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La infusion de las hojas de Bauhinia megalandra es usada por la medicina popular venezolana
en el tratamiento empirico de la diabetes. En el presente trabajo se pasa revista a los
resultados obtenidos por nosotros sobre las propiedades antihiperglicemiantes de esa planta.
El extracto acuoso de las hojas de B. megalandra fue capaz de inhibir la capacidad
neoglucogénica y glucogenolitica, estimulada por adrenalina o dibutiril AMPc, de rebanadas de
higado, de reducir la hiperglicemia promovida por la adrenalina en el animal intacto e inhibié la
absorcion intestinal de glucosa en una manera dosis dependiente afectando al transportador
SGLT1. A partir del extracto de metanol de las hojas de B. megalandra purificamos e
identificamos 8 flavonoides uno de los cuales, kanferol 3-O-a-(2"galoil)-ramnosa, en el mejor de
nuestro conocimiento es la primera vez que se describe su aislamiento como un producto
natural; todos ejercieron efecto inhibitorio sobre la enzima glucosa-6-fosfatasa, siendo mas
activos los compuestos galoilados con IC50 de aproximadamente 30 uM. La quercetina
3-0-a-(2"galoil)-ramnosa se comporté como un inhibidor competitivo del transportador T1 de la
glucosa-6-fosfatasa y redujo drasticamente la neoglucogénesis hepética. El kanferol 3-O-a-
ramnosa se comporté como un inhibidor competitivo de la absorcion intestinal de glucosa. En
ratas que ingirieron el extracto de la planta se produjo una discreta disminucion de la glicemia y
glucosuria renal y en la orina de las mismas identificamos un benceno ortodisustituido,
posiblemente producto del metabolismo de alguno de los flavonoides. Se discuten las posibles
implicaciones de estos efectos.

Palabras Claves:Bauhinia megalandra, antihiperglicemiante, flavonoides, glucosa-6-fosfatasa,
absorcion intestinal de glucosa, SGLT 1, glucogendlisis, neoglucogénesis, diabetes.

Title
Antihiperglycaemic activity of Bauhinia megalandra

Abstract

The infusion of Bauhinia megalandra leaves is used in the Venezuela folk medicine for the
treatment of diabetic patients. In the present paper we review our results in the
antihiperglycaemic activity of this plant. The aqueous extract of B. megalandra leaves inhibit the
neoglucogenic and glycogenolysis, stimulated by epinephrine or dibutyril AMPc, activity of liver
slices, reduced the hiperglycamia promoted by epinephrine in the intact animal and inhibited the
glucose intestinal absorption in a dose dependant way by affecting the SGLT 1 transporter.
From the methanol extract of the B. megalandra leaves, we purified and characterized 8
flavonoids one of which, kaempferol 3-O-a-(2"galloyl)-rhamnoside, in the best of our knowledge
this is the first report of it isolation from nature; all of them were able to inhibit the enzyme
glucose-6-phosphatase, being the most active those with the galloyl group with IC50 of
approximately 30 pM. Quercetin 3-O-a-(2”galloyl)-rhamnoside behaved as a competitive
inhibitor of the glucose-6-phosphatase T1 transporter and drastically reduced the liver
gluconeogenic activity. Kaempferol 3-O-a-(2"galloyl)-rhamnoside was a competitive inhibitor of
the glucose intestinal absorption. The rats that drank the plant extract showed a slight decrease
in the glycaeamia and renal glycosuria and in the urine we identified a benzene
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ortodisubstituted, probably product of the metabolism of one of the flavonoides. The implications
of these findings are discussed.

Key Word
Bauhinia megalandra, antihiperglycaemic, flavonoid, glucose.6.phosphatase, glucose intestinal
absorption, SGLT 1, glycogenolysis, gluconeogenesis, diabetes.

Actividad Antihiperglicemiante de Bauhinia megalandra.(Revisién)

Introduccion

La glicemia es uno de los parametros homeostéticos estrechamente controlados gracias a un
equilibrio entre los mecanismos que aportan glucosa a la sangre y los que la retiran de ella (Fig.
1).

Glucogenadlisis

‘ MNeoglucogénesis
Absorcion 6P r
Intestinal
11— G-6-Pasa
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Insulina Células
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Figura 1. Control de la glicemia. La concentracién plasmética de glucosa esta estrechamente controlada gracias a un
equilibrio entre los mecanismos que la aportan y los que la retiran de la sangre.

La absorcion intestinal es uno de los mecanismos que aportan glucosa a la sangre y ocurre en
dos etapas (ver Fig.2): la primera es mediada por el transportador Na'-glucosa (SGLT1)

ubicado en la membrana apical del enterocito y el cual transloca 2 iones Na*, a favor de su
gradiente de concentraciéon, por molécula de glucosa, a favor o en contra de su gradiente de
concentracion dependiendo del periodo de la digestion y de la cantidad de carbohidratos
ingeridos, desde el lumen del intestino al interior de la célula. La segunda esta a cargo del
transportador de glucosa 2 (GLUT 2) ubicado en la membrana basolateral del enterocito y

transporta glucosa por difusion facilitada desde el enterocito al espacio intersticial @,
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Figura 2. Absorcion intestinal de glucosa. Es un proceso que ocurre en dos etapas, la primera es mediada por el SGLT1, el

cual transporta una molécula de glucosay 2 Na, y esté presente en el borde apical del enterocito; la segunda es catalizada por
el GLUT2 el cual transporta glucosa a favor de su gradiente de concentracion y esta ubicado en la membrana basolateral de la

misma célula. Ademas se requiere de la participacion de la Na*-K* ATPasa, localizada en la membrana basolateral, para
mantener el gradiente de concentracion de sodio y potasio.

