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Resumen y Abstract IX

Resumen

Contribucion a la fitoquimica, a la evaluacién de la actividad antioxidante y el

posible efecto neuroprotector de la especie Polygala paniculata

La herbolaria china ocupa un lugar muy importante dentro de las terapias que conforman
la Medicina Tradicional China. En Colombia, por las limitaciones en la consecucién de los
medicamentos herbales de origen asiatico es necesario encontrar especies medicinales
similares en nuestra flora. Se escogié la especie Polygala paniculata por su cercania
taxondmica con la especie Polygala tenuifolia de la herbolaria en China, la cual cuenta con
estudios previos sobre su efecto neuroprotector, constituyéndose en una especie
promisoria para el tratamiento para enfermedades neurodegenerativas, que afectan la
salud publica. Se estudio la fitoquimica de las raices y de las partes aéreas de la especie
Polygala paniculata, donde se detectaron metabolitos secundarios como flavonoides,
terpenos/esteroides y cumarinas, ademas se evaludé su capacidad antioxidante y se
analiz6 cualitativa y cuantitativamente la presencia de flavonoides. La comparacién con la
fitoquimica de Polygala tenuifolia mostro apreciables diferencias. La revision bibliogréafica
realizada, vincula algunos flavonoides con el efecto neuroprotector, lo cual permite
considerar los resultados preliminares como promisorios sobre el potencial
neuroproctector de Polygala paniculata y se requerira de investigaciones adicionales para

su confirmacion.

Palabras clave: Polygala paniculata, antioxidante, neuroprotector, fitoquimica,

flavonoides, neurodegenerativo, herbolaria china
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Abstract

Contribution to the phytochemistry, the evaluation of the antioxidant activity and
the possible neuroprotective effect of the species Polygala paniculata

Chinese herbalism occupies a very important place within the therapies that make up
Traditional Chinese Medicine. In Colombia, due to the limitations in obtaining herbal
medicines of Asian origin, it is necessary to find similar medicinal species in our flora. The
Polygala paniculata species was chosen due to its taxonomic closeness to the Polygala
tenuifolia species of herbal medicine in China, which has previous studies on its
neuroprotective effect, becoming a promising species for the treatment of
neurodegenerative diseases that affect public health. The phytochemistry of the roots and
aerial parts of the Polygala paniculata species was studied, where secondary metabolites
such as flavonoids, terpenes/steroids and coumarins were detected, their antioxidant
capacity was also evaluated and the presence of flavonoids was analyzed qualitatively and
guantitatively. The comparison with the phytochemistry of Polygala tenuifolia showed
appreciable differences. The bibliographic review carried out links some flavonoids with the
neuroprotective effect, which allows us to consider the preliminary results as promising on
the neuroprotective potential of Polygala paniculata and additional research will be required

for confirmation.

Keywords: Polygala paniculata, antioxidant, neuroprotective, phytochemical,

flavonoids, neurodegenerative, Chinese herbal medicine.
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Introduccién

Algunas especies del género Polygala y sus compuestos quimicos han mostrado tener
propiedades medicinales para el tratamiento del dolor, la inflamacion, trastornos
intestinales, renales y del sistema nervioso central (SNC)(1). En Colombia existen cerca
de 20 especies en el género,(2) siendo una de ellas Polygala paniculata que, recolectada
en el pais, es utilizada principalmente para aliviar resfriados y fiebre, sin embargo, poco se
conoce de su fitoquimica, su actividad antioxidante y su posible efecto neuroprotector. Por
esta razon se busca avanzar con su estudio y compararla con Polygala tenuifolia especie
de origen asiético, utilizada por la Medicina tradicional china y usada por su accion
protectora en enfermedades neurodegenerativas y trastornos del SNC (3), ademas, cuenta
con estudios in vivo en murinos con resultados promisorios de su posible efecto
neuroprotector (4).

Con el aumento de Ila poblacibn de adultos mayores, las enfermedades
neurodegenerativas se han convertido en un problema de salud publica que causa dafios
en todas las dimensiones humanas: personales, familiares y sociales, tanto en el ambito
fisico, psiquico y emocional de quien las padece, como en su familia y entorno. Las
enfermedades neurodegenerativas, sean de etiologias hereditarias o adquiridas, se
producen por una disfuncion progresiva del SNC que ademas de acortar la esperanza de
vida, deteriora el desarrollo personal, social y profesional. Existen mas de 600
enfermedades neurodegenerativas de acuerdo con el National Institute of Neurological
Disorder and Stroke Study (NINDSS)(5), siendo las de mayor prevalencia y mortalidad, la
Demencia y la Enfermedad de Alzheimer (EA), la Enfermedad de Parkinson (EP), la
Esclerosis Mdltiple (EM), la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) y las Enfermedades
Neuromusculares como la Enfermedad de Huntington (EH), se ha incluido la Esclerosis
Mdltiple (EM) al considerarse que en su abordaje, comparte elementos comunes con las
enfermedades neurodegenerativas. Todas estas enfermedades son muy complejas y aln
muchos aspectos se encuentran en estudio. Por lo anterior se hace necesario la busqueda

de alternativas de tratamiento con los menores efectos adversos.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=13074717&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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https://sciwheel.com/work/citation?ids=10843952&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13119779&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Aln no estd determinada claramente la etiologia de las enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo, se ha observado que el aumento del estrés oxidativo es
uno de los posibles factores comunes en estas enfermedades, al inducir dafio celular,
deterioro del sistema de reparacion del ADN y disfunciéon mitocondrial, que conlleva a una
aceleracioén del proceso de envejecimiento y el desarrollo de trastornos neuronales (6)(7).
El resultado son las enfermedades neurodegenerativas que presentan una evolucion lenta
con dafio progresivo en las células neuronales, la pérdida neuronal, y las consecuentes
pérdidas en la funcién motora o cognitiva. Esto ha motivado la busqueda de agentes que
eviten el estrés oxidativo, como una alternativa interesante para la prevencion y el
tratamiento de estas condiciones(8)(9).

El uso de antioxidantes naturales que disminuyan el riesgo del estrés oxidativo, ya sea por
medio de la ingesta de alimentos o por el consumo de productos naturales como las
hierbas medicinales, se ha considerado como una alternativa viable considerando que se
tratan en su mayoria de fuentes seguras, eficaces y sostenibles. Estas propiedades se han
atribuido en particular a constituyentes denominados metabolitos secundarios,
particularmente a compuestos fendlicos como taninos, estilbenos, antocianinas y
flavonoides, encontrados principalmente en plantas (10). Estas moléculas pueden
neutralizar los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) asi como tener
efectos beneficiosos para la salud a través de varios mecanismos frente a la longevidad,
el mantenimiento celular y la reparacion del ADN (4)(11)(12).

Los flavonoides son compuestos de especial interés farmacoldgico, pues en diversos
estudios e investigaciones se ha comprobado la capacidad neuroprotectora de éstos,
efecto que podria también estar asociado a la actividad antioxidante. Ademas, es usual
que en el tratamiento en MTCh se prescriban formulas con extractos de especies que
contengan esta clase de compuestos para aliviar sintomas como el insomnio, los olvidos,
la desorientacion, la pérdida del conocimiento y los calambres, que son sintomas relativos
de la enfermedad neurodegenerativa (EN) (13). Lamentablemente, por ahora no existe un
tratamiento absoluto para ninguna de estas enfermedades (6)(8). Sin embargo, la creciente
evidencia ha demostrado que compuestos hallados en prescripciones de la MTC herbal
pueden mejorar los sintomas neurodegenerativos (9). Algunos de ellos al parecer ejercen

efectos neuroprotectores a través de la regulacion de la via de autofagia y la apoptosis.
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Los flavonoides son una familia de compuestos fendlicos, encontrados en una variedad de
frutas, verduras, y en general en especies vegetales. Muchos de ellos funcionan como
ingredientes activos de las hierbas medicinales chinas tradicionales y sus efectos
secundarios son minimos (14).

Existe evidencia y estudios que respaldan que los flavonoides producen beneficios en
muchos otros aspectos de la salud humana, es asi como se encuentran flavonoides con
actividad antitumoral, antioxidante y antiinflamatoria (15). Actualmente, hay un gran auge
de investigacion alrededor de los efectos neuronales beneficiosos de los flavonoides,
incluida la promocion del desarrollo del sistema nervioso en la etapa fetal, la promocion de
la memoria, el aprendizaje y las funciones cognitivas en la infancia, como también, la neuro
proteccién contra el estrés producida por neurotoxinas, las cuales usualmente inducen al
estrés oxidativo (3)(16)(14). Adicionalmente, los flavonoides tienen efectos significativos
en diferentes etapas del desarrollo de los sistemas nerviosos, incluida la diferenciacién de
células madre neuronales, el crecimiento de neuritas y la plasticidad neuronal, estos
hallazgos implican que estos polifenoles son de interés como suplementos para la salud

en la prevencion de defectos congénitos y enfermedades neuronales (17)(14).

