEROL Y
TRIGLICERIDOS)

Para esta prueba se cultivaron 5000 células SW480/pozo en cajas de Petri
plasticas y estériles en un volumen final de 3000 pyl de medio cultivo de
mantenimiento modificado (confluencia superior al 80%), y se incubaron a
diferentes tiempos (24 y 48 horas) en presencia de los diferentes tratamientos
del extracto etandlico de hojas de P. edulis. Se cuantificaron los niveles de
colesterol y triglicéridos tanto intracelular (lisado celular) como extracelular
(medio de cultivo almacenado al momento de finalizar la exposicién de los

tratamientos) de cada tratamiento y CST.

Lisis celular

Una vez transcurrido el periodo de exposicion del extracto, se removié el medio
de cultivo y se almacend (lipidos extracelulares para cuantificacion),
posteriormente, la monocapa se lavé con PBS 1X y se procedid a lisar las
células con 1000 pL de buffer de lisis (Hepes 20 mM, NaCl 420 mM, 1% de
Tritdbn, 0.5% SDS, pH 7), inmediatamente, las cajas se incubaron a
temperatura ambiente en oscilacion constante durante 10 minutos. Se
almacen6é el lisado celular (lipidos intracelulares para cuantificacion)

debidamente rotulado a -20°C.
Cuantificaciéon de proteinas por el método del acido bicinconinico (BCA)

El ensayo se realizo de acuerdo a lo establecido por Walker (57). Después de
la lisis celular, se tomaron 50 pL del lisado de cada uno de los tratamientos,
controles y patrones, se le adicion6 500 pL del reactivo de trabajo BCA (50: 1,
Solucion de acido bicinconinico/ Solucion de pentahidrato de sulfato de cobre
4%) e inmediatamente se cubrieron los tubos de ensayo y se incubd a 37°C

durante 30 minutos, por ultimo, se mantuvieron a temperatura ambiente
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durante 10 minutos antes de la medicidon. La densidad Optica de lectura fue
562 nm por espectrofotometria. La curva de calibraciéon se realiz6 con
albumina sérica a concentraciones de 50, 100, 200, 400, 800 1000 y 2000
pg/mL.

Este ensayo se realiz6 para normalizar los volUumenes que se tomaron de los
lisados celulares de los diferentes tratamientos para la extraccion y
cuantificacion de lipidos.

Extraccion y cuantificaciéon de lipidos totales (colesterol y triglicéridos)

El ensayo de extraccion de lipidos se realizd de acuerdo a lo establecido por
Blight & Dyer (58), con algunas modificaciones para cultivo celular (de acuerdo
a lo establecido en el laboratorio de bioquimica y genética de la Universidad
del Quindio).

Antes de realizar el ensayo, se normalizé el volumen de lisado celular frente a
la menor concentracion proteica evidenciada ya sea en los tratamientos o CST.
De cada uno de los tratamientos y las CST se tom6 un volumen de 400 pL
normalizado y aforado de lisado celular, la cuantificacion de esos lipidos
extraidos se realizo por el kit comercial liquicolor (Human) de triglicéridos y
colesterol, independientes cada una. Esto mismo se realiz6 para el medio de
cultivo (extracelular). Posteriormente, a este volumen ya sea de lisado celular
o medio de cultivo se le adicion6 500 pL de cloroformo y 1 mL de metanol, se
agito la solucion hasta quedar todo mezclado e inmediatamente se puso en
agitacion orbital constante durante 1 hora, agitando vigorosamente cada 15
minutos. Seguidamente, se adiciond 500 pL de cloroformo y 500 uL de agua,
en este punto se formaron dos fases, la cloroférmica en la parte inferior y la
acuosa-metanolica en la parte superior. Después, se centrifugé a 3000 rpm
durante 3 minutos para lograr una mejor separacion de las fases, luego, se
removio la fase cloroférmica (contiene los lipidos extraidos) que se encuentra

en el fondo del tubo de ensayo hacia otro tubo de vidrio, posteriormente, se
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dej6 evaporar el cloroformo por completo durante toda la noche. Por ultimo, se
adicion¢ al tubo de vidrio 500 uL de reactivo de cuantificacion que provee el
kit colorimétrico liquicolor de Human para analizar ya sea colesterol o
triglicéridos, se incubo durante 10 minutos (siguiendo las indicaciones del Kit)
y se realizo la lectura espectrofotométrica a una longitud de onda de 500nm
indicada en el kit para cada lipido analizado, a su vez, también se leyo la
absorbancia del estandar (de triglicéridos o de colesterol) que lo provee el kit
siguiendo las indicaciones del proveedor.

Para los resultados se construyeron graficas de pg de lipido
(colesterol/triglicéridos) por pug de proteina para cada tiempo. Para convertir
las absorbancias a una unidad de concentracion se empled la siguiente

ecuacion recomendada por el kit comercial liquicolor (Human):

. s . ABt
(3) Concentracion de lipido = 200 x ——— (%)

ABT1= Absorbancia de los tratamientos y controles
ABe= Absorbancia del estandar ya sea de colesterol o triglicérido

Posteriormente a este calculo, el valor obtenido se dividioé por 40 debido a que
en la ecuacion (3) se asume que la muestra inicial tenia un volumen de 10 pL,
sin embargo, en el experimento se parte de 400 pL, por lo que el valor en
mg/dL del lisado o del medio de cultivo es 1/40 del valor obtenido. La cantidad

obtenida en mg/dL se convirtié a pg/mL, multiplicando por 10.

Por otro lado, para tener un acercamiento de como los posibles compuestos
bioactivos de la P. edulis estan afectando el contenido total lipidos, se decido
realizar un acoplamiento molecular in silico contra las dianas HMGCR, ACC1
y ACC2.
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EVALUACION in silico DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DE
Passiflora edulis COMO INHIBIDORES DE LAS ENZIMAS 3-HIDROXI-3-
METIL-GLUTARIL-COA REDUCTASA (HMGCR) Y LA ACETIL-COENZIMA
A CARBOXILASA (ACC)

Acoplamiento molecular
El siguiente esquema resume los pasos que se ejecutaron para realizar la

evaluacion de acoplamiento molecular.

Determinacion de receptores y ligandos
Busqueda de receptores y ligandos nativos en PDB.

Busqueda de ligandos de interés en FoodB y PubChem
Optimizacion energética de ligandos de interés.
IR

b, 4

Determinacion del sitio activo y validaciéon de estructuras del
complejo proteina-ligando objetivo
Re-acoplamiento molecular del ligando nativo sobre el receptor.
Generacion del mapa tridimensional de la caja, rejilla y esferas.

Evaluacion de la afinidad de union.

Acoplamiento molecular usando Autodock vina.
Analisis y visualizacion de los acoplamientos

Con el objeto de que esta metodologia se pueda desarrollar y reproducir,
llevamos a cabo la preparacién de receptores y ligandos en el programa UCSF
Chimera v.1.12, BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021 y Avogadro,
disponibles libre de cargo y en plataformas Linux, Mac y Windows
Determinacion de receptores

Se eligieron dos enzimas limitantes involucradas en la sintesis de lipidos como
dianas para el descubrimiento de farmacos: 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA
reductasa, abreviada oficialmente como HMGCR (también llamada HMG-CoA
reductasa con codigo PDB: 1DQ9) involucrada en la sintesis de colesterol y la
Acetil-Coenzima A carboxilasa, abreviada oficialmente como ACC (también
llamada Acetil-CoA carboxilasa) involucrada en la sintesis y oxidacion de los
acidos grasos, se realizé el acoplamiento molecular con las dos isoformas de
la ACC, ACC1 con codigo PDB: 3K8X y ACC2 con codigo PDB: 5KKN. Es
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importante aclarar, que las tres enzimas cristalizadas contaban con su
respectivo ligando control unido y también cristalizado, condicion que nos
ofrece una ventaja al momento de buscar el acoplamiento del ligando no

enddgeno sobre cada una de las enzimas.

Preparacion del receptor
Las estructuras tridimensionales (3D) de las enzimas estudiadas se

recuperaron del Protein Data Bank (http://www.rcsb.org//pdb) en formatos pdb.
Estas proteinas sirvieron como receptores en el proceso de acoplamiento. Los
archivos se abrieron utilizando BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021. Se
eliminaron todas las sustancias unidas (ligandos y cofactores cristalizados) y
las moléculas de disolvente asociadas al receptor y se almacenaron en
formato pdb. Usando Autodock Tools, se agregaron atomos de hidrégeno
polares y cargas Kollman a los receptores. Posteriormente, los archivos se

guardaron en formato pdbqt.

Determinacion de ligandos
La busqueda y seleccion de compuestos fue condicionada. Los compuestos

de interés y utilizados en el proceso de acoplamiento molecular en este estudio
se basaron en experimentos in vitro que nosotros (59) y otros investigadores
(31) hemos realizado previamente sobre la caracterizacion de los extractos de
hojas, actividad antitumoral y disminucién de lipidos totales presentes en
Passiflora edulis. Estos compuestos fueron Isoorientina Numero (CAS 4261-
42-1), Luteolina Numero (CAS 491-70-3), Saponarina Numero (CAS 20310-
89-8), Vitexina Numero (CAS 3681-93-4), Quercetina Numero (CAS 117-39-
5), Kaempferol Numero (CAS 520-18-3), Acido cafeico Numero (CAS 331-39-
5), Acido clorogénico Numero (CAS 327-97-9), Acido galico Numero (CAS
149-91-7), Quinina Numero (CAS 130-95-0), Pasiflorato de glucosilo Numero
(CAS 1392-82-1), Ciclopasiflésido V Numero (CAS 292167-42-1), Acido
ciclopasifloico E Numero (CAS 301540-74-9), Harmane Numero (CAS 486-84-
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0), Harmol Numero (CAS 487-03-6) y Moupinamida (Numero CAS 66648-43-
9).

Preparacion del ligando y optimizacion energética

Las estructuras de ligando se obtuvieron del sitio PubChem
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) y FoodB (https://foodb.ca/). La busqueda se
realizo ingresando el nombre del ligando y el numero CAS en la opcion de
bdsqueda. El archivo de cada ligando se descarg6 en formato pdb y se guardo.
En el acoplamiento proteina-ligando, se utiliza un algoritmo de optimizacion
para encontrar la mejor posicion de unién de un ligando sobre la proteina diana
(receptor), este algoritmo desempefia un papel fundamental en la
determinacién de la precision del acoplamiento. Se ejecutd dicho algoritmo a
cada uno de los ligandos agregando los atomos de hidrogeno polares y se
empled el campo de fuerza MMFF94 (campo de fuerza molecular de Merck)
para optimizar o minimizar la energia del ligando en el vacio empleando el
programa Avogadro, de esta forma, se buscan minimos de baja energia y se
considera que los ligandos son completamente flexibles y algunos de los
atomos de los receptores (enzimas) son moviles. El resultado final se guardé

en formato pdb.

Finalmente, el formato pdb del ligando se abrié usando Autodock Tools donde
se le afiadieron nuevamente los hidrégenos polares, las cargas de Gasteiger
y el archivo se guardo en formato pdbqt. Las propiedades de los compuestos
bioactivos (ligandos) se calcularon utilizando la regla de cinco de Lipinski

realizado sobre el predictor SWISSADME http://www.swissadme.ch/).

Identificacién del sitio de uniéon y generacién de la cuadricula del
receptor

La ubicacion de los aminoacidos como sitios activos en la region del receptor
donde se acopla el ligando se determind usando Autodock Tools. Por esta
razon, la superficie de acoplamiento molecular fue definida por un mapa

tridimensional de la cuadricula que engloba al sitio activo del receptor. En el
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acoplamiento de las tres enzimas (HMGCR, ACCl y ACC2), el mapa
tridimensional solo tenia el tamafio del area que se iba a acoplar (acoplamiento
dirigido), se pudo hacer ese tipo de acoplamiento ya que las tres enzimas
contaban con el ligando control cristalizado que estaba unido al sitio activo del
receptor, y por esta razon, se pudo dirigir a una region especifica donde se
encontraba el sitio activo y no un acoplamiento ciego, donde el ligando se

acoplaria a todas las partes del receptor.

Validaciéon de estructuras del complejo proteina objetivo -ligando
Antes del acoplamiento molecular con los ligandos de interés o no enddgenos.

Se realiz6 la validacion volviendo a acoplar el ligando control cristalizado en el
receptor diana, donde el ligando control se separd por primera vez de la
enzima utilizando BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021, este ligando
individual se guardd en pdbgt. Con este procedimiento, se pudo validar el sitio
activo de los receptores y energia de afinidad del complejo receptor diana-
ligando control. En este caso, el receptor HMGCR (ID de PDB: 1DQ9) se
acoplé con dos ligandos controles, un ligando no inhibidor HMG-CoA (3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A) (60) y un ligando inhibidor 116 cerivastatina
(7-[4-(4-fluoro-phenyl)-5-hydroxymethyl-2,6-diisopropyl-pyridin-3-yl]-3,5-

dihydroxy-heptanoic acid) (61), el receptor ACC1 (ID de PDB: 3K8X) se acoplo
al ligando control inhibidor B89/tepraloxidim ((5S) -2 - [(1E) -N - {[(2E) -3-
cloroprop-2-en-1-il] oxi} propanimidoil] -3-hidroxi-5- (tetrahidro-2H-piran-4 -il)
ciclohex-2-en-1-ona) (62) y el receptor ACC2 (ID de PDB: 3K8X) se acoplo al
ligando control inhibidor 6U3/ND-630 ((2- [1 - [(2 ~ {R}) - 2- (2-metoxifenil) -2-
(oxan-4-iloxi) etil] -5-metil-6- (1,3-oxazol-2-ilo ) -2,4-bis (oxidailiden) tieno [2,3-
d] pirimidin-3-il] -2-metilpropanamida) (63). Los resultados del acoplamiento
molecular mostraron las posiciones del ligando control con la energia de
enlace mas alta y baja cuando se une al receptor y el valor de RMSD (distancia
media cuadratica) del acoplamiento del ligando. Para obtener un valor RMSD

diferencial, se superpusieron los resultados del ligando control del
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acoplamiento molecular y el mismo ligando sin acoplamiento cristalizado, de
esta forma se verific6 si el programa Autodock vina llegaba a una misma
posicion de enlace entre el ligando y el receptor, este proceso se hizo por
triplicado. Se dice que el método es valido si el valor de RMSD diferencial
obtenido es <2 A, de modo que el acoplamiento molecular del ligando de
prueba o no endogeno puede llevarse a cabo con la proteina diana en la misma

area de la cuadricula o mapa tridimensional de la caja (64).

Acoplamiento molecular receptor- ligando no endégeno

El acoplamiento se realizé utilizando Autodock Vina (AV). Los ligandos y
receptores que se habian guardado en el formato pdbqt se copiaron en la
carpeta Vina. El programa Vina se ejecuto a través del simbolo del sistema.

Analisis y visualizacion

La conformacion de acoplamiento de los ligandos se determiné seleccionando
la pose con la mayor afinidad (la energia libre de union de Gibbs mas negativa
AG).

Prueba de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion (ADME)
La evaluacion de las propiedades de absorcion, distribucién, metabolismo y

excrecion (ADME) es uno de los criterios mas importantes antes de convertir
una molécula en un farmaco (65). Hasta ahora, muchos candidatos a farmacos
no podian satisfacer la demanda de ensayos clinicos, por lo que la prediccién
por ordenador es importante para la fase inicial. Las propiedades
fisicoquimicas, la hidrofobicidad, la lipofilia, el entorno gastrointestinal y la
barrera hematoencefalica se ven directamente afectadas por el perfiil ADME
antes de la excrecion del farmaco del cuerpo a través de la orina y las heces
(66). Se utilizo el servidor Swiss-ADME (http://www.swissadme.ch/) de libre

acceso, para evaluar las propiedades ADME, como el perfil de solubilidad, la
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absorcion GIT y el perfil de biodisponibilidad de los compuestos seleccionados
(67).