Durante el ayuno corto, la degradacion del glucégeno (glucogendlisis) hepatico aporta glucosa
a la sangre. Si el ayuno se prolonga la sintesis de nuevo de glucosa (neoglucogénesis), en
particular en higado y rifién, suplen glucosa a la sangre. La enzima glucosa-6-fosfatasa
(G-6-Pasa EC 3.1.3.9), por catalizar la reaccion final de la glucogendlisis y la neoglucogénesis

juega un papel muy importante en el mantenimiento de la glicemia @ |a G-6-Pasa se
encuentra en el reticulo endoplasmatico (RE) en un 80-90 % y en la envoltura nuclear (10-20
%) de células del higado, rifién, mucosa intestinal, y células B de los islotes pancreéticos,

principalmente. Con base en estudios cinéticos, genéticos y moleculares, Arion y col. ® y

Burchell y col. @ propusieron que la G-6-Pasa (Fig. 3) esta constituida por: una subunidad
catalitica, proteina transmembrana cuyo centro activo mira a la cisterna del RE y que muestra
poca especificidad, pudiendo hidrolizar varios ésteres fosforicos asi como pirofosfato. Un
transportador T1 altamente especifico para el substrato glucosa-6-fosfato (G-6-P). T2, un
transportador de Pi, PPi y carbamilfosfato el cual se ha sugerido que esta constituido por 2
subunidades, y un transportador para glucosa, T3. Se piensa que también existe una proteina
estabilizadora de la subunidad catalitica (SP). La G-6-Pasa ademas de la actividad hidrolitica,
en condiciones adecuadas de alta concentracion de glucosa y de un donador de fosfato: PPi o
carbamilfosfato es capaz de sintetizar G-6-P. La entrada de glucosa a los tejidos, mediada por
los GLUTs, ® disminuye la glicemia, siendo de especial interés la participacién del GLUT 4 en
el misculo cardiaco y esquelético asi como en el tejido adiposo, en estos es translocado a la
membrana plasmética desde vesiculas intracelulares por accién de la insulina incrementandose
la entrada de glucosa a dichos tejidos.
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Figura 3. Modelo de la glucosa-6-fosfatasa. Modelo de los transportadores y subunidad catalitica de la G-6-pasa postulado por
Arion y col. (3) y Burchelly Col. (4).

Las drogas que disminuyen los mecanismos que aportan glucosa a la sangre se consideran
antihiperglicemiantes y las que incrementen la entrada de glucosa a los tejidos, directa o

indirectamente, son hipoglicemiantes. McCormack y col. © sugieren que la G-6-Pasa pudiera
ser un blanco potencial para drogas antihiperglicemiantes. La fraccién microsomal, la cual esta
enriquecida con RE, que se obtiene por centrifugacion diferencial esta formada por vesiculas
intactas y rotas, la proporcién de cada una de ellas se puede medir utilizando manosa-6-fosfato

como substrato de la G-6-Pasa (7), molécula que no es translocada por T1; en nuestras
preparaciones como minimo tenemos 95 % de vesiculas intactas. Las preparaciones que se
obtienen se denominan microsomas no tratados; los microsomas se pueden romper por
diferentes métodos tales como el uso de detergentes, cavitacion en nitr6geno, prensa francesa
y mas recientemente con el uso de histonas. El termino microsomas intactos es teérico y se
obtiene substrayendo a la actividad de la G-6-Pasa presente en los microsomas no tratados la
actividad de la enzima exhibida por las vesiculas rotas presentes. Desde tiempos inmemoriales,
el hombre ha utilizado plantas en el tratamiento empirico de distintas enfermedades y en
particular de la diabetes En Venezuela, como en muchos paises tropicales, las hojas del género
Bauhinia, popularmente conocida como “casco de vaca” han sido utilizadas por la medicina
tradicional en el tratamiento empirico de la diabetes; pertenece a la familia Fabaceae, que

comprende las leguminosas. Estas plantas ® son arboles que pueden alcanzar los 10 m. de
altura, poseen hojas bien desarrolladas y grandes, siempre verdes, y divididas desde el apice
hasta mas o menos un tercio de su longitud y asemejan la huella de un bovino, son vegetales
hermafrodita. La especie B. megalandra se caracteriza por poseer flores blancas en racimos o
solitarias con pétalos delgados y largos, el fruto se encuentra como legumbre compacta de
color marrén. Es de crecimiento rapido, de vida larga y sistema radical profundo.

