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GLOSARIO

BAMPA Ensayo de permeabilidad en membranas biomimeticas aritificales
BBMV Vesiculas de membrana del borde en cepillo

BLMV Vesiculas de la membrana basolateral

CYP Citocromo P450

CLAE Cromatografia liquida de alta eficacia

KHB Tampodn Krebs-Henseleit

KRB Tampon Krebs-Ringer

MeOH Metanol

MDCK Células epiteliales de rifion canino de Madin y Darby

MRP2 Transportador multifarmaco resistente asociado a proteina-2
MDR1 Transportador multifarmaco resistente asociado a proteina-1
PAMPA Ensayos de permeabilidad en membranas artificiales

Papp Coeficiente de permeabilidad aparente

QSAR Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad

QSPR Relaciones Cuantitativas Estructura-Propiedad

TEER Resistencia eléctrica transepitelial

ABC Area bajo la curva

tr Tiempo de retencion

v



RESUMEN

La Boldoa purpurascens Cav. (nitro blanco) ha sido utilizada tradicionalmente en Cuba como diurética,
debido principalmente a los flavonoides presentes en los extractos acuosos y etandlico, sin embargo,
no cuenta con los estudios de la absorcion intestinal. El propésito del presente trabajo fue investigar la
absorcion intestinal de flavonoides mayoritaria de la Boldoa purpurascens. Se establecieron los
parametros cromatogréficos para la cuantificacion de Rutina y Quercetina en base a los patrones
Rutina y Quercetina, presentes en extracto de las hojas de la especie por CLAE, utilizando columna-
RP-18 Agilent Eclipse, 5 pm, 4.6x150 mm; detector UV: 258 nm, flujo: 0,8 mL/min, inyeccion de 20 L,
utilizando MeOH:H3PO4 0,1 % (60:40).como fase movil. Los tiempos de retencién para la Rutina y
Quercetina fueron 2,7 y 4,7 £ 0,5 min respectivamente. Se determiné la absorcién de Quercetina,
Rutina y el extracto de la Boldoa purpurascens Cav en diferentes segmentos de saco intestinal aislado
in vitro. Los resultados muestran que en ambas la Rutina y Quercetina puede ser absorbido en
diferentes segmentos intestinales, pero la absorcion de Rutina fue significativamente menor que la
Quercetina.
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Introduccién

INTRODUCCION

Los productos naturales y en particular las plantas medicinales, siguen constituyendo una fuente
importante de nuevas moléculas de gran complejidad y especificidad, como lo demuestra el hecho de
que gran parte del arsenal terapéutico internacional tiene su origen en ellas 1. Se ha practicado la
Medicina Tradicional desde los albores de la humanidad a través de tentativas y desaciertos, la que
comprende la suma de todos los conocimientos y practicas puedan ser explicados o no, empleadas en
la prevencion, diagnostico y eliminacion de desbalances fisicos, mentales o sociales, obtenidas
exclusivamente sobre la experiencia practica y observacion transmitidas de generacion a generacion,
de forma oral 0 escrita 2.

En la actualidad existe un reconocimiento del empleo de fuentes naturales de medicamentos y en
especial de la fitoterapia, justificado en muchos casos por razones economicas, de residualidad o de
disminucion de los efectos toxicos cronicos muy frecuentes en sustancias quimicas puras, con una
tendencia en los paises desarrollados al "retorno del empleo de productos naturales en el tratamiento
de diversas afecciones”; en lo que se destaca el importante papel de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), en cuanto a la utilizacion de la fitoterapia dentro de los programas de salud de los
distintos paises, a través de la validacion de efectos etnobotanicos adjudicados a las plantas durante la
existencia de la humanidad 3. EI 80% de la poblacién mundial, mas de cuatro mil millones de personas,
utiliza las plantas como principal remedio medicinal, segln nos sefiala la Organizacion Mundial de la
Salud 4. Esta practica estd asociada al empirismo en muchos casos, y faltan estudios quimicos,
preclinicos, clinicos y epidemioldgicos que confirmen de forma fehaciente los efectos farmacoldgicos
de las plantas y los principios activos responsables de estos efectos .

Evidentemente Cuba pais ubicado en la zona tropical, posee condiciones favorables para la existencia
de una extensa y variada flora donde el 50% de las plantas son especies endémicas y posee una rica
tradicion en el uso de las plantas medicinales, lo que unido a las riquezas de su flora, ofrece ilimitadas
posibilidades para el desarrollo de las investigaciones en el campo de la produccion de farmacos; por
tanto, es necesario enfocarlas hacia nuestras mayores necesidades y en la busqueda de principios
activos que sirvan de materia prima para la industria farmacéutica ©.

Una de las especies de las plantas medicinales cominmente utilizada por la poblacién cubana es
Boldoa purpurascens Cav, conocida como nitro blanco y usada en el tratamiento de afecciones
renales. La actividad diurética de esta especie es atribuida, al menos en parte, a flavonoides presentes

enlaplanta 7.
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Los flavonoides constituyen una de las subfamilias de polifenoles naturales a las que la comunidad
cientifica ha dedicado mas atencion en los Gltimos afios. Sus multiples propiedades bioldgicas,
observadas experimentalmente, y su abundancia en la dieta, junto con su presencia en numerosos
remedios de la medicina tradicional, los convierten en posibles candidatos a explicar la asociacion
encontrada entre el consumo de determinados productos de origen vegetal y la disminucion del riesgo
de presentar determinadas enfermedades cronicas 8, en la mayoria de casos el consumo es por via
oral.

La administracion oral sigue siendo la via mas favorable y preferida, actualmente mas de 60% de los
farmacos son comercializados como productos orales. Sin embargo, muchos farmacos no pueden ser
administrados efectivamente por esta via en su forma original debido a razones de inestabilidad, baja
permeabilidad membranal, pobre solubilidad y mecanismos de transporte efflux °.

Han sido estudiadas las actividades antioxidantes y antiinflamatorias de los extractos ricos en
flavonoides de las partes aéreas de Boldoa purpurascens Cav, pero no se ha demostrado
cientificamente la absorcion intestinal de la misma para los nuevos flavonoides aislados 7.
Consecuentemente la magnitud de absorcion de un farmaco in vivo puede ser investigada basada en
la medida de permeabilidad in vitro, pues representa una parte esencial en la prediccion de la
biodisponibilidad oral de cualquier nuevo farmaco 0. Se han desarrollado diferentes métodos
experimentales para determinar la absorcion intestinal de los farmacos (in silico, in vitro, in situ e in
vivo) con el objetivo fundamental de predecir absorcion intestinal y definir el mecanismo involucrado en
dicho proceso 11,

Hasta este momento, los estudios predictivos de absorcion oral se desarrollan mediante distintas
técnicas que requieren la utilizacion de animales de experimentacion. Los modelos in vitro resultan una
buena alternativa frente a los métodos existentes ya que permiten la determinacion rapida de la
permeabilidad y metabolismo de los farmacos, bajo condiciones controladas, capaz de mantener las
caracteristicas de absorcion, transporte y actividad metabdlica a un nivel analogo al que presentan las
células intestinales in vivo, asi como reducir y en ocasiones reemplazar la experimentacion animal 12,
Los estudios de permeabilidad resultan esenciales para obtener informacion acerca de la capacidad de
absorcion del farmaco disuelto y en consecuencia poder establecer las vias de administracion mas
apropiadas y seleccionar la forma del compuesto que ofrece mejores caracteristicas potenciales de
absorcion.

En el departamento de Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), se
logré a partir de extractos de la planta Boldoa purpurascens Cav aislar flavonoides de los cuales no se

tenian referencias anteriores, y algunos ya conocidos, por lo que resulta necesario estudiar los perfiles
2
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de absorcion de los mismos, contenidos en la mezcla del extracto de la planta, razén por la cual se
plantea el siguiente problema cientifico:

Problema cientifico

No se dispone, en el departamento de Ciencias farmacéuticas de la UCLV, de una metodologia que
permita el estudio de transporte intestinal de flavonoides, con vistas al desarrollo de estudios
biofarmacéuticos de extractos vegetales que los contengan.

Hipotesis
Es posible desarrollar la metodologia de saco intestinal aislado in vitro, con las condiciones de
laboratorio del departamento de Ciencias farmacéuticas de la UCLV, que permite el estudio de

mecanismos de transporte de flavonoides contenidos en extractos vegetales.

Para comprobar dicha hipétesis se propusieron los objetivos siguientes:
Objetivo general
Implementar una metodologia de estudio in vitro de transporte, mediante saco intestinal aislado, para

la caracterizacion biofarmacéutica de flavonoides.

Dicho objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos:
Objetivos especificos
1. Desarrollar la técnica de cuantificacion de flavonoides, Rutina y Quercetina, por cromatografia
liquida de alta eficacia.
2. Establecer las condiciones experimentales, para el estudio de transporte de flavonoides,

Rutina y Quercetina, reactivo quimico, a través de la metodologia de saco intestinal in vitro

3. Desarrollar la metodologia de saco intestinal in vitro con un extracto vegetal de Boldoa
purpurascens Cav con vistas a comprobar el transporte de flavonoides, Rutina y Quercetina,

contenidos en el mismo.
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CAPITULO I. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

1.1. Aspectos generales de las plantas medicinales.

Desde hace mucho tiempo el ser humano, por la misma necesidad de supervivencia, ha recurrido al
uso y provecho de las plantas, poco a poco se han ido descubriendo las propiedades curativas de las
mismas. Las plantas medicinales han sido utilizadas para el tratamiento de distintas enfermedades
desde la presencia de los primeros seres humanos hasta nuestros dias, basandose en observaciones
y en experiencias. Las plantas usadas en la actualidad eran ya conocidas 5000 afios antes de Cristo
en la farmacopea egipcia y mesopotamica 3.

En la actualidad, el uso de las plantas medicinales ha cobrado importancia; los estudiosos han
dedicado tiempo y esfuerzo para conocer y profundizar el valor curativo que representan. Los
productos naturales han sido la principal fuente de agentes terapéuticos de la humanidad durante
siglos, no solo para tratar padecimientos ya existentes, si no también para prevenir la aparicion de los
desoérdenes de la salud; esto, fundamentalmente guiado por la existencia de numerosas evidencias de
su actividad terapéutica y porque en la mayoria de los casos, son mas seguros en funcion de
presentar menores contraindicaciones y efectos secundarios, que los encontrados en los productos de
sintesis 13. El estudio de las plantas medicinales ha ganado importancia. Los paises en vias de
desarrollo han enfocado sus investigaciones principalmente en la obtencion de medicamentos a partir
de los diferentes compuestos extraidos de plantas medicinales autoctonas que no han sido estudiadas
3.

Plantas medicinales. Son aquellos vegetales que elaboran unos metabolitos secundarios, llamados
«principios activos», sustancias que ejercen una accion farmacolégica, beneficiosa o perjudicial, sobre
el organismo vivo. Su utilidad primordial, a veces especifica, es servir como droga 0 medicamento que
alivie las enfermedades o restablezca la salud perdida. Constituyen aproximadamente la séptima parte
de las especies existentes, un 14,5% de éstas 2.

En Cuba, la introduccion de la Medicina Tradicional comienza en el siglo XV, primero por la colonia
espafiola contando con la importante contribucién de los esclavos venidos de Africa y los chinos que
arribaron fundamentalmente a finales del siglo XVIIl. No es hasta mediados del siglo XX que alcanza
su maxima expresion con el insigne Doctor Juan Tomas Roig, quién identificd 595 especies de plantas
medicinales empleadas por la poblacion cubana para diferentes usos curativos e hizo un llamado a la
comunidad cientifica nacional para que se estudiaran las mismas con el objetivo de comprobar su

seguridad y eficacia, planteando ademas la necesidad de desarrollar la industria nacional ®.
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Los estudios etnoboténicos han tomado una gran relevancia en los Ultimos afios, ya que varias
compafiias farmacéuticas estan interesadas en las plantas como un gran potencial para la obtencion
de farmacos de origen natural Utiles en el tratamiento de las enfermedades que mas afectan a las
comunidades. Cada dia se presta mas atencién al estudio de las especies medicinales de manera tal
que la etnobotanica, la fitoterapia y la fitoquimica estdn tomando un auge, tanto en la practica de la
medicina complementaria como en el ambito académico 4.

1.1.2. Importancia de las plantas medicinales

Desde siempre, las plantas han jugado un papel fundamental en el tratamiento de las enfermedades.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que el 80% de los habitantes de paises en
desarrollo, depende de la medicina tradicional, principalmente de plantas, para atender sus
necesidades de salud 4 15.

Ademas, en todo el mundo existe un interés creciente en las plantas medicinales, lo cual se refleja en
el hecho de que en paises desarrollados la poblacion usuaria de productos herbolarios es de alrededor
del 60% 4y el monto de las ventas de estos productos, a nivel mundial alcanza los 100 mil millones de
ddlares 16, El interés también se debe a que en la actualidad se presenta un resurgimiento de
enfermedades que se creian erradicadas como la malaria y la tuberculosis, asi como la creciente
incidencia del cancer y la aparicion de nuevas enfermedades como el SIDA y el sindrome agudo
respiratorio (SARS), por lo que es necesario y urgente intensificar la bisqueda de nuevas sustancias
para el tratamiento de estos problemas de salud, particularmente en las plantas, teniendo como guia el
conocimiento tradicional que poseen los pueblos indigenas, los campesinos y en general la gente que
vive en el medio rural. Esta es una estrategia bien fundamentada, ya que se ha demostrado que la
posibilidad de detectar bioactividad en plantas es mayor si para los hioensayos se seleccionan
remedios herbolarios tradicionales, en cuyo caso muestran actividad del 20 al 60% de los extractos
probados; en contraste, si la seleccion de especies a probar es al azar, sdlo el 5% de los extractos son
activos 17, El valor que tienen las plantas de uso medicinal pone en evidencia de que al menos 119
medicamentos importantes, como la vinblastina y la vincristina, alcaloides usados en quimioterapia
para el tratamiento de la leucemia pediatrica y la enfermedad de Hodgkin, son derivados de 90
especies de plantas, la mayoria de las cuales se usan en medicina tradicional ¢; ademas poco mas del
25% de los medicamentos alopéticos contienen por lo menos una sustancia de origen vegetal. Todos
estos datos reflejan la importancia que tienen estos recursos vegetales, pero su potencial es mayor si
se considera que la basta mayoria de las especies que componen la flora mundial no se ha
investigado, sélo se ha estudiado quimicamente o farmacologicamente una pequefia fraccion de la
flora que va del 5 al 15 % 18.
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Por otra parte, el interés actual por la herbolaria, como se conoce a la préctica terapéutica que utiliza
plantas medicinales, continia vigente y tiene gran arraigo en nuestro pais y en otros, debido a una
creciente insatisfaccion hacia la medicina convencional. En esto también influye el aspecto econémico
(precios méas bajos en la herbolaria) y la tendencia, cada vez mas evidente en ciertos sectores de la
poblacion, de reencontrar valores y de adoptar modos de vida mas “naturales” 1° Ademas de ser
significativamente mas barata, la medicina indigena esta localmente disponible y es usualmente mas
facil de aceptar por los pueblos locales.

