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Resumen

Actualmente existe uninterés creciente por el aztuicar no centrifu-
gada de cafia, debido a su alto valor nutricional, riqueza en molé-
culas funcionales y potencial medicinal. Este estudio se enfocd
en estudiar el efecto de derivados de cafia de azucar, espe-
cificamente a partir de extractos de jugo, miel y panela, sobre
procesos regenerativos en un modelo de herida 2D in vitro. Todos
los extractos mostraron una baja citotoxicidad en células vero
dentro de un amplio rango de concentraciones (8-250 pg/mL)
y una alta hemocompatibilidad, demostradas por una baja acti-
vidad hemolitica y trombogénica. La presencia de extractos de
jugo, miel y panela en un cultivo 2D de queratinocitos y fibro-
blastos humanos, previamente modificado para simular una
herida, aumentd lamigracién celular de manerasignificativaal ser
comparados con el control, en ausencia de dichos compuestos,
lo que reduce el tiempo necesario para el cierre completo de la
herida en casi un 50 %.

panela, evaluacion in vitro, citotoxicidad, actividad
hemolitica y trombogénica



Coleccién | Nuevo conocimiento agropecuario

Introduccion

El consumo de productos derivados de algunas plantas tropicales,
como la cafia de azucar para la produccion de panela (Saccharum
officinarum L.), esta fuertemente relacionado con beneficios
para la salud, debido a su valor nutricional, riqueza de moléculas
funcionales y potencial medicinal (Ames et al., 1993; Jaffé, 2015).
Muchas plantas tropicales como esta se valoran por ser fuentes
naturales de antioxidantes. Los antioxidantes son moléculas
que controlan y reducen el dafio oxidativo al retrasar o inhibir el
proceso de oxidacion generado por radicales libres, lo que
mejora la vida util de los productos vy, simultdneamente, protege
el sistema bioldgico de quien los consume (Duthie et al., 1996).
En la ultima década, los compuestos fendlicos han ganado un
considerable interés en el ambito médico y cientifico debido a sus
diferentes propiedades bioldgicas (Balasundram et al., 2006).
Los compuestos antioxidantes, como el B-caroteno, el acido ascor-
bico y los compuestos fendlicos, juegan un papel terapéutico y
preventivo contra varias condiciones y enfermedades como el
envejecimiento, lainflamaciony ciertos tipos de cancer (Helibvaara
et al,, 1994, Vivekananthan et al., 2003; Zidan & Azlan, 2022).

Por esto, el uso de plantas, productos y extractos derivados de
estas ha sido una ruta para acelerar el proceso de cicatrizacion
y regeneracioén de heridas (Reuter et al., 2010). En Colombia, por
ejemplo, se usa como crema cicatrizante la ralladura de panela,
pero esta practica cultural se basa Unicamente en la tradicion y
no cuenta con ningun tipo de evidencia cientifica sobre cuales
compuestos quimicos tienen efecto cicatrizante o cual es su
mecanismo de accion. Sin embargo, la composicién y las propie-
dades bioldgicas de interés de la cafia de azucar y sus derivados
pueden verse afectadas por diferentes factores como la variedad
(genotipo), el clima, los suelos, la nutriciéon del cultivo, el tiempo
de cosecha, el almacenamiento y los procesos posteriores a la
cosecha, corte, almacenamiento y procesamiento agroindustrial
(Pérez-Gregorio et al., 2011; Rodrigues et al., 2009). Por tanto,
el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial
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terapéutico de tres extractos de derivados de cafia de azucar
(jugo, miel y panela) producidos bajo condiciones controladas de
temperatura, para preservar mejor su composicion bioactiva. En
particular, el potencial de estos derivados para promover procesos
regenerativos en heridas de piel humana se evalué mediante un
modelo in vitro de herida 2D.

Metodologia

En el estudio, los derivados de cafia de azucar empleados y la
nomenclatura para la identificacion de las muestras (entre parén-
tesis) fueron los siguientes: jugo crudo (J), jugo clarificado (Jc),
jarabe (miel) y panela (panela). Para evaluar el potencial rege-
nerativo de los derivados de cafia de azucar, se caracterizaron
diferentes propiedades biologicas determinantes en los procesos
de regeneracion de heridas. Primero, se evalué la citocompatibi-
lidad de los extractos metandlicos de los derivados de cafia con el
proposito de determinar el rango de concentracion viable para su
subsecuente uso en el modelo de herida 2D in vitro.