Efectos de B. megalandra sobre la neoglucogénesis y la G-6-Pasa

La B. megalandra utilizada en estos experimentos fue identificada por El Dr. Stefen Tillett del
Herbario Ovalles de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela.
Inicialmente medimos los efectos del extracto acuoso de las hojas de B. megalandra © sopre
la neoglucogénesis de rebanadas de higado de rata, incubadas en Krebs Ringer bicarbonato
suplementado con albimina bovina saturada con oleato y utilizando lactato o fructosa como
substrato neoglucogénico. Como se puede observar en la Tabla 1, la actividad neoglucogénica
de las rebanadas controles es lineal hasta los 90 min. e igual con los dos substratos.
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Tabla 1 Efectos del exiracto acuoso de las lojas de 5 megolondm sobre la

neoghicogenesis hep atica

Incubacitn Coniral B. megolondre

Tiempo (min) Lactato o fructosa  Lactato Fructosa
30 311+£93 15973 181+338
60 545172 n6+65 38060
90 002+185 16,9+838 34090

Tabla 1 Rebanadas de higado de ratas ayunadas por 48 horas fueron incubadas en 4ml de amortiguador Krebs-Ringer
bicarbonato, suplementado con albumina de suero bovino saturada con oleato y usando lactato o fructosa como substrato
neoglucogénico, en la ausencia(control) o presencia de 9 UA264rm del extracto de las hojas de B. megalandra. En los tiempos

indicados, en muestras del medio de incubacion se determind la glucosa por el método de glucosa oxidasa»peroxidasa(zg). Los
resultados se expresan en nmol de glucosa producidos/ mg de peso seco de higado y corresponden al promedio de 8-13
experimentos * la desviacion estandar. Las diferencias observadas entre controles y tratadas con el extracto de la planta fueron
estadisticamente significativas a p<0.05 para fructosa y p<0,005 para lactato.

En la presencia del extracto de la planta ocurre una drastica disminucion de la neoglucogénesis,
siendo mas marcada a partir de lactato que de fructosa; estos resultados sugieren que en el
extracto de B. megalandra estan presente compuestos que bloquean dicho proceso en un
punto mas alla de la entrada de ambos substratos. Como se muestra en la Tabla 2, cuando se
us6 G-6-P como substrato de la G-6-Pasa de microsomas intactos, el extracto foliar disminuy6
de manera estadisticamente significativa la Vyax con una moderada elevacion del Ky sin

afectar la actividad de la enzima de microsomas rotos .

Tabla 2. Parametros cinéticos de la glucosa-6-fosfatasa microsomal hepatica en la ausencia
o presencia del extracto acuoso de hojas de B. Megalandra.

Glucosa-6-fosfate como substrato Pirofostato como substrato
Intactos Ruolos Intactos Rotos
Vinx En Vpanx B Viax Ea Vianx iy
Control 74203 S4+1]1 985408 0640] 66+14 1305 70209 04201
014UA,, 62214 56207 $8£07 07202 57216 10206 74208 04202
028 UA,, S1+100 75406 095£03 0740] 60%1,5 12204 6513 03201

La actividad de la G-8-Pasa microsomal hepatica fue ensayada usando glucosa-6-fosfato o
pirofosfato como substrato en la presencia o ausencia del extracto acuoso de las hojas de B.
megalandra. Los pardmetros cinéticos fueron cakulados a partir de las grificas de Michaelis v
Menten utilizando el programa Enzfitter v se expresan, WMAX: pmol de fosfato liberado/m./mg de
proteinas para G-6-Pase y pmol de pirofosfato hidrolizado/h.mg de proteinas para la actividad de
pirofosfatasa y el KM: mM. Cada punto representa el promedio de 3-4 experimentos + la desviacion
ectandar. En cada experimento se utilizo el higado de 3-5 ratas ayunadas 24h.

El extracto de la planta, no tuvo efecto alguno cuando el substrato de la enzima fue PPi, tanto
en microsomas intactos como rotos; lo cual sugiere que el efecto del extracto de B.
megalandra se ejerce sobre uno de los transportadores del sistema de la G-6-Pasa

probablemente sobre T1 © posiblemente la inhibicion de la neoglucogénesis hepatica sea el
resultado de la inhibicién de la G-6-Pasa por los compuestos presentes en el extracto de la
planta. Al medir el efecto que durante el tiempo, ejerce el extracto de la planta sobre la
actividad de la enzima en microsomas no tratados (Figura 4) se observo que: en los controles
la actividad de la G-6-Pasa fue lineal durante 30 min., en la presencia del extracto de B.
megalandra la actividad de la enzima también fue lineal hasta los 20 min. pero por debajo del
control, después de este punto ocurre una inflexion con una linea entre 20 y 30 min. con una
pendiente menor, sugiriendo que por efectos de la presencia del extracto foliar probablemente
se inhibe otro de los transportadores del sistema de la G-6-Pasa acumulandose los productos
de la reaccién enzimatica los cuales inhibirian la subunidad catalitica ). En vista de que los
parametros cinéticos de la G-6-Pasa usando PPi como substrato no fueron afectados por el
extracto de la planta, posiblemente el transportador inhibido sea T3.
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Figura 4. Efectos del extracto acuoso de las hojas de B. megalandra en la actividad de la G-6-Pasa durante el tiempo.
La actividad de la G-6-Pasa microsomal hepética fue medida en la ausencia (m) 0 en la presencia de 0,28 UA264 nm del extracto
de las hojas de B. megalandra (e) usando 15 mM de G-6-P como substrato. Cada punto representa el promedio de 5
experimentos * la desviaciéon estandar. Todas las diferencias observadas entre las actividades de la enzima incubada en la
ausencia o presencia del extracto de las hojas fueron estadisticamente significativas a p< 0,02; con la excepcion de la obtenida a
los 20 min. que no fue estadisticamente significativa.

