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Efecto antihipertensivo y dosis letal 50 del jugo
del fruto y del extracto etandlico de las hojas de
Passiflora edulis (maracuyad), en ratas

Juan Rojas !, Sergio Ronceros *, Robert Palomino !, Gloria Tomas 2, Julio Chenguayen 3

Resumen

Palabrasclave

Objetivos: Determinar el efecto antihipertensivoy la dosis letal (DL) 50 del jugo del fruto y el extracto
etanolico de las hojas de Passiflora edulis en ratas. Disefio: Estudio prospectivo, analitico-
experimental, preclinico in vivo. Lugar: Facultades de Medicina Humana, de Quimicae Ingenieria
Quimicay de Farmaciay Biogquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Material
bioldgico: Ratas. Intervenciones: Para el efecto antihipertensivo se utilizd 4 grupos de ratas (n =6).
Después de una medicién basal, se indujo hipertension arterial con L-NAME 50 mg/kg/diaVO'y
transcurridos dos dias se inicio el tratamiento con agua destilada, extracto etandlico 500 mg/kg/dia
VO, jugo del fruto 500 mg/kg/dia v.o, captopril 100 mg/kg/dia VO, respectivamente. Se continud
midiendo la presion arterial en los dias 3, 4, 7y 10. Para determinar la DL50, se utiliz6 12 grupos
de ratones (n =10); se aplicd 7 niveles de dosis de extracto etanélico y 5 niveles para el jugo, por
Unicavez. Principales medidas de resultados: Disminucion de la presion arterial. Resultados: El
extracto etandlicoy el jugo del fruto disminuyeron la presion arterial sistélica (PAS) desde el primer
dia de tratamiento: 157,2 + 2,3y 156,2 + 2,1 mmHg comparado con 167,7 £ 1,7 mmHg del grupo
L-NAME (p < 0,005y p < 0,001), respectivamente; la presion arterial diastdlica (PAD) también
disminuyé significativamente a partir del primer dia. Las DL50 para el extracto etanélicoy jugo del
fruto fueron 10 687y 21 471 mg/kg, respectivamente. Conclusiones: El extracto etandlico de las
hojasyy el jugo del fruto de Passiflora edulis fueron efectivos en disminuir la presion arterial en ratas
hipertensas, que no presentaron toxicidad aguda oral.

Passiflora edulis; hipertension; investigacion.

Antihypertensive effect and lethal dose 50 of
Passiflora edulis leaves (maracuya) fruit juice and
ethanolic extract in rats

Abstract

Objetives: To determine the antihypertensive effect and lethal dose
(LD) 50 of the fruit juice and ethanolic extract from Passiflora
edulis leaves in rats. Design: Prospective, analytic-experimental,
preclinical in vivo study. Setting: Faculties of Medicine, Chemistry
and Chemical Engineering and Pharmacy and Biochemistry, San
Marcos National University. Biologic material: Rats.
Interventions: Four groups of rats (n = 6) were used to determine
the antihypertensive effect. After basal determination, arterial
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hypertension was induced using L-NAME 50 mg/kd/d VO and two
days later the treatment was initiated with distilled water, ethanolic
extract (500 mg/kg/d) VO, fruit juice 500 mg/kg/d VO, captopril
100 mg/kg/d VO, respectively. Arterial pressure was measured
ondays 3,4, 7 and 10. For determining LD50, 12 groups of mice
(n=10) were used with 7 different dose levels of ethanolic extract,
and 5 levels for the one dose juice. Main outcome measures:
Blood pressure decrease. Results: The ethanolic extract and the
fruit juice decreased the systolic blood pressure (SBP) starting the
first day of treatment: 157,2 + 2,3 and 156,2 + 2,1 mmHg
comparedto 167,7 +1,7 mmHg of the L-NAME group (p < 0,005
yp <0,001), respectively. Also the diastolic blood pressure (DBP)
significantly decreased starting the first day of treatment. LD50
for the ethanolic extract and juice fruit were 10 687 and 21 471
mmHg, respectively. Conclusions: Ethanolic extract of the leaves
and the fruit juice of Passiflora edulis were effective to decrease
the arterial blood pressure in hypertensive rats, without oral acute
toxicity.