1.1.2 Perspectivas sobre el uso de las plantas medicinales.

En el mundo crecio el interés por las terapias alternativas y/o complementarias que se utilizan en lugar
de o conjuntamente con la medicina convencional. Es decir, ademas de los farmacos derivados de
plantas que se comercializan a traves de la industria farmacéutica, existe un mercado de hierbas
medicinales que se venden como suplementos dietarios 0 “medicinas naturales o tradicionales” que se
encuentra en expansion. Si bien en muchos paises pobres de Africa y Asia no tienen otra opcion que
usar medicinas naturales, los tratamientos con este tipo de farmacos se han con vertido en una
alternativa en muchos paises ricos.

El conocimiento sobre la medicina tradicional en el tratamiento de enfermedades, es una préctica
empirica que se ha llevado a cabo desde tiempos ancestrales, sin embargo estas practicas han sufrido
profundas transformaciones y los valores que la poblacion tiene en relacion con las plantas, estan
desapareciendo con vertiginosa rapidez.

En la actualidad, el uso de las plantas medicinales disminuye gradualmente, al mismo tiempo que el
conocimiento tradicional se ve afectado por la revolucion cientifica, perdiéndose gran parte del legado
cultural. Este hecho es generado por diversas causas de tipo socioecondmico, que afectan la
continuidad y la reproduccion de los conocimientos tradicionales. Se estima que dentro de las
mayores causas de pérdida cultural en conocimiento tradicional se encuentran la poca valoracion
respecto al uso de las plantas medicinales 0.

1.2. Boldoa purpurascens

1.2.1 Generalidades de Boldoa purpurascens Cav

Boldoa purpurascens, Cavanilles ex Lag. Es conocida cominmente en nuestro pais como nitro blanco
0 toston y se le conoce también con las sinonimias: Boldoa ovatifolia Lag, Cryptocarpus globosus
H.B.K, Salpianthus purpurascens Hook & Arm. 2. Dentro del género abordado existen
aproximadamente siete especies conocidas: Boldoa arenareus, Boldoa lanceolata var. Macrodonta,

Boldoa ovatifolia, Boldoa paniculata, Boldoa repens y Boldoa purpurascens 22,
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1.2.2 Descripcidn botéanica de la especie

Boldoa purpurascens, Cav. ex Lag es una yerba de un metro o poco mas de altura, con tallo erecto,
ramoso y las ramas delgadas, angulosas, lampifias. Hojas alternas, pecioladas, anchamente ovales,
agudas, enteras, con base subtruncada y decurrente en el peciolo; lampifias de color verde claro;
flores verdosas, pequefias, sésiles, conglomerado racemosas. El céliz es fructifero, pubescente,
cuadridentado en el apice. Presenta cuatro estambres, con hipoginos libres, anteras biloculares,
didimas. Los ovarios son ovoideos, sésiles. Los estilos son simples, adelgazandose insensiblemente
hasta terminar en el estigma aleznado, agudo. Aquenio comprimido, apeciolado. Embrién subanular,
endospermo carnoso-farinceo Fruto de 1,5 mm de diametro, semilla negra lustrosa 23. Las hojas de la
planta y los aspectos taxondmicos mas importantes pueden apreciarse en el anexo 1.

1.2.3 Habitat: y Distribucion geografica:

El nitro blanco es una hierba o arbustillo silvestre que crece en terrenos de serpentina y calcareos. En
Cuba florece de diciembre a mayo, las hojas alcanzan su mayor tamafio en los meses de junio y julio y
es abundante en las cercanias de La Habana, Guanabacoa y también cerca de la costa de Jaimanita y
Marianao, de igual forma se encuentra distribuida en otros lugares del pais, entre los cuales podemos
citar la parte norte de Villa Clara. Ademéas se le puede encontrar en paises tales como México,
Venezuela, Nicaragua, Costa Rica y Guatemala. ES una planta poco conocida por la poblacion y
quizas a eso se deba los escasos estudios que posee .

1.2.4 Usos tradicionales y acciones farmacoldgicas

Las hojas de Boldoa purpurascens Cav. (Nitro) se emplean en medicina tradicional en Cuba en forma
de decocciones acuosas para el tratamiento de afecciones renales con buenos resultados 6. Se
reportan usos tradicionales de la planta empleando una dosificacién de dos o tres hojas hervidas en
agua durante 5 minutos suficientes para obtener una taza de cocimiento, el cual puede tomarse varias
veces al dia, sin embargo, no se han desarrollado estudios farmacoldgicos con una administracion
continuada que justifiquen esta forma de uso 23. Estudios recientes mostraron que los extractos de esta
planta poseen elevada actividad diurética ayuda a expulsar célculos, util en las enfermedades de las
vias urinarias 7. La actividad diurética de Boldoa purpurascens Cav tras su administracion oral nica ha
sido comprobada en estudios preclinicos 8. Por definicion los diuréticos son farmacos que estimulan la
excrecion renal de agua y de electrolitos por lo que son utilizados para regular tanto el volumen como
la composicion del medio interno en diferentes afecciones como la hipertension, insuficiencia cardiaca,
sindromes nefroticos, entre otros 0.

Anélogamente, distintos estudios de experimentacion realizados han corroborado otras de las posibles

indicaciones atribuidas a esta planta, como son
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e Actividad antibacteriana ©

e Toxicidad aguda de un extracto acuoso !

e Estudio de la actividad hemolitica 24
1.2.5 Composicién quimica y actividad biol6gica
Se demostré que esta planta presenta en su composicion un predominio de acidos grasos como el
palmitico, el estearico, el oleico, el miristico y el pentadecanoico entre sus metabolitos secundarios,
ademas de poseer triterpenos y esteroides, saponinas, fenoles y/o taninos, flavonoides y grupos
aminos 2. Ademas de poseer estos componentes, el alto contenido de potasio presente en sus
cenizas (1%) pueden ser los responsables de la potente actividad diurética, comparable con la
furosemida 6.
Se comprobd que el extracto acuoso de las hojas de Boldoa purpurascens Cav tiene actividad diurética
similar a la furosemida, pues es capaz de eliminar una orina abundante y diluida; ademés tiende a
conservar los niveles normales de agua y sales en el medio interno 7, comprobandose dicha accién
para nuevos compuestos de tipo flavonoides aislados y caracterizados a partir de este extracto.
De igual forma se evalu6 la actividad antibacteriana de un extracto acuoso al 5; 8; 10 y 20% de las
hojas de Boldoa purpurascens Cav frente a cepas de bacterias de los géneros Escherichia, Klebsiella
y Proteus, obtenidas a partir de urocultivos humanos, no detectandose efecto antimicrobiano del
extracto, ya que en ningdn cultivo mostro halo de inhibicion, a pesar de que el extracto se aplico en
concentracion elevada (20%), mucho mayor a la empleada por la poblacion. Otro tipo de metabolito de
interés que se encuentra en esta especie son las saponinas 6
1.3 Flavonoides
El primer flavonoide fue identificado en 1930 por el premio Nobel de Fisiologia y Medicina Szent-
Gyorgyi, quien aisld de la cascara de limén una sustancia, la citrina, que probd regular la
permeabilidad de los capilares al ser consumida, aunque probablemente la primera vez que se
describié a los flavonoides fue cuando Robert Boyle en 1664 hizo una primera descripcion de los
efectos de los pigmentos de las flores en medio acido y en medio bésico 2.
La busqueda de principios activos dentro de los flavonoides tiene, desde el punto de vista
farmacoldgico, algunas ventajas respecto a otros grupos de compuestos naturales. La mas importante
es la uniformidad de la configuracion quimica de toda la familia, de modo que las relaciones entre
estructura y actividad son mas faciles de establecer. Por otro lado, la disponibilidad de las moléculas
flavonicas y la relativa facilidad de su obtencion por sintesis favorecen la evaluacion de sus

propiedades 27,
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1.3.1 Estructura quimica y Clasificacion

Los flavonoides fueron descubiertos por el premio nobel Szent-Gyorgy, quien en 1930 aislo de la
cascara de limén una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares sanguineos.
Los flavonoides se denominaron en un principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C
(por que se comprobé que algunos flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C). Sin
embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas
denominaciones se abandonaron alrededor de 1950 28,

En las plantas, los flavonoides se encuentran en estado libre o en forma de heterésidos, que es lo mas
frecuente. Estos heterdsidos son generalmente solubles en agua, mientras que sus geninas o
agliconas, parte no azucarada del heterosido lo son sdlo ligeramente. Estructuralmente, los flavonoides
se caracterizan por poseer un esqueleto difenilpropano Ce-C3-Cs, donde los componentes C6 son
anillos aromaticos unidos por tres atomos de carbono que pueden formar o no un tercer anillo pirano o
pirona (anillos A-C). Las distintas clases de flavonoides se diferencian en la concentracion de
saturacion y en los sustituyentes del anillo C (Anexo 2), mientras que los compuestos individuales,
dentro de cada uno de estos grupos, se distinguen por la diferente sustitucion de los anillos A'y B. De
esta forma, se han identificado hasta 4.000 compuestos diferentes & Se pueden distinguir entre
compuestos que poseen un radical cetonico en el heterociclo: flavonas, flavonoles, flavanonas
(dihidroflavonas) y calconas, y los que no lo poseen: flavanoles y antocianidinas. La existencia de un
hidroxilo en posicion 3 es otra caracteristica comin a antocianidinas, flavanoles y flavonoles. Dentro de
cada uno de estos grupos los compuestos se diferencian entre si por los sustituyentes en el anillo B y
por los sustituyentes en los diferentes hidroxilos de la molécula (metilos, azucares y/o &cidos
organicos, mas habitualmente).2°. Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion:
La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi, la presencia de un doble enlace en
posicion 2,3, la presencia de grupos hidroxilo en posicion 3y 5 29-30,

1.3.2 Distribucién y estado natural

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas verdes (especialmente las
angiospermas), y s6lo algunos pocos se han detectado en hongos y algas. Se han encontrado en las
diferentes partes de las plantas, especialmente en las partes aéreas; y se les encuentra en forma libre
(también llamados agliconas flavonoides), como glicosidos (la mayoria de las veces), como sulfatos y
algunas veces como dimeros y polimeros 3% Los glicdsidos pueden ser de dos clases: con los
carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal) es decir como O-glicdsidos;

0 con los carbohidratos ligados a través de enlaces C-C, es decir como C-glicdsidos. De todas estas
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formas naturales, los O-glicésidos son los més comunes de hallar. Las antocianinas por su parte se
encuentran como sales principalmente en flores, frutos y tejidos con coloraciones que van del rojo
hasta el violeta y el azul 77.

La presencia de los flavonoides en la naturaleza y sus potenciales beneficios en la salud humana ha
consitado un creciente interés en su estudio, prueba de ello son las numerosas publicaciones que hay
sobre actividad bioldgica de estos componentes 28,

1.3.3 Propiedades fisicas

En las plantas, los flavonoides se encuentran en estado libre o unido a azlcares formando
heterosidos, que es lo més frecuente, debido a que les confiere mayor estabilidad quimica. Los
azlcares que aparecen unidos con mas frecuencia a las geninas son la D-glucosa, la D-galactosa, la
L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa y el D-acido glucuronico. Pueden aparecer como O-heterdsidos
(con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno) o como C-heterésidos (con los
carbohidratos ligados a través de enlaces C-C). De todas estas formas naturales, los O-glicosidos son
los mas comunes 7.

Las propiedades fisicas dependen de la clase de flavonoide considerado y su forma (libre, glicésido 6
sulfato), Anexo 3 de los patrones. Por ejemplo las flavonas, flavonoles y auronas, debido al sistema
conjugado son compuestos solidos con colores que comprenden desde el amarillo muy tenue hasta el
rojo. Las antocianidinas son de colores rojo intenso, morado, violeta y azul. Las flavanonas y
flavanonoles debido al carbono quiral C-2 presentan el fenémeno de la rotacién dptica. Los glicsidos
son en general solidos amorfos, mientras que las agliconas y los altamente metoxilados son cristalinos
31

La solubilidad depende de la forma en que se encuentren y el nimero y clase de sustituyentes
presentes. Los glicésidos, las antocianidinas y los sulfatos son solubles en agua y alcohol. Las
agliconas flavonoides altamente hidroxiladas son solubles en alcohol (etanol, metanol y n-butanol),
mientras que las poco hidroxiladas lo son en solventes como éter etilico, acetato de etilo y acetona.
Las agliconas flavonoides altamente metoxiladas son solubles en solventes menos polares como el
éter de petréleo y el cloroformo.

Los flavonoides con hidroxilos fendlicos son solubles en soluciones alcalinas, pero algunos altamente
hidroxilados se descomponen por accion de las bases fuertes, un hecho que permite reconocerlos y
diferenciarlos de otros, y que hace afios se utilizd para su elucidacion estructural 3. Los glicésidos
flavonoides son solidos amorfos que se funden con descomposicion, mientras que las

correspondientes agliconas son sdlidos cristalinos.3!