Tabla 3. Efectos de los flavonoides purificados de las hojas de B. megafandra sobre la

G-G-Pasa microsomal
Microsomas intactos MMicrosomas rotos

Actividad Ya 1Ty, Actividad *a
Cantrol 2774 0,28 366045
Astilbina 2232047 19,5 EECE ) SE0EDA3 0
Quereeting 30w ramnosa 1,55 £ 10,360 29,6 246 5 542053 0
Eanferol 3-0-a-ramnoza 2042025 264 1864 SBA 046 LU
Cuorcetina 3. 0.e-arabinosa 204 0,238 264 106% 231 3TT018 0
Ouerceting 3-0-o-(1" galoiliramnosa L0202 63,2 Nl EA3 £ 0,520 o
Kanferol 3-0-0-(2"galeiliramnosa 0934027 664 2 EEL£0AT" 0
Querceting 2A3£005 123 1330+ 39 581£0.52 0
Kanferal 271 20,49 2k 555x6 5984 0,16 [
Forieina 200£011% s A6+ 19 571 040 0

La actividad de la G.6-Pasa fue ensayada usanda 5 mi G.G.F én microsomas hepaticos intactos y rotos en la
ausancia (comral) o presencia da 50 ph de cada und de los B lavonmdes punficades a pamir de las hojas de 8
meagatamdry o de S0 ph foreding (contaed posibvg). La actividad & cxprasa comd prmol de festfato iberadosh 7 mg da
prateinas y cada vake cormresponds 8l promedio de 5-9 expenmentos & la desviacidn estandar. Los superindces
indican dferancias estadisticamaents significativas a p= 0025, b pe 0,005 v ¢ p=0 001, Ademas se calculd ol % de
inhibicidn que &jarcen s compuestos Para determinar los valores de IC50 &l ensayo de la G-6-FPasa e raahzd
wlizando 1 mh G-6-F en la presancia de cantidades credientes de los lavonaides [mcluyends valones infemonas y
supeniores al B250), Ios valores e exprasan en ph v comespondan al promedio de 3 expenmentos * [a desviacidn
aslandar
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Tabla 4. Paramewros cinéticos de la glucosa-6-fosfatasa microsomal hepatica en la
ausencia o presencia de Quercetina 3-0-u-(2"galoil)<sramnosa

hie oi-6-Tosfale como subsiraie Pirolsfmio como substrala
Bicrosomas intactos Microsomas rotos Microsomas infactos Microgomas relos
Vina B Vhenx Epe Vianx g Vi Em
Comtrol 13091 4,78 & 110" Q0T THIXE4d 28X 1357 BA0E103
QGR T3+ 170 Tad 042 0572007 £72£133 18V204] TSE2QTI

La G-6-Pasa micresomal hepatica fue ensayada usando G-6-P (1 = 30 mM) o pirofosfato (0.5 = 5 mh)
como substrato, en la ausencia (control) o presencia de 15 pM querceting 3-0-a-(2"galoil)-ramnosa. Los
parametros cinéticos fueron calculados a partir de las graficas de Michaelis-Menten utilizando el
programa Enzfitter. La WIMAX como los umol de G-6-P o PPi hidrolizadal h f mg de proteinas v el KM en
mM. Cada valor representa el promedio de 3-5 expermentos % la desviacidn estandar v en cada
experimente se uso el higado de 3-4 ratas. * Indica diferencias estadisticamente significativas a p<
0,005

Purificacién de flavonoides de B. megalandra y cuantificacion de sus efectos.

A partir del extracto metandlico de las hojas frescas de B. megalandra logramos purificar 8

flavonoides 19, la mayoria de ellos como quercetina y kanferol o sus derivados y se midio el
efecto que estos compuestos ejercen sobre la actividad de la G-6-Pasa. Las agliconas
mostraron la menor actividad inhibitoria, los compuestos glicosilados con ramnosa presentan
una actividad intermedia y cuando la ramnosa se encuentra esterificada al acido galico, la
inhibicién supera el 60 %. Vale la pena destacar que el efecto inhibitorio solo se observa en los
microsomas intactos (Tabla 3) lo cual sugiere fuertemente que estos flavonoides afectan uno
de los transportadores, probablemente T1, del sistema de la G-6-Pasa. Hasta donde
sabemos, esta es la primera vez que se describe la presencia de kanferol
3-0-a-(2"galoil)-ramnosa como producto natural cuya estructura, conjuntamente con la de
quercetina 3-O-a-(2"galoil)-ramnosa, se muestra en la Figura 5

OH

OH

OH

Figura 5. Estructura quimica de la Quercetina 3-O-a-(2"galoil)ramnosa (R = OH) y del Kanferol 3-O-a-(2"galoil)ramnosa (R = H)