Las muestras se prepararon a partir de 1.000 kg de cafia de
azUcar (variedad RD 7511): cafia (18 °Bx), jugo (21 °Bx), miel (68
°Bx) y panela (93 °Bx), los cuales fueron producidos por AGROSAVIA
empleando procesos de extraccion, clarificacion, evaporacién y
concentracion bajo condiciones térmicas controladas. La extrac-
ciéon de compuestos fendlicos se realizé de acuerdo con el proto-
colo de Duarte-Almeida et al. (2011), con algunas modificaciones.
Se realizé la extraccion en triplicado a partir de las muestras de
derivados de cafia liofilizadas (-30 g), con metanol al 100 %, en
una proporcion de 1:1 p/v. Las muestras fueron filtradas bajo
vacio con papel filtro (Whatman n.° 1). El exceso de solvente fue
removidoa 37 °Cy 100 rpm en un rotoevaporador durante 30 min.
Posteriormente, las muestras fueron suspendidas en 60 mL de
metanol al 100 %.
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Se prepararon stocks de 10 mg/mL en buffer de Hepes de 10 mM
para cada uno de los derivados de cafia y el solvente de extrac-
cion (metanol), con el propdsito de estimar su impacto en los
ensayos in vitro. Se realizé la caracterizacion bioldgica de los
extractos para determinar el rango de concentracion viable para
su subsecuente uso en el modelo de herida 2D in vitro. En parti-
cular, se evaluaron caracteristicas que presentan especial interés
dentro del marco de regeneracién de piel en un modelo de herida
2D, como la citotoxicidad, la hemocompatibilidad y la actividad
antibacteriana. Todas las concentraciones de los extractos meta-
ndlicos se prepararon en buffer de Hepes de 10 mM, a menos que
se indique lo contrario.

Para evaluar la viabilidad celular de los diferentes extractos,
se cultivaron células vero (atcc cci-81) en placas de 96 pozos a
una densidad celular de 100.000 células por pozo. El cultivo fue
expuesto durante 24 horas a 8 concentraciones diferentes de los
derivados de cafia (8-1.000 pg/mL), en condiciones controladas
de temperatura a 37 °C y con una atmésfera del 5% de CO,. Una
vez terminado el tiempo de incubacién, se determiné la citotoxi-
cidad in vitro mediante dos métodos: el ensayo del bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), para determinar
el efecto de los extractos sobre la actividad metabdlica celular, y
la prueba de lactato deshidrogenasa (LpbH), para evaluar su efecto
sobre la integridad de la membrana celular.

Para el primero, las células se expusieron a bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y se incubaron
durante2horas, enlaoscuridad, a37 °C. Finalmente, se disolvieron
los cristales de formazan formados al adicionar 100 pL de dimetil-
sulféxido (pmso) al 20 % (v/Vv). Se leyd la absorbancia a 595 nm en
un espectrofotémetro (Ames et al., 1993). Se utilizé el 10 % (v/v)
de pmso en el medio Dulbecco’'s Modified Eagle’'s Medium (bmem)
como control positivo, y el medio bmem como control negativo. La
viabilidad celular demtT (%) se calculd de acuerdoconlaecuacionl,
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donde Ak es la absorbancia del medio con un extracto especifico,
ABE es la absorbancia del blanco del extracto, Apmem €S la absor-
bancia del control negativo y Aspuem €S la absorbancia del blanco
del control negativo.

