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EFECTO DE LA HESPERIDINA SOBRE LA CAPTACION DE HDL EN CELULAS ]
HEPATICAS Y EVALUACION DE HESPERIDINA LIPOSOMAL SOBRE LA OXIDACION

DE LDL

RESUMEN

La hesperidina es un flavonoide con varios reportes de bioactividad. En el
presente trabajo se demostrd la potencialidad de tres fuentes vegetales para la
obtencion industrial de hesperidina, la cual fue probada sobre dos modelos de
procesos claves en la patologia cardiovascular: la captacion de HDL por células
hepaticas y la oxidacion de LDL. Sin embargo, la hesperidina presenta una
utilidad farmacéutica limitada debido a su baja solubilidad en agua, por lo tanto
se explord la alternativa de incorporar hesperidina en liposomas encontrando
altos porcentajes de encapsulacion y un aumento en la inhibicion de LDL
comparada con el compuesto libre.
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ABSTRACT

Hesperidin is a flavonoid related to different biological activities. In this work it
has demonstrated the potential of some vegetal material as sources of bulk
hesperidin, which was tested in two key models on cardiovascular pathology:
HDL uptake by liver cells and the LDL oxidation. However, hesperidin present
a drawback for its pharmaceutical use due to its poor solubility in water,
therefore, incorporation of hesperidin into liposomes  was explored as
alternative founding high percentages of encapsulation and an enhancement in
inhibition of LDL oxidation compared with the free compound.
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1. INTRODUCCION

La busqueda de alternativas terapéuticas para la
prevencion y/o tratamiento de la aterosclerosis y otras
enfermedades cardiovasculares asociadas, se basa en
encontrar sustancias que puedan intervenir en uno o
varios de los procesos claves para la formacion de la
placa ateromatosa. Actualmente se sabe que cuando
ocurre un desbalance entre el transporte de colesterol
hacia los tejidos y el mecanismo de depuracion conocido
como transporte reverso nediado por Lipoproteinas de
Alta Densidad —HDL, los niveles de Lipoproteina de
Baja Densidad —-LDL aumentan causando su acumulacion
y oxidacion sobre las paredes arteriales debido a una
captacion masiva por macrdfagos generando “células
espumosas”. Este conjunto de eventos causa dafios en el
endotelio, activa rutas celulares desencadenantes de
inflamacion sensibles a redox, promueve la liberacion de
una variedad de citoquinas proinflamatorias y como
resultado ocurre la formacion de una matriz compuesta
de colageno, cimulos de macrofagos, células espumosas
y contenido lipidico, que se expande tomando la forma
tipica de la placa o lesion aterosclerética [1].
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En este sentido, evaluamos la capacidad del flavonoide
hesperidina para promover la captacion de HDL en
células hepaticas y a su vez inhibir la oxidaciéon de LDL.

La hesperidina (HES) 5,7,3"-trihidroxi-4'-metoxi-
flavanona-7-ramnoglucosido, numero CAS: 520-26-3
presenta  actividad  antiinflamatoria, analgésica,
hipolipemiante y recientemente reportada por nuestro
grupo como antioxidante [2-4] revelando ser un
compuesto potencialmente util, de hecho varios trabajos
han buscado optimizar su obtencion a partir de diversas
fuentes [5,6] y a pesar de que la extraccion de
compuestos bioactivos a partir de materiales vegetales
empleando solventes organicos es la operacion mas
aplicada comunmente en procesos industriales y de
investigacion, el interés creciente por obtener materias
primas o productos farmacéuticos ha incrementado la
necesidad de desarrollar métodos de extraccion ideales
para obtener el maximo rendimiento y pureza de las
sustancias, en un corto periodo de tiempo, con un bajo
costo y con técnicas ambientalmente amigables [6].
Recientemente hemos desarrollado una metodologia de
extraccion de hesperidina que cumple con los criterios
descritos anteriormente (datos no publicados) y en el
presente trabajo se exploran diversas fuentes de
obtencioén asi como parametros de pureza y rendimiento.
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A pesar de la amplia actividad bioldgica que ha mostrado
la hesperidina, su utilidad farmacéutica estd limitada
debido a su baja solubilidad en agua (menos de 20 ppm),
de alli que trabajos de investigacion recientes han
propuesto su inclusion en ciclodextrinas para aumentar su
solubilidad [7]. En nuestro trabajo, proponemos la
incorporacién de hesperidina en liposomas tipo MLVs
(Multilamelar Large Vesicles), evaluando la capacidad de
encapsulacion del sistema, el tamafio promedio de las
particulas y finalmente la capacidad para inhibir la
oxidacion de LDL.

