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RESUMEN

Uno de los principales factores que incrementarglieemia se encuentra la
absorcion intestinal de glucosa, por lo cual elucgdla misma, pudiera ser un factor
importante para disminuir la hiperglicemia en patge diabéticos.

Paralelamente se demostro que el extracto metarddi¢as hojas d8. megalandra
inhibia la absorcién intestinal de glucosa, pocual en el presente trabajo se planted la
identificacion del compuesto presente en el exdraetB. megalandraresponsable de la
inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa.

Se fracciond el extracto metandlico de las hoja€Bd megalandraguiado por
bioensayos, empleando un fraccionamiento con difesesolventes y por cromatografia en
contracorriente. Por el uso de dicha metodologi@bsevo dos compuestos puros los cuales
fueron identificados por RMN4H] y RMN-[*3C] como kanferol 39-a-ramnosido y
guercetina 3-a-ramnosido. El primero de los cuales varié sigaificamente el valor de
Ku de 38,93 mM, para el control, a 67,24 mM y sin ambio significativo para el valor de
Vuax. Ademas se demostré que el kanfer@-a-ramnosido ejercié un efecto sinérgico al
combinarlo con floricina, por lo cual sugerimos qelekanferol 30©-a-ramnosido tiene

como blanco al cotransportador SGLT1.
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1. INTRODUCCION

Segun el boletin publicado en el 2006 por el Maristde Salud y Desarrollo, en
Venezuela existe una alta incidencia de personagpgdecen diabetes, encontrandose esta
enfermedad en el sexto lugar entre las principeéesas de muerte, la diabetes es una
enfermedad degenerativa y a menudo fatal si n@se sn tratamiento adecuado, debido a
gue pueden surgir complicaciones como atacar ésgaracipales.

1.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad en la ¢tua¢tabolismo de la glucosa esta
alterado, tal que, la energia necesaria para ebatorfuncionamiento del organismo no
puede ser derivada a partir de la glucosa provenide la dieta. Dicha enfermedad,
comprende un grupo heterogéneo de desordeneseraradds por un alto nivel de glucosa
en la sangre (Sperelakis, 2001). Cuatro tipos jpates de diabetes han sido definidas por
la National Diabetes Data Group (NDDG) (Nationakbletes Data Group, 1979) y la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS): diabetedlitae insulino dependientes (IDDM,
por sus siglas en inglés), diabetes mellitus nolims dependiente (NIDDM, por sus siglas
en inglés), diabetes mellitus gestacional (GDM, paos siglas en inglés) y diabetes
secundaria a otras condiciones.

El tipo de mayor incidencia en la poblacion es IBDM o diabetes tipo Il con el
90 a 95 % del total de los casos reportados, setegiza por la resistencia, por parte del
cuerpo, a la insulina o por un defecto en la sé&mmede la misma (Dean y McEntyre,
2004). Sin embargo, muchas poblaciones estan edegzatas no solo por la resistencia a la
insulina sino ademas por la insulinopenia (pérdiga la funcion de las célulaB).

Histologicamente, la pérdida de la funcion de lédwilesp del pancreas en la diabetes



mellitus tipo 1l, estd asociada a una deposiciamlcdde dentro de los islotes de
Langerhans. Este tipo de diabetes comprende unrddgs@oligénico heterogéneo v,
aparece, generalmente, en adultos obesos y endoaras de enfermedades hereditarias
(Nussey y Whitehead, 2001).

La NIDDM tiene un componente hereditario, el cual la sido completamente
clarificado. La resistencia a la insulina puedeiatarse como resultado de mutaciones en
el receptor en si, para lo cual existen variostfpos inusuales. Sin embargo, en la mayoria
de los casos, la resistencia a la insulina es estala como cambios en las vias de
sefalizacion distal al receptor (Nussey y Whiteh2aa01).

El segundo tipo de mayor incidencia es la IDDM abeies tipo | con el 5 a 10 %
del total de los casos reportados. Es consideradao cuna enfermedad autoinmune
dependiente de los linfocitos T, caracterizadalganfiltracién y destruccion de las células
B de los islotes de Langerhans: la unidad endocdel pancreas. La iniciacion y
promulgacién del proceso destructivo permanecegoobnte entendido y, las asociaciones
genéticas, los factores ambientales y la reaccidnuine son consideradas agentes
causativos. Se considera que los elementos ges@icdorman aproximadamente el 40%
de la susceptibilidad a la enfermedad (Nussey ytéllbad, 2001). Este tipo, ocurre mas
comunmente en jévenes debido al determinante gengtila iniciacion del dafio de los
islotes que ocurre en humanos, y el principal desgnante de la enfermedad es una
infeccion oral como la rubéola congénita, el ppatiprecipitante de la enfermedad (Dean
y Mc Entyre, 2004).

1.2 Absorcion intestinal
Este movimiento de monosacaridos desde el lumemtéstino delgado a la sangre

es un proceso transcelular en dos pasos (FiguEd fpjimer paso, implica el ingreso de los



monosacaridos del lumen al interior de las cél@pgeliales del intestino, lo cual es
llevado a cabo por proteinas transportadoras quenseentran en la membrana de la
superficie apical de dichas células. El segundo,pasnsiste en exportar las moléculas de
monosacéridos desde las células intestinales angres, a través de transportadores que se
encuentran en la membrana basolateral de dichalaseél

El yeyuno, la zona intermedia del intestino delgaeta constituido por varias
capas celulares. En el epitelio, se encuentran oélagas denominadas enterocitos, las
cuales, poseen alrededor de 600 microvellosidasl®sbiertas por una estructura fibrosa.
En la membrana de los enterocitos, hay numerosasnas y otras proteinas no
enzimaticas, como transportadores o receptoresveesds sustancias, encargadas de su
principal funcion, la absorcion de nutrientes. §fpgerres, 1999).

El area de absorcion de la membrana plasmaticaaslecdlulas epiteliales del
intestino, esta incrementada por valvulas connegntvellosidades y miles de
microvellosidades, las cuales se extienden congadabk proyecciones desde la superficie
apical de cada célula (Figura 1). Tales microvellmdes pueden incrementar 25 veces el
area de absorcién, destacando asi su capacideeghdporte (Johnson y col, 2002).

Los enterocitos, contienen una gran variedad ddense&s de simporte
(transportadores acoplados, que transfieren sinedt@ente dos solutos en la misma
direccion), que son dirigidos por un gradiente ddis (Na) a través de la membrana
plasmética; cada sistema es especifico para traaspm pequefio grupo de azucares o
aminoacidos parecidos hacia el interior de la eélDebido a que el Ndiende a moverse
hacia el interior de la célula gracias a un gmaté electroquimico, el azicar o aminoacido

es “arrastrado” hacia la célula con él. (Johnsoaly2002).