Toxicidad

El enfoque computacional ha permitido medir la toxicidad mediante métodos
in silico para acceder al perfil de seguridad de los compuestos deseados. De
lo contrario, estos compuestos pueden mostrar el efecto nocivo en humanos y
animales. El perfil de toxicidad puede evaluar y determinar la mutagenicidad,
la carcinogenicidad, valor LD50, inmunotoxicidad tanto cuantitativa como
cualitativamente. Toxicity Estimation Sofware Tool (TEST) es un software de
libre acceso, que se utiliz6 en este estudio para estimar la toxicidad de
nuestros compuestos sin necesidad de otros programas externos (68,69). Las
herramientas de estimacion de toxicidad TEST se utilizan para moléculas
selectivas que se trabajé basado en metodologias de Relaciones Cuantitativas
Estructura-Actividad (QSARs). Ademas, se utilizé el servidor ProTox-ll
(http://tox.charite.de/protox_Il) para determinar el efecto toxico de los
compuestos seleccionados (70). En este sitio se pueden obtener diferentes
vias toxicoldgicas, incluidas las vias de sefializacion de los receptores

nucleares y las vias de respuesta al estrés.
ANALISIS ESTADISTICO DE LOS ENSAYOS BIOLOGICOS

Disefio estadistico
Los datos fueron expresados como la media + la desviacion estandar de los

resultados de tres determinaciones por triplicado para cada ensayo. A través
de la regresion lineal se determind la 1Cso (concentracion inhibitoria media).
Las diferencias estadisticas entre tres 0 mas conjuntos de datos se analizaron
mediante los softwares estadisticos GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA) y SPSS v.25 para el andlisis de varianza de uno y dos

factores (ANOVA) y una prueba de Tukey para comparaciones multiples.
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Ademas, una prueba Duncan de contraste entre cada tratamiento respecto al

control negativo. Los valores de p<0,05 se consideraron significativos.
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4. RESULTADOS

ANALISIS FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Passiflora
edulis
El rendimiento de extraccién del extracto etandlico de hojas de P. edulis, fue

de 4,64% (extracto obtenido 0,0116kg/ material vegetal empleado 0,25%). El
perfil fitoquimico del EE de hojas presentd en su mayoria fenoles totales con
239,3 £ 41,0 mg EAG/g ES y en menor proporcion alcaloides totales con 8,4 £
1,1 mg EC/g ES (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido total de los compuestos: fenoles, polisacaridos, taninos,

flavonoides.
Tipo Contenido total

de compuesto compuesto
CTF* Fenoles 239,3+41,0
CTP~* Polisacaridos 2219+16,5
CTL* Flavonoides 182,4+7,9
CTT* Taninos 451+ 3,6
CTA* Alcaloides 84+11

Los datos fueron expresados como la media + la desviacion estandar de los
resultados de tres determinaciones por triplicado para cada compuesto. CTF: mg
EAG/g ES; CTP: mg EG/g ES; CTT: mg EAT/g ES; CTL: mg EC/g ES; CTA: mg EQ/g
ES.

EFECTO SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR DEL EXTRACTO ETANOLICO
DE HOJAS DE Passiflora edulis EVALUADO MEDIANTE
SULFORODAMINA B

El efecto antiproliferativo se evalud en células SW480 y HFF. Para la linea

celular SW480, el efecto sobre la viabilidad celular generado por el extracto
etandlico presentd un ajuste lineal, es decir, la viabilidad disminuyé
proporcionalmente al aumentar la concentracion como también al aumentar el
tiempo de exposicion tanto a 24 (R?: 0,97) como 48 (R?: 0,97) horas (p< 0,05),

asi mismo, dicha disminucién en el porcentaje de viabilidad resulté significativo

35



para tratamientos superiores a 2000 pg/mL (72,6 %) siendo el tratamiento de
3000 pg/mL (70,4 %) el que exhibié mas toxicidad sobre SW480 a 24 horas.
Se debe resaltar, que para el resto de tratamientos con concentraciones
inferiores a 2000 pg/mL también disminuyeron la viabilidad celular pero no fue
significativa respecto al CST. Por otro lado, a las 48 horas la disminucion del
porcentaje de viabilidad resulto significativo para tratamientos superiores a
1000 pg/mL (69,2 %) siendo el tratamiento de 3000 pug/mL (52,2 %) el que
exhibié més toxicidad sobre las células SW480, los otros tratamientos como
500y 200 pg/mL presentaron una leve disminucion del porcentaje de viabilidad
de 96,4 y 98,1%, respectivamente. Por ultimo, los tratamientos de 50 y 100
pHg/mL estimularon la viabilidad celular en un 1,8 y 1,6% respecto al CT,
respectivamente (Figura 7, Tabla Al).
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Figura 7. Efecto del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre la viabilidad en
células SW480 (A) y HFF (B) a 24 y 48 horas. Diferencias estadisticas significativas
entre el control y las condiciones tratadas: *P< 0,05. Las barras de error representan
el error estandar de la media a partir de tres ensayos biologicos y cada uno por
triplicado.

Debido que dentro de los tratamientos evaluados no se alcanzé la ICso para
ambos periodos de exposicion, se realizé una regresion lineal para predecir la
ICs0 tanto a 24 como 48 horas del EE siendo de 4705 y 4269 pg/mL,
respectivamente. Como se observa, se requiri6 una menor concentracion de

tratamiento de EE para alcanzar ICso a las 48 horas (Tabla 2).

Por otro lado, el efecto antiproliferativo de los tratamientos del EE sobre la
linea celular HFF aumenta o disminuye rapidamente y posteriormente se
estabiliza, este comportamiento se evidencié tanto a 24 (R% 0,96) como 48
(R?: 0,99) horas (p< 0,05). La disminucién del porcentaje de viabilidad celular
fue significativa (p< 0,05) para tratamientos superiores a 500 pg/mL (78,5 %)
siendo el de 3000 pg/mL (71,9%) el que exhibié mas toxicidad sobre HFF a 24
horas. Por el contrario, los tratamientos de 50, 100 y 200 pg/mL estimularon la
viabilidad celular en un 5,0, 12,9y 7,9 %, respectivamente. Por otro lado, a las
48 horas la disminucién del porcentaje de viabilidad resulté significativo para
tratamientos superiores a 200 pg/mL (87,1 %) siendo el tratamiento de 3000
pug/mL (49,6 %) el que exhibié mas toxicidad sobre las células HFF, los otros
tratamientos como 50 y 100 pg/mL estimularon la viabilidad celular en un 3 %
y 15,4 %, respectivamente. Por ultimo, la ICso se predijo mediante regresion
logaritmica tanto a 24 como 48 horas del EE siendo de 18471 y 3000 pg/mL,
respectivamente. Como se observa, se requiri6 una menor concentracion de

tratamiento de EE para alcanzar ICso a las 48 horas.
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Tabla 2. ICs estimada mediante regresion lineal del extracto etanélico de hojas de P.
edulis sobre las lineas celulares SW480 y HFF.

Linea celular Tiempo (horas) 1Cso (ug/mL)

24 4705

SW480 48 4269
24 18471

HFF 48 3000

Este ensayo de viabilidad celular por SFB mostré un efecto diferencial en las
dos lineas celulares, entre estas, las células SW480 presentaron mayor
sensibilidad al extracto respecto a las células HFF de acuerdo a las ICso
estimadas para cada tiempo (Tabla 2), excepto el periodo de incubacion de 48
horas para HFF. Este efecto se comparo con las ICso estimadas y se determiné
el indice de selectividad (Sl) para cada tiempo, obteniendo a 24 y 48 horas un
Sl de 1,17 y 0,70, respectivamente (Tabla 3), indicando que el EE es mas
activo contra SW480 que sobre las HFF a 24 horas de incubacion.

Tabla 3. indice de selectividad del extracto etandlico de hojas de P. edulis en el
modelo de cancer de colon SW480 respecto a células no tumoral HFF.

Tiempo ICs0 (Mg/mL) ICs0 (Mg/mL) Sl

(horas) HFF Sw480 Sw480
24 18471 4705 3,91
48 3000 4269 0,70

EFECTO HEMOLITICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE
Passiflora edulis EN ERITROCITOS HUMANOS
Se evidenci6 que los tratamientos del extracto etandlico presentaron una baja

actividad hemolitica sobre los eritrocitos humanos y es significativo respecto
al control positivo (perdxido de hidrogeno), siendo el de 200 pg/mL el que mas
registro hemolisis con un 17,6 %. Asi mismo, el porcentaje hemolitico fue
inferior al registrado por el control negativo que es acido ascorbico a 500 pg/mL
que mostré una hemolisis del 26,4 %(Figura 8).
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Esto quiero decir, que el extracto etandlico de hojas de maracuya tiene menor
actividad hemolitica que el acido ascorbico a 500 pg/mL que es un protector
de la membrana de los eritrocitos humanos, asi mismo, dentro de los

tratamientos del EE no se alcanzo la ICso (Tabla A2).

100
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Figura 8. Porcentaje de hemolisis de los diferentes tratamientos del extracto etandlico
de hojas de P. edulis sobre los eritrocitos humanos. Diferencias estadisticas
significativas entre el control positivo 2 y las condiciones tratadas: *p< 0,05. Las barras
de error representan el error estandar de la media a partir de tres ensayos biol6gicos
y cada uno por triplicado.

EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE Passiflora edulis
SOBRE LIPIDOS TOTALES (COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS)

Niveles totales de colesterol y triglicéridos intracelular a 24 y 48 horas

El efecto del EE sobre el colesterol y triglicéridos a nivel intracelular se evalué
en células SW480 en dos periodos de incubacion de 24 y 48 horas. El efecto
sobre los niveles intracelular tanto de triglicéridos como de colesterol total
generado por el extracto etandlico presentd un ajuste lineal, es decir, los
niveles de triglicéridos (R% 0,95) y colesterol (R% 0,99) disminuyeron
proporcionalmente al aumentar la concentracion a 24 horas. La disminucién

de colesterol resulté significativa para dos tratamientos, el de 100 pg/mL (75,7
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Hg colesterol/ug de proteina) y 200 pg/mL (65,6 colesterol/pg de proteina)
respecto al control (89,5 ug colesterol/ug de proteina). Por otra parte, la
disminucién de triglicéridos resulté significativa para todos los tratamientos
evaluados respecto al control, siendo el tratamiento de 200 pg/mL (5,8 pg
triglicérido/ug de proteina) el que mas disminuyd las concentraciones de
triglicérido total respecto al control (8,9 ug triglicérido/pug de proteina) (Figura
9, Tabla 4). ug

Por otra parte, el efecto del EE sobre los triglicéridos y colesterol a 48 horas
de exposicion también presentaron un ajuste lineal, donde los niveles de
triglicéridos (R?: 0,98) y colesterol (R%: 0,89) disminuyeron proporcionalmente
al aumentar la concentracion. La disminucion del colesterol no resulto
significativa para ninguno de los tratamientos, como se evidencio en la Figura
9 hay una leve reduccion, pero no es estadisticamente significativa respecto
al control. Asi mismo, la ICso para el colesterol se predijo mediante regresion
lineal tanto a 24 como 48 horas del EE siendo de 358,3 y 396,8 ug/mL,
respectivamente, como se observa, se requirid una menor concentracion de
tratamiento del EE para alcanzar ICso a las 24 horas (Tabla 4). Por otra parte,
la disminucién de triglicéridos resulto significativa para dos tratamientos, el de
100 pg/mL (9,0 pg triglicérido/ug de proteina) y 200 pg/mL (8,0 ug
triglicérido/ug de proteina) respecto al control (11,1 ug triglicérido/ug de
proteina) (Tabla 4). Por lo tanto, la ICso para los triglicéridos se predijo
mediante regresion lineal tanto a 24 como 48 horas del EE, siendo de 263,5y
338,6 pg/mL, respectivamente, como se observa también, se requirié una

menor concentracion de tratamiento del EE para alcanzar ICso a las 24 horas.

Basandose en los resultados anteriores, se pudo establecer para el colesterol
intracelular a las 24 y 48 horas que la linea celular SW480 sin estar expuesta
al extracto (CST) present6 un 89,5y 39,2 ug/mL de colesterol/ug de proteina,
respectivamente, lo anterior se tomé como el 100% de colesterol para ambos

periodos de incubacion por separado, y se establecio la diferencia en
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porcentaje del contenido y disminucién de colesterol especifico para los
diferentes tratamientos (Tabla A3). A nivel intracelular el tratamiento de 200
pg/mL presento un 72,5 % de colesterol respecto al 100 % del control, es decir,
disminuyé un 27,5 % el nivel de colesterol total, siendo el umbral de
sensibilidad maxima a 24 horas, por otro lado, a las 48 horas se evidencio
también que el tratamiento de 200 pug/mL presenté un 76,2 % de colesterol
respecto al 100 % del control, reduciendo un 23,8 % el contenido total de
colesterol. Entonces, se evidencido que el EE tiene un mayor efecto de
reduccion sobre el colesterol durante las primeras 24 horas de incubacion (p
< 0,05).

En cuanto a los triglicéridos intracelular a las 24 y 48 horas, se establecio que
la linea celular SW480 sin estar expuesta al extracto (CST) presenté un 8,9 y
11,1 pug/mL de triglicéridos/ug de proteina, respectivamente, lo anterior se
tomo6 como el 100% de triglicéridos para ambos periodos de incubacién, y se
establecié la diferencia en porcentaje del contenido y disminucién de
triglicéridos especifico para los diferentes tratamientos (Tabla A3). A nivel
intracelular el tratamiento de 200 pg/mL presentd un 65 % de triglicéridos
respecto al 100 % del control, es decir, disminuyé un 35 % los niveles de
triglicéridos totales, siendo el umbral de sensibilidad maxima a 24 horas, por
otro lado, a las 48 horas se evidencio también que el tratamiento de 200 pg/mL
presento un 72 % de triglicéridos respecto al 100 % del control, reduciendo un
28 % el contenido total de triglicéridos. En consecuencia, se evidencié que el
EE tiene un mayor efecto de reducciéon sobre los triglicéridos durante las
primeras 24 horas de incubacion (p < 0,05).

Tabla 4. ICso estimada mediante regresion lineal del extracto etandlico de hojas de P.

edulis sobre el contenido total de triglicéridos y colesterol intracelular en SW480 a 24
y 48 horas.

Intracelular
Tiempo (horas) 1Cso (ug/mL)
Colesterol 24 358,3
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48 396,8
24 263,5
48 338,6

Triglicéridos

Niveles totales de colesterol y triglicéridos extracelular a 24 y 48 horas

El efecto del EE sobre el colesterol y triglicéridos a nivel extracelular se evalué
en células SW480 a 24 y 48 horas. El efecto sobre los niveles extracelulares
tanto de triglicéridos como de colesterol total generado por el EE fueron muy
variables, aumentando y disminuyendo a lo largo de las 24 horas de
incubacion. La expulsibn de colesterol se vio retenida por todos los
tratamientos evaluados y presentaron diferencias significativas respecto al
control, siendo el tratamiento de 50 pg/mL (27,5 pg colesterol/ug de proteina)
y 200 pg/mL (29,2 pg colesterol/ug de proteina) los que mas expulsaron
colesterol respecto al control (77,6 g colesterol/ug de proteina). Por otro lado,
la expulsion hacia el medio extracelular de triglicéridos se vio retenida en todos
los tratamientos y no hay diferencias significativas con el control, las
concentraciones que mas retuvieron triglicéridos fueron la 50 pg/mL (4,2 pg
colesterol/ug de proteina) y 200 pg/mL (4,0 triglicéridos/pg de proteina)
respecto al control (5,9 ug triglicéridos/pug de proteina). Por lo tanto, el EE
presentd una regulacion negativa del flujo de salida tanto de colesterol como

de triglicéridos a las 24 horas.

Por otra parte, el efecto del EE sobre los triglicéridos y colesterol a 48 horas
de exposicion si presentaron un ajuste lineal. A las 48 horas se registré un
estimulo a la expulsion tanto de triglicéridos como de colesterol en todos los
tratamientos evaluados (Figura 9, Tabla A4). Sin embargo, la expulsién no fue
significativa respecto al control. El tratamiento que mas expulsé tanto
triglicéridos como colesterol fue el de 200 pg/mL. En colesterol se registré una
concentracion de 13,2 pg/mL en el medio extracelular respecto al control 11,7
pg/mL, asi mismo, la ICso para el colesterol se predijo solo a las 48 horas del

EE, siendo de 804,2 pg/mL. En el caso de los triglicéridos, fue 36,2 pg/mL en
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el medio extracelular respecto al control 33,6 pg/mL. Donde la ICso se predijo
solo a las 48 horas del EE, siendo de 1341,9 pg/mL (Tabla 5).