Ap - Ay
% de viabilidad de MTT = £ — %100 (1)

DMEM ~— ABDMEM

Para el ensayo LbH, se tomd una muestra de 50 pL del sobre-
nadante del cultivo previo a la exposicién a MTT y se pasé a una
microplaca nueva. Las muestras fueron expuestas al sustrato de
la enzima LbH de acuerdo con las especificaciones del kit de LbH de
Sigma-Aldrich, y se leyé la absorbancia de lamuestraa490 nmen
un espectrofotdémetro. Se utilizé el 10 % (v/v) de Triton X-100 en el
medio bmMeM como control positivo, y el medio bmem como control
negativo. La viabilidad celular de LpH (%) se calculé de acuerdo
con la ecuacion 2, donde A, . es la absorbancia del control posi-

tivo, y A,, .., €S la absorbancia del blanco del control positivo.
on

AE B AB
% de viabilidad de LDH =1 — ————— % 100 (2)

triton Biton

Se obtuvieron 5 mL de sangre de un donante humano sano en un
tubo epta K2, para prevenir la coagulacién de la muestra (Comité
de ética de investigacion acta N° 1095 del 2019). La muestra
de sangre fue centrifugada a 1.800 rpm durante 5 min para
separar los glébulos rojos del plasma y los globulos blancos.
Posteriormente, elplasmaseremoviédelamuestraysedescarto.
Las impurezas y trazas de plasma fueron removidas de los
globulos rojos mediante tres lavados con centrifugacion a 1.800
rpom por 5 min. Las células fueron lavadas con 150 mM de NaCl en
una proporciéon de 1:1 (v/v). Los glébulos rojos se expusieron a 8
concentraciones de extractos dentrodelrangode 8-1.000 pg/mL
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en buffer de Hepes de 10 mM durante 1 horaa 37 °C. Se utilizaron
1X'y Triton X-100 al 10 % (v/v) como control negativo y positivo,
respectivamente. Se tomaron 100 pL de sobrenadante de cada
muestra y se leyd la absorbancia a 450 nm en un espectrofoté-
metro (Evans et al., 2013). La capacidad hemolitica se cuantificé
en relacion con el control negativo, de acuerdo con la ecuacién
3, donde A, Y Agpg SON las absorbancias del control negativo y
del blanco del control negativo, respectivamente.

A, - A
% de hemdlisis = ———=— x 100 3)

PBS — ABPBS

Se obtuvo plasmarico en plaquetas de un donante humano sano
en un tubo de citrato de sodio, para evitar la agregacion de la
muestra durante la donacion. Para determinar si los extractos
inducian agregacion plaquetaria, el plasma rico en plaquetas fue
subsecuentemente expuesto a 8 concentraciones de extractos
dentro del rango de 8-1.000 pg/mL en buffer de Hepes de 10
mM. Se utilizaron tres controles para evaluar la agregaciéon de
las plaquetas: trombina (alta agregacion), pes (baja agregacion)
y plasma pobre en plaquetas (ppp; no agrega). Se cuantificé la
agregacion plaquetaria mediante absorbancia en relacion con
el control positivo, de acuerdo con la ecuacion 4, donde A, es
la absorbancia del ppr, y A, . es la absorbancia de la trombina
(Tsujino et al., 2019).

A, —A

_TE TPPP 4 100 (4)

% de agregacion =
tromb APPP

Se realizé una prueba piloto de actividad antibacteriana segun las
directrices del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
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sobre el método de microdilucién (Cockerill et al.,, 2011). Se
prepard un indculo de Escherichia coli estandarizado segun
densidad ¢pticaalos 620 nmen un espectrofotometro. Las bacte-
rias fueron expuestas a dos concentraciones de cada extracto:
alta (10 mg/mL) y baja (1 mg/mL), en medio Luria-Bertani (LB),
por triplicado, en placas de 96 pozos. Con base en el ensayo de
citotoxicidad (cinco concentraciones), se escogié la concentra-
cién mas toxica para las células (10 mg/mL) y una concentracion
intermedia-baja (1 mg/mL), con el fin de encontrar actividad anti-
bacteriana en este rango y asi identificar la accion potencial de
algunos de los extractos de los derivados de cafia de azucar. Las
bacterias se incubaron por 3 horas a 37 °C. Cumplido el tiempo
de incubacion, se reinicié el crecimiento bacteriano con 100 pL de
medio L. Se utilizé buffer Hepes de 10 mM como control negativoy
1 mg/mL de ciprofloxacina (antibiético) como control positivo. Las
bacterias se incubaron una segunda vez durante 6 horas a 37 °C
y se leyd la absorbancia con un espectrofotémetro a 620 nm. Se
cuantificod la actividad antibacteriana en relacién con el control
negativo, de acuerdo con la ecuacion 5, donde A, es la absor-
bancia del extracto, A, es la absorbancia del blanco del extracto,
A, es la absorbancia del control negativo y A, es la absorbancia
del blanco del control negativo.