Con este panorama en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

e Objetivo general
o Realizar una evaluacion de la fitoquimica, la actividad antioxidante y el

posible efecto neuroprotector de la especie Polygala paniculata.

e Objetivos especificos
o Estudiar la fitoquimica preliminar de raices y material aéreo la especie
Polygala paniculata.
o Evaluar la actividad antioxidante de los extractos de la especie P paniculata.
o ldentificar los grupos de metabolitos con posible efecto neuroprotector de
los extractos de la especie de P paniculata.
o Comparar la fitoquimica preliminar del extracto de Polygala tenuifolia con el

de Polygala paniculata.
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Nota: El ensayo bioldgico in vitro previsto en el anteproyecto no pudo ser realizado por
motivos asociados a la pandemia por Covid-19, se espera sea realizado en posteriores

trabajos.

Los resultados del presente estudio aportaran en el conocimiento de la fitoquimica de la
especie y su capacidad antioxidante, aspectos que podrian dar indicios de un posible
efecto neuroprotector tras la comprobacién de la existencia en los extractos de metabolitos
con reconocida accién protectora y serviran de base para la realizacion de estudios

posteriores.



1 Capitulo 1: Marco teérico

Aunque solo una pequeiia parte de las especies de plantas tropicales han sido estudiadas
como fuentes de compuestos medicinales, casi el 50% por ciento de los medicamentos de
uso clinico aprobado de 1997 a 2007 estuvo relacionado de una u otra forma con productos
naturales, ya sea porque provienen directamente de una fuente natural o porque su disefio

o sintesis se baso en el conocimiento de compuestos de origen natural.

Desde la visién de la etnoboténica, las especies del género Polygala han sido utilizadas
en el tratamiento de diferentes enfermedades en todos los continentes, a continuacién, se

presentan generalidades del género y las especies objeto de estudio (18)(19).

1.1 Género Polygala

La familia Polygalaceae pertenece al orden Fabales (18), cuenta con 20 géneros que
agrupan mas de 1000 especies pertenecientes a tres tribus: Polygalae, Moutabeae, y
Xanthophylleae, con cubrimiento global a excepcion de Nueva Zelanda, zonas articas y
antarticas. Las regiones templadas calidas y tropicales son sus principales centros de
diversidad, siendo el género Polygala el mas representativo, con mas de 600 especies

registradas, encontrando 40 de ellas en China (3).

Polygala s.str. esta conformado por dos clados bien definidos, es decir que hay acuerdo
en cuales especies pertenecen a cada clado. Pero ain no hay acuerdo en la relacion
filogenética entre los dos clados, algunos investigadores no los consideran como grupos
hermanos en sus analisis filogenéticos.(20), en un trabajo determinante al respecto se
denominé como Clado del Nuevo Mundo a Polygala NWC que cuenta con 213 especies
gue pueden dividirse en tres secciones: Clinclinia DC., Monninopis A. Gray, y TimutuaTi

mutua DC ), y como el Clado del Viejo Mundo a P. OWC, que incluye 349 especies que
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estan repartidas en 11 secciones. La seccion Ti mutua incluye 175 especies, la mayoria
de ellas en las Américas, pero con 9 especies nativas de Africa y con Polygala paniculata

L. naturalizada alrededor del Paleotrépico.(18)

El género Polygala cuenta con aproximadamente 600 especies con amplia distribucion,
principalmente en las regiones neotropicales, se han propuesto divisiones del género
sustentadas en la morfologia de flores, frutos, semillas e incluso en presencia de nectarios
extra florales. Utilizando datos morfologicos y anatomicos se sugirié que el sentido amplio
el género Polygala es polifilético (21) es decir, constituido por la unién artificial de ramas
dispersas del arbol evolutivo, sin embargo, se destaco la necesidad de un estudio mas

amplio del género (3).

Entre algunas de las principales especies del género Polygala que se han estudiado en los
tltimos afios encontramos, P. altomontana, P caudata, P. flavescens, P.glomerata, P.
japoénica, P. molluginifolia, P. sibirica, P. tenuifolia en las cuales mediante analisis
fitoquimicos se encontrd que contienen saponinas triterpénicas, triterpenos, terpenoides,
xantonas, flavonoides, cumarinas, ésteres de oligosacéridos, estirilpironas, benzofenonas
y polisacéaridos, que ya sea como constituyentes puros o como extractos de Polygala spp
exhibieron importantes propiedades antiinflamatorias, neuroprotectoras,
antiateroscleroticas, antiisquémicas, antidepresivas, sedantes, analgésicas, antitumorales
e inhibidoras de enzimas, lo que las hace utiles principalmente contra inflamacion, heridas,
trastornos cardiovasculares y del sistema nervioso central (3). Hay otras especies menos
mencionadas pero que también cuentan con investigaciones, como la especie Polygala
sabulosa que exhibié efectos neuroprotectores y reparadores del SNC respecto a las

secuelas dejadas por la isquemia cerebral a consecuencia de infarto del miocardio (22).

1.1.1 Generalidades de Polygala tenuifolia o Radix

Polygala tenuifolia es una especie, perenne, original de Asia del Este (Corea, Mongolia y
Manchuria) puede llegar a alcanzar veinte centimetros de altura y veinte centimetros de
anchura. P tenuifolia cuenta con poca informacion fiable sobre sus flores usual mente azul

a violeta, pero éstas estan dotadas de unidades reproductivas hermafroditas (23).
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Radix Polygalae o Polygala Radix (PR) ha sido ampliamente utilizada en la medicina
tradicional asiatica en China, Japén y Corea del Sur a lo largo de la historia por mas de
2000 afios, se deriva de la raiz seca de Polygala tenuifolia W. o Polygala sibirica L. La PR
se describe en el Clasico de Materia de Shen Nong (Shen Nong Ben Cao Jing), primera
monografia farmacéutica china, como una de las 50 plantas fundamentales y entre las
principales opciones para utilizar e influir en el meridiano del corazén y el rifion, donde
también se sugiere que es eficaz para calmar los nervios, disipar la flemay disipar el edema
(24). Durante esos 2000 afos, la medicina china ha utilizado a PR ampliamente para
mejorar la memoria, la funcién cognitiva y para impulsar el desarrollo intelectual, su uso se
remonta a las dinastias del Norte y del Sur, a partir de la dinastia Ming sélo las raices se
han utilizado con fines medicinales. Desde 1963, fue incluida oficialmente en la
Farmacopea China y Japonesa. La Polygala Radix PR denominada, "Yuanzhi" en chino u
"Onji" en japonés, se incluye en las recetas de la medicina Kampo, con funciones sedativas

y se usa como agente anti neurdtico, tonico y sedante (25).

Figura 1-1: Polygala tenuifolia.

=3

Fuente: https://lwww.igb.es/cbasicas/farma/farma06/plantaschinas/polygala.htm

Hoy en dia, PR se utiliza en el contexto de las condiciones neurolégicas y los trastornos
psicoticos. Mientras que, en la medicina occidental convencional, los medicamentos
usualmente tienen principios activos y blancos terapéuticos Unicos, en MTCh las
prescripciones son del tipo multipropdésito, multinivel, por lo cual PR aparece como
componente en muchas férmulas médicas chinas. Se han reportado efectos
neuroprotectores, potenciadores de la memoria, antidepresivos, antiinflamatorios,
antivirales y antioxidantes, lo que explica que se encuentre en prescripciones como Kai Xin

en polvo, Di Huang Yin Zi y Gu Yin Jian, utilizadas cominmente para tratar alteraciones
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como la enfermedad de Alzheimer, depresion, la ansiedad, el insomnio, la menstruacién
irregular, el envejecimiento ovarico prematuro, el olvido y para mejorar la funcion cognitiva
(25).

Puesto que los extractos y compuestos aislados de PR muestran efectos neuroprotectores,
estos extractos solos o combinados son de uso frecuente en las prescripciones para los

adultos mayores y pacientes con diagnésticos de sindromes mentales (26).

1.1.1.1 Farmacologia de Polygalae Radix

En el extracto de PR se han identificado mas de 140 compuestos, entre los cuales se
encuentran flavonoides, saponinas triterpénicas, cetonas, ésteres de oligosacaridos,
xantonas, acidos orgénicos, alcaloides, aceites grasos, aminoécidos y resinas, a los cuales
se le atribuye los efectos neuroprotectores, potenciadores de la memoria, antidepresivos,
antiinflamatorios, antivirales y antioxidantes que han sido motivo de estudios
farmacolégicos. Las propiedades neuroprotectoras de PR podrian resultar de la mejora del
sistema colinérgico y la restriccién del estrés oxidativo (neutralizacion de radicales libres)
(24), aunque también han sido identificados posibles efectos adversos, pues algunos
estudios muestran que las saponinas de PR podrian estar relacionadas con toxicidad

gastrointestinal, produciendo flatulencia y congestion (25).