10
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1.3.4 Actividad bioldgica

La importancia del papel que desempefian en la naturaleza ha permitido que hayan permanecido
durante la evolucion, haciendo posible el extraordinario rango de actividades farmacolégicas y
bioguimicas que manifiestan en mamiferos y otros sistemas celulares.

La accion farmacoldgica es también extensa y variada, son bien conocidas sus actividades contra la
fragilidad capilar (bioflavonoides del género Citrus: Rutina y derivados), dilatadoras de las coronarias
(proantocianidinas de Crataegus, Arnica y Gingko), espasmolitica (glicosidos de apigenina),
antihepatoxica (silimarina de Silybum), colerética, estrogeno y diurética 32. La actividad antimicrobiana
de flavonoides prenilados y otros fenoles y la accién fungitéxica de isoflavonas, como las de algunas
especies de Lupinus. Como diurético y antiséptico de las vias urinarias (Boldoa purpurascens, Cav. ex
Lag). Propiedades giardicas de las especies Cuphea pinetorum, Geranium mexicanum, Helianthemum
glomeratum y Rubus coriifolius 7. 33,

1.3.5 Farmacocinética

Los flavonoides son compuestos no lipofilicos y, en adicion, la presencia de los grupos fendlicos tanto
los conjugados sulfatados como los glicosilados, facilitan su eliminacion 27. Antes de ser absorbido un
flavonoide es escindido, dando como resultado, por una parte su aglicona y por otro su glicésido;
teniendo este Gltimo mayor solubilidad en agua, por lo que se absorbe rapidamente. Sin embargo la
aglicona puede tardar hasta tres horas en ser absorbida. Por lo que en promedio las concentraciones
pico de los flavonoides se observa a las 1,75 horas. Consiguen una distribucion homogénea en todos
los tejidos corporales. Incluso logran atravesar la barrera hemato-encefélica; permitiendo mayor paso,
por supuesto, a los flavonoides mas lipofilicos (como la naranjina) y su transportacion hacia los
receptores 34,

Los flavonoides sufren metabolismo de primer paso y sus metabolitos, excretados por la bilis, aunque
se reabsorben ya no tienen funcionalidad, logrando una biodisponibilidad del 1,5% en comparacion con
la administracion intravenosa, es decir; F = 0,015 3. Es intensa la transformacion de los flavonoides,
llevandose a cabo en dos sitios: (1) higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase |,
en las que se adicionan 0 exponen grupos polares; (2) colon, mediante la fase Il de la
biotransformacion, en donde la microbiota intestinal degrada los flavonoides no absorbidos 3435 y son
conjugados con glicina, acido glucurdnico y sulfatados 36

La excrecion se sucede después de que se forman estos conjugados y por dos mecanismos. Los no
solubles en agua se excretan junto con la bilis al duodeno, y los solubles por la via urinaria con la

orina, siendo esta Ultima la excrecion predominante 34. Pero al final lo que importa es la ruta por la cual

11
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se metabolizaron; pues si un flavonoide so6lo es glucuronidado se excretara por via renal (como la
catequina), pero si es metilado y sulfatado sera excretado por la via hepética (como la Quercetina) 3.
1.3.6 Estudios analiticos

Técnicas analiticas empleadas para la determinacion y cuantificacion de flavonoides en plantas
medicinales.

Es conocido que los métodos analiticos, constituyen herramientas imprescindibles para el desarrollo
del control de la calidad, estudios de estabilidad y biofarmacéuticos de los ingredientes activos, y de
las diferentes formas farmacéuticas disefiadas a partir de ellos. En el caso particular de los estudios
analiticos aplicados a los productos farmacéuticos de origen vegetal, se requiere de técnicas muy
especificas y sensibles para su implementacion, debido a la alta complejidad de las muestras; que
presentan gran variedad en sus composiciones y las bajas concentraciones de los metabolitos
presentes 37

Numerosas técnicas analiticas se emplean en la identificacion y caracterizacion estructural de las
variadas estructuras flavonoides presentes en la naturaleza. La combinacion de la cromatografia en
capa delgada, la espectroscopia ultravioleta visible, la resonancia magnética nuclear y la
espectrometria de masa aportan evidencias de incuestionable valor en este sentido. Como
caracteristicas generales de estos compuestos debemos su caracter fendlico y su intensa absorcién en
la region ultravioleta y visible del espectro debido a la presencia de sistemas aromaticos y conjugados
7.

Con el objeto de analizar cualitativa y cuantitativa los flavonoides pueden detectarse en una
cromatografia en capa delgada por el color que desarrollan en el espectro Visible (Vis) o en Ultravioleta
(UV); debido a la relacién que existen entre los colores y la posible estructura del flavonoide. Los
espectros de los flavonoides son determinados usualmente en solucion metandlica. El espectro
tipicamente consiste de dos maximos de absorcion en los rangos de 240-285 nm y 300-550 nm. La
variacion de estos rangos depende del modelo de hidroxilacion y del grado de sustitucion de los
hidroxilos. La reaccion de flavonoides con sales metalicas como el cloruro de aluminio actia como
excelente catalizador para la reaccion de cloracion 32,

Los espectros UV de los flavonoides en metanol presentan bandas caracteristicas debidas a los
sistemas conjugados de los anillos aromaticos. Las flavonas y flavonoles muestran dos bandas
definidas: La banda I, de mayor longitud de onda en el rango 300-390 nm asociada con la
funcionalidad cinamoilo, y la banda Il, entre 250-280 nm debida al anillo aromatico A (funcionalidad

benzoilo), aunque a veces se observan otras bandas de absorcion. La posicion de la banda | depende

12
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del tipo de flavonoide: las flavonas la muestran en 310-350 nm, los flavonoles 3-O-sustituidos en 330-
360 nm, y los flavonoles en 350-385 nm 31,

La técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE) es un método que permite separar en
forma eficiente los flavonoides presentes en los extractos alcohdlicos de la planta estudiada. Un
volumen de la muestra previamente filtrada con un filtro de teflon con el objeto de eliminar las
impurezas solubles en metanol que pudiera dafiar la columna es inyectada a un flujo controlado por
una bomba peristaltica, a temperatura ambiente y con una longitud de onda de deteccion a 330 nm
utilizando un detector UV-visible. La longitud de onda es elegida de acuerdo a los espectros de
absorcion de las muestras y estandares y a la comparacion de las alturas, separaciones y resoluciones
de los picos que permiten una buena identificacion y cuantificacion de los flavonoides en las corridas
cromatogréficas 30,

La cromatografia en fase reversa se caracteriza por tener una columna cromatografica con una fase
estacionaria no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo, y la fase movil es relativamente polar
(agua, metanol, acetonitrilo ). En la fase reversa los componentes mas polares aparecen primero, y un
aumento de la polaridad de la fase movil acorta el tiempo de retencion 38. La interaccion que se
produce es segun la polaridad de los componentes de la muestra; el componente méas polar eluye con

la fase mavil saliendo primero y el componente menos polar eluye al final 3.

Linealidad.

La linealidad es la capacidad del procedimiento analitico para obtener resultados de ensayos que sean
directamente proporcionales a la concentracion de un analito en la muestra dentro de un rango dado.
Se elaboran rectas de calibracion, que abarcaban el ambito de concentraciones necesario para valorar
las muestras por interpolacion. Las diluciones de patron correspondientes para la curva de calibracion
se someten al mismo tratamiento que las muestras experimentales a valorar. Se realiza una regresion
lineal entre las areas del cromatograma obtenidas y las concentraciones tedricas de acuerdo con la
ecuacion 1 38.40,

v =mx+b @)
Donde y area del pico del cromatograma y x a la concentracion de patrén Puede expresarse como la
pendiente de la linea de regresion y su varianza o como el coeficiente de determinacion (r2) y el
coeficiente de correlacion (r).

Este estudio se efectuard sobre muestras que contengan concentraciones crecientes de analito. Se

evaluaran los datos estadisticamente a fin de verificar la linealidad segun se describe a continuacion:
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Coeficiente de correlacion (r): refleja el grado de relacion entre las variables X (concentracion), y la
variable Y (la respuesta), ecuacion 10. Su valor méximo es 1. Si (r) es cercano a 0, el ajuste es pobre y
la relacion es débil, por lo tanto se considera que no existe; si r es cercano a la unidad, entonces el
ajuste es bueno siendo esto un indicativo de una fuerte relacién entre X e Y, es decir, existe correlacion
con una probabilidad elevada.
Eficiencia de una Columna.
Para lograr una buena separacion, ain cuando se tenga un factor de selectividad alto para estos picos
en una columna particular, se deben tener en cuenta los factores que afectan el ancho de un pico para
la separacion cromatografia. Es decir que mientras mayor es la capacidad de la columna de producir
picos mé&s estrechos mayor es su eficiencia.
La anchura de una banda aumenta a medida que se mueve a través de la columna, debido a que
cuanto mas tiempo transcurre mayor es la dispersion que puede tener lugar. Por ello la anchura de la
zona esta relacionada directamente con el tiempo de residencia en la columna, e inversamente con la
velocidad a la que fluye la fase movil 40,
Se utilizan dos términos afines con frecuencia como medida cuantitativa de la eficiencia de una
columna cromatografica: la altura equivalente de plato tedrico o H y el nimero de platos teéricos N.
Los dos estan relacionados por la ecuacion 2.
L Donde L: longitud del relleno de la columna (cm).

H (2)
La eficacia de la columna cromatogréfica aumenta cuando mayor es el nimero de platos, y cuando
menor es la altura de plato. La evaluacion experimental de H y N se puede realizar a partir de la
siguiente ecuacion 3.

Lw? Donde L: longitud de la columna, W: ancho del pico a considerar, tz: tiempo de

- 16t2  retencion.

ty )
N zlﬁ(WJ )

1.4 Absorcién gastrointestinal

El intestino delgado constituye el lugar fundamental para la absorcion de nutrientes y farmacos
administrados por via oral. No obstante, en algunos casos, y en funcion de sus caracteristicas, pueden
absorberse también en el colon y en el estomago 12¢. La absorcion es un proceso farmacocinético que
comprende el ingreso de la molécula de farmaco al organismo, desde su sitio de administracion inicial,

a través de una membrana biiologica, hasta alcanzar la circulacion sistémica.
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1.4.1 Lugares de absorcion del tracto gastrointestinal.

Morfoldgicamente el tracto gastrointestinal se compone de tramos bien diferenciados: esofago,
estomago, intestino delgado, intestino grueso y recto. Aunque la absorcién puede producirse en todos
los tramos, el intestino delgado esta especializado en esta funcion. Las caracteristicas morfolégicas de
la mucosa del intestino delgado corresponden a las funciones altamente especializadas en la
absorcion que realiza. La caracteristica mas sobresaliente son las numerosas estructuras
morfoldgicas, encaminadas a aumentar su superficie, y por tanto, su capacidad de absorcion mediante
difusién pasiva

Asi, destaca la presencia de las modificaciones que se desarrollan a partir de la estructura cilindrica
fundamental 41; Valvulas conniventes o pliegues de Kerkring que se extienden de forma circular en la
superficie de la mucosa, y estan especialmente desarrollados a nivel de duodeno y yeyuno.
Recubriendo la superficie del intestino delgado, se encuentran las vellosidades intestinales que
incrementan el area de absorcion. Cada vellosidad es una proyeccion en forma de dedo de 0,5-1 pm
de longitud. Cada vellosidad intestinal contiene una red de capilares y un vaso linfatico y se encuentra
recubierta de células epiteliales, fundamentalmente de enterocitos con funcién de absorcion de
nutrientes, Anexo 4 42,

Las células del epitelio intestinal presentan uniones estrechas entre ellas, haciendo del epitelio una
barrera defensiva frente a la penetracion de microorganismos e impiden que las proteinas de
transporte, naturalmente presentes en las membranas apical y basolateral del enterocito, migren,
cumpliendo asi una funcion importante en el mantenimiento de la polaridad funcional del enterocito 43.
El epitelio presenta numerosas proteinas transportadoras que son indispensables para la incorporacion
de nutrientes y el mantenimiento de la homeostasis. Estos constituyentes son un punto clave en la
comprension del fenémeno de la absorcion. Por ende, es muy relevante comprender los mecanismos
de transporte de las moléculas de farmacos a través de las membranas bioldgicas, las que constituyen
barreras a su paso a través de las células de los distintos tejidos.

1.4.2 Mecanismos de absorcion

La absorcion de los xenobidticos a través del tracto gastrointestinal se realiza por varios mecanismos
que permiten su entrada al torrente sanguineo 44. La absorcién intestinal de cualquier xenobiético
depende, por una parte de sus caracteristicas fisico-quimicas, de las caracteristicas quimicas y
dinamicas, se esquematiza en el anexo 5. Los mecanismos de absorcion a través de la membrana de
las células que forman el epitelio de la mucosa son basicamente de dos tipos: Difusion pasiva,

Mecanismos especializados de transporte, entre los que se distingue; transporte activo y transporte
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facilitado. La absorcion de cualquier sustancia puede incluir uno de los mecanismos citados o la
combinacion de los mismos como se muestran en anexo 6.

1.4.2a Difusion pasiva

La absorcion por difusion pasiva es el proceso predominante en la absorcion de sustancias. Se
caracteriza por realizarse siempre a favor de gradiente de concentracion y sin consumo de energia.
Engloba dos tipos principales de procesos o rutas:

Ruta transcelular: difusion a través de membranas lipoideas. Consiste en un reparto de las moléculas
de soluto entre el fluido del lumen intestinal y la bicapa lipidica que forma la membrana celular, de tal
modo que las moléculas se desplazan desde la zona donde se encuentran mas concentradas hasta
aquella donde la concentracion es menor.

Ruta paracelular: Paso a través de los poros acuosos de la membrana. Ocurre a través de los poros
acuosos de la membrana y/o los espacios intercelulares, es decir, entre las aberturas que dejan las
uniones entre las células columnares adyacentes. En este caso, la difusion es una funcion inversa del
tamafio molecular del fa&rmaco. En general esta via queda restringida a los solutos de bajo peso
molecular e hidrofilia elevada 45.