El ingreso de la glucosa del lumen al interior de énterocitos, es llevado a cabo
por el co-transportador sodio/glucosa (SGLT1) wamgportador de alta afinidad y baja
capacidad para la glucosa (Zhang y col, 2005). SGIEE una proteina con 662
aminoacidos que forma 12 alfa-hélices transmembranael amino (N-) y carboxilo (C-)
terminal dirigidos hacia el citosol. El C- terminasta formado por 5 alfa-hélices que
permiten la permeabilidad a la glucosa; el restdaderoteina posee dos sitios de union

encargados de transportar dos iones Na

Superficie Apical Superficie Basal

Lumen

Intestinal
Sangre

D

Microvellosidad >

Ceélula Epitelial

INat : o 0

Glucosa

isportador de Glucosa

Transportador > GLUT2

Nat - Glucosa
dirigido por una

alta [Na] __..-...I,
extracelular

Figura 1. Transporte de Glucosa en las células epiteliales Idetestino (SGLT1). La Glucosa es
cotransportada con Na través de la membrana plasmatica apical hadigeglor de la célula epitelial. Se
mueve a través de la célula hasta la superficial lolessla misma, en donde, pasa a la sangre via GLUT
transportador pasivo de glucosa. La™N&* ATPasa continlla bombeando Nwmcia fuera de la célula para
mantener el gradiente de Npue dirige la incorporacion de glucosa.



Para el SGLT1, la unién del Ng la glucosa es cooperativa: la unién de
cualquiera de los ligandos induce un cambio cordoronal que incrementa grandemente
la afinidad de la proteina por el otro ligandondi@ éste el paso limitante en la cinética del
transportador (Aoshima y col, 1997).

La dltima etapa en la absorcion de glucosa, esagb mle la misma al torrente
sanguineo. La glucosa concentrada en el interidagsleélulas intestinales es exportada, a
favor de un gradiente de concentracion, a la saagravés de proteinas transportadoras
gue se encuentran en la membrana basolateral d=llda. Este transportador es
denominado GLUT2 y consisten de una Unica cadeligeptidica de 500 residuos, con un
peso molecular de 45 KD (Berg y col, 2002) y seresgn tanto en la membrana
basolateral de los enterocitos, como en las célplael pancreas, en higado y rifidon
(Nussey y Whitehead, 2001)

El GLUT2, es distintivo por tener un valor muy atte Ky, para la glucosa, con lo
cual se asegura que el mismo pase rapidamentesandge, aun cuando exista una gran
concentracion de ella en la célula epitelial, esirdeel GLUT2 se satura a una
concentracion elevada de glucosa. Ademas, estgptietador aun siendo especifico para la
glucosa, puede transportar a sus isbmeros comoridsaa y D-galactosa. Por tanto, el
GLUT2 presenta las tres caracteristicas distintiaan transportador pasivo: tasas altas de
difusion a favor de un gradiente de concentracatyrabilidad y especificidad (Lodish y
col, 2000)

1.3 Glicemia

El nivel de glucosa en la sangre o glicemia vaténtro de unos limites estrechos,

dependiendo de las necesidades del organismo, giiorde la regulacién, principalmente,

de hormonas secretadas por el pancreas: la inshiamenona que es liberada cuando la



glicemia es alta y que causa la estimulacién esratites tejidos para que capten la glucosa
de la sangre, y el glucagon, hormona que es libecadndo la glicemia es baja y que
causa, en el higado, la degradacion del glucégghacasa (Dean y Mc Entyre, 2004).

La insulina humana, es una proteina de 51 aminoadpeso molecular 57 KD),
sintetizada en las célulgsde los islotes pancreaticos y, es secretada @ueass a un
incremento en la concentracion extracelular de cglac Cerca del 50% de la insulina
liberada es captada por el higado, el resto, pa&ss dejidos periféricos (Nussey y

Whitehead, 2001).

La deteccion de cambios en la concentracion deoglues facilitada por la
presencia de canales que contienen fluido inteak#clo largo de las superficies laterales
de las célulag} vecinas. Concentrado en las microvellosidades stesecanales se
encuentra el transportador GLUT2, el cual permite igq concentracion de glucosa en las
célulasP, sea esencialmente la misma que en el fluidostiteal.

El glucagon es una proteina de 29 aminoéacidos (88)5sintetizada en las células
a del pancreas y, su secrecion es estimulada poratheacion en la concentracion de
glucosa en sangre y por comidas proteicas, patimgnte rica en aminoacidos: alanina y
arginina. Estas respuestas secretorias son supsraldninimo, por la presencia de insulina
y glucosa. Asi, la ingesta de alimentos, produce menor variacion en la secrecion de
glucagon que en la de insulina, debido al efedtibitorio de la insulina sobre la liberacion
del glucagon (Nussey y Whitehead, 2001).

La cantidad de glucosa en la sangre depende aedoanismos que la aportan y de
aquellos que la retiran. Entre los que aportanogaca la sangre se encuentran tres

mecanismos: la absorciébn de carbohidratos dietat@sdegradaciéon del glucdégeno



(glucogenolisis, Figura 2) y la sintesis hepatieaglicosa (neoglucogénesis), mientras que
la glucosa es retirada de la sangre gracias gtaaén por parte de los tejidos periféricos.
Al comer, la glicemia aumenta, dependiendo del typéa cantidad de carbohidratos
consumidos. La glucosa ingerida, es entonces abaopor el intestino y llevada hacia la

sangre (Dean y Mc Entyre, 2004).

Glucogenolisis

Absorcién Neoglucogénesis
Intestinal /
Glucosa
Sanguinea
GLUTs Entra a las
Insulina Celulas

Glucogenogénesis, glicalisis,
Via de pentosas, etc

Figura 2. Origen y destino de la glucosa sanguinea.

1.4 Bauhinia megalandra
B. megalandrao como se le conoce popularmente en Venezuela ‘gatvaca”,
“casco de vaca” o “pata de cabra”, pertenece adalib Fabaceae, que comprende las
leguminosas. Dicha familia esta constituida por magcespecies distribuidas en méas de 600
géneros. En Venezuela existen alrededor de 16Iragaenpliamente distribuidos por el

territorio nacional (Hokche, 2007).



El nombre coloquial que se le ddBamegalandrade “pata de vaca” o “casco de
vaca”, es debido a su semejanza a las pezufagsateagsmales, ya que sus hojas estan
profundamente divididas en dos, son plantas orntiesn por lo que se le puede encontrar
en jardines o parques, igualmente son de facilggagon por semilla (Aristigueta, 1962).

B. megalandraes una especie autoctona, y se caracteriza par t@ntipo de vida
arbéreo pudiendo alcanzar los 10 metros de altlependiendo de las condiciones de
crecimiento a la cual este sometida. Las hojasbém desarrolladas y grandes, siempre
verdes, y estan divididas desde el pice hastaomanos un tercio de su longitud (Hoyos,
1978).

El generoBauhiniaes hermafrodita, presenta flores blancas en racorsplitarias,
el fruto se encuentra como legumbre compacta der cohrrén, ademas de tener un
crecimiento rapido y ser de vida larga tiene utesia radical profundo (Hoyos, 1978).

1.4.1 Antecedentes del generBauhinia

De investigaciones realizadas al gerid@anihinig los autores han reportado que son
varias las especies de este genero que poseeedades hipoglicemiantes en animales
con diabetes inducida, estas investigaciones ete g& debieron a la creencia de los
pueblos de que ciertos componentes de la plantacapaces de reducir los niveles de
glucosa en sangre en personas que sufren deeasalpet I (no insulino dependientes).