Las raices y tallos de PR son ricas en saponinas, algo mas de 50 de ellas han sido
identificadas en P tenuifolia, algunas son utilizadas en el control de calidad de las PR. El
contenido total de saponina de P. tenuifolia W. en las partes aéreas (tallo y hoja) es de
hasta 2,46% y en raiz es de 3,29%. El contenido total de saponinas en tallos y hojas de P
sibirica L. es de 1,50 y 1,61%, respectivamente, y los ginsendsidos y saponinas se
encuentran principalmente en las raices (24). Es interesante anotar que entre las
saponinas activas de la PR estan las saponinas triterpénicas pentaciclicas oleandlicas, que
contienen como azulcares: glucosa, galactosa, ramnosa o xilosa., las cuales son sefialadas
de ejercer las funciones de sedacion, que logran aliviando la excitacion, expulsando

flemas, y calmando la tos.(25).
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Figura 1-2: Algunos de los Metabolitos de Polygala tenuifolia.
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El segundo grupo de componentes importantes de Polygala Radix son las xantonas, se
han aislado e identificado 27 compuestos de este tipo, estando distribuidos por toda la
planta, Polygala xantonas son una clase de compuestos fendlicos, representados por la

Polygala xantona Il con efectos diuréticos y antibacteriales. Ademas, se aisl6 una variedad
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de alcaloides de Polygala que, sin embargo, se ha informado que la accion farmacoldgica

de los alcaloides en el SNC es baja (24).

En algunos estudios encontraron, ademas, oligosacaridos que forman ésteres con acidos
organicos, como la sibiricosa A5, sibiricosa A6 y la 3,6-disinapoil sacarosa (26), estas
presentan acciones antioxidantes y son de uso potencial en cancer y como antivirales. Los
ésteres de oligosacaridos tienen una actividad bioldgica significativa en algunos modelos
de demencia y depresién. Compuestos como el acido ferdlico, el acido erucico y el acido
3,4,5-trimetoxicindmico han mostrado tener efectos anticonvulsivantes, antiinflamatorios,
neuroprotectores y antiamnésicos (27). Actualmente, se han aislado cientos de ésteres de
oligosacaridos de PR, como la tenuifoliosa y la tenuifolida. Ademas, la 3,6'-

disinapoilsacarosa es exclusiva del género Polygala.(24).

Es importante resaltar que los alcaloides aislados en PR, todos son del tipo B-carbolina
gue tienen efectos antitrombdticos, antitumorales y para mejorar la memoria. Ademas,
también contiene cumarinas, fenilpropanoides, esteroides y elementos metélicos

inorganicos como Zn, K, Ca, Cu, Fe, Mn, Mg, etc. (27).

En un articulo de revisién se establecio que Polygala tenuifolia y sus componentes activos
tienen un potencial neuroprotector asociado con la EA, los principales mecanismos
involucrados son la agregacion anti-AB, proteina anti-Tau, antiinflamatoria, antioxidante,
anti apoptotico neuronal y potenciador del sistema colinérgico central. (28). De otro lado,
puesto que la PR cruda exhibe efectos secundarios como irritacion de garganta y efectos
gastrointestinales, requiere procesamiento antes de ser administrada, los métodos
comunes de procesamiento de las PR incluyen descartar la corteza, para luego hervir u
hornear. (25,26).

1.1.1.2 Actividad bioldgica de P tenuifolia o Radix

En una revisién de los estudios recientes sobre los efectos sedativos, ansioliticos y
anticonvulsivantes obtenidos con el extracto de RP y/o sus ingredientes activos, reportan
gue en las investigaciones encontradas, se utilizaron diferentes métodos y modelos
experimentales, se observaron diversos efectos y apelaron a diferentes mecanismos para
medir los efectos en el comportamiento que indiquen de ansiedad, entre ellos, los niveles

de monoaminas y la calidad del tiempo de suefio, para evaluar el efecto tras la aplicacién
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del extracto de raiz de P. tenuifolia, las poligalasaponinas y la tenuifolina. Todos los
resultados fueron favorables. a la aplicacién, sin embargo, los mecanismos potenciales de
sus efectos ansioliticos aun no estan aclarados. Se reportdé que con la administracién de
tenuifolina (40 y 80 mg/kg), el tiempo total de suefio y el suefio REM se prolongaron, Las
correlaciones neuroquimicas incluyen proporciones positivas de c-Fos aumentadas;
niveles reducidos de noradrenalina en el locus coeruleus (LC), area predptica ventrolateral
(VLPO), area tegmental pontomesencefalica (PPT) y area tegmental laterodorsal (LDT);
niveles elevados de GABA en VLPO y LC; y aumento de los niveles de acetilcolina (Ach)
en LDT y PPT. Ademas, se encontr6 que contiene los antagonistas del receptor de
adenosina Al 8-ciclopentil-1,3-dimetilxantina y aloxazina, que estan relacionados con el
efecto de la PTE en la prevencion de los efectos conductuales inducidos por la cocaina.
Estos estudios confirman la correcta prescripcion que se hace de la raiz de P. tenuifolia

como farmaco ansiolitico e hipnosedante en la medicina tradicional china.(24).

Los trastornos del aprendizaje y la memoria son comunes con el envejecimiento, para su
estudio se utilizan modelos animales. Por medio de investigaciones con murinos tratados
con extractos de P tenuifolia pudo demostrarse que poseia ingredientes activos que actian
sobre la memoria. En diferentes estudios se prob6, independientemente, que el extracto
crudo de P. tenuifolia (29), o una fraccion precipitada de RP (30) o la senegenina pueden
inhibir significativamente los niveles de expresién de ARNm y proteinas de varios pro-
citocinas inflamatorias, que reducen los niveles de TNF-q, las interleucina IL 1[3, IL-6 e IL-
8, en los tejidos del hipocampo. Ademas, una fraccién rica en saponina obtenida por la
purificacién del extracto crudo de P. tenuifolia mejor6 significativamente el aprendizaje y la
memoria en ratones de edad normal en el laberinto acuatico de Morris (MWM), las pruebas
de evitacion pasiva de reduccion y las ocho tareas de laberinto radial de dos brazos en
ratas y en ratones transgénicos 5xFAD (30). Todos estos efectos pueden estar implicados
en la regulacion de las vias de sefializacion TLR4/MyD88/NF-kB y TLR4/TRIF/NF- kB. Los
informes demostraron que el extracto crudo de P. tenuifolia (100 y 200 mg/kg) mejord
significativamente la memoria espacial deteriorada en ratones envejecidos en las pruebas
MWM y de reduccién, un efecto que se relaciond con la interrupcion de la superdxido
dismutasa (SOD) y actividades de catalasa (CAT), la inhibicién de las actividades de MAO
y acetilcolinesterasa (AChE), y la disminucion en los niveles de MDA en el tejido cerebral
(29).
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La senegenina, un componente activo de los extractos de la raiz de P. tenuifolia, inhibid

también la expresion de ARNm al regular a la baja las mismas vias de sefializacion antes

mencionadas en el estudio que utilizé un modelo de disfuncién cognitiva posoperatoria de

ratas ancianas que se han sometido a esplenectomia (31). Estos datos avalan el concepto

sobre la accién de PR al ejercer un efecto neuroprotector significativo al mejorar el

aprendizaje y la memoria, impulsado en parte por

la modulacion de la actividad colinérgica

y la neuro inflamacion como se menciona antes.(24).

Los mecanismos subyacentes y la base del material terapéutico se muestran en las Figuras

1-3. los principales mecanismos que permiten estos efectos protectores neuroldgicos son

los siguientes: efectos antioxidantes y apoptosis asociada; efectos antiinflamatorios y

apoptosis relacionada; y proliferacion neurolégica,

de la plasticidad sinaptica neuronal (24).

diferenciacion de regeneracién y mejora

Figura 1-3:  Efecto del estrés oxidativo.
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Fuente: Jiang N, Wei S, (...), Liu X - Front Psychiatry Protective effects and mechanism of radix polygalae
against neurological diseases as well as effective substance. 2021
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1.1.2 Generalidades de Polygala paniculata

1.1.2.1 Etnoboténica de Polygala paniculata

Es una hierba de flores rosadas o blancas que crece en pastizales y al borde de caminos,
en altitudes entre 350 y 3100 metros, en Colombia esta distribuida principalmente en las
tres cordilleras andinas, en especial en la occidental en los departamentos de Narifio y
Caucay en la oriental en los Santanderes, Boyaca y Cundinamarca (32). Esta especie se
utiliza como planta medicinal contra mordeduras de serpientes y blenorragias y es la

especie de mayor distribucion en el pais.

Es una especie referida en estudios etnoboténicos realizados en América Latina, se utiliza
como antiinflamatorio, en Brasil es usada para el dolor de cabeza, de dientes e incluso
dolor muscular, en Panama se usa para la diarrea y la disenteria (8), en Colombia ya hace
varias décadas aparecia en libros de botanica como util en fiebres intermitentes y como
tema de algunas tesis de grado en farmacia con investigaciones farmacognésticas (10).
En otros paises como Vietnam se usa para el cansancio, pitiriasis versicolor, prurito, fiebre,

trastornos urinario y estrefiimiento (9).

Figura 1-4: Planta y Distribucién de Polygala paniculata en Colombia.