El andlisis que se realiz6 a partir de los datos obtenidos, es que la linea celular
SW480 sin estar expuesta al extracto (CST) en un periodo de incubacion de
24 y 48 horas, registré una expulsiéon de 77,6 y 11,7 pg/mL de colesterol,
respectivamente, lo anterior se tomo6 como el 100% de colesterol expulsado
para ambos periodos de incubacion por separado y se establecio la diferencia
en porcentaje de contenido en medio y expulsiéon del colesterol especifico para
los diferentes tratamientos (Tabla A4). Se evidencio que todos los tratamientos
retienen la expulsion de colesterol respecto a las CST a 24 horas, siendo la
concentracion de 200 pg/mL la que menos retiene la salida en un -63,4 % (el
signo (-) representa una regulacion negativa del flujo de salida del colesterol),
lo ideal es encontrar flujos de salida superiores al 100 % del control, indicando
que los tratamientos estimulan dicha salida del colesterol. Por otro lado, a las
48 horas si se evidencio un estimulo al flujo de salida del colesterol para todos
los tratamientos evaluados, siendo el tratamiento de 200 pg/mL el que mas
estimulo la salida del colesterol con un 12,7 %, sin embargo, esa regulacion
positiva no es significativa respecto al control. Como resultado se evidencio
que el EE estimulé de manera positiva el flujo de salida del colesterol solo a
48 horas de incubacion (p < 0,05).

Con base en los triglicéridos extracelulares a las 24 y 48 horas en la linea
celular SW480 sin estar expuesta al extracto (CST), expulsé 5,9 y 33,6 ug/mL
de triglicéridos, respectivamente, lo anterior se tom6 como el 100% de
triglicéridos expulsados para ambos periodos de incubacién por separado y se
establecio la diferencia en porcentaje de contenido en medio y expulsion de
triglicéridos especifico para los diferentes tratamientos (Tabla A4). Se
evidencio que todos los tratamientos retienen la expulsion de los triglicéridos
respecto a las CST a 24 horas, siendo la concentracion de 50 ug/mL la que

menos retiene la salida en un -12,3 % (el signo (-) representa una regulacion
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negativa del flujo de salida de los triglicéridos). Por otro lado, a las 48 horas si
se evidencio un estimulo al flujo de salida de los triglicéridos para todos los
tratamientos evaluados, siendo el tratamiento de 200 pg/mL el que mas
estimulo la salida del triglicéridos con un 7,9 %, sin embargo, esa regulacion
positiva no es significativa respecto al control. Entonces, se evidencié que el
EE estimul6 de manera positiva el flujo de salida de los triglicéridos solo a 48

horas de incubacion (p < 0,05).

Tabla 5. ICso estimada mediante regresion lineal del extracto etandlico de hojas de P.
edulis sobre el contenido total de triglicéridos y colesterol extracelular en SW480 a 24
y 48 horas.

Extracelular
Tiempo (horas) 1Cso (ug/mL)

24 ND
Colesterol 48 804,2
e 24 ND
Trigliceridos 48 1341,9

ND: No fue posible establecer un ICsp, valores fuera de los limites.

Por ende, en general el EE a nivel intracelular afecté en mayor proporcion tanto
a 24 como a 48 horas el contenido total de triglicéridos, por otra parte, a nivel

extracelular estimuld la expulsion principalmente del colesterol a las 48 horas.
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Figura 9. Efecto del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre el contenido total
de colesterol y triglicéridos tanto intracelular (A,C) como extracelular (B,D) en SW480
en respuesta a la incubaciéon de 24 y 48 horas. Diferencias estadisticas significativas
entre el control y las condiciones tratadas: *p< 0,05. Las barras de error representan
el error estandar de la media a partir de tres ensayos bioldgicos y cada uno por
triplicado.

Como se evidencié anteriormente, el EE tiene un mayor efecto diferencial
sobre el contenido intracelular total de triglicéridos y colesterol que sobre la
expulsion de estos, por ende, surgio la siguiente hipétesis ¢ Cuéles posibles
compuestos estan ejerciendo ese efecto sobre el contenido intracelular de
lipidos totales?, por lo tanto, se buscaron compuestos bioactivos antagonistas
contra el sitio activo de las dianas HMGCR, ACC1 y ACC2.
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EVALUACION in silico DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DE
Passiflora edulis COMO INHIBIDORES DE LAS ENZIMAS 3-HIDROXI-3-
METIL-GLUTARIL-COA REDUCTASA (HMGCR) Y LA ACETIL-COENZIMA
A CARBOXILASA (ACC)

Coordenadas del mapa tridimensional de la caja

En latabla 6 se observan los ligandos (controles) en 2D separados del receptor
y se nombran algunas caracteristicas como peso molecular, formula quimica,
entre otros. De los cuatro ligandos controles, solo el B89y el 116 cumplen con
la regla de cinco de Lipinski (Ro5) con cero infracciones o violaciones de las
variables tales como peso molecular, numero de donante de enlace H y

aceptador de enlace H.

Por otro lado, en la busqueda de la superficie de acoplamiento molecular se
definieron las coordenadas Optimas para el disefio del mapa tridimensional de
la caja que engloba al sitio activo del receptor (acoplamiento dirigido) (Tabla
9).

Tabla 6. Diagrama en 2D de los ligandos controles HMG-CoA, B89 y 6U3.

Ligandos controles Anotaciones

HMG-CoA (nimero CAS 1553-55-5)

NH,

L: Y Formula quimica: C27H4sN7020P3S
Ll Peso molecular: 911.66 g/mol
ot e Log P (<5): -3.89
"w-:;( Donante de enlace H (<5): 11
AT e : . Aceptador de enlace H (<10): 23
0" Vs & ’)(,l( A Infracciones: 3

N rﬁ Cumplir con los criterios de Ro5: No
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B89/tepraloxidim (nimero CAS 149979-41-9)

Formula quimica: C17H24CINO4
Peso molecular: 341.83 g/mol
Log P (<5): 2.97
Donante de enlace H (<5): 1
Aceptador de enlace H (<10): 5
Infracciones: 0
Cumplir con los criterios de Ro5: Si

Formula quimica: C2sH32N4O7S
Peso molecular: 568.64 g/mol
Log P (<5): 2.99
Donante de enlace H (<5): 1
Aceptador de enlace H (<10): 8
Infracciones: 2
Cumplir con los criterios de Ro5: No

Formula quimica: C2e6H3sFNOs
Peso molecular: 461.57 g/mol
Log P (<5): 4.34
Donante de enlace H (<5): 3
Aceptador de enlace H (<10): 7
Infracciones: 0
Cumplir con los criterios de Ro5: Si
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Tabla 7. Coordenadas del mapa tridimensional de la caja de los receptores y ligandos
controles cristalizados.

Visualizaciéon en AutoDock Tools

Mapa

tridimensional

de la caja . ‘
HMGCR + HMG-
CoA ACC1 + B89 ACC2 + 6U3

Centro X -16.922 -0.085 18.252
Centro Y -34.418 24.918 78.939
Centro Z 20.021 -21.019 13.338
Tamafio X 28 28 28
Tamafio Y 28 28 28
Tamarfo Z 24 28 28

Validacion de estructuras del complejo proteina objetivo -ligando y re-

acoplamiento molecular del ligando control

Para evaluar si se pueden tener en cuenta los valores de acoplamiento, la
validacion se llevo a cabo volviendo a acoplar los tres receptores HMGCR,
ACC1 y ACC2 sin sustratos, con sus respectivos ligandos que se habia
separado previamente. Los resultados de la validacion se presentan en las
Tablas 7y 8.

Como se puede evidenciar en la tabla 8, la posicion de los tres ligandos del
resultado de cristalografia en comparaciéon con la posicién del resultado de

acoplamiento molecular por AV, muestra que el RMSD diferencial para los tres
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ligandos es <2 A. Validando el acoplamiento molecular de los ligandos de
prueba o no enddgenos en la misma area de la cuadricula o mapa

tridimensional de la caja.

Tabla 8. Superposicién del ligando en base al proceso de re acoplamiento de
HMGCR, 6U3 y B89 con cristalografia (verde: resultado de cristalografia; azul:
resultado de re acoplamiento).

Receptor

Ligandos
controles
HMGCR ACC1 ACC2
RMSD diferencial (A)
HMG-CoA 1,582 N/A N/A
B89 N/A 1,029 N/A
6U3 N/A N/A 1,418

Nota: N/A: No aplica

Regla de cinco (Ro5)

La regla de cinco de Lipinski (Ro5) de los compuestos o ligandos no
enddgenos de acoplamiento calculados en el predictor SWISSADME se
muestra en la Tabla 9. La mayoria de los compuestos utilizados en este
estudio no violan la Ro5. Sin embargo, la isoorientina, luteolina, saponarina,
pasiflorato de glucosilo, ciclopasifliésido V y acido ciclopasifloico E no cumplen

con la Ro5 al infringir dos 0 mas variables.
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Tabla 9. Regla de cinco de Lipinski (Ro5) de los ligandos vegetales.

Propiedades

Peso

. Formula Donante de  Aceptador de Cumplir los
Ligandos molecular m(zl<65%l$lar L(O<%)P enlace H enlace H Infracciones criterios de
(<5) (<10) Ro5
g/mol)
Acido Cafeico C9H804 180,16 0,93 3 4 0 Si
Acido CiHi0s 354,31 -0,39 6 9 1 Si
clorogénico
Isoorientina C21H20011 448,38 -0,24 8 11 2 No
Kaempferol C15H1006 286,23 1,58 4 6 0 Si
Luteolina C26H28015 580,49 -1,09 9 15 3 No
Quercetina C15H1007 302,24 1,23 5 7 0 Si
Saponarina C27H30015 594.52 -1,65 10 15 3 No
Vitexina C21H20010 432,38 -0,07 7 10 1 Si
Pasiflorato de  C37Hg0012 696,87 2,16 8 12 3 No
glucosilo
CiC'OPa\iiﬂésidO CasH72017 861,02 0,38 12 17 3 No
Acido
C'C'Opaé'“o'c" CaiHs20s 552,74 2,84 7 8 2 No
Harmane Ci12H10N2 182,22 2,70 1 1 0 Si
Harmol C12H10N20 198,22 2,16 2 2 0 Si
Moupinamida C18H19NO4 313,35 2,39 3 4 0 Si
Acido galico C7HsOs 170,12 0,21 4 5 0 Si
Quinina CooH24N205 324,42 2,81 1 4 0 Si
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Acoplamiento molecular

La estimacién de la energia libre de unién entre los posibles inhibidores y
receptores se realizé6 mediante un experimento de acoplamiento. La Tabla 12
y la Figura 10 muestran los resultados del analisis de acoplamiento entre los
compuestos seleccionados con las enzimas HMGCR, ACC1 y ACC2. Los
resultados del acoplamiento mostraron que algunos compuestos vegetales
con mejores posiciones de union con la enzima HMGCR que el propio ligando
HMG-CoA que regula la actividad y la catalisis, eran la luteolina, pasiflorato de
glucosilo, ciclopasiflosido V, éacido ciclopasifloico E y moupinamida con
energias libres de union mas bajas que -9 AG. Los demas compuestos
tendieron a estar mejor posicionados (energia libre de unién < -7 AG) en
comparacion con el inhibidor endégeno 116 cerivastatina de la HMGCR,
excepto los ligandos como el 4cido cafeico, el acido galico, harmane y harmol.
Por otra parte, la vinculaciéon de las mejores posiciones energéticas a la ACC1
que fueron mejores o equivalentes al inhibidor B89/tepraloxidim de dicha
enzima fueron la isoorientina, luteolina, saponarina, vitexina, acido
clorogénico, quinina, pasiflorato de glucosilo, ciclopasiflésido V, &acido
ciclopasifloico E y moupinamida (energia libre de unién > -6,3 AG). Por ultimo,
no hubo vinculacibn de posiciones a la ACC2 que fueran mejores o
equivalentes al inhibidor 6U3/ND-630, se evidenciaron posiciones cercanas a
la energia libre de unién del inhibidor (-11,7 kcal/mol) como el pasiflorato de
glucosilo y &cido ciclopasifloico E con -11 y -10,2 kcal/mol, respectivamente
(Tabla 10; Figura 10).

Los resultados de la visualizacién del acoplamiento molecular de los ligandos
gue se van a mostrar mas adelante son Unicamente aquellos ligandos no
endodgenos que mostraron una energia libre de unién por encima del ligando

y/o inhibidor endégeno, como se puede observar en la figura 10.
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Tabla 10. Andlisis de acoplamiento molecular de varios ligandos vegetales y

enddgenos sobre las enzimas HMGCR, ACC1 y ACC2.

Energia libre de enlace (kcal/mol)

Ligandos
HMGCR ACC1 ACC2
HMG-CoA -9,0 N/A N/A
116 -7,0 N/A N/A
B89 N/A -6,3 N/A
6U3 N/A N/A -11,7
Isoorientina -8,3 -6,3 -9,3
Luteolina -9,3 -8,0 -89
Saponarina -8,3 -7,2 -9,7
Vitexina -8,7 -6,9 -9,2
Quercetina -8,2 -6,2 -8,5
Kaempferol -8,2 -6,2 -8,5
Acido cafeico 7,1 -5,5 -6,5
Acido clorogénico -8,3 -6,4 9,3
Acido galico -6,7 -4,5 -5,7
Quinina -7,3 -6,9 -9,6
Pasiflorato de -11,4 - 8,6 -11
glucosilo
Ciclopasiflésido V -9,6 -9/4 -9,6
Acido ciclopasifloico E -9,9 -7,9 -10,2
Harmane -6,6 -57 -7,9
Harmol -6,7 -5,6 -7,8
Moupinamida -9.3 -6,5 -8,9
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Figura 10. Valor de la energia libre de unién (-kcal/mol) de las enzimas HMGCR,
ACC1y ACC2 con varios candidatos a compuestos inhibidores. Aquellos compuestos
gue superen la energia libre de union de los inhibidores endégenos son candidatos. -
---: Es el valor maximo de energia libre de unién (-kcal/mol) de los inhibidores
enddgenos (azul: HMGCR/HMG-CoA y 116; verde: ACC1/B89; naranja: ACC2/6U3).

Visualizacion de los resultados del acoplamiento molecular

La posicién de unién de los ligandos no endbégenos a las tres enzimas se
evaluo y compar6 basandose en ligando y/o inhibidor endégeno. Por efectos
de orden y mejor visualizacion se mostraron los acoplamientos por separado

para cada enzima.

Acoplamientos moleculares de ligandos no endégenos con la enzima
HMGCR

El acoplamiento molecular del AV mostré6 que, de todos los compuestos
bioactivos con energias libres de union superiores al ligando HMG-CoA e
inhibidor B89 enddgenos, son tres ligandos activos con diferentes afinidades

por el receptor que se unen especificamente en la misma posicion de los
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ligandos controles en el sitio activo de la enzima, estos candidatos fueron la
luteolina (- 9,3 kcal/mol), moupinamida (- 9,3 kcal/mol) y el &cido clorogénico
(- 8,3 kcal/mol). Los demas ligandos se unen a posiciones cercanas o
superponen en una parte (no en toda) de la posicion de los ligandos controles
en el sitio activo de la enzima (Figura 11; Tabla 13; Tabla 14). Es importante
mencionar que, si bien hay ligandos no enddégenos con energias libres de
union mejores que los tres candidatos mencionados, no cumplen a rigor con
la superposicion del ligando control en el sitio activo de la HMGCR como se

puede visualizar en la Tabla 14.