Key words: Passiflora edulis; hypertension; research.
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INTRODUCCION

El género Passiflora comprende cerca de
500 especies y es el mis grande en la fami-
lia Passifloraceae ('). Passiflora edulis Sims
es una planta originaria de la amazonia bra-
silefia, conocida con el nombre comun de
maracuya, parchita, calala, maracuja,
yellow passion-fruit (*). La palabra maracuya
proviene del portugués-brasileio maracuya,
de origen indigena, que significa ‘comida
preparada en Totuma’ (3).

Passiflora edulis es una especie cultiva-
da ampliamente en paises tropicales y
subtropicales; existen dos variedades:
Passiflora edulis Sims var. flavicarpa, cu-
yos frutos son amarillos, crece desde el ni-
vel del mar hasta 1 000 msnm; y, Passiflora
edulis Sims var. purpurea, con frutos color
purpura y que se adapta a zonas altas por
encima de 1 200 msnm (*%).

El maracuya es una planta lefiosa peren-
ne, de habito trepador y de ripido desarro-
llo, que puede alcanzar hasta 10 m de lar-
go; las hojas son simples, alternas, con
estipulas y un zarcillo en la axila, con mar-
genes aserrados; las flores son solitarias y
axilares, fragantes y vistosas; el fruto es
una baya esférica, globosa o elipsoide, que
mide hasta 10 cm de didmetro y pesa hasta
190 g, de color amarillo o purpdreo, con
una pulpa muy aromética (°).

La informacién etnofarmacolégica reve-
la que Passiflora edulis Sims ha sido utili-
zada en medicina tradicional en diversas
partes del mundo. En la India, las hojas
frescas de esta planta son hervidas en pe-
quefia cantidad de agua y el extracto es be-
bido para el tratamiento de disenteria e
hipertensioén, y los frutos son comidos para
el alivio de la constipaciéon (°). En
sudamérica, se bebe la infusién de hojas y
flores como sedante, la infusién de las par-
tes aéreas se utiliza en el tratamiento de
tétanos, epilepsia, insomnio e hipertensién
(7); ademas, es indicada como relajante

muscular (¥), diurético, para tratar dolores
estomacales, tumores intestinales y fiebre

).

El estudio fitoquimico de Passiflora edulis
Sims (Passifloraceae) demuestra la presen-
cia de glucdsidos, entre ellos passiflorina
(1%, glucésidos flavonoides: luteolina-6-C-
chinovéside (!!), glucésidos cianogénicos
('>13); alcaloides: harman ('*); triterpenos y
saponinas (!%); fenoles, carotenoides,
antocianinas, acido L-ascérbico, y-lactonas,
ésteres, aceites volatiles, eugenol, amino-
acidos, carbohidratos y minerales ().

A través de las investigaciones farmaco-
l6gicas realizadas, el extracto de las hojas
de Passiflora edulis demostré ser depresor
del sistema nervioso central (SNC), sugi-
riendo una accién calmante tipo tranquili-
zante mayor ('°) y ansiolitica (!7). Por otra
parte, el extracto acuoso del fruto inhibid
las enzimas que tienen actividad de
endopeptidasas dependientes de zinc, las
metaloproteinasas de matriz extracelular
MMP-2 y MMP-9, involucradas en la in-
vasiéon tumoral, metastasis y angiogénesis

(18).

La busqueda de fuentes terapéuticas en
el reino vegetal constituye una alternativa
viable. Passiflora edulis (maracuyi) es un
recurso natural abundante en el Peru y fa-
cilmente cultivable en costa y selva. No
existe al presente ningin estudio preclinico
ni clinico de Passiflora edulis, en relacidén
al efecto antihipertensivo de esta planta o
de algin componente aislado de ella, ya
que la mayoria de investigaciones de esta
especie estan referidos a su efecto hipnéti-
co y sedante.

Los objetivos del presente estudio fue-
ron determinar el efecto antihipertensivo
y la dosis letal 50 del jugo del fruto y el
extracto etandlico de las hojas de
Passiflora edulis en un modelo experimen-
tal con ratas hipertensas inducidas por L-
NAME.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio tuvo un disefio de investiga-
cién basica, prospectiva, analitica-experi-
mental, preclinica in vivo.