(GBIF y SIB, febrero de 2020) Imagen digital © Board of Trustees, RBG Kew
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1.1.2.2 Actividad farmacolégica de Polygala paniculata

La actividad farmacolégica de P. paniculata ha sido menos explorada que las especies de
origen asiatico, sin embargo los estudios realizados muestran resultados promisorios, por
ejemplo un extracto de raices a partir de material vegetal colectado en Brasil, mostré un
efecto protector frente a la neurotoxicidad inducida por metilmercurio (MeHg) en ratones
adultos, redujo el déficit de rendimiento motor causado por el MeHg, inhibid
significativamente la glutation peroxidasa y aumento la actividad de la glutatién reductasa
inducida por el toxico en corteza del cerebro y cerebelo (4,11,33). Otro trabajo evidencio
efectos protectores potenciales de tres compuestos de la especie Polygala paniculata, la
(7-prenil-oxi-6-metoxicumarina, la quercetina y la 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxi xantona) frente
a MeHg y cloruro de mercurio (HgCl.). Solo la quercetina (100-300 puM) previno la
disminucion de la viabilidad mitocondrial y la mayor generacién de peréxido de hidrégeno
inducidas por MeHg en fracciones enriquecidas en mitocondrias de cerebro de ratén (12).
Se ha evaluado también el efecto protector de tres flavonoides de Polygala paniculata
(miricetina, miricitrina y rutina) contra MeHg. La miricetina y la miricitrina provocaron una
disminucién dependiente de la concentracion de la disfuncion mitocondrial y el estrés
oxidativo inducidos por MeHg. Sin embargo, la rutina fue ineficaz para contrarrestar la
toxicidad del MeHg (34)(4).

Ademas de los efectos protectores frente a la toxicidad por mercurio en células del sistema
nervioso, P paniculata ha mostrado también tener potenciales efectos antidepresivos,
analgésicos, antiedematosos e hipotensores. La administracion por via oral del extracto
hidroalcohélico de P. paniculata mostr6 un efecto de tipo antidepresivo, al reducir
significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba de natacion forzada FST (0.01-30
mg / kg) en comparacion con el grupo control, sin alterar la actividad locomotora, lo que
podria implicar que este extracto tenga una accion mediada por la interaccion con
receptores serotoninérgicos (receptores 5-HT2A), noradrenérgicos (receptores a2y B) y
dopaminérgicos (D1 y receptores D2) (35). Los extractos etanélicos de las partes aéreas
de Polygala paniculata silvestre y cultivada por micropropagacion presentaron actividad
analgésica mediante la prueba de placa caliente, remocién de cola y formalina, y
actividades anti edematogénica mediante la prueba de edema auricular inducido por aceite
de crotdn (36). El extracto hidroalcohdlico de Polygala paniculata mostré tener efectos

hipotensores y vaso relajantes en ratas normotensas anestesiadas, posiblemente
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dependientes de la via Oxido nitrico / guanilato ciclasa; se sugiere que estos efectos
podrian estar relacionados con el contenido del flavonoide rutina en este extracto (37). En
los extractos en éter de petréleo y cloroformo de P. paniculata L. (Polygalaceae), se

encontré que posee propiedades tanto molusquicidas como antifangicas (38).

1.1.2.3 Fitoquimica de Polygala paniculata

En Brasil, un estudio sobre la especie P paniculata ha documenté la presencia de
flavonoides en los extractos de sus raices, tales como: quercetina (12), rutina, entre otros.
Otras investigaciones han aislado en P paniculata, varias cumarinas como la auraptena,
febalosina, murrangatina, cumarina y diester de cumarinas (38). En muestras de P
paniculata recolectadas en el 4rea de Santa Catarina, Brasil se identificaron por RMN
compuestos como la 7-metoxi-8-(1',2'-epoxi-3'-metil-3'-butenil)-cumarina (17)(39,40).
Algunos estudios han elucidado cumarinas por métodos espectroscéopicos (EIMS, IR,
RMN) en Polygala paniculata L. como la cumarina murragatina, ademas, xantonas y el
flavonoide rutina; y por cromatografia de gases de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas (HRGC-MS) se han caracterizado esteroles y xantonas (40).
Ademas, se ha evidenciado que Polygala paniculata recolectada en Brasil es una fuente

significativa de salicilato de metilo (41,42).

1.2 Estrés oxidativo y flavonoides en enfermedades
neurodegenerativas

1.2.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es inducido por la pérdida del equilibrio de la oxido-reduccion en los
organismos, que puede ser causado por un exceso de oxidantes, ya sean de origen
enddgeno o exdgeno o por un déficit en la produccion de antioxidantes. Estos oxidantes
son principalmente especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles),
radicales libres hidroxilos y mondxido de nitrégeno (NO). El estrés oxidativo se ha

implicado como factor destacado en el origen de diversos trastornos neurologicos (43).

Es ampliamente conocido que, en la fosforilacién oxidativa, parte de la respiracion celular

necesaria para la produccion de ATP llevada a cabo en las mitocondrias, puede presentar
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disfunciones con generacion de moléculas reactivas de oxigeno y radicales libres, las
cuales, aunque se requieren deben mantenerse en concentraciones bajas controladas y
gue al presentarse en niveles altos puede producir dafios al ADN celular que puede llevarla
a la apoptosis. De forma similar, sucede en otros procesos metabdlicos de proteinas y
fosfolipidos, estas disfunciones son considerados las principales causas del estrés

oxidativo.

El cerebro presenta dos factores que lo hacen propenso al estrés oxidativo, por un lado,
posee una alta cantidad de lipidos en las membranas neuronales, ricos en acidos grasos
poliinsaturados y por otro lado requiere de un gran consumo de oxigeno en la respiracion
celular, lo cual conduce a una produccion excesiva de ROS, estas membranas neuronales
sufriran dafios facilmente que induciran a la muerte celular, pues este tipo de lipidos es

muy susceptible a las ROS (43).

El cuerpo humano puede contrarrestar el efecto de las especies reactivas del oxigeno, con
antioxidantes enddgenos o exdégenos como el glutation, la taurina, la creatina, el zinc, la
vitamina E, la vitamina C, la vitamina A y los polifenoles. El efecto del antioxidante se ve
reforzado y respaldado por enzimas antioxidantes como el superoxido dismutasa, la

catalasa, la glutatién peroxidasa, etc.

En la actualidad se cree que las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA),
la enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), entre y otros
sindromes del sistema nervioso, pueden ser el resultado de una alteracion bioquimica
debido al estrés oxidativo en los componentes biomoleculares.(43) Por lo anterior es
importante entender los mecanismos de produccién y los procesos que interconectan el
estrés oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas, asi como el papel fundamental

gue desempefia el sistema operativo en los trastornos neuronales.

Las ROS contribuyen significativamente al deterioro de las células neuronales mediante la
modulacién de la funcion elaboradora de biomoléculas como el ADN, ARN, lipidos y
proteinas. Las ROS involucradas en la neurodegeneracion incluyen el perédxido de
hidrégeno (H20>), el anién superdxido (O?- ) y el radical hidroxilo altamente reactivo (HO-).
También se ha descubierto que las especies de nitrégeno reactivo (RNS), como el 6xido

nitrico (NO), tienen un efecto nocivo sobre las neuronas, es una molécula que cumple la
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funcion reguladora de relajacion, dilatacion vascular y proliferacion de células de masculo
liso vascular y participa en la adhesién de leucocitos, angiogénesis, agregacion de
plaguetas, trombosis, tono vascular y hemodinamica, entre otras, sin embargo, en su forma

libre es perjudicial para las biomoléculas.

Przedborski publicé una discusion exhaustiva donde se definié la neurodegeneracion en
general como “cualquier condicion patoldgica que afecte principalmente a las neuronas”.
En el mismo articulo se establecié la diferencia entre una serie de trastornos que no son
enfermedades neuronales primarias 0 en los que las neuronas mueren por una causa
conocida, por ejemplo, la hipoxia o el envenenamiento, las cuales no son enfermedades
neurodegenerativas (44). Las enfermedades neurodegenerativas son un gran grupo
heterogéneo de trastornos neurolégicos que afectan distintos subconjuntos de neuronas

en ubicaciones anatémicas especificas.

1.2.2 Los flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos diaril-propanicos, su estructura es del tipo
Cs -C3 -Cs, son dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3
carbonos ciclada a través de un oxigeno. Se considera que su estructura deriva de la y-
cromona (0 benzo-y-pirona). Asi pues, son 2-fenil-ycromonas Figura 1-5 (45). Algunos
flavonoides existen en las plantas como una forma de glucdsido, mientras que también

existe la aglicona correspondiente, forma libre sin aztcares.

Figura 1-5: Esquema de flavonoide.

Varios estudios han respaldado el efecto protector de los flavonoides en la prevencion de
las enfermedades neurodegenerativas. Las plantas son grandes productoras de

metabolitos secundarios entre ellos los flavonoides. Actualmente se cuentan con cerca de
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6500 flavonoides que pueden ser divididos en seis grupos, flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanoles, flavonoles, antocianidinas, antocianinas e isoflavonas, segun el
grado de oxidacion del anillo C central, el patrén de hidroxilacion de los anillos y la
sustitucion en la posicién 3. Adicionalmente, dentro de cada grupo hay variaciones segun
la disposicién de los grupos hidroxilo, la glicosilacién o alquilacién de la estructura (15). Es

importante anotar que los flavonoides pueden ser clasificados también, por otros factores.