1.4.2b Mecanismos especializados de transporte.

Los mecanismos especializados de transporte dependen de la existencia de estructuras, generalmente
proteicas, capaces de transportar el soluto de una cara a otra de la membrana. El transporte se
caracteriza por la unién especifica entre la sustancia y la proteina, cuya translocacion provoca el paso
del compuesto a través de la membrana 4.

Transportadores

Los transportadores de membrana se encuentran en numerosos epitelios; entre ellos la membrana
intestinal, que se caracteriza por gran riqueza y diversidad de los mismos. En concreto, el intestino
delgado presenta numerosas estructuras que actlian como transportadores especificos de sustancias
tales como nutrientes (azlcares, vitaminas, aminoacidos y acidos biliares) y compuestos
estructuralmente relacionados. Estas proteinas portadoras se encuentran en las membranas luminales
ylo basales de los enterocitos y pueden facilitar el paso de sustancias a la zona citosélica o serosa. Por
tanto, pueden condicionar la absorcion o la secrecion de sus sustratos 47

Tipos de transporte especializado

Difusion facilitada

Se denomina también difusién mediada por portadores, ya que aunque se realiza mediante proteinas
especificas de membrana, no requiere consumo de energia metabolica. Las moléculas que no pueden

cruzar la membrana por libre difusion, pueden hacerlo por la accién de proteinas transmembrana
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especificas, que actan como transportadoras. Existen dos tipos de proteinas transportadoras: las
proteinas canales, las cuales una vez abiertas, forman pequefios poros a través de los cuales los iones
de tamafio y carga apropiada pueden cruzar la membrana por difusion libre; y las proteinas portadoras
(carriers) que se unen a moléculas especificas y luego sufren cambios conformacionales abriendo los
canales a través de los cuales las moléculas que van a ser transportadas pueden pasar a travées de la
membrana y ser liberadas luego del otro lado. Los sistemas de cotransporte se pueden clasificar en 42,
e Simporte; transporte simultaneo de dos moléculas en la misma direccion.
e Antiporte; transporte simultaneo de dos moléculas en direcciones opuestas.
Es un proceso répido y presenta una especificidad por el sustrato. Las proteinas transportadoras son a
menudo inducibles y la velocidad de transporte sigue una cinética de Michaelis-Menten 48,
Transporte activo
Se produce de forma unidireccional, en contra de gradiente electroquimico y de concentracion. Es el
transporte neto de un soluto en contra de un gradiente de concentracion, no puede producirse
espontaneamente, sino que requiere una fuente de energia para conducir un soluto a traves de la
membrana celular desde un compartimiento de baja concentracion a uno de alta. ES necesaria la
participacion de proteinas integrales de la membrana. La unidn entre sustrato y transportador es
especifica y dado que existe un nimero determinado de los mismos, el proceso es saturable.
El transporte activo se divide en subtipos, de acuerdo con 42,
(a) La fuente de energia utilizada para producirlo.

e Transporte activo directo; La energia se deriva directamente de la hidrdlisis del trifosfato de
adenosina (ATP).

e Transporte activo indirecto; Transporte facilitado donde la molécula cotransportada pasa a travées
de la membrana a favor de un gradiente de concentracion idnico entre ambos lados.

(b) El sentido del transporte en el lumen intestinal.

e Transporte activo de absorcion; Las proteinas transportan el farmaco a través de la membrana
en sentido lumen-sangre. Las proteinas de la familia MRP actlan de este modo, excepto las
MRP2.

e Transporte de secrecion o efflux; Las proteinas que intervienen impiden el paso del farmaco a
través de la membrana, devolviendo al lumen intestinal las moléculas de farmaco que atraviesan
la membrana del enterocito. Como resultado, la absorcion es menor de la esperada. Las
principales proteinas de membrana implicadas en este tipo de transporte son la Glicoproteina-P y
MRP2.
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1.4.3 Modelos experimentales para el estudio de la absorcion intestinal

La necesidad de profundizar en el conocimiento de los mecanismos de la absorcion y metabolismo de
las sustancias clinicamente activas es un hecho y para ello, lo ideal seria disponer de un instrumento
de trabajo sencillo y rapido, econémico y fiable en cuanto a resultados. Por desgracia, las técnicas
disponibles no siempre gozan de estas caracteristicas; todas ellas presentan ventajas e inconvenientes
que conviene analizar 10a,

Los factores que afectan la absorcion de un farmaco modifican sus pardmetros cinéticos. Por ello, es
indispensable comprender los procesos fisiologicos y moleculares de la absorcion y los factores que
potencialmente pueden modificarlos. Para lograr este objetivo, se debe disponer de modelos con una
capacidad predictiva confiable, que ofrezcan informacién sobre los mecanismos de absorcion, sitios de
Optima absorcion y permitan el estudio de la influencia de los factores fisiopatoldgicos.

En los Gltimos afios se han desarrollado distintas técnicas con el objetivo de modelizar y cuantificar la
transferencia de un principio activo en condiciones experimentales a través de una membrana
bioldgica. A continuacion se detallan algunos de los modelos utilizados “°.

1.4.3 i Métodos in silico

La prediccion in silico incluye los estudios QSPR/QSAR que constituyen enfoques cuantitativos
orientados a encontrar relaciones entre la estructura molecular y las actividades moleculares medidas
o calculadas basado en modelos farmacocinéticos y farmacodinamicos 0.

Dado que los métodos experimentales necesitan que el farmaco esté sintetizado y disponible en
ciertas cantidades para efectuar los estudios, la investigacion orientada hacia el descubrimiento de
nuevas moléculas necesita un cribado inicial. Este cribado se realiza con métodos computacionales (in
silico) que, mediante sistemas informaticos basados generalmente en redes neuronales, predicen la
absorcion intestinal a partir de las estructuras quimicas de los compuestos. Estos sistemas se basan
en la elaboracion de bases de datos que incluyen determinados parametros estructurales, como
solubilidad acuosa, lipofilia o tamafio molecular, que inciden en la absorcién de sustancias para las
cuales ésta es conocida 5.

Posteriormente, se introducen las estructuras quimicas de los farmacos que se desea estudiar para
estimar el parametro de absorcion 52. Un método viable in silico ahorra recursos por facilitar una virtual
seleccion de farmacos candidatos previa a la sintesis 33,

1.4.3 i Métodos in vitro

Son conjunto de experimentos que se realizan y fenémenos que se observan a partir de componentes
biologicos fuera del organismo vivo (células, tejidos, érganos, enzimas etc.). Pues, para investigar

cuantitativamente el metabolismo intestinal de farmaco con tejidos intestinales, los métodos in vitro son
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evidentemente requeridos. El acceso limitado a tejidos de intestino humano afecta la disponibilidad de
un método in vitro altamente eficiente. También en estudios animales, el método in vitro es necesario
para discriminar entre la contribucion de higado y intestino, para estudiar la diferencia regional y
disminuir el numero de animales necesario para experimentacion 5. Se ha usado numerosos métodos
in vitro para estudio de absorcion intestinal. Un factor universal a todos métodos in vitro es el efecto de
factores fisiologicos como velocidad de vaciamiento gastrico, trénsito gastrointestinal, pH
gastrointestinal, que no pueden ser incorporados. El éxito de aplicacion de modelos in vitro para
predecir la absorcion a través la mucosa intestinal depende de cuénto el modelo reproduce las
caracteristicas de epitelio intestinal in vivo. Aunque es dificil desarrollar un sistema Gnico in vitro que
puede simular todas las condiciones existentes en el intestino humano, varios de estos sistemas son
usados en la toma de decisiones en la fase temprana de desarrollo de medicamentos 5. Algunos de
los modelos in vitro que han sido aplicados en el estudio de absorcion intestinal de farmacos;

(@) Membranas artificiales. EI método PAMPA fue introducido en 1998 por Kansy, como un
experimento répido in vitro para estudio de permeacion transcelular. Desde entonces ha ido ganando
un interés considerable en la industria farmacéutica. Actualmente es usado en muchos estudios
farmacéuticos y se ha introducido una version mejorada, la BAMPA 36, El principal objetivo de los
ensayos de permeabilidad en membranas artificiales (PAMPA) es la clasificacion de los compuestos
que se absorben de forma pasiva y fundamentalmente, aquellos que lo hacen por transporte
transcelular. Este método utiliza una capa de fosfolipidos sobre un filtro que actGa como soporte, de
modo que se distinguen dos compartimentos acuosos, que permiten mimetizar la situacion en la que
se produce la difusion pasiva de moléculas pequefias 7.

Por tanto, su principal ventaja es que este sistema permite la realizacion de ensayos mdltiples, debido
a su velocidad, bajo costo y versatilidad, es un complemento particularmente (til a los modelos de
permeabilidad celular.

Por el contrario, la desventaja que presenta es que proporciona una clasificacion sencilla de los solutos
estudiados en baja, media y alta probabilidad de absorcién intestinal.

(b) Fracciones subcelulares. Uno de los métodos para estudiar los mecanismos de transporte de los
compuestos que se absorben a través de la via transcelular son las fracciones subcelulares, como las
BBMV o BLMV 38, En ocasiones, se han realizado estudios utilizando preparaciones simultaneas de
BBMV y BLMV.

Estas vesiculas se preparan a partir de diversos tejidos, por homogeneizacion y sedimentacion
diferencial de los mismos (producida generalmente por centrifugacion en gradiente de densidad y

precipitacion diferencial) y posterior fraccionamiento. En el caso de BLMV se lleva a cabo, ademas, un
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subfraccionamiento. Finalmente se caracterizan los transportadores de membrana mediante
marcadores enzimaticos 58. Los tejidos utilizados para la preparacion de estas vesiculas proceden del
hombre o, mas frecuentemente, de especies animales como la rata, el raton y el cerdo.

Estas técnicas estudian los mecanismos de transporte de los solutos y su localizacion en la vesicula.
El soluto puede transportarse hacia el espacio intravesicular o disolverse en la membrana lipidica. Sin
embargo, las fracciones subcelulares pueden no ser (tiles para el estudio de la absorcion oral, ya que
la extrapolacion de la magnitud y la velocidad de absorcion obtenidas en este sistema a un sistema in
vivo resulta muy dificil. Por otra parte, en el proceso de aislamiento, la membrana y sus portadores
pueden resultar parcialmente dafiados.

(c) Tejidos aislados. Los tejidos aislados que se utilizan para la realizacion de estudios de
permeabilidad de farmacos se obtienen generalmente de animales, si bien, en ocasiones, se emplean
tejidos humanos. Existen dos grandes tipos de sistemas experimentales que se basan en ellos:
camaras de difusion y saco intestinal aislado.

Las camaras de difusion son modelos de absorcion que cuantifican el flujo transepitelial de farmacos
a través del tejido epitelial intacto. EI segmento intestinal que se somete a estudio se aisla y secciona
convenientemente con el fin de obtener capas planas de tejido. Estas se disponen posteriormente
sobre las células de difusion estandar, disponible comercialmente, que se rellenan con un tampon
adecuado que simula los fluidos extracelulares .

Este sistema experimental es muy versatil y permite la cuantificacion de la permeabilidad de un tejido,
el transporte intestinal paracelular y transcelular, la secrecion intestinal y la influencia del metabolismo
intestinal en la biodisponibilidad de un farmaco €. Actualmente se estan usando 2 versiones, que
difiere en el tamafio de muestra de tejido. La cantidad de tejido necesaria varia de 3,8 — 5,0 mm? para
la primera version pequefia y 0,65 — 1,78 cm? para la segunda. Hasta ahora se han usado las cdmaras
pequefias (rango de mm2) para estudio de absorcidn y son muy prometedoras en vista de escaso
biodisponibilidad de intestino humano 54.

La ventaja principal de la camara es la posibilidad de estudiar el transporte bidireccional y metabolismo
en locaciones especifico de intestino.

La limitacion importante de la técnica es que el rendimiento del estudio de absorcion es por definicion
una subestimacion, debido que no hay un flujo sanguineo intacto y los compuestos deben atravesar
todas las capas del intestino para llegar a la camara serosal, pero este aspecto varia dependiendo del
farmaco %4,

El método de saco intestinal aislado de rata fue descrito por primera vez por Wilson y Wiseman en

1954 como modelo para el estudio de la absorcion de azlcares y aminoacidos 54. Se emplea la técnica
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en la realizacion de estudios de acumulacion de fa&rmacos en segmentos intestinales completos. Para
ello, los segmentos intestinales se dividen en pequefias secciones a modo de anillos. Estos se
incuban, en tampones oxigenados que contienen el farmaco problema, en condiciones de agitacion y
temperatura controladas. El periodo de diseccion incluyendo preparaciones no deben exceder 8
minutos y el tejido debe ser conservados en una solucion de buffer oxigenado todo el tiempo. Como
buffers se usan KHB, KRB, medios TC 199, etc. El pH usualmente oscila entre 7,2- 7,4. Bajo
condiciones Optimos el saco intestinal es viable hasta aproximadamente 120 minutos 62,
Dependiendo de la direccién del transporte de farmaco a estudiar, basal-apical o bien apical-basal, se
trabaja con segmentos intestinales evertidos o no evertidos respectivamente (Anexo 7). En el caso del
estudio de la permeabilidad de fArmaco en la direccién basal-apical, el segmento intestinal es evertido
con la ayuda de una varilla de vidrio y posteriormente atado en ambos extremos.
El sistema de sacos intestinales permiten el estudio de las limitaciones a la absorcion intestinal de un
farmaco debido a su solubilidad, la evaluacién de la conversién de un profarmaco en farmaco por la
accion del tejido intestinal, asi como la discriminacion de los mecanismos de absorcion de farmacos en
transporte pasivo 0 activo %,
Si bien una ventaja del modelo es que estan presentes todos los tipos celulares que pueden participar
o modificar la absorcion del farmaco, el modelo presenta ciertas limitaciones. Una de ellas, que afecta
especialmente el estudio de aquellos farmacos propensos a la union a proteinas musculares, es la
presencia de la capa muscular que no se remueve de la preparacion. Por ello, su transporte se vera
sometido a un error por defecto. Ademas, el modelo no refleja de manera fidedigna la barrera intestinal
ya que los compuestos estudiados se transfieren desde el lumen intestinal hacia la lamina propia, sitio
de localizacion de los vasos sanguineos, y a través de la muscularis mucosae 12¢.59,
Otro inconveniente es que al trabajar con un segmento aislado, se pierde el componente fisiolégico
correspondiente al flujo sanguineo que irriga al intestino y que arrastra el farmaco absorbido,
manteniendo el gradiente de concentracion del farmaco desde el lumen intestinal hacia la cara serosal
intestinal y la integridad del tejido dura poco tiempo. Sus usos son;

e Estudiar y caracterizar el mecanismo de transporte de farmaco en el sistema bioldgico elegido.

e Determinar la correlacion entre la estructura quimica base de una molécula y el mecanismo de

absorcion.
e Evaluar la influencia de proteinas de transporte tales como la glicoproteina-P sobre la

transferencia de un farmaco en estudio.
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e Estimar la incidencia de excipientes o principios activos administrados de manera conjunta sobre
la biodisponibilidad.
e Estimar el metabolismo de primer paso a nivel del epitelio intestinal.
e Caracterizar los factores fisioldgicos que pueden modificar la absorcion (pH, ayuno,
secreciones).