Las hojas y el fruto maduro de maracuya
fueron colectados en el mes de marzo de
2004, en el Distrito de Moche, Provincia
de Trujillo, Departamento de la Libertad,
Perti. La planta fue identificada en el Mu-
seo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, como
Passiflora edulis Sims variedad. Flavicarpa.

Las hojas fueron secadas a 38 °C, en un
horno con aire circulante. El material seco
y pulverizado fue macerado con etanol al
96 %, durante 72 horas, a temperatura am-
biente. Se filtr6 y concentré a sequedad en
horno con aire circulante, a 38 °C. El resi-
duo seco fue conservado a 4 °C. El jugo
de los frutos maduros fue colado, para se-
pararlo de las semillas, filtrado y finalmen-
te liofilizado y conservado hasta su uso.

Para determinar el efecto antihipertensivo,
se utiliz6 24 ratas macho raza Holtzmann,
con peso de 220 + 20 g, adquiridas del Ins-
tituto Nacional de Salud. Los animales fue-
ron distribuidos al azar en 4 grupos (n = 6).
Después de una semana de aclimatacidén, se
procedié a medir la presion arterial (basal,
DO0), con el aparato LE 5002 Letica, el cual
estd equipado con un microprocesador
especificamente disefiado para realizar me-
diciones indirectas de la presion sanguinea
en la cola de animales de experimentacidn.
Enseguida, se indujo hipertensién arterial
en todos los grupos, mediante la adminis-
tracion de L-NAME (N-nitro-L-arginina
metil éster) (Sigma®), en dosis de 50 mg/kg
1 vez /dia VO, durante todo el experimento
(método de Pereira y col., 2004) (!°). Des-
pués de dos dias (D2), se inici6 el trata-
miento, de la siguiente manera: primer gru-
po, agua destilada; segundo grupo, extrac-
to etandlico de las hojas de Passiflora edulis
por via oral, en dosis de 500 mg/kg/dia;
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tercer grupo, liofilizado del jugo del fruto
de Passiflora edulis 500 mg/kg/dia VO;
cuarto grupo, captopril 100 mg/kg/dia VO.
El tratamiento prosigui6é hasta el final del
experimento. La presién arterial se conti-
nudé midiendo en los dias 3, 4, 7 y 10 (D3,
D4, D7 y D10), respectivamente. Se regis-
tr6 los datos de presiéon arterial sistdlica
(PAS), presion arterial diastélica (PAD) y
presiéon arterial media (PAM). Las medi-
ciones fueron realizadas diariamente, siem-
pre en el mismo horario y, antes de aplicar
el tratamiento, los animales fueron someti-
dos a un proceso previo de vasodilatacion,
mediante calentamiento a 32 °C durante 30
minutos; cada medicién diaria fue el resul-
tado del promedio de cinco lecturas reali-
zadas a cada animal.

La dosis letal 50 fue determinada por el
método de Vega y Carrillo, 1997 (?°). Se
utiliz6 120 ratones albinos, que fueron dis-
tribuidos aleatoriamente en 12 grupos (n
= 10). Después de una semana de aclimata-
cién, previo ayuno de 4 horas, se adminis-
tr6 por via oral, a los primeros 7 grupos,
el extracto etandlico de las hojas de
Passiflora edulis, en dosis unica de 2 500,
5 000, 7 500, 10 000, 12 500, 15 000 y 17 500
mg/kg; los restantes 5 grupos recibieron
liofilizado del jugo del fruto, en dosis dnica
de 2 500, 5 000, 10 000, 15 000 y 20 000
mg/kg. Los animales fueron observados
constantemente durante las primeras 24 ho-
ras y diariamente durante un periodo de 14
dias, registrando cualquier signo tdéxico. Al
finalizar este periodo, se procedi6 al sacri-
ficio por traccion de la nuca, para hacer la
autopsia; se realizé examen macroscopico
de 6rganos y se determindé su peso relativo.