Silva y col (2002) y Pepato y col. (2002), trabdja con el extracto acuoso Be
forticata, encontraron que la fraccion butanolica dismirgigmificativamente los niveles
de glucosa en sangre en ratas diabéticas.

Por otro lado Lemus y col. (1999) encontraron guextracto de hojas secasBle

candidasproducia un efecto hipoglicemiante en ratas guasse les indujo diabetes.



Igualmente Gonzalez-Mujica y col. (1998) repontaigque el extracto acuoso de
hojas secas dB. megalandraera capaz de inhibir la neoglucogenesis en higadatas,
probablemente por inhibiciébn de la enzima glud®dasfatasa

Estrada y col. (2005) utilizando hojas frescasBdemegalandra obtuvieron un
extracto metanolico del cual lograron aislar urvdlzoide quercitina 3-@-(2"-galloyl)
ramnosido, el cual mostré una capacidad para infdlependiente de la concentracion) la
neoglucogenesis en higado de rata. (Gonzalez-yipca., 2005).

1.5 Flavonoides

En todas las plantas superiores se encuentran estagufendlicos los cuales
generalmente presentan grupos funcionales oxigengu® en la mayoria de los casos son
grupos aromaéticos, dentro de este grupo de conguuésmolicos los flavonoides y sus
derivados son los mas abundantes entre los congsueld bajo peso molecular,
frecuentemente se encuentran asociados con azyca&an presentes tanto en el reino
vegetal como en el animal (Marcano y Hasegawa,)1991

Los flavonoides son polifenoles y se han iderddic mas de cuatro mil tipos
guimicamente diferentes (Middleton y col., 200Q). &structura comprende un anillo A
derivado de la cadena policétida, un anillo B dattvdel acido shikimico, con sustitucion
en orto, y tres atomos de carbono que unen a ilesaA y B, correspondiente a la parte
alquilita del fenilpropano (Figura 3). Estos pueftenmar un heterociclo (mas abundante) o
una cadena abierta (chalconas). La proporcion dgeoa varia y puede estar con OH,

metoxi, dioximetileno y aun formando glicosido (Mano y Hasegawa, 1991).



Figura 3. Estructura basica de un flavonoide

1.5.1 Tipos

Entre los distintos tipos de flavonoides pertendge® al grupo de compuestos
fendlicos de bajo peso molecular tenemos:

Las chalconas contienen el anillo A hidroxiladoe#rnC-3 y C-4 y estos son los
responsables de la pigmentacion amarilla de lagdl¢Figura 4). La floricina es una
charcona ampliamente distribuida en cortezas dedrde varias rosaceas y esta produce
una glucosuria causada por la interferencia eedasorcion de la glucosa por los tubulos
renales. Las Auronas posiblemente derivan de lascghas por ciclacion oxidativa con el

C-2 (Figura ).

R
|

Figura 4. Estructura quimica de una Chalcona Figura 5. Estructura quimica de una Aurona



Los Flavonoles (Figura 10) y Flavonas (Figura 6) sms mas abundantes y se
encuentran libres o formando glicosidos, los corsfmgemas comunes de este grupo son la

apigenina, luteonina, quercetina, rutina y canferol

OH O
Figura Bstructura quimica de una flavona

Las Antocianinas forman parte de los principalegnantos de flores y hojas que
van desde el color rojo hasta el azul, son gliassieh los cuales la unién glicosidica esta

principalmente en el C-3 (Figura 7).

Figura 7. Estructura quimica de Antocianinas

Las Flavanonas (Figura 8) pueden presentarse comoQCaylicésido y también
pueden tener O y C-Metilaciones o alquilacionesa e las agliconas mas representativas

es la naringenina.



Figura 8. Estructura quimica de una flavanona

Los Flavanonoles (Figura 9) presentan dos carbasisétricos 2 y 3, e incluyen

polioxigenacion en los anillos A y B y glicosidacio

R
4
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Figura 9. Estructura quimica de un flavanonol

Los Flavanoles (Figura 10) poseen el esquelettagtarfo con uno o dos grupos OH

en el anillo heterociclico.

Figura 10. Estructura quimica de un flavonol

Los Taninos (Figura 11) son flavonoides de altoope®lecular y se conocen

también como proantocianidinas y son responsaldasidjran nimero de reacciones, por



ejemplo la precipitaron de polisacaridos y proteir&a pesar de su complejidad estructural
se extraen con agua ya que son altamente oxigenadmesentan azlcares en su

composicion que le dan caracter hidrofilico.

Figura 11. Estructura quimica de Taninos

Los isoflavonoides (Figura 12) se distribuyen ppatmente en la familia de las
leguminosas y se les puede dividir en varias cldseacuerdo a los niveles de oxidacion

del anillo central y a la complejidad del esquel@arcano y Hasegawa, 1991).

Figura 12. Estructura quimica de un Isoflavonoide

1.5.2 Antecedentes
Varios han sido los estudios realizados y repodaeio donde los flavonoides

glicosilados han sido capaces de inhibir al coprartador sodio-glucosa (SGLT-1).



Gonzéalez-Muijica y col. (2003) reportaron que efaotb acuoso de las hojas Ble
megalandra era capaz de inhibir la absorcion intestinal dacgda en una forma
dependiente de la concentracion, ademas de obsanefecto aditivo cuando se realizaba
junto con floricina. Al usar vesiculas de membrate borde apical de entericitos
demostraron que el extracto Bemeglandranhibe directamente al SGLT-1.

Igualmente Ader y col. (2001) sugieren que los diaides glicosilidados
Quercetina-3-glucosido y la Quercetina-4”-glucosidoben competitivamente el paso del
metil-a-D-glucopiranosa mediado por el SGLT-1.

En el trabajo realizado por Li y col. (2005), entaron que un flavonoide presente
en frutas citricas como lo es la naringenina irghibignificativamente la absorcién de
glucosa en el intestino de rata y de conejo.

Xioayan y col. (2006) estudiaron una serie de w@dallicosidos y C-glicosidos que
fueron sintetizados y evaluados en un ensayo sslwetransportador SGLT-1 y SGLT-2,
ellos encontraron que dos compuestos sintetizadssranon ser potentes inhibidores del
SGLT-2.

Daubront y col. (2009) obtuvieron apigenina gliama a partir del extracto
metanolico deB. megalandrael cual mostré ser un inhibidor de la absorcitestinal de

glucosa.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

v

Identificar el compuesto presente en el extracto Biihinia megalandra

responsables de la inhibicién de la absorcion tim&sde glucosa.

2.2 Objetivos Especificos

v

Fraccionamiento del extracto de las hojasBdemegalandracon la finalidad de
obtener la molécula responsable de la inhibicidralisorcion de glucosa a nivel
intestinal.

Establecer las condiciones para la separacion gotodas cromatograficos de los
compuestos presentes en el extracto de la planta.

Aislar y purificar los compuestos presentes erxgheto de la planta.

Identificar los compuestos obtenidos por el métedpectroscépico de resonancia
magnética nuclear RMNH y RMN-*°C.

Evaluar el posible efecto inhibitorio de los comgios puros obtenidos del extracto
de la planta sobre la absorcion intestinal.