Se encontré una correlacion entre el % de inhibicibn de la actividad de la G-6-Pasa de
microsomas intactos y el valor del ICsq ejercidos por los compuestos estudiados; las agliconas:
kanferol y quercetina, la quercetina glicosilada con arabinosa (una pentosa) y la astilbina
presentan valores de ICsg elevados y porcentajes de inhibicién bajos; la quercetina y el kanferol
glicosilados con ramnosa (una hexosa) poseen valores intermedios de ICsg y porcentajes de
inhibicién intermedios y los flavonoides unidos a ramnosa y acido galico exhibieron ICsq del
orden de 30 uM y mostraron inhibicién de la actividad de la enzima cercana al 60 %. Se utilizé
como control positivo floricina, un conocido inhibidor de T1 de la enzima (ll), el cual mostré un
efecto inhibitorio similar al ejercido por el kanferol y la quercetina unidos a ramnosa pero un
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valor de ICsp (466 uM) el cual es cercano al doble del mostrado por los primeros; siendo la
primera vez que se reporta el ICsg de la floricina para la G-6-Pasa de microsomas intactos.
Como se muestra en la Tabla 4, quercetina 3-O-a-(2"galoil)-ramnosa (QGR) incrementé
considerablemente el Ky para G-6-P sin modificar la Viyax de la G-6-Pasa de microsomas
intactos, tampoco afect6 los parametros cinéticos de la enzima de microsomas rotos. Cuando
se usO PPi como substrato (Tabla 4), los parametros cinéticos de la G-6-Pasa tanto de
microsomas intactos como rotos no fueron afectados por la presencia de QGR. Estos
resultados sugieren fuertemente que QGR es un inhibidor competitivo del transportador T1 del
sistema de la G-6-Pasa 2. La capacidad neoglucogénica de rebanadas de higado de ratas
ayunadas por 48 horas e incubadas en la ausencia (control) o presencia de 30 uM QGR se
muestra en la Fig. 6.

100 4
)
Bﬂ-
8
-
o 60
= ]
E u] 1 J
s I
O
g l
® 20 4 /J_ 1
0 {_’/_:_a——TH? T T T T T y 1
0 20 40 ) 80 100

Tiempo {min.)

Figura 6. Efectos de la quercetina 3-O-a-(2”galoil)-ramnosa sobre la neoglucogénesis hepatica. Rebanadas de higado de
ratas ayunadas por 48 h. fueron incubadas en amortiguador Krebs-Ringer bicarbonato suplementado con albimina bovina
saturada con oleato y usando lactato como substrato neoglucogénico en la ausencia (m) o presencia de 30 yM QGR (o). A los
intervalos de tiempos indicados se tom6 muestras del medio de incubacion con la finalidad de estimar la glucosa producida por el
método de glucosa oxidasa-peroxidasa (29). Los valores se expresan como nmol de glucosa producidos por mg de peso seco
de higado y corresponden al promedio de 6-9 experimentos + la desviacion estandar. Todas las diferencias entre las rebanadas
controles y tratadas con QGR fueron estadisticamente significativas a p< 0,005.

La produccién de glucosa por las rebanadas controles fue practicamente lineal y muy similar a

lo reportado antes © QGR inhibié drasticamente la capacidad neoglucogénica de rebanadas
de higado de ratas a todos los tiempos estudiados: a 30 min. la inhibicion fue de
aproximadamente 85 %; cercana al 50 % a los 60 min. y de un 41 % a los 90 min. Aun cuando
la inhibicion de la capacidad neoglucogénica de las rebanadas de higado por la presencia del
flavonol en el medio de incubacion parece disminuir con el tiempo de incubacion, sin embargo
una observacion detallada de la Fig. 6 muestra que la pendiente de la linea que representa el
efecto del flavonol, luego de los 20 min. iniciales, es 0.74 lo cual es considerablemente menor
que 0.97 de la condicién control.

Efectos de B. megalandra sobre la glucogendlisis hepética

Como podemos observar en la Figura 7, al inyectar adrenalina intraperitonealmente 13 se
incremento la glicemia con un maximo de 82 % a los 60 min. La administracion oral del extracto
de las hojas de B. megalandra 60 min. antes de la inyeccion de la catecolamina, redujo en

aproximadamente un 50 % la elevacion de la glicemia producida por el efecto de la adrenalina
(14)
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Figura 7. Efectos del extracto acuoso de las hojas de B. megalandra sobre la liberacién de glucosa a la sangre
estimulada por adrenalina. Ratas macho de la cepa Sprague Dawley fueron anestesiadas ligeramente (pentobarbital s6dico 30
mg/Kg de peso) antes de administrarle por sonda gastrica agua (control @) 6 3,44 mg/kg de peso del extracto de la planta (m).
Luego de 1 h. a los animales se les inyectd por via intraperitoneal 0,15 mg/Kg de peso de adrenalina y se midio la glicemia (29)
cada 30 min. por 2 h. El 100 % representa el valor promedio de la glicemia de ratas alimentadas (7,2 £ 0,5 mmol/L). Los valores
representan el promedio + la desviacion estandar de 5 — 6 experimentos y en cada uno de los cuales se uso 3 ratas. A los 60

min. la diferencia entre control y experimental fue estadisticamente significativa a p < 0,001.

Estos resultados son una evidencia indirecta de la absorcion intestinal de alguno(os)
compuesto(s) presentes en el extracto vegetal los cuales al alcanzar el higado disminuyen la
glucogendlisis por lo cual no se eleva la glicemia por efecto de la adrenalina. La presencia de
adrenalina en el medio de incubacion de rebanadas de higado de ratas alimentadas,
incrementa la liberacién de glucosa en un 60 % y un 53 % a los 60 y 90 min de estudio
respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Efectos de la adrenalina y del extracto de las hoja de B. megalandra sobre la glucogendlisis hepética.
Rebanadas de higado de ratas fueron incubadas en amortiguador Krebs-Ringer bicarbonato a pH 7,4 en atmosfera de O2/CO2
95/5 %, sin adicién alguna para el control (m), 0 en la presencia de 2,4 ng de adrenalina (e), o la combinacién de 2,4 ng de
adrenalina y 13,8 mg del extracto de las hojas de B. megalandra (A). A los tiempos indicados se determiné la glucosa en el
medio de incubacién por el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (29). Los valores representan el promedio de 5 — 8
experimentos * la desviacion estandar en cada uno de los cuales se utilizo 3 ratas. Las diferencias, a los 60 y 90 min., entre los
valores obtenidos con adrenalina y los encontrados en los controles y con la mezcla, fueron estadisticamente significativos a p<
0,001.