Los resultados obtenidos de las medicio-
nes de presién arterial fueron expresados como
media + error estindar de la media. Se apli-
c6 el analisis de varianza de una via y una
prueba post hoc LSD, para determinar la di-
ferencia estadistica entre los grupos, con un
nivel de significancia de p < 0,05. EI valor
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de la dosis letal 50 fue estimado mediante el
método estadistico de los Probits. Se usé el
software SPSS 11,0 de Microsoft.

RESULTADOS

La presién arterial se incrementd rapida-
mente, por efecto del tratamiento con L-
NAME, desde 129,7 + 1,4 mmHg (DO)
hasta 162,7 + 1,8 mmHg (D2), en el gru-
po L-NAME. Un efecto similar se observod
en los demas grupos, por lo que marcé el
inicio del tratamiento con la muestra. El
extracto etandlico de las hojas de Passiflora
edulis disminuy6 significativamente la pre-
sion arterial sistolica (PAS) desde el primer

Tabla 1. Presidn arterial (mmHg) en ratas hipertensas
por L-NAME, tratadas con Passiflora edulis.

Grupo Dia PAS PAD PAM
L-Name DO 129,7+1,4 80,0+15 96,2+ 1,0
D2 162,7+1,8 1155+£5,1 131,0+3,6
D3 167,7+1,7 116,3+2,9 133,0+1,9
D4 169,2+2,0 123,0+28 137,8+2,3
D7 174,7+ 3,4 1215+54 138,8+4,5
D10 179,7+1,6 136,2 £ 3,2 150,3+2,3
Hojas DO 125,7+2,0 78,3+3,9 938+27
D2 1655+19 1095+36  127,8+209"
D3 157,2+23"  1055+21" 122,3+1,91
D4 1542 +2,0" 1080+49  1228+3,6"
D7 145,8 + 3,7* 932+3,7 110,2 + 3,61
D10 1543 +24" 110,7+42 1250+3,6"
Jugo DO 1215+29 743 +3,0 89,7+28
D2 163,0+1,8 114,0£6,0 130,2+4,4
D3 1562+21" 104,0+3,8 120,8+26"
D4  1498+29" 107,0+3,0° 120,8+28"
D7 1453 + 3,11 96,5+45 112,3 + 3,81
D10 149,2+21" 109,8+3,2 1225+25"
Captopril DO 1253+15 78,3+3,0 93,7+0,9
D2 1662+23 1295+49 1415+ 3,7
D3 139,8+2,4 97,0+ 4,6 110,7+35
D4 1355+1,9 94,7+54 108,0+ 3,8
D7 137,3+1,3 90,0+ 4,0 1055+2,7
D10 132,2+23 80,7+3,1 975+22

Datos son expresados como media aritmética  error estandar
PAS = Presion arterial sistlica; PAD = Presion arterial
diastdlica; PAM = Presion arterial media

“p < 0,05vs. grupo L-NAME p < 0,005 vs. grupo L-NAME

dia de tratamiento (D3), observandose una
reducciéon hasta 157,2 + 2,3 mmHg com-
parado con 167,7 + 1,7 mmHg del grupo
L-NAME (p < 0,005). EIl efecto reductor
de la PAS prosiguié hasta 145 + 3,7 mmHg
(D7) y al final del experimento (D10) fue
154,3 + 2,4 mmHg vs 179,7 + 1,6 mmHg
del grupo L-NAME (p < 0,001). La pre-
sion arterial diastélica (PAD) también dis-
minuy6 significativamente por este trata-
miento, a partir del primer dia (D3), donde
se registr6 105,5 + 2,1 mmHg vs. 116,3
+ 2,9 mmHg del grupo L-NAME (p <
0,05) (Tabla 1).

El jugo del fruto de Passiflora edulis,
desde el primer dia de tratamiento (D3) dis-
minuy6 significativamente la PAS hasta
156,2 + 2,1 mmHg vs. 167,74+ 1,7 mmHg
del grupo L-NAME (p < 0.001) y la PAD
hasta 104,0 + 3,8 mmHg vs. 116,3 + 2,9
mmHg del control L-NAME (p < 0,05).
Tanto la PAS como la PAD continuaron dis-
minuyendo en el dia 7 (D7), hasta 145,3 +
3,1/96,5 + 4,5 mmHg; al final del experi-
mento (D10) fue 149,2 + 2,1/109,8 + 3,2
mmHg comparado con 179,7 + 1,6/136,2
+ 3,2 mmHg del control L-NAME (p <
0,001) (Figura 1).