Determinar el punto de saturacion de la absorcitesiinal de glucosa.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales

3.1.1 Animales

Se empleo ratas machos de la cepa Sprague-Davdeyurt peso comprendido
entre 180 y 220 g que fueron suministrados poiiakeBo Emilia Pérez-Ayuso del instituto
de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UCV

3.1.2 Material Vegetal

Las hojas de la planta @ megalandrdueron recolectadas en Octubre del 2008 en
la Universidad Central de Venezuela, identificada @l Dr. Stephen Tillet, del Herbario
Ovalles de la Facultad de Farmacia de la UCV.

3.1.3 Material Quimico

Los materiales quimicos utilizados fueron de gradoalitico, adquiridos
principalmente de las casas comerciales Merck K@démania), Sigma (USA), Aldrich
(USA), etc. Algunos de los solventes utilizadogdmemetanol, etanol, acetona, acetato de
etilo, diclorometano, entre otros.

Para la realizacion de la Cromatografia de Capa FOCF) se utilizd placas
analiticas de silica gel 60, sobre un soporte @®aiaio, 0,25 mm de espesor, con indicador
de fluorescencia Ud; marca POLYGRAM.

Para la Cromatografia en Columna (CC), se usé das®estacionaria silica gel 60,
0.016-0,2 mm (70-230 mesh ASTM).

3.1.4 Equipos
» Rotavapor marca Yamato, modelo BM100.

* Un Espectrofotometro marca Novaspeck II.



» Espectrofotometro modelo DU 600 Beckman.

* Sonicador, modelo MSE.

» Cromatégrafo de Contracorriente de alta velocidadyca P.C Inc., modelo
HSCCC serie 400, con un rotor enrollado de tubdeaeflon de 1,6 mm de
diametro interno y 320 mL de capacidad.

e Lampara de UV marca ULTRA-VIOLET PRODUCTS INC. CR@NVO VUE.
modelo CC-20.

» Espectrometro con deteccion por cuadratura mar@d. Jmodelo 270, campo de

aplicacion de 270 MHz para RMNH] y 67,5 MHz para RMNFC].



3.2 Métodos
3.2.1 Preparacion del extracto vegetal
Se maceraron, por 5 dias, 700 g de hojas fresc& deegalandraen 2,7 L de
metanol, el material liquido fue concentrado hastiguedad en un rotavapor (el solvente
recuperado se reutiliz6 nuevamente en las hojas) yn peso de 100,96 g, de apariencia

viscosa y color verde.

A el solido resultante se le agregé 250 mL de upacta metanol: agua (1:1) y se
sometié a sonicacion por una hora, luego se ceg&ifi 17000 rpm durante 18 min, este
proceso se realiz6 dos veces mas. Por este prdeatinse obtuvo dos fracciones: una
insoluble (F{), que se almacend, y otra soluble y)F$ue luego de concentrarse hasta

sequedad peso 75,12 g y era de apariencia visaadarymarron verdoso.

A la fraccidén F$ se le realizé una extraccion con 200 mL de uneacltaate acetato
de etilo: acetona (8:2) y centrifugandose comosagéeobtuvo dos fracciones: una soluble
(FS), concentrada hasta sequedad y luego guardada, #&5Stra insoluble (E), que peso

66,07 g, de apariencia arcillosa color marron.

Por ultimo a K se le realiz6 una extraccién con 200 mL de acetoego se coloco
en agitacion por una hora, se dejé en reposo ptapso de 24 h y después se separd por
decantacion, la fase soluble que se obtuvo fueerdrada hasta sequedad. Este mismo
proceso se realizo 6 veces consecutivas, de abbtseo dos fracciones finales, una
insoluble (F§), peso 4,46 g, de apariencia arcillosa y una $ol(f6S), que luego de ser

concentrado hasta sequedad peso 7,98 g y era dengpmpastosa y color marrén verdoso.



Figura 13. Procesamiento del material vegetal
Maceracién de 700 g de hojas frescas & megalandra
2,7 L de metanol x 5 dias
Macerado (liquido)
Concentrado hasta sequedad en rotavapor
100,96 g de material sélido

250 mezcla metanol: agua 1:1
Sonicaciongntrifugacion
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3.2.2 Métodos Cromatograficos
3.2.2.1 Cromatografia de Capa Fina (CCF)

Las CCF se realizaron sembrando en las placadicke gel 60 un aproximado de 10
uL por cada muestra, cada una disuelta en un voluweesolvente apropiado como por
ejemplo metanol, diclorometano, acetona, etandytanol, etc, utilizando capilares para
su aplicacion. Las placas sembradas con las distimuestras fueron corridas en una
camara, utilizando como fase movil distintas mezclde solventes en distintas
proporciones, hasta que alcanzaron una distanaia del borde de la placa luego del cual
fueron retirados de la cAmara y se dejaron seteamperatura ambiente.

A las placas de CCF iluminandolas con una lampar&Jd a dos longitudes de
onda { = 254 y 366 nm) se pudo observar los compuestseptes. Ademas se utilizd
dos métodos para el revelado de las placas de €lQiimero consistié en rociarlas con
una solucion saturada de sulfato cérico en acidfdrsx concentrado diluido 1:1 con
metanol, al momento de ser usado, luego de lo leuplaca de CCF se calenté a una
temperatura adecuada por aproximadamente 15 mirititaso de esta solucion reveladora
indica la presencia de flavonoides (color amarilfderpenoides (color rojizo, morado o
azul). El segundo método que se empled fue el asand camara con yodo en el cual se
puedo observar la presencia de los compuestos ioogarpor una coloracion amarilla
oscura.

3.2.2.2 Sistema de contracorriente

El método de Cromatografia de contracorriente sa lba el principio de particion
de una sustancia en un sistema liquido-liquidoal2do se emple6 un sistema de solventes
de dos fases, una rica en solvente organico cqueste eluyo la muestra y otra fase rica en

agua que constituyo la fase estacionaria mantemda columna.



Una cantidad del extracto se le coloco en el sistdendos fases y se eluyd con el
uso de un cromatografo de contracorriente, HSCE€Gg recogié las fracciones en tubos
de ensayo.

3.2.3 Métodos espectroscopicos

Para los espectros d#H] y [*°C], se emple6 un espectrémetro con deteccién por
cuadratura marca JEOL, modelo 270, con campo deaajiln de 270 MHz para RMN-
[*H] y 67,5 MHz para RMNC].

3.2.4 Absorcion intestinal de glucosa

Siguiendo la metodologia descrita por Gonzéaleziddwy col (1998) (Figura 13) se
procedio a determinar la cantidad de glucosa alkoia nivel del intestino y para ello se
empleo ratas macho que fueron previamente coloauayuno por 48 horas esto con la
finalidad de evitar encontrar restos de materiadalfeen el intestino. Las ratas se
anestesiaron usando una solucién de pentobarbdadcs(60 mg/Kg de peso) y el cual fue
administrado intraperitonealmente.