2. CONTENIDO
2.1. Metodologia

2.1.1. Exploracion de fuentes vegetales para la
obtencion de hesperidina

Se exploraron tres fuentes vegetales para la obtencion de
hesperidina (F1, F2 y F3). El método de analisis fue
HPLC con las siguientes condiciones cromatograficas:
columna Hypersil BDC8 150mm x 4.6mm x Spum, fase
movil: Metanol/Agua 55/45 conteniendo acido fosforico
0.01% v/v, flujo: 0.650 ml/min, detecciéon UV 360 nm
La identidad de la hesperidina obtenida se confirmd por
HPLC acoplada a Espectrometria de Masas de acuerdo a
lo descrito por DA-YONG [8].

2.1.2. Obtencion de lipoproteinas

LDL y HDL se aislaron por gradiente discontinuo de
densidad de acuerdo con el procedimiento estandar
aplicado en nuestro laboratorio [9] de plasma obtenido de
voluntarios  sanos  (20-25 afios) sometido a
ultracentrifugacién (49.500rpm), obteniendo VLDL+
QM d<1.006 g/ml, LDL d<1.065 g/ml, HDL d<1.125
g/ml.

La pureza de las fracciones se evalud por SDS-PAGE y
el contenido proteico se cuantificé usando la técnica de
Bradford. La HDL se marc6 con el fluorocromo Dil (1,1
dioctadecil-3,3,3',3'-tetramethilindocarbocianina-
perclorato) por incubacién durante 12 h con una solucion
que contenia 300pg Dil/mg/ml de proteina.

2.1.3. Cultivo celular y ensayos de unién y captacion
de HDL

Células Hep G2 se cultivaron en medio DMEM:F12
(1:1), con 1% de antibidtico (100 UI de penicilina + 100
pg/mL de estreptomicina), suplementado con 10% de
suero bovino fetal.

Los fenémenos de captacion y unidn de HDL se
evaluaron sobre monocapas confluentes por microscopia
de fluorescencia y citometria de flujo, luego de la
incubacion durante 1h con 10.6 ul de HDL a 1886.74
png/ml en presencia o ausencia de hesperidina obtenida de
la fuente F2.
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2.1.4. Incorporacion de hesperidina en liposomas

Los liposomas se prepararon por el método de
hidratacion en film. Brevemente, wuna solucidén
cloroférmica de lecitina y colesterol se evapord a presion
reducida a 40°C. La pelicula resultante se seco en una
corriente de nitrégeno durante 12 horas, se dispersd con
una solucion de hesperidina a Img/ml y se pasé al menos
15 veces a través de una membrana de 0.22 um para
obtener liposomas tipo MLVs. El tamafio promedio de
las particulas fue determinado por light scattering.

La proporcion de hesperidina encapsulada se determiné
centrifugando una alicuota de la suspension de liposomas
a 13.000 rpm durante 90 minutos a 4°C, los liposomas se
separaron del sobrenadante y se sonicd en presencia de
Triton-X. La cantidad de hesperidina en el sobrenadante
y en los liposomas se determiné por HPLC de acuerdo al
procedimiento descrito en 2.1.1.