En la Figura 12 se muestra un diagrama 2D con los tipos de contactos
formados entre el receptor HMGCR vy el ligando e inhibidor endogenos. La
interaccion entre el ligando HMG-CoA y su receptor se estabiliza
principalmente por siete enlaces de hidrégeno y dos interacciones hidrofobicas
(enlace de hidrégeno carbono), por otra parte, el inhibidor 116/cerivastina se
estabiliza por dos interacciones Pi-sigma y una Pi-Pi stacked. Ambos ligandos
también se ven estabilizados por otro tipo de interaccion no menos importante
como las de Van der Waals que son fuerzas de atraccién débil (Tabla 13;
Figura 12). De los tres candidatos oOptimos citados anteriormente, es la
luteolina la que genera mas interacciones estabilizantes con cinco enlaces de
hidrogeno, dos hidrofébicos, uno de hidrogeno donante de Pi, entre otros,
seguido del &cido clorogénico con cinco enlaces de hidrogeno, dos
hidrofobicos y un enlace pi-alquilo, por dltimo, la moupinamida con un enlace

de hidrogeno, tres enlaces alquilo y un enlace hidrofébico (Tabla 13; Tabla 14).
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Tabla 11. Resultado de la interaccion entre los dos ligandos controles y once no
enddgenos seleccionados por su energia libre de uniéon en complejo con la proteina

HMGCR.
Enlaces de Enlace de Enlace Enlace de Enlace pi-
Ligando hidrégeno hidrogeno alquilo hidrégeno al uilg Pi- sulfuro
convencionales donante de Pi q carbono d
7 (LYS735, SER565,
HMG-CoA HIS752, ARG568%2, 2 E¢§$2725)2
HIS861, ASN567.
116/ Pi-Cation
cerivastatina 2 (SER565, SER865) 1 (ARG568) 1(LYS722)
Pi-Cation
5 (ASN755*2 -
. ) Pi-Pi T-shaped 2 (SER865, 3 (LEUS853, 3 (HIS752,
Luteolina GLU559, GLY560, 1 (ALA751) 1 (HIS866) HIS861) LEUS862, 856) HIS866,
CYS561) HIS861)
Pasiflorato de 4 (ARG571, ASN567,
glucosilo GLY542) 1 (ALAS64)
. R 3 (ARG571*2, 2 (ARG568,
Ciclopasiflésido V GLU719) ARG571)
Acido 3 (GLU593, ASP597,
ciclopasifloico E ARG281) 1 (TRPG81)
3 (ALA856, 2 (HIS752,
Moupinamida 1 (ASN755) CYS561, CYS561, 1 (CYS561)
ALA454) SER865)
7 (SER865, SER565,
Isoorientina HIS861, ARG568*2, 1 (HIS866) 1 (ARG571)
LYS722, ARG571)
Amida-pi N
Saponarina 2 (GLY542,LYS722) stacked 3 (:53556781) 2,
1 (ASN567)
o 5 (ASN755,
c|oerC|ggico ALA751*2, GLU559, 2 ﬁg?gg‘c" 1(ALA8S6) 1 (CYS561)
9 HIS866)
Quercetina 3 (ASN755, LYS735, 2 (LEU862, Pi-cation
ALA751) LEU853) 1 (HIS866)
Vitexina 3 (ARG571, VALT720, Pi-Sigma
LYS722) 1 (ALA564)
Kaemoferol 3 (ASN755, LYS735, 2 (LEU862, Pi-Cation
P ALAT751) LEU853) HI1S866

El ligando isoorientina si bien no se une especificamente en la misma posicion
de los ligandos controles en el sitio activo de la enzima, si esta ocupando mas
de la mitad del area. Ademas, como se puede observar en la Tabla 13 y Tabla
14 el acoplamiento se vio estabilizado por 7 enlaces de hidrogeno, uno

hidrofébico y un enlace pi-alquilo, siendo un candidato aceptable.
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Sitio activo: unién HMG-CoA

Sitio activo: union de
116/Cerivastatina

Figura 11. Salida de AV, que muestra los ligandos controles en interaccion con el sitio
activo de la HMGCR. (a) Sitio activo de la HMGCR en interaccién con su ligando
control HMG-CoA. (b) Sitio activo de la HMGCR en interaccién con el inhibidor
enddgeno 116/cerivastatina y en malla roja se muestra la posicién de union de HMG
CoA para fines comparativos.
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H-Bonds
Interactions Donor
I:I van der Waals - Conventional Hydrogen Bond
- Salt Bridge I:I Carbon Hydrogen Bond
- Attractive Charge Acceptor
sy
G
vaL (b)
ALA C:720
C:564
/
CYS
C:561

37 . ASN ARG

7 SER 3 csch Rsﬁs &7

R g 1
C:852 ‘SER |
& ALA €865

LEU
C:853 HIS CI:-;::SJZ
C:866

H-Bonds
Donor

Interactions

[:l van der Waals - Pi-Cation
Il conventional Hycrogen Bond [ kvt Acceptor-

Figura 12. (a) A la izquierda un diagrama 2D que muestra los tipos de contactos
formados entre el receptor HMGCR vy el ligando control HMG-CoA. A la derecha se
muestra salida de AV de la HMG-CoA, superficie de contacto que muestra las zonas
mas probables de donar y/o aceptar enlaces de hidrogeno. (b) A la izquierda un
diagrama 2D que muestra los tipos de contactos formados entre el receptor HMGCR
y el inhibidor enddgeno 116/cerivastatina. A la derecha se muestra salida de AV del
116, superficie de contacto que muestra las zonas mas probables de donar y/o
aceptar enlaces de hidrogeno en la enzima HMGCR.
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Tabla 12. Posicion de acoplamiento de los ligandos no enddégenos que tuvieron una
energia libre de union superior al ligando control HMG-CoA vy al inhibidor endégeno
116/cerivastatina en la enzima HMGCR. (a) Diagrama 2D que muestra los tipos de
contactos formados entre el receptor y el ligando. (b) Salida de AV, que muestra los
ligandos no enddgenos en interaccion con el sitio activo de la HMGCR en 3D.
Superficie en malla de color rojo: representa la posicion de unién de la HMG-CoA para
fines comparativos.

Acoplamiento molecular de luteolina (- 9,3 AG)

(@) (b)

LS
C:864

nts
. e ARG
:366'  SER X
iz %j cses St

€853 & C:856
HIS 2)
752 LEU
c:362

ALA
5 c751

Interactions

|:| van der Waals D Pi-Donor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked

I:I Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped

- Pi-Cation [:l Pi-Alkyl

Acoplamiento molecular de Pasiflorato de glucosilo
(-11,4 AG)

Interactions

D van der Waals D Alkeyl

- Conventional Hydrogen Bond
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Acoplamiento molecular de ciclopasiflésido V
(-9,6 AG)

[ vander waals [ Akl

[ Conventional Hydrogen Bond

Acoplamiento molecular de acido ciclopasifloico E
(- 9,9 AG)

% PRO PHE
‘ MET .
_. o AT c708
.
:

ASP '-
C:618 ASN ARG
599 SER ﬂr
c27s

I:I van der Waals I:I Carbon Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Donor Hydrogen Bond

Interactions
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Acoplamiento molecular de moupinamida (- 9,3 AG)

C735

Interactions

D wvan der Waals - Fi-Sulfur
- Conventional Hydrogen Bond D Alkeyl
|:| Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
- Pi-Sigma

ASHN
LEU ALA C:567
c862 HIS s C564
C-866 C561
Interactions
I:I van der Waals I:I Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alleyl
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Acoplamiento molecular de saponarina (- 8,3 AG)

PRO
C:543

Interactions
- Amide-Pi Stacked

|:| van der Waals
- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

s
€561
€735
%
.
.
.
e
)
ARG "
C568 @
HIS
€752
Interactions
[ van der waas [ Fisuifur
- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

|:| Carbon Hydrogen Bond
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Acoplamiento molecular de quercetina (- 8,2 AG)

Interactions

D wvan der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

- Pi-Cation

Acoplamiento molecular de vitexina ( — 8,7 AG)

-
.
.
-

ASN

C:567
Interactions
|:| van der Waals - Pi-Sigma

[ conventional Hydrogen Bond
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Acoplamiento molecular de Kaempferol (- 8,2 AG)

Interactions

D wvan der Waals - Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond I:I Fi-Alkyl
[ pication

Acoplamientos moleculares de ligandos no enddégenos con la enzima
ACC1

El acoplamiento molecular del AV mostré que, de todos los compuestos
bioactivos con energias libres de wunién superiores al inhibidor
B89/tepraloxidim, son tres ligandos activos con diferentes afinidades por el
receptor que se unen especificamente en la misma posicion del inhibidor
enddgeno en el sitio activo de la enzima, estos candidatos fueron el pasiflorato
de glucosilo (- 8,6 kcal/mol), luteolina (- 8,0 kcal/mol) y el acido clorogénico (-
7,9 kcal/mol). Los demas ligandos se unen a posiciones cercanas o
superponen en una parte (no en toda) de la posicion del inhibidor en el sitio
activo de la enzima (Figura 13; Tabla 15; Tabla 16). Es importante mencionar
que, si bien hay ligandos no enddégenos con energias libres de union mejores
que los tres candidatos mencionados como el ciclopasiflésido V, no cumplen
a rigor con la superposicién de los ligandos controles en el sitio activo de la

ACC1 como se puede visualizar en la Tabla 16.
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En la Figura 14 se muestra un diagrama 2D con los tipos de contactos
formados entre el receptor ACC1 y el inhibidor B89. La interaccion del
complejo se estabiliza principalmente por un enlace de hidrégeno, un alquilo y
un pi-alquilo, también, se ve estabilizado por las interacciones de Van der
Waals (Tabla 15; Figura 14). De los tres candidatos oOptimos citados
anteriormente, es la luteolina la que genera mas interacciones estabilizantes
con cinco enlaces de hidrogeno, un hidrofobico, un pi-alquilo, entre otros,
seguido del pasiflorato de glucosilo con tres enlaces de hidrogeno, uno de
hidrogeno donante de Pi; por ultimo, el &cido ciclopasifloico E con un enlace

de hidrogeno, uno alquilo y un enlace hidrofébico (Tabla 15; Tabla 16).

Tabla 13. Resultado de la interaccion entre un inhibidor endégeno y ocho ligandos no
enddgenos seleccionados por su energia libre de unién en complejo con la proteina

ACCI1.
S Enlace de Enlace de .
. Enlaces de hidrégeno L Enlace L Enlace pi- .
Ligando convencionales § hidrégeno _ alquilo hidrégeno alquilo Pi- sulfuro
onante de Pi carbono
B89/tepraloxidim 1 (ALA1627) 1 (TYR1738) 1 (ALA1712)
Pasiflorato de 3 (ASN1744, ALA1627,
glucosilo SER1625) 1 (TRY1738)
Ciclopasiflésido 5 (ARG17062,
v LEU1700, ARG1628, 1 (ILE1629)
LEU1756)
Acido
. o 1 (LEU1756 1 (VAL1733) 1(GLY1734)
ciclopasifloico E
4 (ILE1782,
Moupinamida 1 (LEU1756) 1 (LEY1777) tggggg 1 (TRY1738) 'i'i.'?@?%%?
ALA1734)
5 (SER1708, ILE1735, Pi-Sigma
Luteolina ALA1627, ARG1731, 1(GLY1734) 1 (ALA1627) 1 (VAL1733)
ASN1774)
6 (ALA1627, ILE1629*2, Pi-Siama
Saponarina LYS1592, SER1595, 1 (SER1625) 1 (VALgl733)
GLY1758
. 3 (GLY1758, ARG1731,
Vitexina ILE1629) 1 (ILE1629)
5 (LYS1592,
ILE1629,
Quinina 2 (SER1625, ALA1627) ARG1628,
ILE1593,
VAL1733
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El ligando saponarina si bien no se une especificamente en la misma posicion
del B89 en el sitio activo de la enzima, si estd ocupando mas de la mitad del
area. Ademés, como se puede observar en la Tabla 15 y Tabla 16 el
acoplamiento se vio estabilizado por 6 enlaces de hidrogeno, uno hidrofébico

y un enlace pi-sigma, siendo un candidato aceptable.

Sitio activo: union B89

Figura 13. Salida de AV, que muestra el inhibidor endégeno B89/tepraloxidim en
interaccién con el sitio activo de la ACC1. En malla roja se muestra la superficie de
incidencia del inhibidor sobre la ACCL1.

GLY

GLY A:l736

VAL A:1626 SER
A1733 A:1708
LEU
THR ¢ A%‘;a A1705
ALTST i o
A:1735 ALA

Al712
TYR
A1738

\\__ H-Bonds
LEU
I LEU A1742 Donor
Ale29  ALT56
Interactions
D van der Waals D Alkyl
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl Acceptol’-

Figura 14. A la izquierda un diagrama 2D que muestra los tipos de contactos
formados entre el receptor ACC1 y el inhibidor endégeno B89. A la derecha se
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muestra salida de AV del B89, superficie de contacto que muestra las zonas mas
probables de donar y/o aceptar enlaces de hidrogeno en la enzima ACCL1.

Tabla 14. Posicion de acoplamiento de los ligandos no enddgenos que tuvieron una
energia libre de unién superior al inhibidor endégeno B89/tepraloxidim en la enzima
ACCL1. Columna (a) Diagrama 2D que muestra los tipos de contactos formados entre
el receptor y el ligando. Columna (b) Salida de AV, que muestra los ligandos no
enddgenos en interaccion con el sitio activo de la ACC1 en 3D. Superficie en malla
de color rojo: representa la posicion de union del B89/tepraloxidim para fines
comparativos.

Acoplamiento molecular de pasiflorato de glucosilo (- 8,6 AG)

ILE s
A11629
Ai162
Interactions
[] vanderWads [] PiDonor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond

AL708

LU b,
AL705 ®
.

Do

D s

S B

. G os o,
ARG AL701 p1704
A1705 .

Interactions

|:| van der Waals |:| Carbon Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond
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Acoplamiento molecular de acido ciclopasifloico E
(- 7,9 AG)

&

GLY

THR a7 YR
A1757 W ILE 738
* A1735
GLY “
A:1758
ILE )
A1629 VAL
A1733 ALA A171
A:1627
LEU SER
SER Al70s  AL708 GLY
A:1625 A:1709
Interactions
|:| van der Waals |:| Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond |:| Alkyl

Acoplamiento molecular de moupinamida (- 6,5 AG)

ARG
Ai1741
Interactions
|:| van der Waals |:| Pi-Doner Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl
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Acoplamiento molecular de luteolina (- 8,0 AG)

ALA
A1712
~

LEU

[ b A1734 SER
GLY A1625
TYR 41626 s
A:L738 3

Interactions

I:l wan der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

I:l Carbon Hydrogen Bond

Acoplamiento molecular de saponarina ( - 7,2 AG)

ILE
X A1593

ARG
A1731
* o
) ",
. .
A @ ASN
P ¢ A1774
THR
1757 m
GIY
o Asbhs  A17SS
A1734 LEU
A1756
Interactions
|:| van der Waals |:| Carbon Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
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Acoplamiento molecular de vitexina ( - 6,9 AG)

Interactions

|:| van der Waals |:| Pi-alkyl

- Conventional Hydrogen Bond

Acoplamiento molecular de quinina (- 6,9 AG)

ILE
A:l629

LYS
A:1592

Interactions

I:I van der Waals I:I Alkyl

- Conventional Hydrogen Bond

Acoplamientos moleculares de ligandos no endégenos con la enzima
ACC2

El acoplamiento molecular del AV mostré que, ninguno de los compuestos

bioactivos estudiados presenta energias libres de union superiores al inhibidor
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6U3/ND-30, solo hay dos ligandos activos con diferentes afinidades por el
receptor con energia de acoplamiento cercanas al inhibidor y que se unen
especificamente en la misma posicion del inhibidor endégeno en el sitio activo
de la enzima, estos fueron el pasiflorato de glucosilo (- 11 kcal/mol) y el &cido
ciclopasifloico E (- 10,2 kcal/mol) (Figura 15; Tabla 17: Tabla 18). Los demas
ligandos exhibieron energias libres de union demasiado bajas en comparacion
con el inhibidor 6U3, por lo tanto, no se procedi6 a examinarlas con mas
detalle.

En la Figura 16 se muestra un diagrama 2D con los tipos de contactos
formados entre el receptor ACC2 y el inhibidor 6U3. La interaccion del
complejo se estabiliza principalmente por dos enlaces de hidrégeno, uno de
hidrogeno donante de pi, uno hidrofobico, seis pi-alquilo, entre otros, también
se ve estabilizado por las interacciones de Van der Waals (Tabla 17; Figura
16). De los dos ligandos citados anteriormente, el Pasiflorato de glucosilo es
el que genera mas interacciones estabilizantes con ocho enlaces de hidrogeno
y el &cido ciclopasifloico E tiene tres enlaces de hidrogeno con un enlace de
hidrogeno donante de Pi (Tabla 17; Tabla 18).