Para el aislamiento de los segmentos del intestinas ratas se les practicé una
incision media desde el apéndice xifoides haspauleis, luego se procedié a la localizacién
del extremo distal del duodeno del intestino y Hipde ese extremo se aislo, in situ, 4
segmentos consecutivos de 4 cm de longitud apradimante cada uno, ligandose cada
segmento con hilo de coser, pasando el hilo adrdeé mesenterio y se tratd de no tocar
los vasos cercanos.

Utilizando inyectadoras para insulina (1mL) secpdhd a inyectar en cada
segmento 1 mL de unas soluciones (soluciones lieg)ide concentracion:

v Control: Glucosarh

NaCl 0,9%
DMSO 2%



v' Experimentales: Glucosa 10 mM
NaCl 0,9%
DMSO 2%
Extracto o compuesto aislado

Luego de 30 minutos, se procedié a extraer uameh (soluciones finales)

de cada segmento de intestino con ayuda de unetamlgga para insulina (1mL) y luego

con dichas soluciones iniciales y finales se deateyntla cantidad de glucosa presente

usando para ello el método enzimatico GOD/POD (deétte la glucosa-oxidasa)(Trinder,

1969).
Figura 14. Absorcion intestinal de glucosa

Ratas macho Sprague-Dawley con 48 horas de ayuno

Se les administro6 intraperitonealmente

|

Se realiz6 una incision longitudinal al abdomenpalzandose el extremo distal del
duodeno del intestino

|

Se aislo 4 segmentas,sity, de aproximadamente 4cm de longitud

|

Se inyectd a cada segmento por separado las sosobontrol y experimentales
(soluciones iniciales)

Se dejo en la cavidad intestinal por 30 minutos

|

Pentobarbital (60mg/Kg de peso)

Una vez culminado los 30 min, se extrajo un volumerhos segmentos (soluciones finales)

y se determino la cantidad de Glucosa por el méteniciméatico GOD/POD



3.2.5 Determinacion del punto de saturacion de la absorén intestinal de
glucosa
Se determind la absorcion intestinal de glucosdizaido concentraciones
crecientes de la misma (12,5-50 mM), siguiendodtoniologia antes descrita, con la Unica
modificacion de que se redujo el tiempo de absoritestinal de glucosa de 30 min a 15
min con la finalidad de asegurar que se estuvieésersando, en pleno, el proceso de
absorcion intestinal de glucosa y no la etapa fdel mismo. Los parametros cinéticos

fueron calculados usando el programa Enzfitter tfieza 1987).

3.2.6 Efecto de la adicion de Floricina
Se midié el efecto de la Floricina y adicionandiasmisma junto con el compuesto
aislado, para determinar el efecto aditivo sobrmiébiciéon de la absorcién intestinal de

glucosa. El ensayo se realizo siguiendo la metgialde la Figura 14.

3.2.7 Meétodo enzimatico GOD/POD
3.2.7.1Fundamento
Este método se basa en la deteccién por colorend&iun compuesto de color
rosado que se hace presente luego de que la gllemogaesencia de agua y oxigeno por
accion de la enzima glucosa oxidasa, se transf@macido gluconico y peroxido de
hidrogeno. Este ultimo se reduce, mientras quergllfy la 4-aminoantipirina se oxidan en
presencia de la enzima peroxidasa para generar yagmacromoéforo con estructura de

quinonaimina que presenta un maximo de absorc&i®aam (Figura 15).
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Figura 15. Método de GOD/POD La glucosa oxidasa cataliza la oxidacién de l@agga a acido glucénico
con la formacién de perdxido de hidrogeno. Estepresencia de la peroxidasa produce la oxidaciota en
gue se une la 4-aminoantipirina y al fenol, dandgt a una quinonaimina coloreada. La intensidaciotte
sera proporcional a la cantidad de glucosa inicial.

3.2.7.2Ensayo

Se tomo 1QuL de las soluciones iniciales control y experimbrgtay 10uL de las
soluciones finales control y experimentales (despde transcurrido los 30 min) y se
colocaron cada uno en tubos de ensayo por duplidaelgo se le adicioné a cada tubo 1
mL del reactivo glucosa oxidasa, conjuntamentet@a &s prepard un blanco y un patron,
posteriormente dichos tubos fueron incubados a pétC0 minutos para que se realizara
la reaccion y se desarrollara el color caractedstiproceder a leer la absorbancia de cada
tubo a 510 nm. Por dltimo se procedio a estimaalgidad, por diferencia, demoles de

glucosa absorbida.



4. RESULTADOS

El estudio fitoquimico de la plantB. megalandra,se realiz6 guiado por
bioensayos, como se muestra en la Figura 14. lecifmra Fb obtenida del extracto
metanolico de las hojas de la planta mostro un &y7de inhibicion sobre la absorcion
intestinal de glucosa (Figura 16) en comparacidm leocasi ausencia de efecto de, FS
(resultado no mostrado), motivo por el cual fle la que se continuo fraccionando. La
fraccion F§ exhibié una actividad inhibitoria sobre la absoénciintestinal de glucosa
similar a la observada al usap,For el contrario FSinhibié en aproximadamente un 43 %
la absorcion intestinal de glucosa (Figura 16). IBsrresultados anteriores, se seleccioné
la fraccion F$ para su posterior fraccionamiento por el métodomatografico de

contracorriente.
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Figura 16. Efecto de los fracciones k| Fl; y FS; de B. megalandra sobre la absorcidn intestinal de
glucosa en rataskn el animal anestesiado se aislaron 4 segmertastiiralesin situ, luego en los cuales se
inyecto, en todos los segmentos, 1 mL de una swoiugile contenia NaCl 0,9 %, glucosa 10 mM, DMSO 2%:
(a) control; (b) en adicién 1 mg/ml#Kc) en adicion 1 mg/ml k|l (d) en adiciéon 1 mg/ml RSluego de 30
min se determiné la cantidad de glucosa absorhigsresultados corresponden a los promedios + B.B d
experimentos.

Para la separacion de los compuestos presentesa efradcion Fg por
contracorriente, se procedié primeramente a buscarezcla de solventes adecuada que
separara los compuestos presentes en esa fraestdrse hizo por medio de cromatografia

en capa fina (CCF). Se probo distintas mezclaoobkestes organicos, como por ejemplo,



cloroformo: metanol: agua, en proporcion de 4: 3,%/v, con esta mezcla se observo la
formacién de dos fases, una organica y otra acygsara la realizacion de la CCF se tomé
como fase mdvil la organica. Luego bajo una lampar&V/visible se observé en la placa
la separacion de los compuestos presentes gnaB&mas se revelo la placa con sulfato
cerico, con lo cual se evidencio la presencia deoftoides, ademas de otros compuestos
como terpenoides. Si bien esta mezcla fue buena lpaobservacion de los diversos
compuestos en o lo fue asi para la separacion de los flavewid
Otra mezcla de solventes ensayada fue: clorofonvmutanol: metanol: agua en
proporcion de 4: 0,5: 3: 2, la cual resultd serangjara la separacion en CCF de los
compuestos presentes ergF&idenciado por el revelado con sulfato cericprésencia de
flavonoides con una mejor separacion al obtenidola@anterior mezcla de solventes. Por
lo antes mencionado se considerd que esta Ultimalanensayada es la mas adecuada para
la separacion por contracorriente.
El curso de como se llevo a cabo el proceso deolmatografia en contracorriente
se resume de la siguiente manera:
v" Mezcla de los solventes: 80 mL de CEICl
10 dé n-BuOH
60 rdé MeOH
40 e HO
v' Separacion de las fases (organica y acuosa).
v Desgasificacion de la fase acuosa.
v Desgasificacion de la fase organica.
v Llenado de la columna a 5 mL/min.

v Inyeccién estatica de la muestra. Muestra disdelt@n fase organica y acuosa.

v" Recoleccion de las distintas fracciones en tubandayo.



v Frente de solvente 100 mL de fase estacionaria.
v Culminacion del proceso.