Por el contrario la liberacion de glucosa por las rebanadas de higado en la presencia
simultanea de adrenalina y del extracto vegetal, fue paralela y siempre significativamente menor
a la produccién de glucosa en presencia de adrenalina sola, mostrando 38; 25 y 24 % de
inhibicién a los 30; 60 y 90 min. respectivamente. Asi mismo a los 30 min. de incubacion, la
presencia simultanea de adrenalina y el extracto de la planta reduce en un 38 % la produccion
de glucosa en relacién al control 9 Enla Figura 9 se muestra el efecto del dibutiril-AMPc
sobre la produccién de glucosa por rebanadas de higado de rata (14); como puede observarse
la presencia del nucleétido condiciond un incremento en la liberacién de glucosa por las
rebanadas de higado a todos los tiempos estudiados, con un maximo a los 60 min.
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Figura 9. Efectos del dibutiril AMPc y del extracto de las hojas de B. megalandra sobre la glucogendlisis hepética.
Rebanadas de higado de ratas fueron incubadas en amortiguador Krebs-Ringer bicarbonato a pH 7,4 en atmosfera de O2/CO2
95/5 %, sin adicion alguna para el control (m), 0 en la presencia de 0,01 pM de dibutirii AMPc (e), o la combinaciéon de 0,01 uM de
dibutiril AMPc més 13,8 mg del extracto de las hojas de B. megalandra (A ). A los tiempos indicados se determind la glucosa en
el medio de incubacién por el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (29). Los valores representan el promedio de 5 — 8
experimentos * la desviacion estandar en cada uno de los cuales se utilizo 3 ratas. Las diferencias, a los 60 min., entre los
valores obtenidos con dibutiril AMPc y los encontrados en los controles y con la mezcla, fueron estadisticamente significativos a
p< 0,001.

La presencia simultanea del extracto acuoso de B. megalandra y dibutiri AMPc provocé una
disminucion del efecto del nucleétido la cual fue mas marcada a los 60 min cuando se observé
una reduccién de un 43 %. Los resultados obtenidos en estas condiciones ex vivo (Figuras 8 y
9) evidencian que los compuestos presentes en las hojas de B. megalandra afectan un evento
posterior a la produccion del AMPc, probablemente la actividad de la G-6-Pasa. La Unica
reaccion que tienen en comun las vias glucogendlisis y neoglucogénesis es la catalizada por la
enzima G-6Pasa. En consecuencia el conjunto de resultados, presentados hasta ahora,
sugieren fuertemente que los flavonoides presentes en las hojas de B. megalandra inhiben la
G-6-Pasa lo cual se traduce en una reduccion de la capacidad de aportar glucosa a la sangre
por la glucogendlisis y la neoglucogénesis hepatica. Dichos flavonoides pudieran ser (tiles en el
tratamiento de la diabetes no insulino dependiente ya que muestran un efecto
antihiperglicemiante.

Efectos de B. megalandra sobre la absorcion intestinal de glucosa.
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Usando como modelo experimental segmentos intestinales aislados in situ, demostramos (19

que la absorcion intestinal de glucosa es inhibida por el extracto acuoso de las hojas de la
planta en una manera dependiente de la dosis (ver Figura 10).
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Figura 10. Efectos del extracto de B. megalandra sobre la absorcién intestinal de glucosa. En segmentos intestinales in
situ se inyecto 1 mL de 10 mM glucosa, 0,9 % NaCl solamente (0) o con la adicién de cantidades crecientes del extracto de de
las hojas de B. megalandra (1,14; 2,28; 6,5y 9,1 mg). A los 30 min se recuper6 el liquido remanente y se cuantificé la glucosa
absorbida utilizando el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (29). Los valores corresponden al promedio de 8 experimentos + la
desviacion estandar. * significa p<0,005 y ** significa p< 0,0005 de acuerdo a la prueba t de Student.

Al estar presente simultaneamente el extracto acuoso de B. megalandra y floricina, un

conocido inhibidor de SGLT 1 (16), se observo un efecto inhibitorio aditivo lo cual sugiere que en
la planta estan presente compuestos capaces de inhibir dicho transportador (ver Figura 11).
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Figura 11. Efectos del extracto de B. megalandra y la floricina sobre la absorcién intestinal de glucosa. En segmentos
intestinales in situ se inyecto 1 mL de 10 mM glucosa, 0,9 % NaCl solamente (Control) o con la adicién de 4,55 mg del extracto de
de las hojas de B. megalandra (B.m) ¢ 0,1 mM floricina (Flo) 6 4,55 mg B.m. + 0,1 mM floricina (B.M. + Flo). A los 30 min se
recuperd el liquido remanente y se cuantificé la glucosa absorbida utilizando el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (29). Los

11 de 16 05/05/2011 10:42 a.m.