Una clasificacion y la estructura de algunos los flavonoides se puede ver en la Figura 1-6.

Figura 1-6: Clasificacion y estructura de principales flavonoides.
Flavonoles Flavones Isoflavones

OH O
Ri= Ry= H: Kaempferol Ry = H: Apigenina Ry= H: Daidzeina
Ry= OH; R, = H: Quercetina
Ri=R.,= OH: Myricetina Ri= OH: Luteolina R,= OH: Genisteina
Flavanonas Antocianidinas Flavanoles
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o Ry= OH; R,= H: Cianidina  R._ R,- R;= OH: Galocatequina
Ry= Ry= OH: Eriodictiol R4= Ro= OH: Delfinidina

Ry= OCHs; Rs= OH: Petunidina
R;= OH; Ry= OCHj: Hesperetina R;{= R,= OCHj: Malvinidina

Fuente: https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Estructuras-qumicas-de flavonoides_
fig35_320673651

Los flavonoides se constituyen en los metabolitos activos presentes en la mayoria de las
hierbas chinas, incluida en las hojas de Ginkgo biloba, cuyos productos derivados sirve de
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base de formulaciones hierbas muy utilizadas y representa un caso exitoso de un extracto
de la farmacopea china. En 1965, fue introducido en la practica médica y en el afio de
1976, se produjo un medicamento base, denominado Egb761, que fue ampliamente
estudiado y utilizado en todo el mundo para tratar o prevenir muchas enfermedades,
incluidos los sintomas de la enfermedad de Alzheimer en etapa temprana, la demencia
vascular y el tinnitus de origen vascular. Egb761 consta de dos grupos principales de
sustancias: glucosidos de flavona (fraccion de flavonoides, 24 %, que incluye
principalmente isorhamnetina, quercetina y kaempferol) y lactonas terpénicas (fraccion de
terpenoides, 6 %). Hoy en dia, existen muchos estudios e investigacion que evidencias y
confirman los efectos antioxidantes y neuroprotectores de los flavonoides y este hecho es

generalmente aceptado (14).

Por lo anterior resulta de interés conocer los metabolitos de la especie P paniculata que
cuenta con indicios de ser posible fuente de sustancias con actividades biolégicas que

pueden ser usadas en el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas.
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2 Capitulo 2: Metodologia

2.1 Recoleccion de Material Vegetal

Las plantas completas de Polygala paniculata fueron adquiridas en la Plaza del Samper
Mendoza, recolectado como material fresco con procedencia la zona rural de La Mesa,
Cundinamarca y en la plaza de Paloquemao donde se adquirieron plantas completas en
estado seco, procedentes de la region rural de Facatativa, Cundinamarca, ambas plazas
en la ciudad de Bogota, en donde la especie vegetal se conoce con el nombre de Sarpoleta.
Se separaron dos especimenes que fueron preparados y etiquetados para ser
determinados por el Herbario Nacional Colombiano (COL) de la Universidad Nacional de
Colombia. Para obtener el extracto de Polygala tenuifolia se adquirié un producto comercial
en cpsulas de 100mg de concentracion 20:1.

Figura 2-1: Planta Polygala paniculata
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Figura 2-2:  Material recolectado de P paniculata

2.2 Fitoquimica preliminar

2.2.1 Preparacion de extractos

El material vegetal una vez hecha una inspeccion y limpieza, se sometié a un periodo de
secado en estufa de aire circulante a temperatura de 40° centigrados, se separaron en
cuatro muestras de trabajo, dos de plantas colectadas recientemente o denominado
material fresco y dos de plantas que fueron colectadas hace un tiempo y que se denominé
material seco y que fueron codificadas de la siguiente manera: RxPP1 (raices de material
fresco), AXPP1 (las partes aéreas de material fresco) , RxPP2 (las raices de material seco)
y AxPP2 (las partes aéreas del material seco). Posteriormente se procedié a triturar el

material mecanicamente.
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Cada muestra se sometio a extraccion y concentracion de la siguiente forma: el polvo de
del material vegetal fue dispuesto en percoladores para extraccion exhaustiva con etanol
al 96% a temperatura ambiente durante 3 procedimientos hasta agotamiento, mientras las
raices fueron extraidas por el método de maceracién estatica con etanol al 96%, en este

caso el material fue filtrado en tres ocasiones.

Figura 2-3: Raices de P paniculata

Para concentrar los extractos, a los liquidos obtenidos se les redujo el volumen mediante
presion reducida empleando un equipo de rotaevaporacion, a una temperatura de 38°C y
60 rpm, posteriormente el extracto fue secado en estufa a 40°C hasta sequedad completa

y se calculé el rendimiento.

Para el caso de P tenuifolia, se utilizaron 20 capsulas de 100 mg con un extracto de
concentracion 20:1, el peso bruto de las capsulas fue de 4,259 g las cuales fueron abiertas
y se empled el polvo que pesé 3,324 g y que fue extraido en etanol al 96% por 24 horas 'y
pasado por un filtro, posteriormente el filtrado se concentrado utilizando evaporador
rotatorio y secado para posterior uso.

De cada extracto se separaron dos porciones: una para el analisis fitoquimico preliminar y

otra para las pruebas de actividad biolégica.
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Figura 2-4: Parte aéreas de P paniculata

2.2.2 Caracterizacion de los extractos

Una vez obtenidos los extractos de raices y partes aéreas de Polygala paniculata RxPP1,
RxPP2, AxPP1, AxPP2, asi como el extracto de Polygala tenuifolia, se procedi6 a la
caracterizacion de los extractos por la técnica de cromatografia en capa delgada (CCD)
sobre silica gel 60 GFs4, para tal efecto se seleccioné la fase mévil mas conveniente que
fue una mezcla de CHCI; : CH3OH (cloroformo: metanol) en relaciones 70:30 y 80:20. Las
placas eluidas se observaron bajo luz ultravioleta de longitudes de onda de 254 nmy 365

nm (46). Las placas fueron reveladas con los siguientes reactivos quimicos, Tabla 2-1.

Tabla 2-1: Reveladores usados en placas de cromatografia de capa delgada
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Revelador Composicion Tipo de metabolitos
observados

Godin Vainillina en etanol, H,SO4 | Revelador universal,
en etanol, y calentamiento a | Terpenos, esteroides,
100°C saponinas y flavonoides

NP-PEG NP al 1% en metanoly PEG | para flavonoides
4000 al 5% en etanol

AICl3 AICI3 al 2% en etanol Para flavonoides

Dragendorff Nitrato de Bismuto/Yoduro | Para alcaloides

de Potasio

Bontrager- Kraus

KOH al 10 % en etanol

Para antraquinonas

2.2.3 Fraccionamiento liquido - liquido

Una vez caracterizado el extracto, se decidio realizar un fraccionamiento liquido — liquido

del extracto RxPP1 de raices, para tal efecto se dispers6é en una solucion de agua

destilada: metanol 80:20 y posteriormente se realizaron extracciones liquido-liquido con

solventes de diferentes polaridades, Tabla 2-2.

Tabla 2-2: Solventes empleados en el fraccionamiento de RxPP1
Fase Solvente Fraccién
1 Hexano Fr Hexénica
Cloroformo Fr Cloroférmica
3 Acetato de etilo Fr Acetato de etilo

Figura 2-5:

Fraccionamiento de P paniculata
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A cada una de las fracciones se les retiro el solvente usando rotaevaporacion y posterior
secado hasta peso constante en estufa a 40°C y fueron caracterizadas a través de perfil
cromatogréafico. Como fase estacionaria se emple6 silica gel 60 F2s4 €n soporte de aluminio
de 0,25 mm (Merck®) y como fase mdvil mezclas 70:30, 80:20 de soluciones de
Cloroformo: Metanol, las placas se revelaron con luz ultravioleta a longitudes de onda de
254 y 365 nm y posteriormente con reveladores quimicos como Godin y NP/PEG para

flavonoides.

2.3 Estimacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales se determinan mediante el método espectrofotométrico de
Marghitas (47). Se elabor6 una curva de calibraciébn con quercetina en diferentes
concentraciones, que fue utilizada para una valoracién indirecta. Los resultados se
expresan en equivalencia de patron en este caso quercetina. Se emplearon placas de 96
cavidades, donde ser surtieron diferentes diluciones de los extractos de raices y partes
aéreas, patron quercetina y blanco o solvente puro, cada una de las muestras se analizé
por triplicado para obtener el valor por promedio. Con los datos de la lectura hecha en el
espectrémetro, se graficd y se obtuvo una curva de calibracion que sirvié para comparar
con la curva de las muestras, igualmente obtenida. El resultado se calcul6 en equivalentes
de la muestra patrbn como un porcentaje promedio en un rango determinado de

concentracion. promedio en porcentaje (%).