(d) Modelos celulares. Dentro de los métodos in vitro encontramos los procedimientos que utilizan
células intestinales aisladas y cultivadas que estan limitados a estudios de acumulo de farmaco en el
interior de las células mas que a estudios de transporte. La principal dificultad de trabajo con estas
células (generalmente enterocitos) es que estan altamente polarizados bioguimicamente,
morfolégicamente y funcionalmente 62,
Las zonas apical y basolateral de la membrana son esencialmente diferentes. Las células en
suspension rapidamente se fusionan y despolarizan, perdiendo de esta forma la diferenciacion entre
las zonas antes mencionadas. Siempre que se mantenga la polaridad y se formen uniones
intercelulares ajustadas, estas células seran representativas de la funcion de barrera que realiza el
tracto intestinal 89, pero no se consigue con células aisladas. Asi pues, el sistema in vitro consistente
en una monocapa de células del epitelio intestinal, similares a las que se encuentran en el intestino
delgado, con la polarizaciéon descrita, es el mas adecuado para realizar estudios de transporte y
metabolismo.
Se han realizado numerosos intentos para reproducir la barrera intestinal, pero no siempre se han
obtenido resultados satisfactorios porque las células del epitelio intestinal en cultivo no mantienen las
caracteristicas morfologicas y bioldgicas deseadas. Sin embargo, los resultados han sido satisfactorios
con determinadas lineas celulares transformadas 63. Las células Caco-2 monocapa y células MDCK
son las que se han estudiado de forma mas minuciosa por presentar, de forma espontanea, mayor
diferenciacion 64,
Linea celular Caco-2. Las células del epitelio gastrointestinal humano no pueden utilizarse
directamente para la realizacion de estos estudios puesto que se obtienen facilmente, pero no son
susceptibles de formar monocapas celulares, imprescindibles para realizar ensayos de absorcion.
Como alternativa se utilizan células humanas procedentes de cancer de colon (células Caco-2). Estas
células dan lugar a monocapas celulares y presentan caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas
similares a las de los enterocitos maduros diferenciados, y algunas diferencias puntuales. Por ello
constituyen un buen modelo, especialmente para xenobidticos susceptibles de absorberse unicamente

por difusion pasiva. De hecho, se ha demostrado la existencia de una excelente correlacion entre los
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coeficientes de permeabilidad en células Caco-2 y la biodisponibilidad oral en humanos de este tipo de
farmacos 62,65,
Las ventajas que presentan los cultivos celulares frente a los modelos de absorcion convencionales

son;

La répida determinacion de la permeabilidad y metabolismo de los farmacos

El estudio de los mecanismos de absorcion bajo condiciones controladas

La evaluacion rapida de métodos que mejoren la absorcion de farmacos

La realizacion de estudios con lineas celulares humanas

e Minimizar la experimentacion animal
Actualmente, las monocapas de células Caco-2 cultivadas en filtros permeables se utilizan para la
realizacion de estudios de transporte transepitelial de numerosos farmacos y nutrientes. En muchos
casos es posible investigar si un farmaco es transportado de forma activa o pasiva a traves del epitelio
intestinal y, si el transporte es activo, permite identificar el portador mas importante 6566,
Es la unica linea celular capaz de diferenciarse morfolégicamente y funcionalmente a células con gran
similitud a enterocitos, de manera espontanea 5. Este tipo de células presentan uniones estrechas
(tight junctions) ademas de una clara polarizacion (cara apical y basal). En la cara apical muestran el
borde en cepillo.
Otra caracteristica importante que asemeja esta linea celular a la membrana intestinal es la existencia
de muchas de las enzimas del borde en cepillo como hidrolasas (aminopeptidasa-N, fosfatasa alcalina,
olipeptidilpeptidasa IV, sacarosa-isomaltasa, lactasa) y enzimas de fase Ill como la Glicoproteina-P y
otros sistemas de transporte especializado para aminoacidos, dipéptidos, vitaminas y citostaticos.
Asimismo, la membrana basolateral esta asociada a actividad ATP-asa dependiente de sodio-potasio y
a receptores hormonales. También se encuentran enzimas intracelulares, tanto de fase | (oxidacion),
como las CYP, incluida la CYP3A, y de fase Il (conjugacion), como la glutation S-transferasa y
sulfotransferasa .
El primer estudio en el que se establecié una correlacion entre el coeficiente de permeabilidad obtenido
en monocapas Caco-2 y la fraccion de farmaco absorbida después de su administracion oral en
humanos, sugeria que estas monocapas podrian utilizarse para identificar farmacos con posibles
problemas a nivel de absorcion.
Estudios mas recientes indican que este modelo in vitro permite clasificar la permeabilidad de los
farmacos de forma similar a otros modelos de absorcidn mas complejos, como los tejidos intestinales

aislados o los modelos de perfusion in situ 54,
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Linea celular MDCK. Las MDCK son la linea celular epitelial mas estudiada con respecto a su
genética, composicion lipidica, expresion de proteinas y otros pardmetros. Mas recientemente, las
MDCK comenzaron a usarse en estudios de transporte celular. Esta linea celular fue establecida en los
afios 50. Existen dos subclones. El tipo I, con unos valores de TEER sobre los 4000 Q cm?2 y el tipo I
que posee unas medidas de TEER alrededor de 200 a 300 Q cm2. Para los ensayos de transporte se
usan las MDCK tipo II.

Las células MDCK tipo Il fueron transfectadas con el gen mdr-1, que codifica a la P-gp, creando asi
una nueva linea celular denominada MDCK-MDRL. El éxito de este hecho reside en la construccion de
una herramienta para el estudio de sustratos e inhibidores potenciales de la P-gp. Las MDCK-MDR1
presentan una curva de crecimiento similar a las MDCK, bajo idénticas condiciones de crecimiento.
Presentan unas medidas de TEER superiores a 1000 Q cm2, con una fluctuacion méxima de 10000 Q
cm2, Como consecuencia de la transfeccion con el gen mdr-1, las MDCK-MDR1 expresan grandes
cantidades de P-gp ©7.

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER), es un indicador de la confluencia celular y de la
integridad de la monocapa, asi como de la formacion de uniones estrechas entre las células, también
se emplea para controlar si las células se encuentran polarizadas midiendo la resistencia entre el
compartimiento apical y el baso lateral de los pocillos bicamerales, ya que esta aumenta cuando el
cultivo en monocapa se encuentra polarizado . Su valor se determina con un micropolimetro, que
mide el potencial de membrana y la resistencia de las células epiteliales en cultivo.

Estudios mas recientes, en los que se utilizo intestino de ratones knok out para el gen mdrla, han
demostrado variaciones region-dependiente en la actividad de los transportadores celulares tanto en
intestino delgado como grueso, con picos de mayor actividad en intestino delgado 9. Estos resultados
concuerdan con estudios in vitro realizados en intestino de rata donde la mayor actividad de P-gp se
observd en ileon, con menores niveles de actividad en el resto de los segmentos intestinales 7.

1.4.3 iii Métodos in situ

Experimento que se realiza exactamente en el sitio anatémico del animal donde ha de observarse el
resultado esperado, por lo general implica la manipulacion quirGrgica del animal. En el animal
anestesiado, un segmento intestinal es canulado y perfundido en una solucién de farmaco en estudio.
Este método evita el contacto del farmaco con los componentes acidos del estomago, permiten el
estudio de la transferencia de farmaco a través de un segmento del tracto gastrointestinal en particular
y como se trabaja con el animal entero, se trabaja en presencia de todos los factores fisiologicos que

pueden influir sobre el pasaje del farmaco ej. flujo sanguineo 5.
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La técnica de perfusion in situ en rata, como revisado por Olavi &, los estudios de perfusion en
Organos aislados se consideran técnicas intermedias entre los estudios in vivo y los ensayos con
tejidos aislados. Estos estudios se realizan, en la mayoria de los casos, en animal de experimentacion,
pero también se han realizado estudios similares en humanos 7. Los 6rganos en estudio deben
aislarse de los tejidos periféricos. Este aislamiento no es necesariamente fisico, ya que es importante
mantener una buena vascularizacién del drgano. Entre las técnicas de perfusion intestinal mas
utilizadas destaca el método de paso Unico sin recirculacion (single pass) y el método de Doluisio
(closed loop) %4.

En el método de paso Unico (con recirculacion), en anexo 8. El intestino delgado o segmento de interés
se perfunde a velocidad controlada con la solucion medicamentosa. De esta forma el sistema permite
el control de la concentracion del farmaco, el pH, la osmolaridad y la velocidad de entrada del mismo.
El calculo de la permeabilidad se realiza por medida de la desaparicion del farmaco del lumen
intestinal, en estado estacionario 72.

En el método de Doluisio (sin recirculacion), en anexo 9. La solucion a ensayar se mantiene en el
segmento intestinal del cual se toman muestras para observar la desaparicion del farmaco.

1.4.3 iv Métodos in vivo

Son un conjunto de experimentos que se realizan y fenémenos que se observan directamente sobre
animal intacto vivo. Las técnicas de perfusion intestinal son utilizadas para estudiar los mecanismos de
absorcion y secrecion, como asi también para determinar la influencia del vaciado gastrico sobre la
absorcion en el hombre. La técnica consiste en perfundir un segmento intestinal humano con una
solucion del farmaco en estudio, utilizando una sonda con la que se llega al segmento del tracto a
estudiar 64, La diferencia de concentracion del farmaco entre la solucién perfundida y el que abandona
el segmento en el perfusato, refleja la cantidad de farmaco absorbida y/o metabolizada.

Este método permite investigar de manera precisa el proceso de absorcién en el hombre, pero sus
principales desventajas son la imposibilidad de separar las variables que limitan el proceso de
absorcion, y la de trabajar con voluntarios, con la limitaciones éticas que esto implica.

1.4.4 Métodos de estudio de la permeabilidad intestinal

Los métodos de estudios se enfocan desde perspectivas distintas, que se combinan para conseguir la
méxima informacion acerca de la absorcion del farmaco, donde se expresan, en cuanta proporcion lo
hacen, como actuan, qué farmacos son sustratos de ellos, etc.

La permeabilidad es uno de los factores que afectan la absorcion intestinal de los farmacos, siendo su
determinacion el objeto de los modelos experimentales desarrollados por muchos investigadores. Por

ello, los modelos predictivos de la absorcion intestinal de los farmacos son importantes en las etapas
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tempranas del desarrollo de medicamentos para acelerar la identificacion de compuestos
prometedores 10,

Célculo de la permeabilidad

El ensayo debe realizarse en condiciones de minima concentracion, condiciones sumidero o de
gradiente maximo ("sink"), de modo que la concentracion de farmaco en el compartimento receptor a
tiempo t no rebase nunca el 10% de la concentracion inicial en el compartimento dador. El proceso
puede tratarse como una difusion pasiva. De esta forma el proceso puede describirse mediante la

ecuacion 1. (Condiciones sink). 9.51a.73,

Qo Vv @
= — i —
PP dr A C[J

En la que Papp en (cm/s), dQ/dt (ug/mL- s) representa la velocidad de cantidad permeada por unidad
de tiempo calculada a partir de linea de regresion de los puntos de tiempo, V (cm3) el volumen de
solucion en compartimiento receptor, A (cm?) el area disponible para la permeacion [0,18 cm como
radio] y Co (ug/mL), la concentracion inicial del farmaco en el compartimiento donador en el t= 0

minuto, 51a 72,
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Equipos y reactivos

Equipamiento:

Desionizador de agua ultra pura: D7033 serie IT-13. pais

Balanza Analitica Digital: Sartorius, BS 124S Max- 120 g, d = 0,1 mg.
Instrumento de cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE): Agilent 1100 series
pH-metro: modelo PHSJ-4A.

Agitador magnético: modelo MS01.

Bafio termostatizado: Modelo ED. JULABO Labortechnik GmbH 77960

Oxigenador

Instrumental:

Instrumental quirGrgico: Tijera de Mayo; pinza de diseccion; pinza Michel; hilos de suturas;
valvulas de 3 pasos; sistema de tuberia;

Micropipetas: RONTAI (0,5-10; 5-50,100-1000pL).

Filtros de membranas MILLIPORE 0,45 pum de didmetro del poro

Jeringuilla de pléstico marcade 1y 2,5 mL.

Tubos eppendorf marca de 1,5 M.

Cristaleria apta para uso en el laboratorio.

Reactivos

Rutina ACROS ORGANICS calidad analitica o reactivo quimico, pais.

Quercetina ACROS ORGANICS

Flavonoides aislados de Boldoa purpurascens Cav, generosamente donado por laboratorio de
Quimica farmaceéutica, obtenidos segun 7

Agua desionizada

Metanol para andlisis: EMSURE®, ACS, ISO, Reag. Ph Eur.