Vitae http://vitae.ucv.ve/index_pdf.php?module=articulo_pdf&n=4207 &rv=95

valores corresponden al promedio de 8 experimentos + la desviacion estandar. ** significa p< 0,0005 de acuerdo a la prueba t de
Student.

Al incubar vesiculas de membrana apical de enterocitos en un medio externo con 14C-glucosa y
Na" comprobamos el tipico comportamiento con un pico maximo de captacion de glucosa a los
30 seg. para luego decaer N en presencia del extracto de la planta o de floricina se elimina el
pico de captacion, resultado que claramente indica que en el extracto de la planta existen
compuestos capaces de inhibir el transportador SGLT 1, confirmando lo sugerido de acuerdo al
experimento anterior 19 | a inhibicién de la absorcion intestinal de glucosa por el extracto de
ésta planta, afectando al SGLT 1, es similar al reportado para los polifenoles del te verde (18) y
las isoflavonas de soya 19 pero diferente al ejercido por la acarbosa, la cual inhibe la digestion
de los carbohidratos y no la absorcion de los mismos 29 La administracion simultanea, por via
oral, de glucosa y del extracto foliar condiciona una curva de tolerancia glucosada casi plana
(Figura 13).

10 -

nmol de glucoea/ mg de pretelma

S

o
-

0 30 60 90 120 1
Twempo en sequndos

& | -

Figura 12. Efectos del extracto acuoso de las hojas de B. megalandra y de la floricina, sobre las captacién de

14C—glucosa por vesiculas de borde apical de enterocito. Se midi6 la captacion de 14 C-glucosa por vesiculas de
membrana apical de entericito (17) por el método de filtracion réapida (29) en la ausencia de adicién alguna (-m-) o de la presencia
de 4,55 mg del extracto de las hojas de B. megalandra (- A-) o de 1 mMfloricina (-e-). Los resultados se expresan como nmol de
glucosa captados/ mg de proteinas de membrana y representan el promedio + la desviacion estandar de 9 experimentos en los
cuales se utilizé al menos 2 ratas.
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Figura 13. Efectos del extracto acuoso de las hojas de B. megalandra sobre la tolerancia glucosada. Las ratas recibieron
1 g de glucosa/ Kg de peso por via oral (A) o por inyeccién subcutanea (B) junto con 263 mg del extracto de la planta (-e-) o un
volumen equivalente de agua (-m-) por via oral. A los tiempos indicados se determiné la glicemia (29), la cual al tiempo cero fue
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4,17 + 0,52 mM,; los valores se expresan en términos porcentuales del mismo y corresponden al promedio de siete experimentos
+ la desviacion estandar. * diferencia estadisticamente significativa a p< 0,005.

Por el contrario, cuando la glucosa se administré subcutaneamente y el extracto vegetal por via
oral no se observd efecto alguno sobre la curva de tolerancia glucosada. Estos resultados
muestran claramente que el extracto de la planta afecta la absorcion intestinal de glucosa y no
otros factores relacionados con la glicemia tales como la produccion y/o liberacion de insulina ni

el consumo de glucosa por los tejidos 19 Estudiamos el efecto que los flavonoides: kanferol
3-O-a-ramnosa, quercetina 3-O-a-ramnosa y kanferol 3-O-a-(2” galoil)-ramnosa, purificados
antes por nosotros (10), ejercen sobre la absorcidn intestinal de glucosa, encontramos que solo
el kanferol 3-O-a-ramnosa disminuyé de una manera apreciable (28 %), la absorcion intestinal
de glucosa (Figura 14). En relacién a la estructura quimica y la actividad biologica vale la pena
destacar: a) la presencia del grupo galoilo unido a la ramnosa anula la capacidad inhibitoria del
kanferol 3-O-a-ramnosa sobre la absorcidon intestinal de glucosa; b) la ramnosa no es
determinante para condicionar la actividad biolégica, ya que esta presente en ambos
flavonoides y solo uno de ellos inhibe la absorcion intestinal de glucosa y c) la presencia de un
H (kanferol) en lugar de un OH (quercetina) en la posicion 3’ del anillo B del flavonoide, es
determinante para condicionar la inhibicion de la absorcién intestinal de glucosa. @D como se
muestra en la Figura 14, la presencia conjunta de kanferol 3-O-a-ramnosa Yy floricina inhiben la
absorcion intestinal de glucosa (68 %) en mas del doble del efecto de cualquiera de los dos
compuestos solos (kanferol 3-O-a-ramnosa 28 % Yy floricina 25 %).
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Figura 14. Efectos del kanferol 3-O-a-ramnosa y de la floricina sobre la absorcion intestinal de glucosa. En segmentos
intestinales aislados in situ, se inyecto 1 mL de NaCl 0,9 %, 10 mM glucosa y DMSO 2 % para los controles y en los
experimentales con la adicion de: kanferol 3-O-a-ramnosa 5 mM o floricina 0,1 mM o kanferol 3-O-a-ramnosa 5 mM + floricina 0,1
mM. Después de 30 min la glucosa remanente en los segmentos intestinales fue medida por el método de glucosa oxidasa-
peroxidasa (29) y la cantidad absorbida fue calculada por diferencia. Los valores corresponden al promedio + la desviacion
estandar de 3 experimentos. * significa p< 0,05; ** significa p< 0,001 de acuerdo al prueba t de Student.