Tabla 15. Resultado de la interaccion entre un inhibidor endégeno y dos ligandos no
enddgenos seleccionados por su energia libre de uniéon en complejo con la proteina

ACC2.
o Enlace de Enlace de .
Ligando Enlaces de _hldrogeno hidrégeno Enla_ce hidrégeno Enlace pI- Pi- sulfuro
convencionales . alquilo alquilo
donante de Pi carbono
6 (VAL648,
Pi-sigma Pi-Pi stacked PRO590*2,
6U3/ND-30 2 (ARG281, ARG277) 1 (TRP681) 1 (TRP681) 1 (VAL587) LYS274%2, 1 (MET594)
ILE270)

8 (LYS678*2, ASN679*2,

Pasiflorato de ASP567, ASP618,

glucosilo LYS617, ARG281
Acido 3 (GLU593, ASP597,
ciclopasifloico E ARG281) 1 (TRP681)
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Sitio activo: unién 6U3

Figura 15. Salida de AV, que muestra el sitio de union del inhibidor enddgeno
6U3/ND-30 en interaccion con el sitio activo de la ACC2. En malla roja se muestra la
superficie de incidencia del inhibidor sobre la ACC2.

TRP SER
C:706 C:705

CY5
C591

Interactions

I:I wvan der Waals I:I Pi-5ulfur

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked

l:l Carbon Hydrogen Bond l:l Pi-Alkyl

B Fso Acceptor kil

Figura 16. A la izquierda un diagrama 2D que muestra los tipos de contactos
formados entre el receptor ACC2 y el inhibidor endégeno 6U3/ND-30. A la derecha
se muestra salida de AV del 6U3, superficie de contacto que muestra las zonas mas
probables de donar y/o aceptar enlaces de hidrogeno en la enzima ACC2.
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Tabla 16. Posicion de acoplamiento de los ligandos no enddgenos que tuvieron una
energia libre de unién cercana al inhibidor endégeno 6U3/ND-30 en la enzima ACC2.
(a) Diagrama 2D que muestra los tipos de contactos formados entre el receptor y el
ligando. (b) Salida de AV, que muestra los ligandos no endégenos en interaccion con
el sitio activo de la ACC2 en 3D. Superficie en malla de color rojo: representa la
posicion de unién del 6U3/ND-30 para fines comparativos.

Acoplamiento molecular de pasiflorato de glucosilo (-11 AG)

Interactions

D van der Waals |:| Carbon Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond

LYS

H TRP
ASP o - C:274 C681
C:618
C:599 SER ARG
C:278 28

Interactions
|:| van der Waals |:| Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Donor Hydrogen Bond
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Analisis de propiedades ADME: Ensayo de absorcién, distribucion,

metabolismo, excrecion.

Como se evidencio en resultados anteriores, que de todos los compuestos
analizados en las tres enzimas solo cinco son Optimos candidatos a
inhibidores, por su alta energia libre de union y por la superposicion del
inhibidor enddgeno en el sitio activo de las enzimas, estos fueron luteolina,
acido clorogénico, acido ciclopasifloico E, pasiflorato de glucosilo y
moupinamida. Por otra parte, también se tuvieron en cuenta los compuestos
de saponarina e isoorientina, que ocuparon alrededor de la mitad de la
posicion del inhibidor endégeno en el sitio activo de las enzimas y presentaron
energias de acoplamiento superiores a los inhibidores. Por estas razones, a
estos siete compuestos se les realizo un analisis de las propiedades ADME y

de toxicidad.

Las propiedades ADME de los siete compuestos seleccionados se muestran
en la Tabla 19. Se evidencié que todos los compuestos son solubles, pero el
acido ciclopasifloico E, pasiflorato de glucosilo y moupinamida segun el
coeficiente de particion entre n- octanol y agua (log Po/w) son mas lipofilicos.
Por otra parte, todos los compuestos presentan una baja absorcion
gastrointestinal a excepcién de la moupinamida. En cuanto a la accesibilidad
sintética (de 1 muy facil a 10 muy dificil), el pasiflorato de glucosilo presento el
mayor puntaje con 8,76 y la moupinamida el valor méas bajo 2,55, los demas

compuestos presentaron puntajes intermedios (Tabla 19).

73



Tabla 17. Lista de propiedades farmacocinéticas (fisicoquimicas, lipofilia, solubilidad
en agua, semejanza con el farmaco y quimica medicinal) de los siete compuestos
seleccionados.

Propiedades Parametros Lut Ac AcE Pas Moup Sap Iso
Atomos pesados 41 25 96 49 23 42 32
Arom. atomos 16 6 0 0 12 16 16
Propiedades fisico- pesados
quimicas
Enlaces rotables 7 5 7 7 7 6 3
Refractividad 134.59 83,50 148,08 176,66 88,8 198,73 108,63
molar
Lipofilia Log Po/w -1,09 -0,39 2,84 2,16 2,39 -1,65 -0,24
Solubilidad en agua Log S (ESOL) Soluble Muy soluble ~ Moder. Moder. Soluble Soluble Soluble
soluble soluble
Farmacocinética Absorcion Gl Baja Baja Baja Baja Alta Baja Baja
Quimica medicinal Accesibilidad 6.11 4,16 7,27 8,76 2,55 6,38 5,04
sintética

Nota: Lut = luteolina, Ac = Acido clorogénico, AcE = Acido ciclopasifloico E, Pas = Pasiflorato
de glucosilo, Moup = Moupinamida, Sap = Saponarina, Iso = Isoorientina. N/A = La prediccién
de consenso para esta sustancia quimica se considera poco confiable ya que solo se puede

hacer una prediccion.

Analisis de toxicidad

Para identificar la toxicidad y los efectos adversos de los siete compuestos
seleccionados, se utilizé la herramienta TEST de libre acceso y el servidor
ProTox-ll. Cada software se utilizO para evaluar varios parametros
toxicoldgicos como la toxicidad aguda, la hepatotoxicidad, la citotoxicidad, la
carcinogenicidad, la mutagenicidad y la inmunotoxicidad, y el resultado se
calculo a partir de la dosis letal media prevista (DL50) en mg/kg de peso (Tabla
20). El acido ciclopasifloico E fue el tnico compuesto que no presento toxicidad
en organos ni en punto finales, los demas compuestos presentaron como
maximo un punto de toxicidad. Asi mismo, se evidencio que la isoorientina es
el compuesto que mas genera toxicidad en general presentando la clase 3, los

demas compuestos presentaron clases de citotoxicidad superiores indicando
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menos toxicidad (clase 6, no general ningun tipo de dafio). En cuanto a la

toxicidad para el desarrollo, la moupinamida es el inico compuesto toéxico.

Tabla 18. Lista de propiedades de toxicidad (toxicidad en érganos, puntos finales de
toxicidad, vias de sefializacién de receptores nucleares Tox21, via de respuesta al
estrés Tox21, LC50 (96 h) peces cabezudos, toxicidad en el desarrollo, LD50 oral en
ratas, factor de bioacumulacién) de los siete compuestos seleccionados.

Punto final Objetivo Lut Ac AcE Pas Moup Sap Iso
Toxicidad en 6rganos Hepatotoxicidad Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo
Carcinogenicidad Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo
Inmunotoxicidad Activo Activo Inactivo Activo Activo Activo Inactivo
) o Mutagenicidad Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Activo
Puntos finales de toxicidad . - . . . . . . .
Citotoxicidad Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo
LD50 (mg/kg) N/A 5000 9800 500 500 5000 159
Clase de toxicidad N/A 5 6 4 4 5 3
Receptor de ) ) ) ) ) ) )
) 3 Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo
Tox21-Vias de andrégenos (AR)
sefializacion de los Receptor de
receptores nucleares. hidrocarburos de Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo
arilo (AhR)
Elemento de
Tox21-Via de respuesta al  respuesta al factor ) ) ) ) . . .
3 Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo
estrés. de choque
térmico.
Peces cabezudos LC50
mg/L 0,00344 3,38 N/A N/A 0,28 N/A 0,31
(96 h)
48-h Daphnia magna
mg/L 159,47 153,94 5,48 11,48 8,41 205,81 32,34
LC50.
Toxicidad para el Val 0,45 0,44 0,47 0,67 0,72 0,40 0,57
alor
desarrollo. No téxico No téxico No toxico No toxico Toxico No toxico Toxico
DL50 de rata por via oral. mag/kg 1306,88 10488,44 68,97 9,99 1955,76 3433,94 1534,90
Factor de bioacumulacion. Log10 1,12 N/A N/A N/A 0,61 0,78 0,88

Nota: Lut = luteolina, Ac = Acido clorogénico, AcE = Acido ciclopasifloico E, Pas = Pasiflorato

de glucosilo, Moup = Moupinamida, Sap = Saponarina, Iso = Isoorientina. N/A = La prediccion

de consenso para esta sustancia quimica se considera poco confiable ya que solo se puede

hacer una prediccién.
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5. DISCUSION

ANALISIS FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Passiflora edulis

De acuerdo con el objetivo inicial de esta investigacion se cuantifico la
presencia de algunos metabolitos de interés en el EE. Se identificaron fenoles
(239,3 mg EAG), polisacaridos (221,9 mg EG), flavonoides (182,4 mg EC),
taninos (45,1 mg EAT) y alcaloides (8,4 mg EQ). Algunos autores han
cuantificado estos mismos grupos de metabolitos en extractos de P. edulis. El
contenido total fendlico del EE de hojas en P. edulis fue superior a lo reportado
por Aguillon et al, (36) donde mencionan un contenido de 150,3 £22,5 mg EAG
para un EE de hojas de maracuya. En otros tipos de extractos, como el acuoso
de hojas que reportan da Silva et al, (71) con un contenido de 8,3 + 0,22 mg
EAG, dicha diferencia posiblemente se deba a la polaridad de los fenoles
presentes en el EE, es decir, el etanol pudo extraer mas tipos de fenoles (no
tan polares) que el agua debido a su menor polaridad. De los muchos tipos de
polifenoles naturales que se han descrito, la luteolina un constituyente de la P.
edulis reduce la lipogénesis mediante la inhibicion de la activacién de FASN
en las células de cancer de préstata y mama (72). Por otra parte, el contenido
total de polisacaridos y flavonoides del EE de hojas en P. edulis, fue superior
a lo reportado en otras investigaciones con 154,7+16,9 mg EG y 29,4 mg EC
(%p/v), respectivamente (34,73). En cambio, el contenido total de taninos del
EE fue inferior a lo reportado en otra investigacion con 67,90 + 3,02 mg EAT
(74).

Kuppusamy et al, (75) mencionan que los polisacéaridos derivados de plantas
tienen un papel protector en el desarrollo de lesiones de colon. Por otro lado,
Ding et al, (76) mencionan que diversos flavonoides se disuelven en el
estbmago y el intestino delgado, donde pueden ser absorbidos al menos
parcialmente a través de la mucosa del intestino delgado, lo que a su vez

produce efectos metabdlicos y sistémicos. Por ejemplo, las proantocianidinas
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extraibles de la dieta (EPA) se hidrolizan parcialmente en epicatequina en el
intestino delgado y se absorben. En otras palabras, estos flavonoides pueden
proporcionar metabolitos absorbibles y bioactivos para el tracto intestinal una
vez que son fermentados por microorganismos colénicos. El estudio en
mencion mostré que 10 mL/kg de fibra dietética rica en proantocianidinas
podrian inducir cambios en la expresion de genes supresores de tumores y
genes protooncogenes y afectar la sintesis de lipidos, el metabolismo
energeético, el ciclo celular y la apoptosis, lo que sugirié que los polifenoles y

flavonoides podrian ayudar a reducir el riesgo de CC.

Se ha reportado que el &cido tanico (AT) exhibe actividad anticancerigena
potencial contra varias lineas de células cancerosas (77), donde se ha
evidenciado ademas que el AT presenta efectos duales al inhibir la
sefalizacion lipogénica y las vias metabdlicas de los lipidos, observandose
que la expresion de proteinas responsables de la lipogénesis se regul6
negativamente, ademas, la permeabilidad de la membrana y la funcionalidad
de las células de cancer de prostata se vieron gravemente afectadas y
provocaron una desorganizacion nuclear durante la exposicién al compuesto
(74). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que se sabe que los taninos estan
poco biodisponibles, se metabolizan y convierten ampliamente mediante

microbiota coldnica en otras formas bioactivas.

Ademas, las diferencias encontradas respecto a las concentraciones de los
metabolitos posiblemente se deban a la metodologia y estandares empleados,
como también segun Blanco et al, (78) a que la produccion y cantidad de
metabolitos secundarios varia entre individuos de la misma especie por su
localizacion geografica, condiciones ambientales y bioldgicas a las que fueron
expuestos los biotipos. Este acontecimiento fue considerado como un punto
importante en la busqueda de compuestos promisorios y caracterizacion de la
actividad biolégica de P. edulis, ya que las propiedades identificadas y

descritas en esta investigacion pueden resultar variables a las descritas por
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otros autores. Entre las causas, se encuentra que las caracteristicas y
propiedades de cada extracto pueden ser mediadas y potenciadas por la
compleja mezcla de metabolitos presentes en cada uno. De hecho, cada
extracto en particular, podria ser méas efectivo que la administracion de algunos
compuestos individualmente. Como se ha descrito, la mayoria de compuestos
aislados de especies del género Passiflora actuian como “profarmacos”, pues
su actividad requiere de una activacion metabdlica o es dependiente de la
interaccién con otros compuestos (79).

VIABILIDAD CELULAR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE
Passiflora edulis

Los ensayos biologicos realizados con SFB revelaron que el EE de hojas de
P. edulis, presentan un efecto antiproliferativo significativo sobre SW480 a 24
y 48 horas (ICso/z2anoras= 4705 pg/mL - ICsoashoras=4269 pg/mL). Ademas, el
porcentaje de inhibicion maximo del EE fue de 47,8% a las 48 horas y del
29,6% a las 24 horas en SW480. En contraste, el EE generd un mayor efecto
sobre las células SW480, que en la linea celular HFF (no tumoral), esto nos
muestra que el EE tiene mayor selectividad por la linea celular tumoral SW480
que por la no tumoral HFF (ICsor24noras =18471), hecho que es favorable ya que
se busca una actividad antiproliferativa diferencial, es decir, que el EE no sea
toxica sobre células normales. Esto sugiere que el EE obtenido en este
estudio presenta compuestos bioactivos con actividad antiproliferativa,
ademas, de generar efectos morfoldgicos prominentes en las células tratadas
respecto a las no tratadas, sin embargo, segun el Instituto Nacional de Cancer
(EE. UU) spugiere que un extracto crudo con ICso inferior a 30 pg/mL se
considera altamente citotéxico (80). Usando el criterio NCI, esto sugiere que
los extractos evaluados aqui presentan baja actividad. En lo relacionado con
nuestro estudio, hay poca informacion disponible sobre el potencial

anticancerigeno del EE que podria estar mediado por un mecanismo
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citotoxico, antiproliferativo o alteraciones metabdlicas. Por un lado,
investigaciones anteriores reportan actividades antiproliferativas sobre SW480
del 42% a 48 horas de exposicion del EE de hojas de P. edulis al 10% (v/v),
dicha actividad es inferior a la reportada en nuestro estudio (47,8%) (81).
Algunos de estos efectos se han establecido en otras especies del género
Passiflora, caso del extracto etandlico de P. ligularis que mostré actividad
antiproliferativa relevante sobre las células de carcinoma hepatocelular
humano (ICso= 5 mg/mL), pero no se observd efecto citotdéxico en cultivos
primarios de hepatocitos (82). Por otro lado, el extracto de P. foetida (especie
hermana de P. edulis) a una dosis de 92 mg/kg presentd resultados
antitumorales y una letalidad celular superior al 50% en un modelo in vivo de
carcinoma de Walker. El potencial antitumoral de las especies del género
Passiflora L. se ha descrito en un modelo in vitro de carcinoma de Ehrlich, con
una ICso de 800 pg/mL (83). Por lo tanto, estas investigaciones sugieren que
la concentracion media letal antiproliferativa y citotoxica de extractos del
género Passiflora presenta concentraciones minimo de 800 pg/mL hasta 50

mg/mL.

Los resultados revelaron que el extracto tiene un efecto sobre la viabilidad y
proliferacion celular. Estos efectos podrian estar relacionados con la presencia
de algunos metabolitos que se han descrito en extractos de P. edulis como
terpenos y carbohidratos, que se han encontrado tanto en extractos acuosos
de la fruta como en extractos etandlicos de las hojas, asi mismo, los glucosidos
como "Passiflorine” y "Passicapsin”, alcaloides, carotenoides, antocianinas,
acido ascérbico y lactonas que se han encontrado en diferentes partes de esta
planta, podrian estar involucrados en los efectos bioldgicos observados en el

presente trabajo (31,76).