Metanol para CLAE en gradiente: Scharlau UN 1230.

Dimetilsulfoxido UNI- CHEM

Hidréxido de sodio (NaOH) (1 %) Merck,

Acido clorhidrico (HCI) (1 %)

Acido fosforico (HsPO4) al 0,1% UNI- CHEM
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e Cloruro de sodio, (NaCl) UNI-CHEM

e Cloruro de potasio (KCI) UNI- CHEM

e Sulfato de magnesio (MgSO4 7H,0) UNI- CHEM

e Dihidrogeno fosfato de potasio (KH2PO4) RIEDEL -DE HAEN
e Hidrogeno carbonato de sodio (NaHCOs) UNI- CHEM

e Cloruro de calcio hidratado (CaCl> 2H.0) UNI- CHEM

e Glucosa (CeH120s) UNI- CHEM

e Etanol absoluto, UNI-CHEM

e Diazepam, QUIMEFA

e Ketamina, QUIMEFA

2.2 Condiciones experimentales
Animales de experimentacion:

Se emplearon ratas macho, raza Wistar, con rango de peso 304 * 6g, procedentes de la Unidad de
Toxicologia Experimental (UTEX), Instituto Superior de Ciencias Médicas de Villa Clara. Recibieron
alimento concentrado y agua potable apta para consumo ab libitum y en perfectas condiciones de
higiene y climatizacion. Los animales fueron mantenidos en condiciones experimentales controladas
con una temperatura de 27+£2°C, humedad relativa de 60+5% y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.
Se alojaron en jaulas de polietileno con rejilla metalica a razon de 5 animales por jaula. La alimentacion

se les retird 12-16 horas antes de iniciar el experimento.

Consideraciones éticas:

Se respetaron los principios éticos que rigen la experimentacion animal, garantizando el bienestar y la
proteccion de los mismos, tanto por la sensibilidad humana ante el sufrimiento animal, como por
garantizar la validez de los resultados obtenidos, cumpliéndose con las Normas de Bioética y

Bioseguridad establecidas.

2.2 Determinacion de parametros de desempefio de la técnica analitica por cromatografia
liquida de alta eficacia (CLAE)

2.2.1. Establecimiento de los pardmetros cromatograficos.

El método analitico empleado para este trabajo se adecud a partir de la técnica reportada por Willy y
col 74, utilizando las condiciones operacionales que se describen en la tabla 4. Se realiz6 el analisis del
comportamiento cromatografico de una disolucién patron de Rutina y Quercetina a una concentracion
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de 25 pg/mL, disuelto en una mezcla de MeOH:HsPO4 0,1% (60:40), simulando la fase movil del
sistema

Tabla 1: Condiciones cromatograficas

Columna cromatografica RP-18 Agilent Eclipse XDB-C18,

La fase estacionaria didmetro: 5 um, longitud: 4.6x150 mm

La fase mavil MeOH:H3PO4 0,1 % (60:40).
Longitud de onda 258 nm
Volumen de inyeccion 20 UL

Temperatura de la columna | 25 °C

Flujo 0,8 mL/min
Tiempo de | Rutina 2,7+0,5min
reencion | Quercetina | 4,7 0,5 min

Para de determinacién de la eficacia de la columna se calculé el numero de platos tedricos

2
{N = 16(t—Rj j y la altura de los platos (H = Lj
w N

2.2.2 Ensayo de linealidad

Se peso con exactitud en una balanza analitica, alrededor de 0,1 g de flavonoide (Quercetina y Rutina,
respectivamente), que se disolvio en 1 mL de Dimetilsulfoxido de calidad analitica en un matraz
aforado de 10 mL, el volumen se completd con KRB obteniéndose asi una disolucion de concentracion
0,01 g/mL (Disolucién madre). A partir de la disolucién madre, se prepararon disoluciones en un matraz
aforado de 10 mL, completando el volumen con solucion nutricia KRB, a las siguientes
concentraciones: 0,25; 0,5; 1,5; 2,5; 1; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 20; 25; pg/mL para la Quercetina y para la

Rutina.

Posteriormente, 1mL de cada una de las disoluciones patrones fueron transferidas a un tubo de

eppendorff, que contenia igual cantidad de metanol, calidad analitica, se agitaron y filtraron.

De las diluciones asi obtenidas se inyect6 un volumen de 20 L, en el CLAE, empleando la fase movil
anteriormente mencionada, con un flujo de 0.8 mL/min. La deteccion se realiz6 a longitud de onda de
258 nm. Este ensayo se repitio hasta obtener dos curvas de calibracion, una vez determinada el ABC

de cada una de las disoluciones de concentracion conocida 74.
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2.3 Procedimiento experimental de ensayos de absorcion in vitro

2.3.1 Preparacion de las disoluciones de estudio

Se peso6 con exactitud en una balanza analitica, alrededor de 0,1 g del flavonoide (Quercetina y Rutina,
respectivamente) que se disolvié en 1 mL de Dimetilsulféxido de calidad analitica en un matraz aforado
de 10 mL, obteniéndose asi una disolucion de concentracion 0,01 g/mL (Disolucion madre). A partir de
la disolucién madre, se prepar6 una disolucion de 25, 50 y 100 pg/mL de Quercetina, 25, 50 pg/mL de
Rutina y 50 pg/mL de extracto de Boldoa puerpurascens Cav en un matraz aforado de 10 mL, con
solucion nutricia KRB.

2.3.2 Ensayos de absorcién de saco intestinal

Obtencion e incubacion de los sacos 51a. 75,

Primeramente se prepard la disolucion nutricia Krebs Ringer Buffer, cuya composicion se describe en
la tabla 2.

Tabla 2: Composicidn de la disolucion nutricia KRB:

Componentes Masa molecular (g/mol) | g/1000 mL | Concentracion (mM)
NaCl 58,55 6,89 117,84

KCI 74,55 0,35 4,69
MgSQs - 7H20 246,51 0,29 1,19
KH2PO4 136,09 0,16 1,17
NaHCO3 84,01 2,10 25,00

CaClz - 2H.0 147,10 0,28 1,90
Glucosa (CeH120s) 180,18 1,99 11,09

Para su elaboracion, se pesaron los componentes por separado en una balanza analitica y se
afiadieron los mismos a un matraz aforado de 1000 mL, que contenia 500 mL de agua desionizada, en
el orden siguiente: NaCl, KCI, MgSOs ¢ 7H,0, KH.PO4, NaHCO3, una vez bien disuelto con agitacion
magnética, se adicion6 CaCl, ¢ 2H,0 y Glucosa. Posteriormente, se completé el volumen a 1000 mL
con agua ultra pura. Se ajust6 el pH a 7,4 y después de 10 minutos se controlé nuevamente el pH.

Antes del ensayo, la solucidn nutricia se coloc6 en un bafio termostatizado a 37,5° C y se oxigend,
durante un tiempo de 15 a 30 min. Ademas, se transfirieron 300 L de metanol calidad analitica a

tubos eppendorf con vistas a adicionar las muestras obtenidas.
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A continuacion se pesd la rata Wistar, macho, en ayunas por 16 horas y se anestesid con una mezcla
de Ketamina (75 mg/kg) y Diazepam (5 mg/kg) por via intraperitoneal. Para comprobar el efecto
anestésico se presiond con una pinza en las extremidades traseras y los 0jos.

Una vez anestesiada, se procedio a la fijacion de la rata a la tabla de diseccion y se limpié el abdomen
con etanol al 70 %. Posteriormente se realiz6 una incision en la linea media abdominal para exponer el
intestino delgado y se extrajo cada parte del intestino delgado, cortando tres segmentos de 10 cm, de
forma progresiva.

El segmento intestinal extraido se coloco rapidamente en una placa de Petri conteniendo KRB
termostatizado a 37,5° C y burbujeado con aire del ambiente. Se lavo el interior del saco suavemente
con Krebs termostatizado y aireado hasta observar limpido el liquido efluente. Luego, el Krebs del
interior del saco intestinal se elimind por inyeccion de aire.

Posteriormente se ligd un extremo del segmento intestinal, se rellend el mismo con 1 mL de la
disolucién de flavonoides a estudiar, con una jeringuilla plastica de 2 mL. A continuacién, se lig6 el otro
extremo, y se lavo exteriormente con KRB a 37,5°C. El saco elaborado se trasfirio a un tubo de ensayo
conteniendo 15 mL de KRB, oxigenado con aire del ambiente, incubado a 37,5° C.

Los sacos se preparan de forma paulatina, hasta obtener tres de ellos.

Dado que la rata anestesiada siguié viva se la aplico la eutanasia por medio de una dislocacion
cervical considerado este un paso critico desde el punto de vista bioético.

Se extrajeron 300 uL del compartimento receptor (disolucion del tubo de ensayo) sin tocar el saco
intestinal a tiempo 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 minutos. Esta muestra se transfirio a los
tubos eppendorf que contienen 300 pL de metanol, anteriormente preparados.

Se cuantificé la concentracion de flavonoide en las muestras mediante la técnica de CLAE, mediante la
inyeccion cromatografica de 20 pL, previa filtracion con filtros de membrana de 0,45 pum de didmetro

del poro.

2.3.2.a. Ensayos de absorcion de saco intestinal para flavonoides patrones

Se desarrollé el ensayo anteriormente descrito para el estudio de disoluciones de Quercetina a
concentraciones: 25, 50 y 100 pg/mL, respectivamente, y de disoluciones de Rutina a concentraciones
de 25y 50 pg/mL, respectivamente.

Se realizaron tres réplicas de este experimento para cada una de las concentraciones de flavonoide.
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2.3.2.b. Ensayos de absorcion de saco intestinal para flavonoides presentes en extracto
alcoholico de la Boldoa purpurascens Cav.

Se desarroll6 el ensayo anteriormente descrito para el estudio de transporte intestinal in vitro de
Quercetina y Rutina, a partir de un extracto alcohélico de hojas de Boldoa purpurascens Cav. Para la
elaboracion de la disolucion de estudio, se cuantifico la cantidad de flavonoides presente en el
extracto, en base a Quercetina, correspondiente a 1,2 mg/mL, a partir del cual se prepar6 una
disolucién de 50 pg/mL en un matraz de 10 mL con |a adicion de la cantidad necesaria de KRB.

Se realizaron tres réplicas de este experimento..

Determinacion de coeficiente de permeabilidad
Se realizo la representacion gréfica de la concentracion de flavonoide en la disolucion receptora de los
sacos en funcion del tiempo de incubacion. Para el andlisis de los datos se aplicd un modelo de

regresion lineal, a partir del cual se calcul6 el Papp, empleando la ecuacion 1.

o Vv
= — ¥ —
PP df A C[J

2.4 Tratamiento de los resultados

El procesamiento de los resultados se realizé utilizando las posibilidades de célculo estadistico del
Microsoft Office Excel 76.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evaluacion de las técnicas analiticas

Para la cuantificacion del flavonoides en muestras bioldgicas se han empleado diferentes métodos
analiticos, por ejemplo la determinacion espectrofotométrica, pero sus resultados han sido poco
satisfactorios y algunos autores "’consideran que estas técnicas no son lo suficientemente especificas
para estudiar la farmacocinética y biodisponibilidad de este farmaco debido a interferencias
espectrales. Otros autores reportan que la cromatografia de gases tiene la sensibilidad analitica
adecuada, pero presenta problemas debido a la presencia de productos de descomposicion por las
altas temperaturas a la que se opera. CLAE parece ser el método analitico que ofrece una
determinacién mas precisa, considerandose el método de referencia 78, pues permite cuantificar con
precision y exactitud los niveles tras su administracion, ademas puede ser de gran utilidad en los
ensayos clinicos desarrollados en humanos debido a su elevada sensibilidad ( 74 7. La determinacion
de algunos parametros de desempefio, exigida como parte integral del estudio, permite establecer el

grado de confianza y la actitud del procedimiento analitico para el uso en estudios biofarmacéuticos.

Establecimiento de los pardmetros cromatogréficos para la determinacion de flavonoides por
CLAE.

Para la definicion de las condiciones cromatograficas a utilizar en nuestro trabajo se tuvieron en cuenta
los estudios publicados en mltiples trabajos cientificos, sobre la determinacién de Rutina y Quercetina
tales como el reportado por 74 donde se emplea una columna C-18 de 250 x 4,6 mm, 0,5 ym, fase
mavil compuesta por HsPO4 0,1% en metanol y H3PO4 0,1% en agua en proporcion 40:60 viv, flujo 1,2
mL/min, volumen de inyeccion 20 pL y una longitud de onda 258 nm. Por otra parte, también se hacen
referencias a las técnicas que emplean: columna C-18 de 150 x 2,1 mm, 3,5 ym, fase movil compuesta
por metanol:acetonitrilo:agua (40:15:45) con un flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccion 10 pL a una
longitud de onda 257 nm y una temperatura de 45°C 80; columna C-18 150 x 4,6 mm, 0,5 ym con una
fase movil consistiendo de 0,5% de &cido formico :acetonitrilo (70:30 v/v), a una temperatura de 45°C,
volumen de inyeccion 50 uL , flujo de 0,9 mL/min a temperatura ambiente con la deteccion a 340 nm 81

entre otros.

Existe coincidencia en que se deben emplear columna de fase reversa (C18), deteccion a 257-340 nm,
una temperatura ambiente (25-45° C), volumen de inyeccion 20 pL. y la fase movil debe estar
constituida por un disolvente organico polar (acetonitrilo, metanol) y una solucién acuosa acida a

diferentes proporciones, para prevenir la formacion de picos asimétricos en el cromatograma.
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Teniendo en cuenta lo reportado por 7 adecuamos estos parametros, en funcion de nuestras
condiciones de trabajo, para lo cual utilizamos una columna RP-18 de longitud 15 cm y escogimos
como fase mdvil una mezcla de MeOH:H3sPO4 0,1 % en una proporcion de 60:40, a flujo de 0,8 mL/min,

manteniendo los demas parametros cromatogréficos.
Partiendo de estas nuevas condiciones se realizaron todos los experimentos.