190

__ 180 >
[=2]
E /
17
£ 1o
< AN
S 160 v/
% / \ _ =
@ 150 \ — =
& / \ — N
9}
£ 140 S —
5 I
% 130
el
o
120
110 4 : : : : : : : : : :

Dias

‘+L-NAME —m— Hojas Jugo —<— Captopril ‘

Figura 1. Efecto del tratamiento con Passiflora edulis
sobre la presion arterial sistdlica, en ratas hipertensas.
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En la determinacién de la dosis letal 50,
el signo que con mayor frecuencia se ob-
servd, en relacién directa con la dosis, fue
sedacién, que en algunos casos desapare-
ci6 en las primeras 24 horas después de la
administracién y en otros casos produjo la
muerte del animal. La mortalidad obtenida
por cada dosis de ensayo, tanto para el ex-
tracto de las hojas como para el jugo de
Passiflora edulis se muestra en la Tabla 2.
La dosis letal 50 estimada para el extracto
etandlico de las hojas fue 10 687 mg/kg,
con limites de confianza del 95% de 9 243
a 12 203 mg/kg, mientras que para el jugo
del fruto fue 21 471 mg/kg, con limites de
confianza del 95% de 17 368 a 42 769, tal
como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad obtenido con el extracto
etandlico de las hojas y el jugo de Passiflora edulis.

Tratamiento  Dosis n N°muertos  Mortalidad (%)
Hojas 2500 10 0 0
5000 10 1 10
7500 10 2 20
10000 10 3 30
12500 10 7 70
15000 10 9 90
17500 10 10 100
Jugo 2500 10 0 0
5000 10 0 0
10000 10 1 10
15000 10 2 20
20000 10 4 40

Tabla 3. Estimacion de ladosis letal 50 (DL50) del
extracto etandlico de las hojas y el jugo de P. Edulis

Tratamiento DL50 mg/kg Limites de confianza 95%
Hojas 10687 9243 12203
Jugo 21471 17 368 42769

En la autopsia, no se encontré eviden-
cias de alteraciones de los 6rganos, tales
como higado, bazo, rifiones, corazén y pul-
mones. Tampoco hubo diferencias signifi-
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cativas entre los grupos, cuando se analizé
el peso relativo de los 6rganos.

DISCUSION

Los resultados muestran que, la presién
arterial sistOlica y la diastélica disminuye-
ron significativamente desde el primer dia
de tratamiento con el extracto etandlico de
las hojas y el jugo del fruto de Passiflora
edulis (maracuya). Estudios previos han
demostrado que otras plantas también tie-
nen efecto antihipertensivo en modelos
preclinicos y clinicos. Asi, se ha eviden-
ciado este efecto con los extractos de la
hoja de olivo (Olea europaea), en animales
de experimentacién, tanto por via oral como
intravenosa (?!). El ajo (Alium sativum) ha
demostrado este efecto en estudios in vitro
(*), en ratas hipertensas (**) y clinicamente
en hipertensiones leves y moderadas (**).
Otras plantas usadas en Colombia por la
medicina folklérica para el tratamiento de
hipertension (Croton schiedeanus, Curatella
americana y Lupinus amandus) también han
demostrado tener efecto antihipertensivo en
ratas (*).

Dentro de los metabolitos secundarios de
las plantas, los compuestos polifendlicos,
especialmente los flavonoides, han demos-
trado tener efecto antihipertensivo en dife-
rentes modelos experimentales. De esta
manera, los polifenoles indujeron vasorre-
lajacion dependiente del endotelio, a tra-
vés del incremento de la produccién de O6xi-
do nitrico en aorta de rata (?°2?%), asi como
en arteria coronaria porcina (*°). Los
flavonoides del jugo de wuvas purpuras
incrementaron la liberacién de 6xido nitri-
co derivado de plaquetas y disminuyeron
la producciéon de superdxido (°°). Asimis-
mo, se ha comunicado que el flavonoide
luteolina incrementé la actividad del pro-
motor de la sintasa del O6xido nitrico
endotelial y la expresion del ARNm de
sintasa del 6xido nitrico endotelial, con el
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consecuente incremento de O6xido nitrico (GY).
Esto es relevante, en la medida que el 6xi-
do nitrico es el principal factor relajante
derivado del endotelio, mientras que el fac-
tor hiperpolarizante derivado del endotelio
también puede participar en la vasorre-
lajacién, especialmente en pequeflas arte-
rias, cuando esta inhibida la formacién de
6xido nitrico. De esta manera, el 6xido ni-
trico tiene un rol preponderante en la
homeostasis de la presion sanguinea (32).