2.1.5. Inhibicion de la oxidacién de LDL

LDL 373 pg/mL se preincubd con hesperidina libre y
liposomal durante 15 minutos, la oxidacién se inicié con
la adicion de CuSOy4 (100 uM) a 37°C durante 18 h y se
detuvo por la adicién de 1% p/v de EDTA y enfriamiento
en un bafio de hielo durante 15 minutos.

Las especies reactivas del acido tiobarbittrico - TBARS
se midieron espectrofotométricamente. Se adicioné una
solucion al 0.67% TBA (Acido Tiobarbitarico), 15 %
TCA (Acido Tricloroacético) y 0.1N HCl, y el croméforo
se formd a 95°C durante 60 minutos. Las soluciones se
pasaron a través de filtros de nylon (MFS 0.20 micrones)
y hs lecturas de tres experimentos independientes se
realizaron a 532 nm y los resultados se expresaron como
equivalentes de MDA.

2.2. Resultados

2.2.1. Exploracion de fuentes vegetales para la
obtencion de hesperidina

Como puede observarse en la figura 1, las fuentes
vegetales 1 y 3 muestran ser promisorias para la
obtencion industrial de hesperidina; bien por su
rendimiento (1.5 y 1.8% respectivamente) como por la
pureza del compuesto obtenido (86.43 y 84.72%,
comparada con 81.62% del producto comercial).

2.2.2. Captacion de HDL por células hepaticas

En los ensayos de citometria de flujo pudo demostrarse
que la hesperidina no afecta significativamente la
captacion de HDL por células hepaticas. En la figura 2
obtenida por microscopia de fluorescencia, se puede
observar la captacion de lipoproteinas marcadas con Dil
por una célula HepG2 y su acumulacion predominante en
citoplasma.
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Figura 1. Cromatograma de las hesperidina obtenida de fuentes
vegetales comparada con el producto comercial.

Figura 2. Imagen de microscopia de fluorescencia mostrando la
captacion de HDL marcadas con Dil por una célula hepatica
HepG2

2.2.3. Incorporacion de hesperidina en liposomas

La insolubilidad de la hesperidina en agua se evidencio
como se muestra en la figura 3A. Sin embargo, su
incorporacion en liposomas la mantiene soluble como
puede observarse en la figura 3B

La evaluacion del porcentaje de captacion por HPLC
demostrd que en su mayoria (76.8%) la hesperidina fue
encapsulada en el sistema vesicular.

A B

Figura 3. (A) Hesperidina libre, (B) Hesperidina incorporada en
liposomas multilamelares grandes.

2.2.4. Inhibicion de la oxidacion de LDL

Se determino la disminucion en la produccion de especies
derivadas de la peroxidacion lipidica, mostrando que la
hesperidina liposomal disminuye significativamente este
proceso.
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Figura 4. Inhibicion de la oxidacion de LDL por hesperidina
libre y liposomal. Los resultados se muestran como generacion
de MDA de tres experimentos (Media + Desv. Estandar)

3. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente trabajo se logrd evaluar el rendimiento y la
pureza de hesperidina obtenida de tres fuentes vegetales
mediante un proceso industrializable. Adicionalmente se
evalué su actividad en dos procesos claves para la
formacion de placa ateromatosa como son: la depuracion
hepatica de HDL y la oxidacion de LDL, mostrando que
su efecto puede deberse principalmente a la inhibicion de
este ultimo.

Finalmente se explord la posibilidad de mejorar las
perspectivas de la hesperidina ante una eventual
aplicacion farmacéutica y por ende se logro demostrar
que es posible su incorporaciéon en liposomas
multilamelares grandes y que este hecho aumenta su
actividad para inhibir la oxidacion de LDL,
probablemente debido a una mejor interaccion entre la
monocapa lipidica de la micela de LDL y la bicapa del
liposoma que contiene hesperidina. Este hecho es
fundamental para ampliar las investigaciones en este
sentido y lograr una mayor caracterizacion del sistema
liposomal, asi como pensar en una liberacion selectiva de
hesperidina por la incorporacién de un ligando en la
superficie del liposoma.
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