Primeramente se realiz6 la inyeccion cromatografica de una disolucion patron de Quercetina y Rutina
de 25 pg/mL en MeOH:HsPO4 0,1 % (60:40). Como se puede observar en el cromatograma obtenido
(Figura 1), el tiempo de retencion (tr) fue de 2,5 min para la Rutina y 4,8 para la Quercetina, en
contraste con los tr obtenidos por Willy 74, de 3,2 min para la Rutina y de 6,5 min para la Quercetina.
Consideramos que esta diferencia estd determinada por la modificacion en la velocidad de flujo

empleada por nuestro grupo de investigacion (0,8 mL/min). Ambos picos presentan buena simetria.
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Figura 1: Cromatograma correspondiente al patrén Quercetina y Rutina, concentracion de 30 pg/mL,
disuelto en Fase Mavil. Método CLAE con fase movil MeOH:HzPO4 0,1%, (60:40).

Ademas, para la determinacion cuantitativa de la eficiencia de la columna cromatografica, se calculo el
namero de platos tedricos (N), asi como la altura equivalente de los platos teéricos (H). Los resultados
se exponen en la tabla 3. Demostrandose de esta manera que la columna es eficiente bajo estas
condiciones operacionales.

Lo antes expuesto demuestra la validez de la técnica empleada.
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Tabla 3: Determinacion de la eficacia de la columna

Rutina Quercetina
Tiempo de retencidn experimental (min) 2,5 48
Tiempo de retencion reportado (min) 3,2 6,1
Ancho de pico (min) 0,6 0,6
Longitud (cm) 15 15
NUmero de platos teoricos 271,7 1024
Altura de los platos (cm) 0,0540 0,0146

3.1.1 Estudio de Linealidad

El estudio de la linealidad del método, se llevo a cabo mediante la realizacion de curvas de calibracion
para disoluciones patrones de Rutina y de Quercetina, elaboradas tal y como se describe en el capitulo
de Materiales y métodos, que fueron inyectadas al instrumento de CLAE, por triplicado .

La curva de calibracion de la Quercetina, elaborada para disoluciones patrones en el intervalo de
concentracion de 0,5 a 25 pg/mL, acompafiada de la ecuacion de la recta y del coeficiente de

correlacion correspondiente, se muestra en la figura 2.

Curva de Calibracion de Quercetina

1600
1400 >

1200 /( y = 58.65x - 13.591
1000 R2=0.9987
800 /
600 //
400

200 /
0 5 10 15 20 25 30
Concentracion (ug/mL)

ABC

Figura 2: Representacion grafica de la curva de calibracion de Quercetina por CLAE (FM:
MeOH:H3PO4 0,1%, 60:40) para la linealidad. Los valores se muestran como la media estadistica.
n=20.

Dentro del intervalo de concentracion de Quercetina estudiado, como se muestra en la tabla 4, se
obtuvo una tendencia al comportamiento lineal, por lo que se puede afirmar que la técnica analitica es
adecuada para valorar las muestras intestinales.
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Tabla 4: Parametros para evaluar la linealidad de la Quercetina

Parametros estadisticos Valores experimentales Criterio de aceptacion
Nimero de datos 20 .

Intervalo de linealidad (pug/mL) 05-25 _
Coeficiente de correlacion (r2) 0,9987 r>0,99
Pendiente 58,65 _
Desviacion estandar relativa de la 1,027 Sbre < 2%
pendiente

Ordenada en el origen -13,59 _

Asimismo, en la figura 3 se presenta la curva de calibracion de la Rutina, acompafiada de la ecuacion

de la recta y del coeficiente de correlacion correspondiente.

Curva de Calibracion de Rutina
1200 -«

1000 +

800 -
y=44.58x-7.7782

2=
8 600 R?=0.9966
<C
400 4
200 4
0 L] L] L] L] Ll L}
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (ug/mL)

Figura 3: Representacion grafica de la curva de calibracion de Rutina por CLAE (FM: MeOH:H3PO4

0,1%, 60:40) para la linealidad. Los valores se muestran como la media estadistica. n=22.

Se observa una tendencia al comportamiento lineal en el intervalo de concentracion estudiado para la
Rutina. El respectivo analisis estadistico se presenta en la tabla 5, por lo que se puede afirmar que el

método es aceptado para ser usado en la cuantificacion de las muestras biologicas a estudiar.
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Tabla 5: Parametros para evaluar la linealidad de la Rutina

Parametros estadisticos Valores experimentales Criterio de aceptacion
NUmero de datos 22 .

Intervalo de linealidad (pug/mL) 0,25-25 _
Coeficiente de correlacion (r2) 0,9966 r>0,99
Pendiente 4458 .
Desviacion estandar relativa de la 0,956 Sbre < 2%
pendiente

Ordenada en el origen 7,77 .

3.2 Ensayo de absorcion in vitro

Es conocido que el intestino delgado es el sitio mas importante para la absorcion de los farmacos
administrados por via oral, aunque algunos puedan ser absorbidos en el colon. En este presente
estudio nos enfocamos exclusivamente en el estudio del comportamiento de absorcion en el intestino
delgado. Los farmacos son absorbidos a través de la mucosa intestinal por diferentes mecanismos que
dependen de sus caracteristicas fisico-quimico,. 730.82,

La biodisponibilidad oral es consecuencia de la absorcion intestinal, los procesos de exsorcion y
metabolismo y ademas, esta modulado por la diferente actividad de los segmentos intestinales.

Hoy en dia, la prediccion de absorcion es una dificultad a la hora de desarrollar componentes activos.
Idealmente, un método de prediccion debe ser altamente predictivo, rapido, fiable, costo efectivo y que
requiera pequefia cantidad de compuesto 8. Sin embargo no existe un método que posea todos estas
caracteristicas. Cada modelo tiene su ventaja y desventaja y, probablemente, solo la combinacion de
diferentes modelos puede proporcionar una prediccion precisa de la absorcion intestinal humana.

Para la seleccion y desarrollo de métodos in vitro, es necesario demostrar que el mismo puede
aplicarse con buenos resultados y que ademas, funciona en todo momento, de acuerdo con las
numerosas publicaciones hechos varios autores 75a b, 77c. 84,

La técnica de los sacos intestinales es una version mejorada de técnica in vitro previamente descrita
por Wilson y Wiseman en 1954. Permite estudiar el transporte de substancias a través de la pared
intestinal, identificando si la molécula se absorbe por mecanismos activos o pasivos, donde se puede

realizar la eversion de un segmento intestinal.
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3.3 Absorcion de la Quercetina y Rutina en saco intestinal aislado.

3.3.1 Absorcion de Quercetina a traves de saco intestinal aislado.

La Quercetina es uno de los flavonoides naturales mas comunes, presentandose principalmente en
forma glicosidica como la Rutina (Quercetina-3-rutinésido), en la cebolla donde ocurre la mayor
cantidad de Quercetina, esta ligado a uno o dos moléculas de glucosa (Quercetina -4 -glucosido,
Quercetina-3-4"-glucosido).

En el presente estudio se determiné la absorcion de Quercetina en diferentes segmentos o regiones

del tracto del intestino delgado. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.

Concentracion acumulativa de Quercetina

18 4

14 4

(ug/mL)

06 4

Concentracion serosal de Quercetina

02 4

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo de incubacion (minutos)
—4—25ug/mL ——50 pg/mL 100 pg/mL

Figura 4: Absorcion de Quercetina en los segmentos intestinales a diferentes concentraciones.

Se determind que la Quercetina, a las concentraciones de 25, 50 y 100ug/mL, respectivamente, es
capaz de atravesar la membrana del intestino delgado aislado de la rata. Los diferentes segmentos del
intestino delgado absorben la Quercetina de igual manera, respaldando los resultados obtenidos por
Brigitte y col 8 que plantea que la Quercetina y otros flavonoides agliconas son absorbidos
adecuadamente, y no se obtuvieron diferencias significativas, lo que es indicativo de que el transporte
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de Quercetina ocurre con la misma intensidad a través de cada porcion, siendo permeables todos los
segmentos (fig 4) 86

Las caracteristicas anatomo-fisioldgicas de las porciones del intestino delgado no difieren, por ser un
6rgano donde las paredes estan especializadas para la absorcion y poseer vellosidades intestinales
que favorecen el contacto de Quercetina con la mucosa. La similitud del absorcién del Quercetina entre

ambos pudiera atribuirse a la considerable relativa lipofilidad de Quercetina &7,

La acumulacion de Quercetina en el compartimento serosal fue analizada como una funcion de la
concentracion (25, 50 y 100pg/mL). Los resultados muestran que, en las dos concentraciones
menores, la acumulacion de Quercetina aumenta con el incremento de concentracion de incubacion,
indicando que no hay saturacién de la concentracion celular. Solo en la concentracion 100 pg/mL se
observa una disminucion en la absorcion a través de la membrana, debido que a altas concentraciones
de Quercetina puede ocurrir la precipitacion de la misma, por ende disminuye su concentracion en el
sitio donador, en este caso la concentracion mucosal.88. Ademas, existen referencias de que puede

ocurrir fijacion de la Quercetina en las paredes del tejido de la mucosa intestinal 8.

3.3.1.a Estudio de la permeabilidad intestinal de la Quercetina

Como parametro representativo del proceso de absorcion in vitro se ha calculado el coeficiente de
permeabilidad aparente (Papp). Se estudid el transporte de Quercetina en dependencia de la
concentracion, a través del transporte de direccion mucosal (apical)-serosal (basolateral) en un rango
de concentracion de 25-100ug/mL (fig 5). Como se puede observar, el coeficiente de permeabilidad
aparente disminuy6 con el aumento de la concentracion de 4,29 x 104 para 25ug/mL; 3,48 x 104 para
50 pg/mL a 5,42 x 10-5.para 100ug/mL. 9.

Como se esperaba, la permebilidad aparente a concentracion de 100 pg/mL fue la menor, pues se
conoce que a concentraciones altas de Quercetina puede ocurrir la precipitacion de la molécula en el

sitio donador, lo cual influye de forma negativa sobre la absorcion del flavonoide.
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Figura 5: Permeabilidad aparente de Quercetina en el saco intestinal aislado.

En la concentracion de 50 pg/mL, a pesar de que la cantidad de Quercetina acumulada en el
compartimento aceptor (serosal) fue mayor que para la concentracion de 25 pg/mL, tal y como se
muestra en la figura 4, la permeabilidad aparente resulté ser menor. Este resultado esta relacionado
con el hecho de que la permeabilidad aparente es inversamente proporcional a la concentracion inicial,
por lo que este ensayo debe realizarse en condiciones de minima concentracion, siempre y cuando la
concentracion de farmaco en el compartimento receptor no rebase nunca el 10% de la concentracion

inicial en el compartimento donador. 9 51a.73,

3.3.2 Absorcion de la Rutina a través de saco intestinal aislado

Segun fuentes bibliograficas, la Rutina es capaz de ejercer numerosos actividades bioguimicas y

farmacologicas, no obstante la informacion sobre su absorcion y metabolismo es escasa.

En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos para la absorcion intestinal de la Rutina, a traves

de saco intestinal aislado, a concentracion de 25 pg/mL y 50 pg/mL, respectivamente.
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Figura 6: Absorcién de Rutina en los segmentos intestinales a diferentes concentraciones:
A: 25 pg/mLy B: 50 pg/mL
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Como se puede observar, para la concentracion de 25 pg/mL (Figura 6.A) hasta los 30 minutos no se
observa presencia de Rutina en el compartimento serosal, mientras que la Quercetina se puede
cuantificar desde los 10 min y se encuentra a una concentracion mayor que la Rutina. Asimismo, para
la concentracion de 50 pg/mL, se observa (Figura 6.B) que a pesar de que la absorcién de la Rutina
comienza antes, no es evidente hasta los 20 min. Igualmente la Quercetina se absorbe mas

intensamente.

Estos resultados coinciden con los reportados por Wilfried y col 91, donde se encontré que la Rutina no
se absorbe hasta un tiempo después que se convierte en Quercetina.

En coincidencia con lo reportado en la bibliografia consultada (bibliografia), la Rutina, forma glicosidica
del flavonoide, presenta una baja absorcion intestinal y es intensamente metabolizada a Quercetina,
aglicon del flavonoide.

Las razones de la baja absorcion de los glicésidos, como Rutina, Genistina y Apigetrina, no estan
claras. Posible mecanismos de transporte incluye: una difusion pasiva muy lenta, pobre sustrato de
transportadores de glucosa y salida por transportadores intestinales “efflux”, como son MDRI y MRP.
Baja solubilidad lipidica y presencia de multiple grupos hidroxilos (para enlaces de hidrogeno) 86a 92 son
posibles razones por la baja difusion pasiva. En la ausencia de una absorcion eficiente de difusion
pasiva de los glicosidos (Rutina), la absorcion es dependiente de la presencia de transportador de
glucosa dependiente de Na* (SGLT-1) (fig. 8)

A pesar de estas afirmaciones, la absorcion y el metabolismo de flavonoides glucdsidos no se han
examinado rigurosamente. Antes de que estos flavonoides puedan ejercer efectos sistémicos, deben
ser absorbidos desde el lumen intestinal, y la mayoria de ellos se producen como B - glucésidos. %. La
absorcion de los glucosidos de Quercetina ocurre en el intestino delgado, siendo la eficiencia de la
absorcion mayor que la de sus agliconas (fig 7) 9.

3.3.2.a Estudio de la permeabilidad intestinal de la Rutina

La permeabilidad del intestino para la Rutina, en consecuencia, es baja, como se puede observar en la
figura 7,y en el presente estudio no se encontré dependencia de la concentracion del flavonoide. Si se
compara con la permeabilidad de una concentracidon equivalente de Quercetina, se observa que el

intestino es mas permeable para el aglicon.
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Figura 7: Dependencia de concentracion de Rutina.

Poner en el grafico la permeabilidad de Quercetina del ensayo anterior.