Estos resultados de viabilidad celular favorecen el disefio metodoldgico de la
investigacion, debido a que no esta afectando la viabilidad celular de SW480

respecto al control en las concentraciones de 50, 100 y 200 pg/mL. Es una
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ventaja, porque reduce el sesgo al momento de determinar el contenido total
de triglicéridos y colesterol, ya que el efecto que se evidencié sobre los lipidos

se deberia al extracto y no al nimero de células.

EFECTO HEMOLITICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE
Passiflora edulis EN ERITROCITOS HUMANQOS

El modelo de eritrocitos se ha utilizado ampliamente ya que presenta una
indicacién directa de la toxicidad de las formulaciones inyectables, asi como
una indicacion general de la toxicidad de la membrana, debido a que es
objetivo principal del ataque de radicales libres porque poseen una gran
cantidad de &cidos grasos poliinsaturados, otra ventaja del modelo de
eritrocitos es que la sangre esta facilmente disponible y que las células son
faciles de aislar de la sangre; ademas, su membrana tiene similitudes con otras
membranas celulares. Varios investigadores han utilizado eritrocitos como
sistema modelo para el estudio de la interaccion de los farmacos con las
membranas. La hemolisis se debe a la destruccion de los glébulos rojos que
resulté de la lisis de la bicapa lipidica de la membrana y se relaciona con la
concentracion y la potencia del extracto, esa actividad hemolitica que presenta
cada extracto esta relacionada con su composicidn quimica (84,85). El
extracto etandlico de hojas de Passiflora edulis tiene un efecto minimo sobre
la estabilidad de la membrana de eritrocitos, ademas, dicha actividad esta por
debajo del acido ascérbico a 500 pg/mL que es un agente protector y
antioxidante; estos datos spgirieron el efecto no toxico del extracto, lo que lo
hace adecuado para la preparacion de farmacos implicados en el tratamiento
de la enfermedad del cancer. Asi mismo, el EE de P. edulis no presenta

toxicidad en eritrocitos humanos en concentraciones de hasta 500 pg/ml.

En otra investigacion, realizada por Bandara et al, (84) con extractos
metandlico de hojas de P. suberosa pudieron inhibir la hemdlisis de los
eritrocitos de vaca de una manera dependiente de la dosis. La presencia de

compuestos fendlicos como flavonoides y taninos en los extractos puede
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considerarse responsable de la inhibiciébn de los radicales libres formados
como resultado de la peroxidacion lipidica, asi mismo, se ha informado que las
antocianinas reducen la hemolisis de los eritrocitos debido a su eficacia
antioxidante. El cribado fitoquimico que se ha realizado en diferentes especies
de Passiflora mostré la presencia de antocianinas en los extractos de P.
suberosa y P. edulis (86,84), lo que condujo a una potente actividad
antihemolitica exhibida. Ademas, se ha demostrado que la actividad hemolitica
baja 0 nula es una caracteristica importante de los agentes “antisickling”. Por
ejemplo, la anemia de células falciformes modifica la flexibilidad de la
membrana de los eritrocitos haciéndolos mas sensibles y fragiles frente a los
radicales libres. Cualquier compuesto con potente eficacia antioxidante como
el extracto acuoso de P. edulis tiene la capacidad de evitar que la hemoglobina
se oxide y asi prevenir la generacion de radicales libres y, por lo tanto, podria

usarse como un farmaco “antisickling” (86).

EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE Passiflora edulis
SOBRE LIPIDOS TOTALES (COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS)

Todavia no esta claro el mecanismo de accioén de la actividad anticancerigena
de los extractos de maracuya, es probable que dependa de los efectos directos
de los compuestos bioactivos sobre las células de CC o si esta relacionada
para este caso especifico, con la reduccién de lipidos sistémicos, que en ultima
instancia confiere efectos indirectos que limitan el crecimiento del cancer
colorrectal. Asi mismo, el impacto de extractos de P. edulis en el metabolismo
de lipidos del CC ha sido poco investigado, nuestro estudio representa un

punto de partida valido para arrojar luz sobre este importante tema.

En términos generales, hemos demostrado que el EE de hojas de maracuya
afecta mas a los triglicéridos que al colesterol a nivel intracelular, caso
contrario se evidencio a nivel extracelular, donde se vio una regulacién positiva
del flujo de salida del colesterol a 48 horas de exposicién del EE, ahora bien,

el EE a las 24 horas presentd una regulacion negativa sobre colesterol,
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incluso, por encima de los triglicéridos, es decir, el efecto diferencial del EE
sobre el colesterol se viene dando a las 48 horas, en contraparte, sobre los
triglicéridos no es diferencial ya que si bien se esta reteniendo la expulsién a
las 24 horas, no es estadisticamente significativa la cantidad que retiene
respecto al control, una vez pasan 48 horas de incubacion se ve un regulacion

positiva del flujo de salida pero no es significativo.

El analisis del efecto del EE de hojas de P. edulis sobre el contenido total de
triglicéridos y colesterol en células de cancer colorrectal es pionero en el area,
debido a que no hay reportes hasta el momento acerca del efecto potencial en
la reduccion del colesterol y triglicéridos totales en lineas celulares. Ahora bien,
se tiene evidencia de que los extractos vegetales generalmente contienen
multiples componentes y tienen el potencial de apuntar a vias combinatorias
con menos efectos secundarios, proporcionando asi una alternativa para un
control mas efectivo y seguro del hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y la
regulacion positiva del flujo de salida de colesterol y triglicéridos en la
enfermedad del CC (87,31).

En consecuencia, una posible interpretacion de los hallazgos de esta
investigacion, como la reduccién del contenido total de triglicéridos por parte
EE, es que, segun Lettiero et al, (88) las células sufren un deterioro dramatico
en el crecimiento celular, lo que culmina en un estado metabdlico donde la
tasa de consumo de lipidos neutros es probablemente mas alta que la tasa de
almacenamiento, ya que las células intentan sobrevivir al potente estrés
inducido por los compuestos bioactivos del EE. En otros tipos de
investigacion, si bien no se realizan ensayos sobre lipidos en modelos
celulares, es un buen acercamiento el estudio de Sari et al, (89) donde
realizaron un estudio in vivo sobre el efecto del extracto de P. edulis donde
100 mg de extracto/kg de peso corporal en ratas tuvo un efecto reductor sobre
el nivel sérico de colesterol total, por otro lado, 50 mg de extracto/kg de peso

corporal disminuyo el nivel sérico de triglicéridos en dos semanas en ratas
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jovenes, evidenciando que se requiere menor concentracion de extracto de
maracuya para disminuir los niveles séricos de triglicéridos, estos resultados
son afines a nuestra investigacion donde se requiere menor ICso del EE de P.
edulis para reducir el contenido total de triglicéridos a 24 y 48 horas (Tabla 5),

es importante mencionar que el colesterol intracelular también se vio reducido.

La salida de colesterol de las células o también conocido como el transporte
reverso del colesterol, se refiere a la eliminacion del exceso de colesterol de
las células periféricas y para este caso de las células de CC. Se han descrito
dos transportadores importantes que contribuyen a regular la salida de
colesterol de las células: el transportador de casete de unién a ATP Al
(ABCA1), que es responsable de la salida a APOA-I libre, translocasa de
fosfolipidos y la formacion de particulas HDL naciente, y el transportador de
casete de union a ATP G1 (ABCGL), que regula la salida a HDL madura (90).
La promocion de la salida de colesterol puede controlar y sensibilizar al cancer
(91).

Existe evidencia acumulada de que la medicina herbal podria promover la
salida de colesterol a HDL a través de ABCA1 o ABCG1, como leoligina (89),
leonurina (92), andrografélida (93), alicina (94), puerarina (95), crisina (96),
luteolina (97) y resveratrol (98). Como es bien conocido, el aumento de los
niveles de colesterol intracelular crea un entorno propicio para la progresion
del tumor, ahora bien, regular positivamente estos receptores a través de
compuestos bioactivos podria reducir los niveles de colesterol intracelular. En
este estudio, se encontré que el EE de maracuya regula positivamente el flujo
de salida de colesterol (leve). Este hallazgo es importante, ya que en otras
investigaciones tales como Lai et al, (99) demostraron que las células de
cancer de pulmoén con TTF-1 alto (factor de transcripcion que aumenta la
actividad del ABCAL) disminuyeron los niveles de colesterol intracelular,
provocando una sensibilizacion de la linea celular a las estatinas (fuerte

inhibidor de la HMGCR). Entonces, se plantea que regular positivamente la
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salida de colesterol podria optimizar el tratamiento del cancer y mejorar la

comprension general de la fisiopatologia del cancer.

También, Ingale & Hivrale (100) mencionan que las saponinas del maracuya
tienen actividad reductora sobre el colesterol plasmatico y se utilizan
ampliamente como un componente de adyuvantes potentes para estimular la
respuesta inmunitaria, principalmente cuando se complejan con el colesterol.
Sin embargo, no todas las especies de Passiflora contienen saponinas en sus
hojas. Ademas, las saponinas disminuyeron eficazmente las concentraciones
de triglicéridos séricos y colesterol total, pero no mostraron ningun efecto

aparente sobre las concentraciones de HDL y colesterol hepético (100).

EVALUACION in silico DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DE
Passiflora edulis COMO INHIBIDORES DE LAS ENZIMAS 3-HIDROXI-3-
METIL-GLUTARIL-COA REDUCTASA (HMGCR) Y LA ACETIL-COENZIMA
A CARBOXILASA (ACC)

La semejanza de los farmacos

Se ha demostrado desde lo experimental que los compuestos bioactivos
evaluados en este estudio presentan afinidad por una o mas de las enzimas
estudiadas (Tabla 19), ademas, de lo evidenciado en nuestro estudio. Para
determinar que compuesto tiene potencial como farmaco, uno de los métodos
es seguir la regla de los cinco (Ro5). Segun esta regla, los farmacos activos
por via oral no deben tener mas de una infraccion de los criterios establecidos
(101). Por lo tanto, se verifico si de los compuestos elegidos como posibles
candidatos a farmaco cumplian con la Ro5 de Lipinski. Algunos de esos
compuestos que muestran violaciones hacia la Ro5 son la luteolina (3), acido
ciclopasifloico E (2), pasiflorato de glucosilo (3), saponarina (3), Isoorientina
(2), caso contrario ocurri6 con la moupinamida y acido clorogénico que si
cumplieron con la Ro5 (Tabla 11). La regla se utiliza para evaluar la similitud

del compuesto bioactivo con un farmaco en general, asi como para determinar
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si algin compuesto quimico en particular posee propiedades quimicas y fisicas
para ser utilizado como farmaco activo, que puede consumirse por via oral en
seres humanos (102). También actia como base para predecir una alta
probabilidad de éxito o fracaso de un compuesto con actividad farmacoldgica
o biolégica particular para ser desarrollado como farmaco. Ro5 spugiere
ademas que, si un compuesto muestra dos o mas violaciones de RO05,
entonces muestra baja solubilidad o permeabilidad (101). Para este caso, los
cinco compuestos mencionados anteriormente que no cumplen la regla Ro5
posiblemente al momento de experimentar con ellos, presenten baja
solubilidad, baja permeabilidad de membrana y resulten ser nocivos al
consumirse por via oral, esto en un modelo tedrico hipotético. Ahora bien, al
ser un modelo tedrico tiene cierta incertidumbre que, para este estudio, se traté
de minimizar calculando las caracteristicas ADME. Partiendo de la Ro5, la
moupinamida y el acido clorogénico son los gque mayores semejanzas
presentan desde las propiedades quimicas, fisicas y farmacolégicas con un

farmaco.
Acoplamiento molecular de ligandos sobre la enzima HMGCR

Este estudio, tuvo como objetivo identificar posibles compuestos bioactivos de
Passiflora edulis similares a farmacos potenciales que pueden inhibir las
enzimas diana HMGCR, ACC1 y ACC2 involucradas en el metabolismo lipidico
mediante la realizacion de estudios de acoplamiento molecular. Respecto a la
enzima HMGCR se han encontrado varios resultados que muestran que estos
compuestos tienen una mejor postura de acoplamiento que el sustrato HMG-
CoA e inhibidor 116/cerivastatina enddgenos y que estan cristalizados (Tabla
12; Tabla 13; Tabla 14). Si se yuxtaponen los resultados, los candidatos
potenciales para convertirse en farmacos dirigidos a la enzima HMGCR fueron

luteolina, acido clorogénico, moupinamida, e isoorientina.

85



Tabla 19. Lista de compuestos bioactivos y algunos reportes experimentales
relacionados con los lipidos y cancer.

Compuesto | Reportes de actividad biologica
Flavonoides
La isoorientina (ISO) es capaz de prevenir el desarrollo de la
Isoorientina hiperlipidemia y la lesion hepética inducidas por el alto

CAS number 4261-42-1

contenido en fructosa al regular el metabolismo de los lipidos,
la capacidad antioxidante y la liberacibn de citoquinas
inflamatorias (103).

En otras especies vegetales, la ISO aislada de hojas de
Eremurus spectabilis afectd la proliferacion de células de
cancer colorrectal (CRC) a través de las vias del ciclo celular.
También alter6 la expresion del gen P53 de la apoptosis.
(104).

Ye et al, (105) demostraron que la isoorientina tiene efectos
antitumorales potenciales sobre el cancer de pancreas a
través de las vias AMPK.

Luteolina
CAS number 491-70-3

La luteolina reduce la lipogénesis mediante la inhibicién de la
activacion de FASN en las células de cancer de prdstata y
mama. De manera similar, la luteolina disminuye la
acumulacién de TG mediante la regulacion a la baja de la
expresion de los genes SREBP1c y FASN en las células
HepG2 (72).

Wong et al, (106) mostraron que la luteolina modula la
transcripcion de HMGCR al disminuir la expresion y la
translocacion nuclear de SREBP-2.

Sezika et al, (107) demostré que la luteolina ejerce efectos
anticancerigenos contra las células del CCR modulando la
pleiotrofina a través de la expresion de miR-384.

Acido clorogénico
CAS number 327-97-9

Cho et al, (108) observaron que tanto el &cido clorogénico
como el acido cafeico reducian los niveles en plasma de
acidos grasos libres, triglicéridos y colesterol en ratones. Por
otro lado, Huang et al (109) encontraron que el &cido
clorogénico suprimié de manera dosis dependiente los lipidos
séricos en una dieta rica en grasas.

~ Wan et al (110) encontraron que el acido clorogénico redujo
o significativamente el colesterol total, LDL y aumento el
colesterol HDL. Sin embargo, es necesario ampliar estudios
en humanos (111).
Saponarina

CAS number 20310-89-8

Kim et al, (112) demostraron que la saponarina aumentoé los
niveles de calcio intracelular e indujo la fosforilacién de la
AMPK, aumentando asi la resistencia y disminuyendo los
niveles de colesterol mediante la inhibicién de los procesos de
biosintesis de grasas y colesterol en modelo celular de HepG2
y adipocitos 3T3-L1.
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Triterpenoides

Pasiflorato de glucosilo
CAS number 1392-82-1

El pasiflorato de glucosilo tiene propiedades
hipolipemiantes (113); en hamsteres alimentados con una
dieta hipercolesterolémica se encontré6 que dietas con
fracciones ricas en fibra insoluble preparadas a partir de la
semilla de maracuya disminuyeron eficazmente las
concentraciones séricas de triglicéridos y colesterol total,
ademas que aumentd significativamente la excrecion fecal
de lipidos totales, colesterol y acidos biliares (41).

Se encontré que un mayor contenido de polifenoles y
polisacarido en el extracto etandlico puede estar
relacionado con la inhibicibn de la metaloproteasa de
matriz MMP-2 y MMP-9 (114).

Acido ciclopasifloico E
CAS number 301540-74-9

Los acidos ciclopasifloicos son otros de los compuestos
aislados del género Passiflora (115); este acido en
particular fue producto de algunas purificaciones
adicionales, respecto a sus propiedades bioldgicas
especificas aln no se ha encontrado reporte de efectos
sobre el metabolismo de los lipidos, lo cual da lpgar a un
amplio campo para nuevas investigaciones.