Se inyecto al sistema 1,9484 g de ¥l rendimiento obtenido por el sistema fue
de 78,57%. Como resultado del proceso, se recagiéfb fracciones, cada una con
aproximadamente 5 mL, luego del cual se dejaroangeratura ambiente hasta que se
evaporo todo el solvente. Al final de lo cual sesaykio la formacion de solidos, en los
primeros tubos los solidos formados eran de cal@maoscura, los siguientes eran de
coloracion rojiza hasta rosada, y los tubos ressarfitubo formacion de sdlidos de
coloracion amarilla.

A las 90 fracciones se les realiz6 CCF para detenque fracciones contenian los
mismos compuestos y asi poder unirlas. En la Talda muestra la numeracion de las

fracciones correspondientes al orden en que seabtu

Tabla 1. Uniones realizadas a partir de las 90 fracciones tdnidas del método cromatografico de
contracorriente. Luego de la cromatografia de contracorriente deram las fracciones con compuestos
similares de acuerdo a la observacion y comparatedas CCF.

Uniones Peso (mQ)
1-2 31,14
3-12 5,18
13-23 44,76
24-27 13,62
28 3,01
29-37 36,97
38-50 149,40
51-62 46,46
63-71 50,75
72-87 81,19
88-90 38
91 (residuo) 37,24

Resto de Fase estacionaria 1303,44




Cuando se realiz6 la CCF a las fracciongssdy Fss.90 Usando como solvente la
utilizada en la cromatografia en contracorrient,observdé en cada una de ellas la
existencia de una sola “mancha” de coloracién dlmadon Rf diferentes por lo que se
considerd que estaban bastante puras y se prozedéhtificar el compuesto presente por
el método espectroscépico RMAH] y RMN-[*C].

El analisis de RMN, tanto déH], como de {°C], mostr6 sefiales caracteristicas
para dos tipos de flavonoides. En la fracciégsk se evidencio un esqueleto flavonoidal
con sefales en las posiciones H-1", (H-2’, H-@4y3’, H-5’) y H-6" para el espectro de
protones, y en las posiciones C-4, C-4’, C-5, G2 y C-1" para el espectro de carbono.
Segun los resultados el compuesto presentegn € kanferol 33-a-ramnosido (Figura
14).

En la fraccion ks.oplas sefiales observadas fueron similares a laardferkl 30-a-
ramnosido, tanto para el espectro de protones quarem el de carbono con la diferencia
gue la sefial en la posicion en H-3' no se obsgred,lo que se identificé el compuesto

presente endg.go cOmo quercetina 3-@-ramnosido (Figura 17).

Figura 17. Estructura quimica de los flavonoides glicosilad¢a) kanferol 3©-a-ramnosido y (b)
quercetina 3-Qxramnosido.



Las demas uniones obtenidas de la cromatografiaqrdracorriente presentaron
muchas manchas en las placas de CCF, por lo gaenseesario someterlas a otro método
cromatogréfico para purificar los compuestos preserPor lo antes mencionado no se les
realizé la caracterizacion quimica por los meéto@spectroscopicos, ni por ensayo
biolégico.

A los compuestos kanferol G-a-ramnosido y quercetina G-a-ramnosido se les
evallo el efecto sobre la absorcion intestinalldegga junto con otro compuesto, kanferol
3-0O-a-(2-galoil) ramnosido, que se obtuvo a partir Bemegalandrgpor Estrada y col.

(Estraday col. 2005). Los resultados de los biogrsae muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Efecto del Kanferol 3-O-a-ramnosido, Quercetina 30-a-ramnosido y Kanferol 3-O-a-(2"-
galoil) ramnosido, sobre la absorcion intestinal dglucosa en ratasEn el animal anestesiado se aislaron 4
segmentos intestinalds, situ, luego en los cuales se inyect6 por separado 1 nia slelucion: NaCl 0,9% y
glucosa 10 mM: (a) control, (b) en adicion de Qatna 3O-a-ramnosido 50 mM, (c) en adiciéon de
Kanferol 30-a-(2"-galoil) ramnosido 50 mM y (e) en adicion deaiferol 30-a-ramnosido 50 mM; luego
de 30 min se determind la glucosa absorbida. Lasltedlos corresponden al promedio + D.E de 4
experimentos.

En la Figura 18, se aprecia que el kanfer@®-a-ramnosido, mostré la mayor
actividad inhibitoria sobre la absorcién intestidal glucosa de los compuestos ensayados;
se observé que en los segmentos intestinales temtse absorbidé 0,30mol/min de

glucosa en comparacion al valor de Ou2dol/min absorbidos en presencia de 50 mM del



flavonoide, lo cual representa aproximadamente88b 2de inhibicion de la absorcion
intestinal de glucosa

Una vez demostrado que el kanferadD3rramnosido, proveniente de las hojas de
B. megalandratiene un efecto inhibitorio sobre la absorciotestinal de glucosa, se
determiné el efecto del mismo sobre los parametdirg&icos de la absorcion intestinal de
glucosa, con la finalidad de establecer el tipintéicion generada por el kanferolCBe-
ramnosido.

Para la elaboracion de la curva se prepararoncisoks con concentraciones
crecientes de glucosa (12,5; 25; 37,5 y 50 mM) utdzo la metodologia descrita en el
Figura 14, con la modificacion de que el tiempo geg@ermitié que la absorcion intestinal
ocurriera se redujo de 30 min a 15 min.

Se inyect6 en cada segmento de intestino poragpdrmL de una solucién acuosa

gue contenia:

» Control: Glucosa 12,5; 25; 37,50ymM, por separado.
NaCl 0,9%.

* Experimental: Glucosa 12,5; 25; 37,5 y 9@,mor separado.
kanferoCBe-ramnosido 5 mM.
NaCl 9%.

Tabla 2. Influencia del kanferol 3-O-a-ramnosido sobre la cinética de la absorcion inteistal de glucosa

en ratas.Se inyectd en cada segmento de intestino por siparenL de una solucién que contenia NaCl 0,9
%, glucosa (12,5-50 mM) para el control, y en Igpegimentales se adicioné: kanferoO8a-ramnosido 5
mM. Luego de 15 min se determind la cantidad deaga absorbida. Los resultados corresponden al
promedio £ D.E de 4 experimentds< 0,005*,P < 0,5**, prueba de t de Student.