El hecho de que la absorcion intestinal de los flavonoides glucosidos sea bajo, no implica la falta de
efectos biolégicos de estos compuestos en seres humanos. Durante mucho tiempo se ha argumentado

que las enzimas de la microflora del colon pueden hidrolizar los glucésidos flavonoides 107,

Se ha encontrado parcialmente el mecanismo subyacente mediante el cual la glicosilacion facilita la
absorcion de la Quercetina. Hollman et al % sugieren que los glucésidos pueden ser transportados al
interior de los enterocitos a través de un transportador de glucosa sodio—dependiente (SGLT1) como
se aprecia en la figura 8. Una vez dentro de los enterocitos, los glucosidos pueden ser hidrolizados por
una 3-glucosidasa citosolica %. Otra via diferente a ésta implica a la lactato florizin hidrolasa, una
glucosidasa situada en la membrana del “brush border” del intestino delgado que cataliza la hidrdlisis
extracelular de algunos glucésidos, seguida de la entrada de la aglicona a través del “brush border”
mediante difusion 9. Seguramente, las dos enzimas estan involucradas, aunque la contribucion

relativa de ambas sobre los diferentes glucdsidos no esta aun clara %.
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Figura 8. Posible ruta de accion de las enzimas en el intestino delgado. Adaptada de Jennifer
2000, Bernardino 2005)

Estos resultados tienden a sugerir que las glicosidasas intestinales son enzimas de borde en cepillo y
LPH es probable que la enzima responsable ya que es la tnica glicosidasa de borde en cepillo descrito
hasta la fecha, LPH se expresa por los seres humanos y ratas, con dos sitios activos, tanto identificado

en la misma proteina, capaz de hidrolizar flavonoides glucdsidos .

En base a los resultados acumulados, la absorcion intestinal de flavonoides dietéticos es cada vez mas
claramente definido (Fig. 9). El flavonoide mayoritario de la dieta, Rutina (Quercetina—3—--rutinésido),
se absorbe a través de la membrana del borde en cepillo por SGLT1. MRP2, también localizado en la
membrana apical, es capaz de provocar la salida de Quercetina—3-R—rutinésido y eficazmente
opuestas a la absorcion y la acumulacion intracelular. Sin embargo, al obtener acceso en el citosol,
Quercetina-3-R—rutinésido puede someterse a metabolismo tal como hidroélisis, produciendo aglicona
Quercetina. Quercetina aglicona puede entonces someterse a un metabolismo adicional o puede

atravesar la membrana basolateral, lo que resulta en la absorcion.
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Figura 9: Mecanismo propuesto para la absorcion de Rutina (Quercetina-3-3-rutinosido) %

3.4 Absorcion de Quercetina y Rutina presentes en extracto alcoholico de la Boldoa
purpurascens Cav

En el presente trabajo se utilizd el extracto alcohélico de las hojas de Boldoa purpurascens Cav.
obtenido por Glez Mosquera, . Se cuantifico cromatograficamente la concentracion de flavonoides, en
base a Quercetina, presentes en el extracto. Como se muestra en la figura XXX, la concentracion de
Quercetina es de 1,2 mg/mL.

Cromatograma de extracto alcoholico de Boldoa

Figura XXX: Cromatograma del extracto alcohdlico de hojas de Boldoa purpurascens Cav.

A partir de dicho extracto se obtiene la disolucion de incubacion a una concentracion de 50 pg/mL,

correspondiente a Quercetina.
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Los resultados obtenidos para la incubacion de la disolucion de flavonoides a 50 pg/mL en base a

Quercetina, obtenidas a partir del extracto alcoholico de las hojas de Boldoa purpurascens Cav, se
muestra en la figura 10.

Como se puede observar, la absorcion de la Quercetina fue casi el doble de la absorcion de la Rutina

(fig 8,9) y los resultados coinciden con lo obtenido por nombre de bibliografial0-106,

En el extracto hay una mayor concentracion de Quercetina que de Rutina, no obstante,
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Figura 10: Absorcién de Boldoa purpurascens Cav. en los segmentos intestinales.
En consecuencia, se calculd el coeficiente de permeabilidad aparente de la Quercetina y la Rutina

procedentes del extracto alcoholico de Boldoa purpurascens Cav. observandose, como se muestra en

la figura 11, que la Quercetina tiene un mejor resultado, siendo su permeabilidad mayor que la Rutnia.
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Figura 11: Coeficiente de permeabilidad de la Quercetina y Rutina en la Boldoa purpurascens

Existen excelentes revisiones centradas en diversos aspectos de los flavonoides tales como:
nutricionales, médicos e interacciones con farmacos 100, aunque los procesos sobre absorcion y
biodisponibilidad de flavonoides, todavia no se conocen en profundidad 01, La mayoria de los
flavonoides se presentan en forma de glucosidos, pero su caracter hidrofébico hace que se absorban
en el tracto gastrointestinal, como agliconas 12, Las agliconas son mucho menos hidrofilicas que sus
correspondientes glicésidos vy, por tanto, pueden difundir mas facilmente y través de las membranas
biologicas (fig 10) por difusion pasiva. Los glucosidos son hidrolizados por las glucosidasas presentes
en la mucosa o secretadas por la flora presente en el colon o en el higado 97. 103

Hasta ahora los estudios relacionados con la absorcion de flavonoides han enfocado en el transporte
de los agliconas o flavonoides totales 104, Alvarez y col reportaron que en el caso de Quercetina ocurre
el mismo proceso, este compuesto esta presente en la cebolla como glucésido. Estos procesos no
estan totalmente dilucidados ya que existen trabajos que muestran que la biodisponibilidad de los
glucdsidos procedentes de la cebolla, fue significativamente mayor que la de sus agliconas 1032, lo que
sugiere que también los glucésidos son absorbidos en cierta medida. Los derivados glucésidos de la
Quercetina son sustratos del transportador de glucosa dependiente de Na* (SGLT-1) 1%, lo que implica

la absorcion de estos glucosidos mediada por SGLT-1.

A falta de absorcion intestinal de los flavonoides glucésidos no implica la falta de efectos bioldgicos de
estos compuestos en seres humanos. Durante mucho tiempo se ha argumentado que las enzimas de

la microflora del colon pueden hidrolizar glucosidos flavonoides 107
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Una vez que el aglicon es absorbido a través de la pared intestinal, los flavonoides son conjugados en
el propio epitelio intestinal por metilacion, sulfatacion y/o glucuronidacion 18, Las reacciones de
conjugacion no sélo facilitan la excrecién de los compuestos, sino que, ademas, como consecuencia
de las mismas, en los tejidos humanos no van seguramente a sobrevivir compuestos con grupos o-
dihidroxifenil, lo que afecta a su capacidad antioxidante y limita la formacion de quinonas
potencialmente toxicas. Este es un hecho muy relevante, ya que la mayor parte de los estudios sobre
flavonoides se han realizado en sistemas in vitro utilizando compuestos intactos, cuyo destino
fisioldgico y actividad diferiran sustancialmente de los de los aglicones y las formas conjugadas 108-109,
Los flavonoides no absorbidos pasan al colon donde pueden ser metabolizados por la flora bacteriana.
El colon posee un enorme potencial catalitico e hidrolitico 110. Las reacciones de desconjugacion tienen
lugar rapidamente, liberando los aglicones de los flavonoides. Algunas bacterias son capaces también
de hidrolizar los aglicones hacia compuestos fendlicos mas sencillos, como acidos fenilacéticos y

fenilpropionicos, que pueden ser absorbidos 108. 111,

3.5 Interaccion de la glicoproteina P (P-gp) con flavonoides

P-gp presenta una distribucion tisular muy relacionada con la disposicion de xenobiéticos al estar
localizada en la membrana apical de las células epiteliales de intestino, higado, rifion y células
endoteliales de la barrera hematoencefalica lo que influye notablemente en los procesos de absorcion,
distribucion y eliminacion de farmacos, ya que limita la biodisponibilidad oral y la distribucién cerebral,
por lo que facilita la excrecion biliar y la eliminacion renal de los farmacos 12, Los primeros flavonoides

descritos que interaccionaron con P-gp fueron los flavonoles kaempferol, galangina y Quercetina 113,

Morris y Zhang (2006) en su revision consideran que la mayoria de los flavonoides (agliconas) tienen
un efecto inhibidor en el transporte mediado por P-gp. Estos flavonoides incluyen Quercetina
genisteina, biochanina A, morina, floretina, silimarina, crisina, flavona, hesperetina, naringenina,
3,3'4'5,6,7,8-heptametoxiflavona, nobiletina, tangeretina y té verde; y los polifenoles epicatequina-
galato, catequina-galato y epigalocatequina. Las interacciones de los flavonoides (glucosidos) tales

como naringina, hesperidina y Rutina, con P-gp es menor 112
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3.6 Interaccion de MRP con flavonoides

MRP1 es un transportador de aniones organicos que incluyen farmacos conjugados con glutation
(GSH), glucuronatos o sulfatos. Ademas, participa en el transporte de aniones anfifilicos no
conjugados, junto con el glutation libre (GSH). Su expresion en los hepatocitos y en intestino es menor
que la P-gp, por lo que su contribucion total a la disposicion de farmacos es limitada 114 fueron los
primeros que demostraron que flavonoides como genisteina, biochanina A, apigenina y Quercetina

actuaban como inhibidores del transporte mediado por MRP1.

Flavonoides como Quercetina, miricetina, apigenina y naringenina son capaces de estimular el
transporte de GSH mediado por MRP1 115, por lo que se establece un posible mecanismo de control

del MRP1 a través del control de la disponibilidad celular de GSH.

Las interacciones in vivo de los flavonoides con MRP1 no estan totalmente establecidas, aunque se
sabe que pueden alcanzar en el intestino Clsp tras la ingestion oral, su expresion es limitada y

previsiblemente la inhibicion sistémica puede ser de poca importancia 0. 116,
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Figura 9. Mecanismo propuesto para la absorcion de Quercetina 117
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MRP2 se localiza en la membrana apical de células epiteliales en higado, intestino y en los tibulos
proximales del rifion 1032, por lo que puede alterar la biodisponibilidad oral y facilitar la excrecion de sus

sustratos (fig 9)

A pesar de las similitudes estructurales y de sustratos entre MRP1 y MRP2, los flavonoides pueden
inhibir diferencialmente a los dos transportadores. La Quercetina que actlia como inhibidor del sustrato
de MRP1 dinitrofenil glucurénido, no inhibe el citado transporte en el caso de MRP2 118; sin embargo,
se ha publicado recientemente que los principales metabolitos de fase Il de la Quercetina son potentes
inhibidores tanto de MRP1 como de MRP2 119, asi como de la interaccion posicional de isémeros de la

Quercetina con MRP2 120

Esto fue respaldado por estudios en saco intestinal evertido, en que la Rutina fue glucurénido y
aparecio en la cara serosal como Quercetina -3 y 7-glucorinados 121, En otros estudios Boersma y col
122 reportaron Quercetina-glucurénido en cuatro posiciones, cuando incubaron la Quercetina en
microsomas de intestino delgado, la posicion 3’ fue el sitio de mas preferencia para la conjugacion de
glucuronizados, seguido por la posicion 4-,7 y 3. Ademas esto demuestra que la glucuronizacion de
Quercetina en intestino delgado es selectiva para conjugados en el anillo B, razon por lo cual son
excretado en el lumen 123, El transportador MRP2 también puede transportar glucésidos aunque con

menor afinidad 124,

Todas las clases de flavonoides experimentan un metabolismo extenso en el yeyuno y el ileon del
intestino delgado, incluso después de cocinarse, la mayoria de los glucdsidos y agliconas flavonoides
alcanzan el intestino delgado intactos, donde se metabolizan rapidamente a la forma metilada,

glucoronizada o sulfatada de los metabolitos 125,
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CONCLUSIONES

1. Desarrollar la técnica de cuantificacion de flavonoides, Rutina y Quercetina, por cromatografia
liquida de alta eficacia.
2. Establecer las condiciones experimentales, para el estudio de transporte de flavonoides,

Rutina y Quercetina, reactivo quimico, a través de la metodologia de saco intestinal in vitro

3. Desarrollar la metodologia de saco intestinal in vitro con un extracto vegetal de Boldoa
purpurascens Cav con vistas a comprobar el transporte de flavonoides, Rutina y Quercetina,

contenidos en el mismo.
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ANEXO

Clasificacion taxonémica de Boldoa purpurascens Cav
Nombre Cientifico: Boldoa purpurascens, Cav
Familia: Nyctaginaceae

Sinonimia: Cryptocarpus globosus H.B.K, Salpianthus purpurascens Hook & Arm, Boldoa ovatifolia
Lag,

Género: Boldoa Endl
Division: Magnoliopsida Especie: Boldoa purpurascens

Subclase: Magnoliophyta

Anexo 1: Hojas de Boldoa purpurascens Cav. y clasificacion taxonémica.
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Anexo 2: Estructura quimica basica de los flavonoides y de las distintas subfamilias.



Masa Punto
Compuesto Estructura molecular Log P de
(g/mol) fusion
Rutina C28H10016
0,68 | 242°C
610,57

Rutina

Nombre IUPAC: 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6
{l(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxi}metil)oxan-2-iljoxi}-4H-cromen-4-ona

Quercetina

Quercetina

C15H1007

302,25

1,75

316 °C

Nombre IUPAC: 2-(3, 4- dihidroxifenil)- 3,5,7- trihidroxi- 4H- cromen- 4-ona

Anexo 3: Propiedades fisicas de los patrones
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Anexo 4: Esquema de las distintas modificaciones existentes en el intestino
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Anexo 5: Factores que afectan la absorcion intestinal 2c,
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Anexo 6: Las rutas y mecanismos de absorcion de moléculas por el epitelio intestinal.




Anexo 7: Método de saco intestinal in vitro, saco intestinal aislado (a); saco intestinal evertido (b).

Anexo 8: Esquema de la técnica de perfusion de paso Unico en rata in situ.
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Anexo 9: Esquema de la técnica de perfusion sin recirculacion basada en el método de Doluisio.