Alcaloides

Moupinamida
CAS number 66648-43-9

(o]

HO. o
Q)JWCE -
OH

Ariya et al (116) mediante un analisis de acoplamiento
molecular y estudios de interaccion, reporto que ocho
compuestos, entre los que se encontraba la moupinamida,
presentaban mayor  afinidad de  unién con
metalopeptidasas y formaban complejos estables.
Concluyé que la moupinamida era los farmacos
prometedores para el tratamiento del cancer, superando
incluso otros medicamentos ya disponibles en el mercado.
Gong et al, (117) menciona que la moupinamida tiene
efectos terapéuticos en la prevencion y el tratamiento de
inflamacion intestinal y tumores, incluido el céncer
colorrectal (CCR).

El receptor HMGCR tiene una estructura diana equipada con un ligando de
catdlisis (1DQ9) y un inhibidor (1HWJ) en el Protein Data Bank (PDB). La

estructura de HMGR humana en complejo con el sustrato HMG-CoA permitio

una caracterizacion detallada del sitio activo. El analisis cristalografico, asi

como los estudios de solucion, revelan que la porcion catalitica de HMGR

humano es un tetramero (61), donde cada monémero tiene su sitio activo. Por
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lo tanto, se utilizo el método de acoplamiento dirigido para el receptor de la
enzima HMGCR en su analisis de acoplamiento molecular. La busqueda y
seleccion de compuestos bioactivos se basd en el reporte y experimentos
realizando sobre y con P. edulis. Hay tres criterios principales para llevar a
cabo el acoplamiento molecular: intensidad o energia de enlace, enlaces
moleculares y caracterizacion de enlaces. Por lo tanto, se seleccionaron 16
ligandos como compuestos lideres adecuados para inhibir el rendimiento
HMGCR y en estudios adicionales basados en los criterios mencionados

anteriormente (Tabla 12).

Segun la investigacion de Istvan et al, (60), el area del sitio de unién de la
HMGCR involucré seis tipos de residuos diferentes que fueron asparagina,
tirosina, alanina, lisina, serina e histidina, los cuales se encontraron en 12
posiciones en el sitio activo de ASN567, TYR479, ALA564, TYR479, ARG571,
LYS722, ARG568, SER852, SER565, HIS866, SER865 y LYS755 (que estan
formando enlaces de hidrogeno). En el re-acoplamiento del ligando catalitico
HMG-CoA y posterior analisis de los enlaces moleculares, se encontraron 7
superposiciones exactas de los residuos del sitio catalitico que fueron LYS735,
SER565, HIS752, ARG568*2, ASN567 y LYS722, mas de la mitad de las
posiciones estaban unidas en forma de enlaces de hidrogeno y enlaces
hidrofébicos confiriendo estabilidad al complejo, nuevamente validando el sitio
activo como union del ligando. En el caso del inhibidor 116/ cerivastatina, de
los cuatro enlaces que se reportaron (Tabla 13) todos estan en posiciones
exactas respecto a los residuos del sitio de unién reportados en el cristal que
fueron SER565, SER865, ARG568 y LYS722. Una de las posiciones mas
importantes segun reporta Istvan et al, (61), es la Ser565 debido a que
contribuye a la formacion de un enlace de hidrégeno. En resumen, estos
estudios revelan como las estatinas se unen e inhiben su objetivo, la HMGCR.
Los compuestos voluminosos e hidrofébicos de las estatinas ocupan el bolsillo

de unién a la HMG y parte de la superficie de union para la CoA. Asi, el acceso
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del sustrato HMG-CoA a HMGCR se bloquea cuando se unen las estatinas.
La estrecha unién de las estatinas con su receptor se debe probablemente al
gran nuamero de interacciones de van der Waals entre los inhibidores y el
receptor HMGCR.

Ahora bien, los ligandos de interés que se unieron al sitio activo de este
receptor pueden inhibir significativamente el funcionamiento del receptor,
extrapolando las interacciones moleculares a un modelo tedrico. Las
interacciones de ligando que tuvieron afinidad de unién mas negativa (mejor
fuerza de unién) que la reportada por el acoplamiento del inhibidor (control)
116/cerivastatina que fue de - 7,0 kcal/mol (energia de corte), fueron 11
compuestos (Tabla 12), sin embargo, debido a la superposiciéon de
ligando/inhibidor control respecto al compuestos de interés, se indicd que los
mejores candidatos fueron la luteolina, moupinamida, acido clorogénico e
isoorientina, asi mismo, esa caracteristica energética y de posicion del ligando
represento que estaba unido exactamente a méas de un residuo del sitio activo
del receptor, por ejemplo, en SER865 y ASN755 en forma de interacciones de

enlaces de hidrogeno, hidrofébicos y van der Waals (Tabla 13; Tabla 14).

Cuantos mas enlaces de hidrégeno se forman con el residuo de aminoacido,
mas fuertes son los acoplamientos. Esto hace que la puntuacion de energia
sea mas baja y los enlaces seran mas estables (102). En este estudio, cada
ligando seleccionado tiene un niumero diferente de enlaces de hidrégeno y esta
ubicado en un residuo de aminoacido diferente respecto al receptor
HMGCR. La luteolina presentd cinco enlaces de hidrogeno (ASN755*2,
GLU559, GLY560, CYS561), la moupinamida un enlace de hidrogeno
(ASN755), la isoorientina siete enlaces de hidrogeno (SER865, SER565,
HIS861, ARG568*2, LYS722, ARG571), por ultimo, el acido clorogénico tiene
cinco enlaces de hidrogeno con HMGCR en los residuos de ASN755,
ALA751*2, GLU559 y HIS866.
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La enzima HMGCR tienen enlaces residuales de aminoacidos en forma de
interacciones de van der Waals, enlaces de hidrogeno e interacciones
hidrofébicas. Los enlaces de hidrégeno se producen en cada ligando que se
une al receptor de la enzima (Tabla 13). Las interacciones hidrofébicas evitan
un entorno liquido y tienden a agruparse en la estructura globular interna de
las proteinas (118). Las interacciones hidrofobicas pueden ser en forma de
enlaces Pi-Sigma, Pi-alquilo y Alquilo (119). Este estudio muestra que cada
ligando tiene interacciones hidrofébicas que pueden apoyar la inhibicion del
receptor. En cuanto al enlace de van der Waals, contribuye al ligando a inhibir
el receptor diana debido al gran niamero, aunque la fuerza de esta interaccion
no es tan fuerte como la del enlace de hidrégeno. Los enlaces de Van der
Waals son atracciones eléctricas relativamente débiles debido a la polaridad

inducida o permanente de las moléculas (120).

Acoplamiento molecular de ligandos sobre la enzima ACC1

También se tuvo como objetivo predecir la capacidad de inhibicién de los
compuestos bioactivos que se encuentran en P. edulis contra la ACC1, se han
encontrado varios resultados que muestran que estos compuestos tienen una
mejor postura de acoplamiento que el inhibidor B89/tepraloxidim cristalizado
junto a la enzima (Tabla 12; Tabla 15; Tabla 16). Si se yuxtaponen los
resultados, los candidatos potenciales para convertirse en farmacos dirigidos
a la enzima ACC1 fueron la luteolina, acido ciclopasifloico E, pasiflorato de

glucosilo y saponarina.

El receptor ACC1 tiene una estructura diana equipada con el inhibidor B89
(3K8X) en el Protein Data Bank (PDB). La estructura de ACC1 en complejo
con el sustrato B89/ tepraloxidim se ha determinado a una resolucion de 2,3 A
y permiti6 una caracterizacion mas detallada del sitio activo. El analisis
cristalografico, ha demostrado que la actividad de la biotina carboxilasa (BC)
cataliza la carboxilacion dependiente de ATP de un cofactor de biotina, y luego
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la actividad de la carboxiltransferasa (CT) cataliza la transferencia de este
grupo carboxilo de la biotina activado al aceptor acetil-CoA, asi mismo,
demostraron que la porcion catalitica del dominio CT de la ACC1 presento tres
monomeros y cada uno contiene un sitio activo como diana terapéutica. Por lo
tanto, se utilizd el método de acoplamiento dirigido para el dominio CT de la
ACC1 en su andlisis de docking molecular. Para el andlisis de acoplamiento
molecular sobre la ACC (1 y 2), se siguié la misma busqueda y seleccion de
compuestos mencionado en el item anterior “Acoplamiento molecular de
ligandos sobre la enzima HMGCR”. Como también se siguieron los tres
criterios principales para llevar a cabo el acoplamiento molecular: intensidad o
energia de enlace, enlaces moleculares y caracterizacién de enlaces (Tabla
12).

Segun la investigacion de Xiang et al, (62), el area del sitio de unién de la
ACC1 involucro tres tipos de residuos diferentes que fueron glicina, isoleucina
y alanina, los cuales se encontraron en 4 posiciones en el sitio activo GLY1734,
IIE1735, ALA1627, GLY1998 (que estan formando enlaces de hidrogeno). En
el re-acoplamiento del inhibidor y posterior andlisis de los enlaces moleculares,
se encontraron 3 superposiciones exactas de los residuos del sitio catalitico
que fueron ALA1627, TYR1738 y ALA1712, sin embargo, solo el residuo
ALA1627 estuvo formando enlaces de hidrogeno, los dos residuos restantes
formaron enlaces de hidrofébicos, que sumado a las interacciones de van der
Waals confirié estabilidad al complejo, nuevamente validando el sitio activo
como union del ligando. Resulta interesante, que Xiang et al (62), mencionaron
gue una vez el inhibidor B89/tepraloxidim se uniera al receptor ACC1l
presentaron pequefios cambios conformacionales donde residuos como
TYR1738 antes de la polimerizacion de mondémeros generaban interacciones
de van der Waals y después de la polimerizacion cambiaran a formar enlaces
menos débiles como los de hidrogeno e interacciones hidrofdbicas, este

residuo TYR1738 segun reportan tiene un efecto importante en esos cambios
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de conformaciones y es que abren un pequefio bolsillo en la interfaz del dimero
del dominio CT. En comparacion, el bolsillo no existe en la estructura de la
enzima libre, subrayando la importancia funcional de estos (pequefios)
cambios conformacionales. Sin estos cambios, el inhibidor no puede unirse a
la enzima y no puede inhibir su actividad carboxiltransferasa. Entonces, este
sitio de unién puede ser un punto de anclaje importante para desarrollar

inhibidores del dominio CT.

Ahora bien, los ligandos de interés que se unieron al sitio activo de este
receptor pueden inhibir significativamente el funcionamiento del receptor,
extrapolando las interacciones moleculares y en un modelo tedrico. Las
interacciones de ligando que tuvieron afinidad de union mas negativa (mejor
fuerza de unién) que la reportada por el acoplamiento del inhibidor
B89/tepraloxidim que fue de — 6,3 kcal/mol (energia de corte) fueron 10
compuestos (Tabla 12), sin embargo, debido a la superposicién del inhibidor
enddgenos respecto al no enddgeno, se indicé que los mejores candidatos
fueron la luteolina, acido ciclopasifloico E, pasiflorato de glucosilo vy
saponarina, asi mismo, esa caracteristica energética y de posiciéon del ligando
represento que estaba unido exactamente a mas de un residuo del sitio activo
del receptor, por ejemplo, en TYR1738, GLY1734 y ALA1627en forma de
interacciones de enlaces de hidrogeno, hidrofébicos y alquilo (Tabla 15; Tabla
16).

En este estudio, cada ligando seleccionado tiene un numero diferente de
enlaces de hidrégeno y esta ubicado en un residuo de aminoacido diferente
respecto al receptor ACCL. La luteolina presentd cinco enlaces de hidrogeno
(SER1708, ILE1735, ALA1627, ARG1731, ASN1774), el ciclopasifloico E un
enlace de hidrogeno (LEU1756), el pasiflorato de glucosilo tres enlaces de
hidrogeno (ASN1744, ALA1627, SER1625), por ultimo, la saponarina tiene
seis enlaces de hidrogeno con ACCL1 en los residuos de ALA1627, ILE1629*2,
LYS1592, SER1595 y GLY1758. En el item anterior ya se ha mencionado la
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importancia que tienen los enlaces de hidrogeno, hidrofobicos tales como Pi-
Sigma, Pi-alquilo y Alquilo como también las interacciones de van der Waals
en la unién del inhibidor sobre el receptor, en este caso ACC1, que pueden

apoyar la inhibicion del receptor.
Acoplamiento molecular de ligandos sobre la enzima ACC2

Hemos encontrado varios resultados que muestran que algunos compuestos
tienen una mejor postura de acoplamiento que el inhibidor 6U3/ND-30
cristalizado junto a la enzima (Tabla 12; Tabla 17; Tabla 18). Si se yuxtaponen
los resultados, los candidatos potenciales para convertirse en farmacos
moduladores dirigidos a la enzima ACC2 fueron el pasiflorato de glucosilo y

acido ciclopasifloico E.

El receptor ACC2 tiene una estructura diana equipada con el inhibidor B89
(5KKN) en el Protein Data Bank (PDB). La estructura de ACC2 en complejo
con el sustrato 6U3/ND-630 se ha determinado a una resolucion de 2,6 Ay
permiti6 una caracterizacion mas detallada del sitio activo. El analisis
cristalografico, demostré que el ND-630 inhibe la actividad del dominio biotina
carboxilasa (BC) de la ACC2 al interactuar dentro de una region del sitio activo
gue es aceptor de fosfopéptidos y sitio de dimerizacion de la enzima, con el fin
de interrumpir el proceso de la dimerizacion de la subunidad o monémeros e
inhibir la actividad, asi mismo, demostraron que la porcién catalitica del
dominio BC de la ACC2 present6 tres mondémeros y cada uno contiene un sitio
activo de importancia terapéutica. Por lo tanto, se utiliz6 el método de
acoplamiento dirigido para el receptor de la enzima ACC2 en su andlisis de

docking molecular con los ligandos de interés (Tabla 12).

Segun la investigacion de Harriman et al, (63), el area del sitio de unién del
6U3 sobre la ACC2 involucro tres residuos diferentes que fueron arginina,

triptofano y lisina, los cuales se encontraron en 4 posiciones en el sitio activo
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ARG281, ARG277, TRP681, 1YS274 (que estan formando enlaces de
hidrogeno e hidrofobicos). En el re-acoplamiento del inhibidor y posterior
analisis de los enlaces moleculares, se encontraron todas las superposiciones
de los residuos del sitio catalitico respecto al inhibidor mencionadas
anteriormente, nuevamente validando el sitio activo de unién al ligando. Es
importante mencionar, que 6U3/ND-630 gana potencia al llenar también un
bolsillo estrecho y profundo cerca de Val587, dicho bolsillo también se logré
evidenciar en el re-acoplamiento (Figura 16).

Ahora bien, los ligandos de interés que se unieron al sitio activo de este
receptor pueden inhibir significativamente el funcionamiento del receptor, en
un modelo tedrico. No se reportaron interacciones de ligando que tuvieran
afinidad de union mas negativas o igual (mejor fuerza de unién) que la
reportada por el acoplamiento del inhibidor 6U3/ND-630 que fue de — 11,7
kcal/mol (energia de corte) (Tabla 12), sin embargo, el pasiflorato de glucosilo
(- 11 kcal/mol) y &cido ciclopasifloico E (- 10,2) exhibieron energias libre de
unién muy cercanas a la del 6U3/ND-630, posiblemente no sean fuertes
inhibidores de la ACC2 pero se postulan como candidatos a modular la
actividad enzimatica, debido a que hubo una superposicién del inhibidor
enddgeno respecto a los dos ligandos, ya que se acopla en la misma posicion
en el sitio activo (Tabla 16), a pesar de que la energia de unién esté por encima
del inhibidor endbgeno, es una energia libre de interaccion alta si se compara
con la de ligandos cataliticos que reportan afinidades de unién mas bajas de -
10 kcal/mol , asi mismo, esa caracteristica energética y de posicion del ligando
representd que estaba unido exactamente a mas de un residuo del sitio activo
del receptor, por ejemplo, en ARG28 y TRP681 en forma de interacciones de
enlaces de hidrogeno, hidrofobicos e hidrégeno donante de Pi (Tabla 17; Tabla
18).

En este estudio, cada ligando seleccionado tiene un numero diferente de

enlaces de hidrégeno y esta ubicado en un residuo de aminoacido diferente
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respecto al receptor ACC2. El pasiflorato de glucosilo presenté ocho enlaces
de hidrogeno (LYS678*2, ASN679*2, ASP567, ASP618, LYS617, ARG281) y
el &cido ciclopasifloico E tiene tres enlaces de hidrogeno con ACC2 en los
residuos de GLU593, ASP597 y ARG281. En el item anterior ya se ha
mencionado la importancia que tienen los enlaces de hidrogeno, hidrofébicos
tales como Pi-Sigma y Pi-alquilo como también las interacciones de van der
Waals en la union del inhibidor sobre el receptor, en este caso ACC2, que
pueden apoyar la inhibicion del receptor.