Km (MM)* V max (umol/ min)**
Control 38,93 £4,92 42,33 £5,02
Experimental 67,24 £11,12 50,04 + 4,59




En la Tabla 2, se aprecia, que en presencia adéia 3-O-a-ramnosido hubo un
incremento, estadisticamente significativo, enadbivdel Ky, respecto al control, mientras
gue el valor de Max varié de una manera estadisticamente no signficgbor lo que se
podria sugerir que el efecto inhibitorio del kanfe3-O-a-ramnosido sobre la absorcion
intestinal de glucosa es de tipo competitivo.

Adicionalmente se evallo el efecto del kanfer@-a8-ramnosido en presencia de
un conocido inhibidor del cotransportador SGLT1 oolm es la floricina (Panayatova-
Heiermann y col, 1995), siguiendo la metodologiscd&a en la Figura 14 (Materiales y
Métodos), con la finalidad de comprobar si existgua efecto aditivo, de ambos
compuestos, sobre la inhibicion de la absorcidestimtal de glucosa de manera de poder
inferir si el cotransportador SGLT1 constituye uango para la unién de la molécula

kanferol 30-a-ramnosido.
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Figura 19. Efecto del kanferol 30-a-ramnosido en presencia de floricina, sobre la abstién intestinal

de glucosa en rataskEn el animal anestesiado se aislaron 4 segmengstiiralesin situ,luego en los cuales
se inyectd por separado 1 mL de una solucién acqusacontenia NaCl al 0,9% y glucosa 10 mM: (a)
control, (b) en adicion kanferol @-a-ramnosido 50 mM, (c) en adicién de floricina 0,Mm(d) en adicién
de kanferol 3@-o-ramnosido 50 mM + floricina 0,1 mM; luego de 30nnse determind la cantidad de
glucosa absorbida. Los resultados correspondemadgalio + D.E de 3 experimentos.



En la Figura 19, se muestra que la floricina y ahfirol 3O-a-ramnosido
condicionan una inhibicibn de la absorcion intedtidle glucosa muy similar y de
aproximadamente 25 %. Al inyectarse junto ambospet@stos se observd una inhibicién
de absorcion intestinal de glucosa de aproximadar@&s %, lo cual es méas del doble del

valor observado con cada compuesto por separado.



5. DISCUSION

Los resultados del estudio fitoquimico y biologidemostraron que el flavonoide
kanferol 30-a-ramnosido proveniente de la extraccion de las shdjascas deB.
megalandrafue capaz de inhibir la absorcion intestinal decgta.

Respecto al proceso de extraccion, se siguio plrta metodologia descrita por
Estrada y col (Estrada y col., 2005) ya que de rdoual esquema planteado ellos
obtuvieron varios compuestos de tipo flavonoideseetos cuales destacan quercetina,
kanferol y sus derivados. Esto en parte nos siodno guia para asegurar que las
fracciones que se obtuvieron, contenian flavonoibeslas CCF realizadas a las distintas
fracciones se determiné que los flavonoides preseah las mismas eran compuestos
polares ya que para observar su separacion emda file necesario utilizar solventes de
polaridad mediana a alta. Por lo que obtuvimosagumeo caracteristicas generales de estos
flavonoides estan: su solubilidad en solventes rpsjacaracter fenolico y la intensa
absorcion en la regién ultravioleta y visible dspectro, debido a la presencia de grupos
arométicos conjugados.

Del bioensayo realizado a las tres fracciones FHy FS se demostrdé que esta
ltima presentd una mayor capacidad de inhibicabresla absorcion intestinal de glucosa
(Figura 16) con aproximadamente un 43 % de intdhicicomparado con los valores
obtenidos para Kl Fl; que fueron 6,74 % y 9,54 % respectivamente. Asimaien las CCF
realizadas a k) Fl;y FS se demostré que en £&xistia la mayor cantidad de compuestos
tipo flavonoide. Por lo antes mencionado fue evielgque la fraccion FRSabundante en
flavonoides, contenia el compuesto responsabla dghibicion de absorcion intestinal de
glucosa, por lo que se procedié a su fraccionamigor el método cromatografico de

contracorriente.



Para la separacion cromatografica por contracaeiese ensayaron distintas
mezclas de solventes y se encontr6 que aquellditciaies por cloroformo: metanol: agua
(4: 3,5: 2) separo bien los compuestos presentes,la diferencia en los valores de Rf de
los mismos era muy pequefia entre si, por lo queraed disminuir la polaridad de la
mezcla adicionando n-butanol, quedando formadacpmoformo: n-butanol: metanol:
agua (4: 0,5: 3: 2). La polaridad de los solveotggnicos utilizados fue una caracteristica
muy importante el cual determino el orden de eluaé los distintos compuestos en la
separacion cromatografica por contracorriente.

La realizacion de la CCF, con este sistema de stsemostro separar mejor los
distintos compuestos. Una vez establecido el sess@grsolvente a utilizar, se procedio a la
preparacion de la misma y a la separacion de lasfalges formadas, la acuosa y la
organica, la fase organica se tom6 como fase moyilla fase acuosa como fase
estacionaria. En tal sistema, las fases inmisgiliee mas pesado y otro mas ligero, se
mueven en distintas direcciones y se disponen dmafoque una fase permanezca
estacionaria y la otra pase a través de la colummeaante bombeo, lograndose asi la
separacion de los distintos compuestos.

En general, el resultado obtenido por este métodomatografico por
contracorriente resulté ser de gran eficiencia ya gl rendimiento del proceso fue de
78,57 %, comparado con otros métodos, por ejemplmatografia en columna en silica,
gue se sabe, tienden a dar un bajo rendimientects@ la cantidad recuperada como
productos.

De la cromatografia por contracorriente se obtu@ofr@cciones, cada una de
aproximadamente 5 mL y luego de dejar evaporaoleeste se les realiz6 CCF. Una vez

hecho esto se observo bajo una lampara de UV/eisibllos longitudes de onda, y se



reveld las placas en una camara de yodo de marepoder observar que fracciones
contenian igual o iguales compuestos (manchas gaal Rf) para asi poder unir las
mismas (Tabla 1). A medida que se iba evaporandoleénte de las fracciones unidas se
observo la formacion de solidos y principalmentdasnfracciones fg.s0y Fss-00 S€ 0btuvo
solidos de coloracion amarilla, indicativo de laggncia de flavonoides.

Las CCF realizadas a las fraccionesgsky Fss.o0 Y SU posterior revelado con
sulfato cerico, mostraron una uUnica mancha de &oi@n amarilla con diferente Rf, por lo
cual se concluyod que corresponden a compuestagnliés y que ademas estaban bastantes
puras para hacerles su caracterizacion quimicalpoétodo RMN-fH] y RMN-[**C].

Como resultado del anélisis de los espectros d&l RM] y [**C] se observaron
sefales caracteristicas para dos tipos de flavesolélara la fraccionsgso se consiguio
gue las sefiales de los protones H-6 y H-8 estatigpiaalas emetg por lo que se deduce
qgue los carbonos 5 y 7 del anillo A, se encuensastituidos por grupos hidroxilo. El
desplazamiento de los protones H-2', H-6' (7,73npy H-3’, H-5" (6,89 ppm) nos
muestra que ambos son quimicamente equivalentesiéados protones H-5"y H-6' y los
protones H-2' y H-3" presentaron un acoplamienmto, lo que sugirié la sustitucion del
carbono de la posicién 4’ del anillo B con un grigidroxilo (Espectro 1 y 2 de Anexos).