2.3.1 Materiales para la estimacion de flavonoides totales

Todos los disolventes utilizados fueron grado reactivo analitico. Se preparé una
solucion de cloruro de aluminio AICI3 al 2% en etanol 96%. En este caso el patron
solucién se prepara con quercetina cuya pureza reportada es 98 %. Se empled
como solvente CH3OH: H20 destilada en relacion 80:20. Se prepard una solucion
base de quercetina/solvente base 10 mg/100 ml. Para los extractos se obtuvieron

soluciones de 50 mg/100 ml con el mismo solvente.
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2.3.2 Preparacion de los Extractos para la estimaciéon de los
flavonoides totales

Para la estimacion de los flavonoides totales de cada muestra, se prepararon 5
diluciones diferentes de cada extracto comprendidas entre 1/10, 2,5/10, 5/10, 7/10
y 10/10 de extractos con concentraciones de 49 125 250 350 y 500 ug/mL
respectivamente y 7 diluciones del patrén 0,5/10, 1/10, 1,5/10, 2/10 y 2,5/10 5/10,
7/10 y 10/10 de solucidn de quercetina con concentraciones de 4,9 9,8 14,7 19,6,
24,5 68,6 y 98 ug/mL respectivamente en una disolucion al 80% de metanol en

agua.

2.3.3 Estimacion de los flavonoides totales en los Extractos

En las placas de 96 pozos se dispuso 100 uL de cada una de las concentraciones de las
muestras a evaluar y se le adicionaron 100 uL de AICl; al 2%. Después de una hora de
incubacién a temperatura ambiente la absorbancia fue medida a 420 nm. Se usé el patrén
de quercetina en concentraciones entre 5 ug/ml a 25 ug/ml para construir la curva
mencionada. El contenido de flavonoides totales se calculé con base o equivalentes de
quercetina QE//g de EEP(48).

2.4 Evaluacion de actividad antioxidante

Se determiné la actividad antioxidante de los extractos de las raices y las partes
aéreas de la especie Polygala paniculata mediante un método espectrofotométrico.
La actividad antioxidante es referida al radical libre estable 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil, calculando la capacidad inhibitoria de cada muestra expresada en
porcentaje, a partir de cambios en la absorbancia, de acuerdo al método reportado
por Fukumoto y Mazza. Se emplearon placas de 96 cavidades, donde ser surtieron
con concentraciones de 49 125 250 350 y 500 ug/mL de extractos de raices, y de
partes aéreas igualmente con el patron quercetina con concentraciones de 4,9 9,8

14,7 19,6, 24,5 68,6 y 98 ug/mL, y blanco o solvente puro, cada muestra se tomo
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por triplicado para obtener el valor por promedio. Con los datos de lectura del
espectrometro se graficados y se obtuvo una curva que permitié calcular el IC50 o
concentracion inhibitoria media o sea aquella que inhibe el 50%de radicales DPPH

de las muestras y de la quercetina.

2.4.1 Materiales para la evaluaciéon de efecto antioxidante

Todos los disolventes utilizados fueron grado reactivo analitico. El compuesto, 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), se disolvio (4 mg) en 50 ml de MeOH al 80% en H0
destilada. En este caso la solucion patrén se prepara con quercetina cuya pureza
reportada es del 98% %. Todas las muestras se solubilizaron en Metanol: H20

destilada. Se obtiene una solucion madre de quercetina de 10 mg/100ml. Para los
extractos se obtuvieron soluciones de 50 mg/100ml con el mismo solvente
base(49).

2.4.2 Preparacion de los Extractos para la Actividad Antioxidante

Para la determinacion de la actividad antioxidante, se prepararon 5 diluciones
diferentes de cada extracto comprendidas entre 1/10, 2,5/10, 5/10, 7/10 y 10/10 de
extractos con concentraciones de 49 125 250 350 y 500 ug/mL respectivamente y
7 diluciones del patrén, 1/10, 1,5/10, 2/10 y 2,5/10 5/10, 7/10 y 10/10 de solucion
de quercetina con concentraciones de 4,9 9,8 14,7 19,6, 24,5 68,6 y 98 ug/mL

respectivamente en una disolucion al 80% de metanol en agua.

2.4.3 Determinacion de la Actividad Antioxidante de los Extractos
La capacidad para capturar radicales libres de los extractos fue determinada
utilizando como referencia la disolucion de 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) de
acuerdo al método reportado por Fukumoto y Mazza [10]. EL DPPH se caracteriza

Figura 2-6: Placa de 96 pozos para muestras
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por poseer un electron desapareado que es un radical libre, estabilizado por
resonancia. Por esta propiedad, el DPPH se utiliza como material de referencia
para determinar el poder antioxidante de una sustancia por captura de radicales

libres.

Para la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos objeto de este
estudio, se tomaron 30 pL de cada extracto a 6 concentraciones (Secc. 2.4) y se le
adicion6é a cada uno 150 pL de la solucién de 150 umol/L de DPPH. Todas las
reacciones fueron llevadas a cabo durante 30 min a temperatura ambiente, en
microplacas de 96 pozos protegidas de la luz. Ver figura 2-8. Después de lo cual,
se mide la absorbancia a 520 nm en un espectrometro.

La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicion lo cual
corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una

determinada concentracion, de acuerdo con la siguiente ecuacion (2-1):

A—-A1

%100 (2-1)

%lInhibicion = %l=

donde A es la absorbancia del blanco, y Al es la absorbancia de la muestra.

Los resultados obtenidos por este método se reportan como IC50 que es la
concentracion inhibitoria media, es decir, la concentracibn de compuestos

antioxidantes que es capaz de inhibir el 50 % del radical DPPH (48).

2.4.1 Cromatografia en columna

Con el extracto del Grupo RxPP2 se realizdé una cromatografia de columna, se utilizé 49 g
de silica gel Merck 60 (0,064 — 0,200 mm), se prepar6 una pastilla de mezcla del extracto
de 1,218 g méas 5 g de silica gel. La columna se eluyé utilizando como fases méviles las
siguientes soluciones de 200 ml. Ver Tabla 2-3 y el fraccionamiento por volimenes de 50

ml
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Tabla 2-3: Fraccionamiento por volimenes de 50ml

Sub-fraccion Volumen (ml) Fase Movil
1 400 Hexano 100%
2 400 CHCI3 100%
3 200 CHCI3: CHzOH 90/10
4 200 CHCI3: CH:OH 80/20
5 200 CHCI3: CH:OH 60/40
6 200 CHCI3: CHzOH 50/50
7 200 CHCI3: CHzOH 40/60
8 200 CHCI3: CHzOH 30/70
9 200 CHCI3: CH:OH 20/80
10 200 CHsOH 100%

Se colectaron fracciones de aproximadamente 50 ml, que se rotaevaporaron a 35°C y se
llevaron a sequedad a temperatura ambiente (20°C) durante 72 horas, se realizaron
cromatografias y se revelaron con Godin y NP-PEG, se reunieron fracciones con perfiles
guimicos similares. Para realizar cromatografias con patrones, Tabla 4 para lograr un perfil

guimico que apoyen la seleccién de fracciones de interés en las pruebas biolégicas.

Figura 2-7:  Cromatografia en columna de P paniculata
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2.5 Busqueda bibliogréafica sobre las relaciones antioxidantes y neuroprotectores

de los flavonoides

Se realiz6 una busqueda bibliografica sobre el efecto neuroprotector de los
antioxidantes y los flavonoides en las bases de datos PubMed, ScienceDirect, y el
portal ResearchGate, con las palabras de busqueda “antioxidant”, “antioxidative”,

“flavonoids”, “traditional Chinese medicine”, “herbal’, neurodegenerative disease”

en articulo o revisiones.

De acuerdo con los resultados, se depuraron los articulos repetidos y se
seleccionaron los articulos posteriores a 2012 que hacian referencia a compuestos
naturales encontrados en la flora. Se seleccionaron los articulos que abordan
informacion sobre enfermedades degenerativas principales y se descartaron

aguellos con énfasis en compuestos especificos o0 en vias biolégicas especificas.






3 Capitulo 3: Resultados y discusién

3.1 Fitoquimica preliminar

3.1.1 Elaboraciéon de extractos

A partir de las raices y de las partes areas de las plantas recolectadas de Polygala
paniculata del grupo de plantas frescas y plantas secas se obtuvieron extractos secos con

los siguientes rendimientos, Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Rendimientos de los extractos de P paniculata y P tenuifolia

Codificacién Parte usada para Peso Extracto(g) | Rendimiento
el extracto material (%)
vegetal
molido(g) o
material de
partida
RxPP1 fresca Raices 13,032 1,686 12,94
AxPPL1 fresca Partes aéreas 85,488 15,16 17,83
RxPP2 seca Raices 11.470 1,218 11,47
AXPP2 seca Partes aéreas 115,65 18,73 16,3
EXPT Capsula Producto 4,259 ND -
terminado en
capsulas

Esta es la equivalencia de P tenuifolia 20 capsulas x 100mg = 2 g 20:1
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El rendimiento de los extractos estuvo en un rango de 12% para las raices y cerca de 17%
para las partes aéreas, estos rendimientos se encuentran dentro de los rangos reportados
para hierbas y partes aéreas. Las raices tienen un rendimiento significativo comparado con
raices de plantas de mayor tamafio, que generalmente estan constituidas por material

lignificado y de mayor dureza.

3.1.2 Caracterizacion cualitativa

La caracterizacién quimica preliminar de los extractos usando CCD y los respectivos

reveladores se muestran en la Figura 3-1y se resumen en la Tabla 3-2.