Estos resultados son una clara evidencia del efecto sinérgico del kanferol 3-O-a-ramnosa y la

floricina, un inhibidor conocido del SGLT 1 (16 En la Tabla 5 se muestran los valores cinéticos:
KmY Vmax, de la absorcion intestinal de glucosa en ausencia, control, y presencia de kanferol
3-O-a-ramnosa. Los valores controles son diferentes a los reportados por Ader y Col. e2) y por
Li y Col. 23 al respecto es importante destacar que en ambos trabajos los parametros
cinéticos publicados corresponden a los del SGLT1 y en nuestro caso conciernen a todo el
proceso de la absorcion intestinal de glucosa. El kanferol 3-O-a-ramnosa se comporta como un
inhibidor competitivo de la absorcién intestinal de glucosa ya que incrementa el Ky con una
disminucion de la Vyax no significativa estadisticamente @) De los resultados anteriores
podemos concluir que el kanferol 3-O-a-ramnosa es un inhibidor competitivo del SGLT 1.
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Utilizando extracciones con solventes de polaridad creciente y cromatografia en silica gel,
purificamos parcialmente apigenina 8-glucésido, el cual inhibi6 la absorcidn intestinal de glucosa
en una manera sinérgica con la floricina, lo cual sugiere que afecta al SGLT 1 9 £l uso de los
flavonoides kanferol 3-O-a-ramnosa y apigenina 8-glucosido pudiera ser Util en el tratamiento
de la diabetes tipo Il ya que disminuiria el aporte de glucosa a la sangre al reducir la absorcion

intestinal de misma, comportandose como antihiperglicemiantes.
Tahbla 5. Efectos del kanferol 3-0-g-ramnosa sohre los parametros cinéticos de la

ahsorcion intestinal de glucesa.
Condrol 33,05+ 4 02 42353+ 5.02%*
Experimentales 7,24+ 11,12% 50,04 + 4 50%*

En segmentos intestinales fn sifu seinyecto | ml. de MaCl 0.9 % y concentraciones crecientes
de glucosa (12,5 — 50 mll) para 1os controles, ¥ en los expermental es se adiciond kanferol 3-
O-oeramnnosa 5 ml Después de 15 min se estimd la cantidad de glucosa absorbida, v los
valores de Ky v Viuy fueron caleulados a pattir de las graficas de Michaelis v Menten
utilizando el prograrra Erefiter. Los valores comresponden al promedio + la desiaciin
estandarde 4 experimentos, * significa p< 0,005 v ** agnificap< 0,5 de acuerdoala prueha t
de Student.

Absorcidn intestinal de flavonoides de B. megalandra y metabolismo de los
mismos.

Para que los flavonoides, presentes en el extracto de la planta, ejerzan su actividad biologica
deben ser absorbidos a nivel intestinal, alcanzar la sangre y luego llegar a los tejidos blancos
de dichas moléculas. Durante su permanencia en los organismos vivos, los flavonoides pueden
ser modificados quimicamente por la maquinaria enzimatica de las células con las cuales entren
en contacto. Hasta el momento hemos presentado evidencias indirectas, de la absorcion
intestinal de flavonoides como es el caso destacado en la Figura 7, experimento en el cual la
administracion oral del extracto de las hojas de B. megalandra antes de inyectar adrenalina por

via intraperitoneal reduce drasticamente la hiperglicemia condicionada por la catecolamina s,
Intentando obtener evidencias directas de la absorcion intestinal de los flavonoides presentes
en el extracto acuoso de las hojas de B. megalandra, analizamos la orina de ratas controles y
de otras a las cuales se les administré durante una semana el extracto de la planta en lugar de
agua. Usando fraccionamiento con varios solventes y cromatografias en silica gel, encontramos
@ en la orina de los animales que recibieron el extracto acuoso de las hojas de B.
megalandra, la presencia de una mancha de color azul-grisaceo en las cromatografias de capa
fina que no estaba presente ni en la orina de los controles ni en el extracto vegetal original,
indicando la presencia de un metabolito de alguno de los compuestos, probablemente un
flavonoide, presentes en las hojas de la planta. La estructura de ese compuesto se establecio,

utilizando resonancia magnética nuclear de H y 13C, como un benceno orto disustituido; sin
embargo en el presente no tenemos informacion sobre el tipo de sustituyentes y en

consecuencia tampoco sobre la posible via metabdlica involucrada 25 en la transformacion del
compuesto original. Este benceno orto disustituido es diferente a los acidos fendlicos, que se

han reportado 25 son eliminados por la orina de animales que ingieren flavonoides. En los
animales asi tratados encontramos una discreta disminucién de la glicemia del 9 % y un
incremento importante de la eliminacion urinaria de glucosa, de aproximadamente unas 4 veces.
El efecto hipoglicemiante esta de acuerdo con lo reportado por otros investigadores para otras

. . . (27.28 . . . R .
especies del genero bauhinia (27.28) y la glucosuria pudiera ser interpretada como una evidencia
indirecta de la absorcion intestinal de los flavonoides los cuales por via sanguinea alcanzan el
rifdn donde inhibirian los SGLT 1 condicionando glucosuria renal.
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NOTA: Toda la informacién que se brinda en este articulo es de caracter investigativo y con fines académicos y de actualizaciéon
para estudiantes y profesionales de la salud. En ningiin caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento de un médico.
Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.
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