Por otro lado, ya que en el espectro de RMTC][ (Espectro 3 de Anexos) se
observa una sefal caracteristica de un carbonorgacb conjugado (178,15 ppm) para la
posicidon 4, y que existe la ausencia de sefales & y H-3 podemos sugerir que este
compuesto corresponde a una flavonol sustituida posicion 3 como lo es el kanferol.

Asi mismo los resultados de RMA] expuestos para los carbonos del az(car, fue
posible observar sefiales que correspondian a ulmd®sglo unido a la posicion 3 del

anillo A, por lo que se sugirio que el flavonol kol estaba glicosilado. Adicionalmente



el espectro de protones reveld una sefial cardatarisn la posicion 6” (0,77 ppm)
correspondiente a un grupo metilo, el cual es teniatico para el azdcar ramnosa. En
conclusion, se identificd el compuesto presentd-gB, como el flavonoide glicosilado
kanferol 30-a-ramnosido.

En la fraccion gs.g0las sefiales observadas fueron similares a laarderkl 30-a-
ramnosido, tanto para el espectro de protones qarwel de carbono, con la diferencia
gue para esta ultima existio la ausencia de lal $&8a(Espectro 4 y 5 de Anexos), por lo
gue se sugiridé que en la posicion H-3' se encuenisdituido un grupo hidroxilo, siendo
esta la Unica diferencia con la estructura antgorio que el compuesto presente efof
se identificccomo quercetina 3-@-ramnosido.

A los compuestos kanferol G-a-ramnosido y quercetina G-a-ramnosido se les
evallo el efecto sobre la absorcion intestinalldegga junto con otro compuesto, kanferol
3-0O-a-(2”-galoil) ramnosido, que se obtuvo a partir Bemegalandrgpor Estrada y col.
(Estrada y col, 2005). En los resultados se apmpeeel kanferol 33-a-ramnosido, mostro
la mayor actividad inhibitoria sobre la absorci@itestinal de glucosa de los compuestos
ensayados (Figura 18); se observo que en los ségsn@estinales controles se absorbio
0,30 umol/min de glucosa en comparacion al valor de Qu&iol/min absorbidos en
presencia de 5 mM del flavonoide, lo cual represemproximadamente el 28% de
inhibicion de la absorcion intestinal de glucosae, Manera contraria ocurri6 con los
compuestos ensayados los cuales mostraron muyebsgto inhibitorio. En el mejor de
nuestros conocimientos, es la primera vez que rfekal 3-O-a-ramnosido es reportado
como un inhibidor de la absorcién intestinal decgha.

De acuerdo a los resultados obtenidos es impertanglcar:



v" A nivel de estructura quimica, la presencia de mupa@ galoil unido a la ramnosa
practicamente anula el efecto inhibitorio del kaoife3-O-a-ramnosido sobre la
absorcion intestinal de glucosa.

v' Ademas de esto, es importante destacar que el ramimaosa igualmente no es
determinante sobre la inhibicion ya que esta selie@ra en ambos compuestos
kanferol 30-o-ramnosido y quercetina G-a-ramnosido, y este ultimo mostrd
similar efecto al exhibido por el kanferolCBa-(2”-galoil) ramnosido.

v Aun de mayor importancia es hacer notar que laadmiiferencia entre los
compuestos kanferol @-a-ramnosido y quercetina G-a-ramnosido es la
sustitucion en la posicién 3’ del anillo A de unpdr OH (Figura 17), por lo cual
podemos sugerir que esta sustitucion es deternein@aita que se produzca la
inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa.

En la Tabla 2 se muestra los valores cinéticog YKVuax) de la absorcion
intestinal de glucosa en ausencia y presencia a#flekol 30-a-ramnosido. Los valores
obtenidos para el control son diferentes a losrtegos por Li y col. (2005) y Ader y col.
(2000), sin embargo es importante destacar queetaduologia empleada por ellos en un
caso se utilizo vesiculas aisladas de borde apicah el otro segmentos intestinales
evertidos, y en ambos los parametros cinéticos doediorresponden al funcionamiento
del SGLT1 y en nuestro caso corresponde a todooglepo de absorcion intestinal de
glucosa.

El kanferol 30©-a-ramnosido modificé los parametros cinéticos deatbsorcion
intestinal de glucosa (Tabla 2) elevando gldé una manera estadisticamente significativa
(p < 0,005), respecto al control, y sin una modifién importante de lawix (p < 0,5),

por lo cual sugerimos que se comporta como un igdibcompetitivo. Vale la pena



mencionar que Li y col (2005) reportaron que lavdl@gona naringenina también se
comporté como un inhibidor competitivo del SGLT.

Al evaluar el efecto del kanferol G-a-ramnosido en presencia de un inhibidor
conocido del cotransportador SGLT1 como lo esdadina (Panayatova-Heiermann y col,
1995) observamos que ambos compuestos, por sepamdbcionan una inhibicion de la
absorcion intestinal de glucosa muy similar de gipradamente 25 %. Al inyectarse en los
segmentos intestinales conjuntamente ambos congsuest observd una inhibicion de
absorcion intestinal de glucosa de aproximadam@nt® (Figura 19), lo cual es mas del
doble del valor observado con cada compuesto paraeo. Estos resultados nos muestran
una clara evidencia de un efecto sinérgico eglti@nferol 30-a-ramnosido y la floricina
por lo cual sugerimos que este flavonol glicosilashhibe competitivamente al

cotransportador SGLT1.



6. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos y analizados, pasieoncluir que:

v Del estudio fitoquimico y biolégico realizadé, artpade las hojas frescas d&
megalandra se aislo y purificd el compuesto kanferolO3r-ramnosido y se

demostro que tiene un efecto inhibitorio sobredsoacion intestinal de glucosa.

v La diferencia en la sustitucién de un grupo hidmen la posicion H-3’, kanferol
3-O-a-ramnosido vs quercetina G-a-ramnosido es determinante sobre la

inhibicion de absorcion intestinal de glucosa.

v' De la realizacién de la curva de saturacion dédeoga, se determiné la cinética de

del compuesto aislado, revelando que el efectdiitanio es de tipo competitiva.

v El efecto aditivo generado al colocar kanferdD-8-ramnosido conjuntamente con
floricina, dan indicio de un sinergismo por lo quesiblemente el kanferol 3-a-

ramnosido actia como blanco inhibiendo al cotramador SGLT1.



7. RECOMENDACIONES

v

Realizar ensayos biolégicos usando vesiculas déebapical con la finalidad de

comprobar el efecto del kanferolBe-ramnosido sobre SGLT1.

Determinar el Iy del kanferol 30©-a-ramnosido sobre la absorcion intestinal de

glucosa.

Estudiar el efecto del kanferol G-o-ramnosido sobre la curva oral tolerancia

glucosada.

Continuar con la separacion de alguna de las fyaesino estudiadas, para evaluar
algunos otros compuestos en las hojasBdemegalandraque pueda inhibir la

absorcion intestinal de glucosa.
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