Figura 3-1: Cromatografias de capa delgada (CCD) de extractos de P paniculata

NP/PEG

UV 364nm UV 254nm NP/PEG Uv365nm

i M, ;:A !vu“cg!‘

UL

Ax1|Rx1|Ax2|Rx2|Eol |Ax1 Eol [Ax1|Rx1|Ax2|Rx2|Eol |Ax1|Rx1|Ax2|[Rx2|Eol

Extractos etanélicos con fase Nomenclatura columnas
fija silica gel

Ax1 = Partes aéreas fresca P paniculata
Fase moévil 20/80 CHCL3/MeOH

Rx1 = Raices frescas P paniculata

Ax1 = Partes aéreas secas P paniculata

Rx2 = Raices secas de P paniculata

Eol = esterol

Tabla 3-2: Caracterizacion preliminar de los extractos de P paniculata
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Revelador | Deteccidn RxPP1 AxPP1 RxPP2 AxPP2 ExPT

Terpenos,

Godin esteroides y Positivo Positivo | Positivo | Positivo | Negativo
saponinas

NP-PEG Flavonoides Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo

Flavonoides y

AICl; . Positivo Positivo

saponinas
uv Cumarinas Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Positivo
Dragendorff | alcaloides Negativo* | Negativo* | Negativo* | Negativo* | Negativo
Bontrager- . . . . . .
Kraus antraquinonas | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo

* Se evidencia una sospecha de presencia de alcaloides que tendria que ser confirmada con pruebas
adicionales

En la Figura 3-1 observamos las placas cromatogréaficas reveladas con reactivos de Godin
y NEP-PEG que revelan de color amarillo a anaranjado los compuestos tipo flavonoide,
como podemos ver estos compuestos se encuentran de manera representativa en todos
los extractos, asi mismo en esta figura se observan en las placas reveladas con Godin,
compuestos tipo esterol y/o terpeno con colores morados y azules, que como vemos son

compuestos de menor polaridad que los anteriores.

En un paso posterior se compararon mediante cromatografia de capa delgada (CCD), los
extractos obtenidos de P paniculata con los obtenidos de las capsulas de P tenuifolia,
evidenciado diferencias importantes que pueden estar asociadas tanto a diferencias en los
perfiles quimicos de las especies de origen colombiano y la de origen asiatico asi como al
procesamiento que pueda tener el extracto para ser incorporado en esta forma
farmacéutica, de cualquier forma los perfiles quimicos son considerablemente diferentes,

Figura 3-2.
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Figura 3-2: CCD para comparacion P paniculata VS P tenuifolia

NP/PEG

Revelador=> | UV 364nm UV 254nm NP/PEG UV254nm

Extractos g = ¥

< < =
etanolicos ; o

con fase fija
silica gel ®

Fase movil
30/70
CHCL3/MeO
H

Extractos—> |Rx2|Ax1

Nomenclatura columnas

Rx2 = Raices secas de P paniculata

Ax1 = Partes aéreas fresca P paniculata

Rx1 = Raices frescas P paniculata

Tx1 = P tenuifolia

3.1.3 Resultado Fraccionamiento liquido-liquido

Con la caracterizacién anterior de decidio realizar un fraccionamiento liquido-liquido de
unos de los extractos, considerando que el érgano més usado en la medicina tradicional
China es la raiz, se decidi6 comenzar a trabajar con este extracto a fin de obtener
fracciones con diferente polaridad que puedan ser posteriormente evaluadas en ensayos

biolégicos y en estudios quimicos mas detallados.

Para tal efecto se comenz6 la particién con 1,54 g de Polygala paniculata con los

rendimientos mostrados en la Tabla 3-3
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Tabla 3-3 Fraccionamiento liquido-liquido de extractos de P paniculata

Fraccion Eluyente Peso seco (Q) Rendimiento (%)
1 Hexano 0,053 3,44
2 Cloroformo 0.214 13,90
3 Acetato de etilo 1 1,010 65,58
4 Acetato de etilo 2 0,030 1,95
Totales 1,307 84,87
Residuos 0,233 15,13

En el proceso fue necesario realizar dos fraccionamientos con acetato de etilo por
formacion de una emulsion, las fracciones separadas como Acetato de etilo 1 y 2 mostraron
similitud en su perfil cromatografico por lo que fueron reunidas. La fraccién 3 constituyo
dos tercios de la muestra lo que nos permite inferir que la mayor cantidad de metabolitos
corresponden a compuestos de una polaridad media a alta. Las fracciones también fueron
caracterizadas empleando CCD, las cromatografias reveladas con Godin y NP-PEG,
corroboraron la considerable presencia de flavonoides particularmente en las fracciones
obtenidas con cloroformo y acetato de etilo, en esta ultima considerando la polaridad, se
espera encontrar en su mayoria flavonoides glicosilados. Figura 3-3 con fase mévil 30/70
CHCL3/MeOH. Figura 3-4 con fase mévil 80/20 CHCL3/MeOH.

La comparacion cromatogréafica de las fracciones con Polygala tenuifolia no mostro
similitudes en la composicién quimica, mas alla de evidenciar la presencia de cumarinas

en los extractos de P. paniculata y en P tenuifolia.
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Figura 3-3:

Revelador->

UV 364nm

Fracciones
en fase fija
silica gel

Fase movil
30/70
CHCL3/MeOH

UV 254nm

CCD de las fracciones de P paniculata (30/70)

NP/PEG

NP/PEG
uUVv254nm

Extractos—>

Hex |Clo |AdE1 [AdE2

Hex |Clo [AdEL |AdE2

Hex |Clo [AdE1 [AdE2

Hex |Clo [AdEL [AdE2

Hex |Clo|AdE1 [AdE2

Nomenclatura columnas

Hex = fraccion de pasada con Hexano 100%

Clo = fraccion de pasadas con Cloroformo 100%

AdE = fracciones de pasada con Acetato de etilo 1 y 2 respectivamente

Figura 3-4:

Revelador->

UV 364nm

Fracciones
en fase fija
silica gel

Fase movil
20/80
CHCL3/MeOH

UV 254nm

CCD de las fracciones de P paniculata (20/80)

NP/PEG

NP/PEG
uv254nm

Extractos—>

Hex |Clo |AdEL |AdE2

Hex |Clo|AdE1 [AdE2

Nomenclatura columnas

Hex = fraccion de pasada con Hexano 100%

Clo = fraccioén de pasadas con Cloroformo 100%

AdE = fracciones de pasada con Acetato de etilo 1 y 2 respectivamente
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3.2 Resultados de la estimacion de flavonoides totales

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se procedio a realizar la respectiva lectura de
absorbancias en un lector de microplacas a la longitud de onda de 420 nm, los datos
obtenidos fueron exportados en un archivo digital en formato de hoja de célculo, lo cual
permitié el su procesamiento. Se utilizé la aplicacién Excel de Microsoft Office versién
18.2110.13110.0. Se muestran los datos obtenidos y las graficas con el respectivo
comportamiento de las muestras, en la cuales se resalta la del patron de quercetina como

referencia. Tabla 3-4 y Figura 3-6, La Figura 3-5 muestra la placa respectiva.

Tabla 3-4: Resultados para estimacion de Flavonoides en Extractos de P paniculata

Absorbancia quercetina y extractos
Ai=10910 I/lo (adimensional) | = Longitud de onda de luz = 420nm
Concentracién |Quercetina Raices Partes aéreas
(ug/ml)
4,9 0,076
9,8 0,141
14,7 0,218
19,6 0,243
24,5 0,455
49 0,738 0,0154 0,069
68,6 1,018
98 1,443
125 0,018 0,121
250 0,051 0,262
350 0,057 0,331
500 0,094 0,446

Figura 3-5: Placa de 96 pozos con prueba estimacién Flavonoides
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Figura 3-6:  Absorbancia de los flavonoides en raices y partes aéreas vs quercetina

Absorbancia de los flavonoides en Rx y Ax vs quercetina
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Los datos recopilados permiten inferir un contenido de flavonoides considerando una
relacion lineal entre la concentracion de los extractos y la absorbancia, para ser
expresados en términos de un compuesto de referencia, en este caso quercetina.

Considerando las diferencias en concentracion se tomo la lectura para la concentracion de
50 ug/mL de quercetina equivalente a 0,7441y con este valor se estimé el contenido de

flavonoides.

Tabla 3-5: Estimacién de flavonoides totales en los extractos de P paniculata

Muestra Concentracion Porcentaje estimado
estimada ug/ml de flavonoides en cada
muestra
Quercetina 50 -
Partes aéreas 795,78 6,28%
Raices 3713,5 1,34%
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Los resultados obtenidos en términos de porcentaje nos permiten evidenciar una
importante diferencia en el contenido de flavonoides de las raices respecto a las partes
aéreas, esto habia sido evidenciado de manera cualitativa en las placas cromatogréaficas
donde se observa una mayor intensidad de flavonoides en las muestras de partes aéreas.
Tabla 3-5.