% de crecimiento = ——2 x 100 (5)

Se cultivaron queratinocitos de piel humana (HaCaT donadas por
elLaboratorio de GenéticaHumanade la Universidad de los Andes)
y fibroblastos de prepucio humano (HFF-1 ATCC-SCRC-1041), de
manera independiente, en frascos de 75 cm?3 (spL Life Sciences).
Las células fueron mantenidas con medio completo de pmem suple-
mentado con un 10 % de suero bovino fetal y un 1% de penicilina/
estreptomicina. Las células fueron desprendidas de las cajas con
un 0,25% de tripsina-epTa. La densidad celular fue determinada
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mediante el método de tincién con azul de tripan y conteo celular
encamarade Neubauer. Todos los cultivos se mantuvierona 37 °C
en una atmosfera del 5% de CO, y un 95% de humedad.

El ensayo de herida 2D se desarrollé de acuerdo con el proto-
colo descrito por Liang et al. (2007), con algunas modifica-
ciones. Se sembraron 200.000 células por pozo en una micro-
placa de 24 pozos. Una vez que las células llegaron al 70-80 %
de confluencia, se procedidé a realizar |la herida en el centro de la
monocapa celular con la punta de una micropipeta de 100 pL.
La formacién de la herida fue guiada por un molde para evitar
variabilidad en la generacion de la herida en todos los pozos
(Suarez-Arnedo et al., 2020).

Una vez realizada la herida, se removié el medio de cultivo y se
lavé con 1X para eliminar las células muertas y las trazas de la
herida. Finalmente, se expuso cada pozo por triplicado aun trata-
miento (250 pyg/mL de cafia, 250 pg/mL de jugo, 250 pg/mL de
miel, 250 pg/mL de panela, un 0,25 % v/v de metanol, o bMEMm).
Las concentraciones de los diferentes derivados de la cafia de
azucar fueron determinadas teniendo en cuenta un ensayo de
citotoxicidad previo en el que se evaluaron cinco concentra-
ciones y se determind que 250 pg/mL era la concentracién a la
gue ninguno de los derivados (cafia, jugo, miel, panela y panela
comercial) presentaba toxicidad en las mismas células utili-
zadas en el modelo de herida. Cada linea celular (HaCaT y HFF)
fue cultivada por un total de 24 horas y evaluada de manera
independiente.

La migracion celular fue documentada con un microscopio
invertido mediante el uso de imagenes tomadas a diferentes
tiempos: inmediatamente después (t0), 12 horas después (t12)
y 24 horas después (t24) de hacer la herida. Las imagenes de
cada pozo fueron tomadas dentro de un mismo campo de vision
y analizadas con el software ImagedJ. La distancia de la herida
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(ancho) fue medida utilizando una herramienta desarrollada por
el Grupo de Ingenieria Biomédica (aiB) de la Universidad de los
Andes (Suarez-Arnedo et al., 2020). Todos los tratamientos y el
control fueron realizados por triplicado, evaluando tres campos
por cada pozo (n=9). La tasa de migracion celular (R ) (ecua-
cion 6) y el ancho de la herida fueron determinados utilizando
la férmula descrita por Grada et al. (2017), donde D, es el ancho
de la herida en el tiempo inicial, D, es el ancho de la herida en el
tiempo final y t es el tiempo transcurrido.

R,= —1 (6)

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, y cada medida
se realizd tres veces en cada réplica (n=9). Los resultados se
reportan como el promedio + la desviacién estandar. La diferencia
entre medias se evalué mediante un analisis de varianza unifac-
torial (anova). Los resultados obtenidos para los diferentes trata-
mientos fueron comparados con respecto al control mediante
t-test, utilizando GraphPad Prism 8. Se consideraron diferencias
significativas entre medidas de los grupos experimentales si
p <0,05yp <0,0001 al ser comparados con el grupo de control.

Resultados y discusion

La actividad metabdlica de las muestras se evalud por medio de
un ensayo de mTT, y la integridad de la pared celular fue deter-
minada mediante un ensayo de LpbH. Los resultados de ambos
ensayos demostraron que el rango de concentracion de los
extractos en el cual se mantiene la viabilidad celular es bastante
amplio (figura12.1).
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Figura 12.1. Citotoxicidad de los extractos de los derivados de cafia

de azucar. a. Ensayo de mtT; b. Ensayo de LbH.