En modelos in vivo, utilizando ratas
hipertensas, el flavonoide quercetina indu-
jo una reduccién significativa en la presion
arterial sistélica, diastélica y media (*3).
Asimismo, los polifenoles exhibieron una
disminucién significativa de la presién san-
guinea, explicada en parte por disminucién
de la expresién de cadenas ligeras de
miosina fosforilada (**) y por incremento de
la excrecién urinaria de sodio, potasio y
cloruro, ademéas de aumentar la tasa de fil-
tracion glomerular (3°).

Por otra parte, se ha informado que el
eugenol produce relajaciéon del musculo liso
vascular, por bloqueo de canales de calcio
sensibles a voltaje y los operados por re-
ceptor, que son modulados por 6xido nitri-
co producido por el endotelio (39).

La hipertension arterial inducida por N_-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) no
solo involucra la restriccién de produccién
de 6xido nitrico, sino también la activacién
del sistema nervioso simpéatico y la altera-
cion del sistema renina-angiotensina, tal
como incremento de la actividad de renina
plasmatica y de la concentracién de angio-
tensina II o del nimero de receptores de
angiotensina I (*). En este modelo experi-
mental, captopril, el farmaco de referen-
cia, disminuy6 la presioén arterial de mane-
ra mas efectiva que Passiflora. Este resul-
tado confirma la eficiencia del tratamiento
con inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina para prevenir la hipertension
en ratas con deficiencia de 6xido nitrico (*°).

En ratas hipertensas se ha demostrado un
incremento en la generacién de anidén
superéxido en el endotelio vascular (3%). Se
cree que las especies reactivas del oxigeno
contribuyen a la generacién y/o manteni-
miento de la hipertensién arterial por va-
rios mecanismos, que incluyen: inactivacion
de 6xido nitrico derivado del endotelio,
generacién no enzimaéatica de isoprostanos
F, vasoconstrictores, por peroxidacién de
acido araquidénico y deplecién del cofactor
de sintasa de o6xido nitrico tetrahidro-
biopterina (3°). Los flavonoides tienen la
propiedad de barrer radicales libres
super6xido y ademads inhiben varias enzimas
responsables de la sintesis de anién super-
o6xido (%°). Probablemente, los flavonoides
de Passiflora contribuyen a su efecto
antihipertensivo, ademas de su propiedad
vasorrelajante, por su efecto antioxidante.

Es posible que los metabolitos secunda-
rios presentes en las hojas y en el jugo del
fruto de Passiflora edulis, principalmente
flavonoides y eugenol, sean los responsa-
bles y expliquen en parte la actividad
antihipertensiva demostrada en la presente
investigacion.

En relacién al estudio de toxicidad agu-
da, se determiné que la dosis letal 50
(DL50) del extracto etandlico de las hojas
de Passiflora edulis fue 10 687 mg/kg, mien-
tras que del jugo del fruto fue aproximada-
mente el doble de aquél, lo cual permite
clasificarlo como no téxico (no clasifica-
do, DL50 > 2 000 mg/kg), segin las nor-
mas de la Comunidad Europea, para la cla-
sificacion de la toxicidad aguda oral (*).

En conclusién, en condiciones experi-
mentales, el extracto etandlico de las hojas
y el jugo del fruto de Passiflora edulis fue-
ron efectivos en la disminucién de la pre-
sion arterial en ratas hipertensas, y no pre-
sentan toxicidad aguda oral. Estos resulta-
dos podrian respaldar el empleo de esta
planta en la medicina tradicional en pacien-
tes hipertensos.
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