La ACC existe como dos isoenzimas especificas de tejido que estan
codificadas por genes separados y muestran distribuciones celulares distintas
(67). ACC1 es una enzima citosolica presente en tejidos lipogénicos (higado,
tejido adiposo); ACC2 es una isoenzima asociada a la mitocondria y presente
en tejidos oxidativos (higado, corazdn, musculo esquelético). En el higado, la
malonil-CoA formada en el citoplasma por ACC1 se usa principalmente para
sintesis de AG y elongacion, mientras que la malonil-CoA formada en la
superficie mitocondrial por ACC2 actda principalmente para regular la
oxidacion de AG mitocondrial a través de la inhibicion alostérica de carnitina
palmitoiltransferasa -1. Durante las Ultimas dos décadas han surgido
numerosas evidencias que apoyan firmemente el concepto de que la inhibicion
directa de la ACC es un objetivo terapéutico importante (9,11). Por lo tanto, la
inhibicion de la sintesis de AG y/o la estimulacion de la oxidacion tienen el
potencial de afectar el cancer de manera favorable, partiendo de la evidencia
del metabolismo alterado de los acidos grasos en el cancer que es un sello
distintivo y contribuye a la proliferacion celular anormal y sostenida de la

malignidad.

Analisis de propiedades ADME: Ensayo de absorcion, distribucion,

metabolismo, excrecion.

Después de la administracion del farmaco por cualquier via al cuerpo humano

0 en el modelo animal, sufre la absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion

95



resultando en un transporte activo o pasivo al sitio diana (65). Ademas, la
interaccion con las macromoléculas biologicas diana puede producir un efecto
farmacoldgico deseable o indeseable. Entonces, el disefio de un medicamento
es un proceso de evaluacion paso a paso Yy, sin la evaluacioén, la justificacion
para rechazar el medicamento es costoso para cualquier empresa, debido al
disefio experimental in vitro e in vivo tan robusto. La biodisponibilidad de un
farmaco depende de la seguridad y la eficacia, puesto que la falta de esas
caracteristicas son las principales causas del fracaso de un farmaco, que
dependen principalmente de las propiedades de ADME. Nosotros evaluamos
las propiedades ADME de todos los candidatos a farmaco obtenidos
anteriormente, que fueron siete compuestos bioactivos utilizando el servidor
SwissADME in silico para ver las propiedades farmacocinéticas como
lipofilicidad, solubilidad en agua, similitud con el farmaco y quimica medicinal
de los compuestos. Es asi que, el pasiflorato de glucosilo, acido ciclopasifloico
E y moupinamida presentaron un indice de lipofilia (Log Po/w) entre 2,16 y
2,84, indicando que son compuestos lipofilicos que pueden difundirse
facilmente a través de la membrana celular, sin embargo, la alta lipofilicidad
(log P > 5) a menudo contribuye a un alto recambio metabdlico, baja solubilidad
y mala absorcion oral. Ademas, los compuestos altamente lipofilicos tienden a
unirse a objetivos hidrofobos distintos del objetivo deseado y, por lo tanto,
existe un mayor riesgo de promiscuidad y toxicidad (121). La formulacién
comun para los compuestos bioactivos es la absorcién oral e intestinal, donde
el valor Log Po/w ideal es de 1,35 a 1,8 (122). Por tanto, la preparacion oral
no es adecuada para los compuestos de interés, por otro lado, una forma de
dosificacion inyectable puede ser una mejor opcion para obtener un inicio de
accion rapido ya que la absorcion gastrointestinal (Gl) para estos compuestos
es baja (Tabla 19). Excepto, el compuesto bioactivo moupinamida que
presento una alta absorcion intestinal, sin embargo, el Log Po/w que es 2,39
se pasa del limite para una administracion por via oral, pero esto se compensa

con la alta absorcién Gl. Ahora bien, segun Hopkins et al, (123) y Peters et al,
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(124) la promiscuidad maxima para un compuesto es cuando Log Po/w
alcanza un umbral superior a 2,5, el de moupinamida es inferior a este corte
(125). En cuanto a la accesibilidad sintética, es un proceso para evaluar la
facilidad de sintesis de compuestos donde la puntuacion varia de 1 (muy facil)
a 10 (muy dificil), donde la sintesis quimica de la moupinamida en teoria seria
facil y rapida, caso contrario, con el pasiflorato de glucosilo y &acido

ciclopasifloico E.

Los otros compuestos bioactivos presentaron un indice de lipofilia (Log Po/w)
entre -1,65 y -0,24 indicando que son compuestos hidrofilicos no que pueden
difundirse facilmente a través de la membrana celular (no se absorben bien),
por lo tanto, la dosificacion inyectable puede ser una mejor opcion para obtener
un inicio de accion rapido ya que la absorcion gastrointestinal (Gl) para estos
compuestos es baja, por otro lado, una ventaja es que son metabdlicamente
estables pero se excretan rapidamente. Por ultimo, el valor de accesibilidad
sintética de la luteolina, acido clorogénico, saponarina e isoorientina esta entre
4,16 y 6,38, y segun Daina et al, (68) la sintesis quimica de estos compuesta

tendria una complejidad en teoria, media.

Analisis de toxicidad

Para una mejor seleccion de compuesto bioactivos como candidatos a
farmacos, la medicion de la toxicidad in silico es un procedimiento importante
antes de que el candidato a farmaco se someta a ensayos experimentales in
vitro, in vivo y ensayos clinicos. La mediciébn computacional de toxicidad in
silico se ha utlizado ampliamente debido a su precision, rapidez y
accesibilidad, que puede proporcionar informacién sobre cualquier compuesto
sintético o natural. Banerjee et al, (70) clasifican la toxicidad de acuerdo con el
sistema globalmente armonizado de clasificacion de etiquetado de productos
quimicos (GHS). Los valores de DL50 se expresan en (mg/ kg): clase I: fatal
en caso de ingestion (LD50 < 5), clase II: fatal en caso de ingestion (5 <LD50
< 50), clase llI: toxico por ingestion (50 <LD50 < 300), clase IV: nocivo por
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ingestiéon (300 <LD50 < 2000), clase V: puede ser nocivo si se ingiere (2000
<LD50 = 5000) y clase VI: no toxico (LD50> 5000). Se identifico la toxicidad y
el efecto adverso de los siete compuestos seleccionados, utilizamos tanto la
herramienta TEST de libre acceso como el servidor ProTox-II. De acuerdo con
el servidor ProTox-1l, el compuesto acido ciclopasifloico E pertenecia a la clase
6 y la DL50 es de aproximadamente 9800 mg/kg y no serian toéxicos en caso
de administracién oral. También se evidencié que, el &cido clorogénico y
saponarina pertenecian a la clase 5 y la DL50 oscilaba entre 4500 y 5500
mg/kg por lo que la ingesta oral podria ser nociva. En el caso del pasiflorato
de glucosilo y moupinamida pertenecian a la clase 4 y la DL50 oscilaba entre
450 y 550 mg/kg por lo que la ingesta oral seria nociva. Por ultimo, la
isoorientina pertenecia a la clase 3 con un DL50 de 159 mg/kg y es téxico por
ingestion. La luteolina, &cido clorogénico, pasiflorato de glucosilo,

moupinamida y saponarina tienen cierta inmunotoxicidad.
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6. CONCLUSIONES

El EE de hojas de P. edulis presenta metabolitos en orden descendente de
concentracion de fenoles, polisacéridos, flavonoides, taninos y alcaloides. En
cuanto a la viabilidad celular, el EE presenté un efecto de forma diferencial
sobre las dos lineas celulares, presentando mayor selectividad por la linea
celular tumoral SW480 que por la no tumoral HFF a las 24 horas. El EE de
hojas tiene menor actividad hemolitica que el control negativo (&cido
ascorbico) a 500 pug/mL, siendo este ultimo un protector de la membrana de
los eritrocitos humanos.

En cuanto a la modulacion lipidica, el EE a nivel intracelular afecté en mayor
proporcion tanto a 24 como a 48 horas el contenido total de triglicéridos, es
decir, posiblemente la biosintesis de triglicéridos de novo se redujo y/o
aumento la [B- oxidacion, ademas, es dependiente de la dosis, por
consiguiente, los niveles de triglicéridos intracelulares disminuyeron cuando la
concentracion de los tratamientos aumenté tanto a las 24 como a las 48 horas
en comparacion con el control. A nivel extracelular, la secrecion de triglicéridos
solo aumentod a las 48 horas y depende de la dosis. El EE a nivel extracelular
estimuldé en gran medida la expulsion del colesterol a las 48 horas superando
a la de los triglicéridos, por consiguiente, la biosintesis de colesterol de novo
también se vio afectada, es decir, existe una reduccién significativa del

colesterol intracelular en el tiempo y en la dosis dependiente del control.

Con base en lo anterior y para brindar un posible mecanismo de accion del EE
sobre los lipidos, se logr6 determinar in silico que cuatro compuestos
bioactivos que son luteolina, acido clorogénico, moupinamida e isoorientina
podrian inhibir la actividad enzimatica de la HMGCR y por consiguiente,
posiblemente se este bloqueando la biosintesis de novo de colesterol, por
ende, los niveles intracelulares disminuyen junto con las hormonas,
remodelacion de membrana y division celular. Cuatro compuestos bioactivos

qgue son pasiflorato de glucosilo, acido ciclopasifloico E, saponarina y
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nuevamente la luteolina, pueden inhibir la actividad enzimatica de la ACC1,
por consiguiente, se bloquea la sintesis de novo de AG citoplasmaticos y los
niveles intracelulares de acidos grasos y triglicéridos disminuyen. Todos estos
compuestos bioactivos mencionados, tienen una afinidad de union que es mas

baja (mas energética) que el inhibidor enddégeno en la respectiva enzima.

En el caso de la enzima ACC2, se encontraron dos compuestos que
posiblemente estén modulando la actividad enzimatica, debido a las energias
libres de unidn que reportaron el pasiflorato de glucosilo (-11 kcal/mol) y el
acido ciclopasifloico E (- 10,2 kcal/mol) sobre la enzima, que no fueron mas
bajas que el inhibidor 6U3/ND. Por consiguiente, se bloquea la sintesis de AG
mitocondriales (leve) a través de la inhibiciébn alostérica de la carnitina
palmitoiltransferasa |, esto deriva en un aumento de la beta oxidacién de AG

en la mitocondrial. Disminuyendo a su vez, los AG y triglicéridos intracelulares.

Finalmente, con base en la prueba de toxicidad in silico, los compuestos en su
mayoria presentaron toxicidad baja, y el analisis ADME determind la facil
absorcion en el sitio del tejido de compuestos bioactivos como &cido
ciclopasifloico E, pasiflorato de glucosilo y moupinamida (todos lipofilicos), que
es facilmente soluble en grasa, ademas, de emplear una dosificacién

inyectable para mejorar la accion de los compuestos.

Este estudio propone a estos siete compuestos naturales como los posibles
antagonistas de las enzimas limitantes en cada una de las vias metabdlicas
correspondientes, afectando la sintesis de triglicéridos y colesterol en un

modelo celular de cancer colorrectal SW480.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar un fraccionamiento del extracto etandlico de hojas de
Passiflora edulis y evaluar de nuevo los efectos de los compuestos
bioactivos aislados sobre los niveles lipidos tanto intracelular como
extracelular, y de esta manera se podria determinar que compuestos

estan ejerciendo la actividad sobre los lipidos.

Realizar experimentos in vitro con el extracto y SW480 para
cuantificar la disponibilidad de las enzimas. También, ensayos de
inhibicion competitiva con las enzimas de interés en estado

recombinante.

Realizar experimentos in vitro para cuantificar la expresion de los

genes que codifican para las enzimas de interés.

Realizar experimentos in silico del tipo dinamica molecular con los
candidatos a farmacos para validar la informacion con mas

variables.
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9. ANEXOS

Tabla Al. Efecto del EE de hojas de Passiflora edulis sobre SW480 y HFF a
24y 48 horas.

Linea celular tumoral SW480
Concentracion del EE  Viabilidad celular (%) Viabilidad celular (%)

(ug/mL) A las 24 horas A las 48 horas

50 103,4 + 8,36 101,8 £6,1
100 94,0 £ 3,48 1016 +1,9
200 94,3+ 4,34 98,1 +2,7
500 87,4+ 3,54 96,4+5,5
1000 85,5+ 5,90 69,2 +8,5
1500 81,9+5,50 66,3+ 2,3
2000 72,6 +14,21 57,6 +1,8
3000 70,4 + 4,59 52,2+47

Linea celular no tumoral HFF

50 105,0 + 1,40 103,0+0,1
100 112,9 £ 0,47 115,4+0,8
200 107,9+ 2,81 87,1+5,2
500 78,56+4,21 71,7+2,6
1000 81,1+2,34 56,2 +0,2
1500 80,5+ 1,40 53,4+0,6
2000 80,8 £ 0,00 51,7+0,6
3000 71,9+1,40 496+ 26

(z) error estandar de la media a partir de 3 ensayos biolégicos y cada uno por triplicado.

Tabla A2. Porcentaje de hemdlisis de los tratamientos del extracto etandlico
sobre los eritrocitos.

Tratamientos y % de hemolisis sobre eritrocitos
controles (ug/mL) humanos
50 8,68+1,2
100 15,0+1,8
200 17,6 +2,6
500 12,7+2,3
Peroxido de hidrogeno 100 + 1,6
500
Vitamina C 264+12
500

(%) error estandar de la media a partir de 3 ensayos bioldgicos y cada uno por triplicado.
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Tabla A3. Contenido de colesterol y triglicéridos intracelulares después de la
exposicion a los diferentes tratamientos del extracto etandlico de P. edulis
durante 24 y 48 horas.

Colesterol intracelular a 24 horas

Tratamiento

Kg colesterol/ug de % disminucién

% Colesterol

proteina de colesterol

Control 89,5 100 -

50 pg/mL 82,9 91,7 8,3
100 pg/mL 75,7 83,7 16,3
200 pg/mL 65,6 72,5 27,5

Intracelular a 48 horas

Control 39,2 100 -

50 pg/mL 35,1 89,8 10,2
100 pg/mL 30,9 78,8 21,2
200 pg/mL 29,8 76,2 23,8

Triglicéridos intracelulares a 24 horas

Tratamiento

ug triglicéridos/ug % disminucién

% Triglicéridos

de proteina de triglicéridos

Control 8,9 100 -

50 ug/mL 7,4 82,1 17,9
100 pg/mL 6,3 70,1 29,9
200 pg/mL 5,8 65,0 35,0

Intracelulares a 48 horas

Control 11,1 100 -

50 pg/mL 10,7 95,6 4.4
100 pg/mL 9,0 80,6 19,4
200 pg/mL 8,0 72,0 28,0
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Tabla A4. Contenido de colesterol y triglicéridos extracelulares después de la
exposicion a los diferentes tratamientos del extracto etandlico de P. edulis

durante 24 y 48 horas.

Colesterol extracelular a 24 horas

Tratamiento

ug/mL colesterol

% Colesterol

% flujo salida de

colesterol

Control 77,6 100 -

50 pg/mL 27,5 35,5 - 64,5
100 pg/mL 21,3 27,5 -72,5
200 pg/mL 29,2 37,6 - 62,4

Extracelular a 48 horas

Control 11,7 100 -

50 pg/mL 12,6 107,4 +7,4
100 pg/mL 13,0 1110 +11,0
200 pg/mL 13,2 112,7 +12,7

Triglicéridos extracelulares a 24 horas

Tratamiento

ug/mL triglicéridos % triglicéridos

% flujo salida de

triglicéridos

Control 5,9 100 -

50 pg/mL 4.2 70,6 -29,4
100 pg/mL 3,9 66,2 - 33,8
200 pg/mL 4.0 68,2 - 31,8

Extracelular a 48 horas

Control 33,6 100 -

50 pg/mL 35,1 104,6 + 4.6
100 pg/mL 35,6 106,0 +6,0
200 pg/mL 36,2 107,9 +7,9

Nota: signo (-) representa una regulacion negativa del flujo de salida del colesterol o
triglicéridos; signo (+) representa una regulacion positiva del flujo de salida del

colesterol o triglicéridos.
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