Nota: a. La viabilidad fue determinada como porcentaje de la absorbancia (595 nm) de mTT,
detectado con respecto al control negativo (100% de viabilidad) promedio + la desviacion
estandar. b. La viabilidad fue determinada como porcentaje de 1 - la absorbancia (490 nm) de
LDH, detectado con respecto al control negativo (100 % de toxicidad) promedio + la desviacion
estandar. La linea de corte corresponde al 70 % de viabilidad

* (p < 0,000L).

Fuente: Elaboracién propia

La cafay el jugo fueron los unicos extractos que presentaron una
reduccion significativa en la viabilidad celular para las concentra-
ciones mas altas evaluadas (1 mg/mL y 500 pg/mL). Como se
observaenlafigural2.1l,todas las concentraciones de miely panela
presentan una viabilidad superior al 70 % (el minimo permitido por
la norma i1so 10993-5:2009). Ademas, con el propdsito de eviden-
ciar el posible efecto adverso de trazas de metanol en las muestras,
se utilizaron 8 concentraciones de metanol en bmMem, como control
del contenido de solvente en cada dilucion, donde el maximo es
el 0,25% v/v, y se realizaron diluciones de 1:2 hasta el 0,00195 %
v/Vv. Los resultados presentados en la figura 12.1 evidencian que la
maxima concentracion posible en las diluciones de extractos no
presenta ningln efecto adverso ni reduce la respuesta generada
por cada concentracion evaluada. De acuerdo con estos resul-
tados, se propone utilizar concentraciones de los extractos iguales
o menores a 250 pg/mL para estudios subsecuentes.
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Como el contacto con la sangre es inevitable en cualquier trata-
miento sobre una herida, se evaluaron los efectos de los extractos
sobre dos componentes principales de la sangre: el plasma
(plaquetas) y los eritrocitos. Los resultados evidenciados en la
figura 12.2 demuestran que ninguno de los extractos de cafia
evaluados presenta caracteristicas incompatibles con la sangre.

Enla figura 12.2a se observa que los extractos derivados de cafia
de azlucar para panela evaluados no inducen mas de un 3% de
destruccion de los gldobulos rojos (hemdlisis). Adicionalmente,
en la figura 12.2b es evidente que ninguno de los extractos deri-
vados de cafia de azucar para panela presenta una agregacion
plaquetaria superior al 10 %. Dicha agregacién no es significativa
en relacion con el control positivo de trombina. Estos resultados
sugieren que la exposicion de una herida a estos extractos deri-
vados de cafia de azucar no traera efectos adversos relacionados
a toxicidad sanguinea o trombogénesis.

§
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Figura 12.2. Hemocompatibilidad de los extractos de los derivados de cafia de

azlucar. a. Ensayo de hemdlisis; b. Ensayo de agregacion plaquetaria.

Nota: a. Exposicion de eritrocitos (4,68 x 108 glébulos rojos/L) a 8 concentraciones de los
extractos de cafia. Se evalua lisis celular mediante absorbancia (595 nm) de las muestras en
relacién con el control positivo (Triton X-100 al 10 %). El control positivo fue tomado como el
100 % de lisis. b. Porcentaje de agregacién plaquetaria relativo al control positivo de trombina,
donde se determina el efecto de la trombina como el 100 % de la capacidad de agregacién de
plaquetas. Todos los resultados se presentan como el promedio + la desviacién estandar.

Fuente: Elaboracién propia
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Por otro lado, para determinar el efecto que podrian tener los
extractos sobre el control de infecciones en heridas, se evalud
su capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Sin embargo,
de acuerdo con los resultados resumidos en la figura 12.3, los
extractos no presentan actividad antibacteriana de manera signi-
ficativa al ser comparados con el control, ya que no hubo una inhi-
bicion significativa en el crecimiento bacteriano.
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Figura 12.3. Actividad antibacteriana de los extractos de los derivados

de cafia de azucar.

Nota: La viabilidad bacteriana fue evidenciada en términos de la inhibicion en el crecimiento,
la cual fue determinada mediante la absorbancia de la muestra (620 nm), donde mayor absor-
bancia corresponde a mayor crecimiento bacterianoy, como consecuencia, a mayor viabilidad.

Fuente: Elaboracién propia

Ensayo de herida 2D

Los resultados de migracién celular para el cierre de herida se
determinaron de manera cuantitativa, de acuerdo con el protocolo
descrito previamente e ilustrado en lafigura 12.4a. Enlafigura 12.4b
se observa el cambio en el ancho de la herida en el tiempo tras su
exposicion a los diferentes tratamientos de los productos derivados
de la cafia de azucar. Todos los extractos presentaron diferencias
significativasalsercomparadosconelcontrol(mediode cultivobmem).
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Se evidencio que la tasa de migracion celular (R ) aumentd en un
35,46y 43% para los extractos de jugo, miel y panela, respectiva-
mente, en comparacion con la tasa de migraciéon del control.

Estos resultados indican que los extractos retienen compuestos
con un alto potencial regenerativo. Debido a que no se eviden-
ciaron diferencias significativas entre los efectos generados
por estos tres derivados de cafia de azucar para produccion de
panela, se plantea la hipoétesis de que la/s molécula/s respon-
sable/s de dicho efecto no varia/n significativamente durante la
concentracién a lo largo de la cadena de produccion de los deri-
vados de cafia panelera evaluados. Sin embargo, el extracto de
cafia es el unico que presentd el efecto contrario al esperado. La
tasa de migracién celular para este extracto es un 38 % menor a
la evidenciada con el control. Lo anterior indica que existe algun
compuesto o conjunto de compuestos presentes en el bagazo de
la cafia de azucar que reduce de manera significativa la migracién
celular in vitro. Se plantea la hipétesis de que dicho/s compues-
to/s esta/n presente/s en el bagazo debido a que este es remo-
vido en la etapa de produccion de jugo de cafia.
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Figura 12.4. Evaluacion de cierre de la herida. a. Esquema del ensayo

de herida 2D in vitro; b. Cierre de la herida en el tiempo.

Nota: El ancho de la herida disminuye en el tiempo de manera significativa para todos los
grupos evaluados. El ancho de la herida se midio por triplicado en tres campos de visién para
cada grupo evaluado (n =9) en el tiempo. Los datos se presentan como el ancho promedio de
la herida + la desviacién estandar. No existen diferencias significativas entre el jugo, la miel y
la panela comercial. Todas las heridas se encuentran un 100 % cerradas después de 24 horas,
excepto con el jugo crudo sin limpieza previa, que se mantiene en aproximadamente un 30 %
(resultados no mostrados).

Fuente: Elaboracién propia
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Conclusiones

Los extractos aislados a partir de derivados de cafia de azucar
mediante el método de extraccion con metanol pueden ser
empleados en ensayos in vitro en un amplio rango de concen-
traciones, que van desde 8 hasta 250 pg/mL. Esto se evidencio
a través de ensayos de biocompatibilidad celular que demos-
traron que concentraciones iguales o inferiores a 250 pg/mL no
presentan citotoxicidad. Adicionalmente, ninguna de las concen-
traciones evaluadas tiene la capacidad de inducir hemodlisis o
agregacion plaquetaria de manera significativa, lo cual asegura
que los extractos no induciran efectos adversos relacionados con
su contacto con sangre en el microambiente de la herida. Por
otro lado, los extractos metandlicos evaluados no presentan un
potencial efecto antibacteriano en los rangos de concentracién
evaluados, por lo que se descarta que su efecto regenerativo
se deba al control de infecciones. A pesar de esto, los extractos
metandlicos de derivados de cafia panelera favorecen la migra-
cién celular en heridas 2D modeladas por el cultivo en monocapa
de queratinocitos (HaCaT) y fibroblastos humanos (HFF-1). El
jugo, la miel y la panela aumentan la migracién celular de manera
significativa al ser comparados con el control, por lo que reducen
el tiempo necesario para el cierre completo de la herida en casi un
50 %. De manera global, se evidencia el gran potencial terapéu-
tico y regenerativo de los extractos metandlicos aislados a partir
de los derivados de cafia para produccion de panela.
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