3.3 Evaluacidén de la actividad antioxidante

La placa de 96 pozos preparadas tal como se detall6 en la metodologia se sometié a lectura
en un espectrometro de UV para evaluar la absorbancia de las muestras, los datos fueron
exportados en un archivo digital en formato hoja de calculo, lo cual permitié su
procesamiento y andlisis, al igual que la elaboracion de gréficos. Se utilizé la aplicacion
Excel de Microsoft Office version 18.2110.13110.0. A partir de los datos de absorbancia y
aplicando la formula descrita en la metodologia se calcularon los porcentajes de inhibicion
tanto para el flavonoide quercetina como para las muestras de Polygala paniculata los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 3-6 y 3-7. Se visualizan las curvas de las
muestras y del patron quercetina en las figuras 3-7 y 3.9. La Figura 3-8 muestra la placa
leida para DPPH.

Tabla 3-6: Datos para el patrén de Quercetina

Concentracion inhibitoria de Quercetina sobre
DPPH
Concentracion % de inhibicion
(ug/mL) calculado
50 3,73
125 11,58
250 15,67
350 25,56
500 34,69
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Figura 3-7:  Curva patron de Quercetina
Quercetina
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Tabla 3-7:  Datos de % de inhibicion de los extractos de P paniculata
Curva de Inhibicién de extracto de P paniculata
Concentracion de extractos de S . % de inhibicion de
; % de inhibicién de partes aéreas .
P paniculata (ug/mL) Raices
50 3,73 2,10
125 11,58 5,20
250 15,67 6,07
350 25,56 6,31
500 34,69 11,28

Figura 3-8: Placa de 96 pozos con prueba de DPPH de P
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Figura 3-9:  Curva de % de inhibicion de P paniculata
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Se reporta en resultado como ICso (Concentracién Inhibitoria 50%)

Tabla 3-8:

Comparacién de concentracién inhibitorias medias quercetina/extractos

Concentracion inhibitoria

Muestra (ICs0) ug/mL

Patron quercetina 28,44
Partes aéreas de P paniculata 729,02
Raices de P paniculata 2.772,84

La actividad se reporta en términos de Clso (concentracion inhibitoria 50), si bien los valores

de ICso para los extractos es alto comparado con el de la quercetina, Tabla 3-8, cabe

considerar que se tiene como patrén una sustancia al 98% de pureza y los extractos tanto

de raices como de partes aéreas contienen ademas de flavonoides otros tipo de

metabolitos y componentes, como vimos en el ensayo anterior el extracto de partes aéreas

contiene cerca del 6% de metabolitos tipo flavonoide, que no son necesariamente los

Unicos responsables de la actividad antioxidante pero si los que se encuentran en una

concentracion considerable.



44 Contribucién a la fitoquimica, a la evaluacion de la actividad antioxidante y el posible efecto
neuroprotector de la especie Polygala paniculata

3.4 Cromatografia de columna

En la parte final del trabajo se decidi6 realizar una cromatografia en columna con el
extracto de las raices de Polygala paniculata (RxPP2), esto con el fin de obtener fracciones
gue pudieran ser evaluadas en un ensayo in vitro con células y determinar con mas
precision el tipo de flavonoides presentes en la muestra, sin embargo, no fue posible
realizar los ensayos de actividad in vitro. Con el extracto de las raices de Polygala
paniculata de plantas (RxPP2) se le realizé una cromatografia de columna con fases
moviles de diferente polaridad como se describié en la metodologia, los resultados se

muestran en la Tabla 3-9. La figura 3-10 muestra un paso del proceso.
Figura 3-10: Cromatografia en columna

lﬁ:l
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Tabla 3-9: Resultados de la cromatografia de columna

Vial Tara Peso bruto (g) | Peso neto (mg) Fase Movil*
1 8,613 8,674 90/10
2 8,57 8,608 38
3 8,457 8,484 27180/20
4 8,575 8,605 30]80/20
5 8,521 8,546 25
6 8,543 8,559 16
7 8,547 8,787 240|70/30
8 8,701 8,765 64 |60/40
9 8,548 8,6 52
10 8,452 8,708 256 | 50/50
11 8,7 8,744 93(40/80
12 8,65 8,703 53
13 8,54 8,821 281 |30/70
14 9,528 9,535 7120/80
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*A excepcion de la primera pasada fue con Hexano y la segunda pasada con Metanol Cloroformo al 100%, el
resto de pasadas consisten en soluciones Cloroformo CHCL3 / Metanol MeOH

Esta prueba se realiz6 teniendo en cuenta los resultados del fraccionamiento liquido-liquido
de los extractos de P paniculata, en los cuales las fracciones de mayor porcentaje
mostraron ser de metabolitos polares, y pretende una mejor caracterizacién de los

metabolitos mayoritarios.

Con los resultados gracias al cambio secuencial de la fase mévil, se realizan
cromatografias de capa delgada que permiten visualizar mediante revelado con NP/PEG
y luz ultravioleta, la presencia de grupos de compuestos principales de gran interés. Los
resultados también permitieron unificar muestras similares y con los valores de peso
permitieron estimar la distribucién de los metabolitos. En las CCD se utilizaron patrones
conocidos: saponina, cumarina, quercetina y rutina que permiten sugerir en este extracto

la presencia de rutina como uno de los flavonoides principales.

Los resultados se pueden ver en la figura 3-11,3-12, 3-13.
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Figura 3-11: CCD de separaciones 1 a 11 obtenidas de Ax2 de P paniculata
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Figura 3-12: CCD de separaciones 12 a 20 obtenidas de Ax2 de P paniculata
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Figura 3-13: CCD de separaciones 21 a 32 obtenidas de Ax2 de P paniculata
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Estas pruebas evidencian una rica composicion de flavonoides, la presencia de terpenos,
esteroles, algun rastro de cumarina, y también en mayor cantidad aparecen flavonoides

glicosilados como ejemplo la rutina y probablemente miricitrina.

En el siguiente capitulo se revisa la literatura sobre el papel que cumplen los flavonoides y
los metabolitos antioxidantes en relacion con el efecto neuroprotector y de esta forma
explicar la importancia de los hallazgos y resultados encontrados como son una
composicion de metabolitos rica en flavonoides y alta actividad antioxidante que como lo
menciona la literatura revisada, colocan a P paniculata con una muy posible fuente de
compuestos con efecto neuroprotectores. No se pudo realizar la prueba biolégica
planeada inicialmente, que permitiera la confirmacion de la accion de los flavonoides
presentes, pero ademas la accién otros metabolitos que contribuyan a este efecto
neuroprotector y neuro restaurador, sin embargo, el presente trabajo podra ser la base

para que sean llevadas a cabo en un futuro.

3.5 Resultado de la busqueda bibliografica

Se realiz6 una buUsqueda en las principales bases de datos con el enfoque de revision
narrativa y haciendo una seleccion de acuerdo a la lectura del Resumen o abstract fuera
pertinente al tema. La siguiente tabla 3-10 muestra los resultados de busqueda por base

de datos.
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Tabla 3-10: Cuadro de busqueda de Articulos bibliograficos

Base de datos Expresion de busqueda Numero
articulos
encontrados

PubMed (Flavonoids in neurodegenerative diseases) | 10

AND (traditional Chinese medicine)

(Oxidative  stress in  neurodegenerative | 26
diseases) AND (traditional Chinese medicine)

The role  of oxidative  stress in|7
neurodegenerative diseases) AND (traditional

Chinese medicine)

ScienceDirect (Flavonoids in neurodegenerative diseases) | 53

AND (traditional Chinese medicine)

ResearchGate (Flavonoids in neurodegenerative diseases) | 34

AND (traditional Chinese medicine)

Se revisaron los resimenes de los articulos disponibles y se seleccionaron aquellos que
cumplian los perfiles detallados en la metodologia de acuerdo con los criterios de inclusion.

Los resultados se muestran en el capitulo siguiente-



4 Capitulo 4: Papel de los antioxidantes y los
flavonoides en las enfermedades
neurodegenerativas

4.1 Generalidades sobre flavonoides y su relacion con
las enfermedades neurodegenerativas

Existen un gran nimero de sustancias bioactivas contenidas las plantas con actividades
biolégicas importantes, con propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas,
antioxidativas, de utilidad medicinal son denominados fitoquimicos que pueden ser
clasificados en cuatro grupos: 1) terpenoides y polienos; 2) polifenoles; 3) compuestos
organosulfurados, y 4) nitrogenados. Los polifenoles constituyen el grupo mas abundante
e incluye: flavonoides, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas, catequinas, acidos

fendlicos, taninos, fitoestrogenos, estilbenos y curcuminoides (50,51).

Los polifenoles son moléculas que, debido a su capacidad de donar electrones y atomos
de hidrégeno, poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias capaces de neutralizar
los radicales libres (52). Se ha reportado que tienen actividad terapéutica en enfermedades

cardiovasculares, diabetes, cancer y enfermedades neurodegenerativas.

Los flavonoides son una familia de compuestos fendlicos que, al consumirlos, actian en
muchos sistemas simultaneamente y traen beneficios para la salud humana. Hacen parte
de dieta diaria humana pues estan presente en casi todos los alimentos y también sirven

como ingredientes principales de muchos tipos de suplementos herbales (53).

Segun la nomenclatura de la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), los
flavonoides se pueden clasificar en 14 subclases diferentes. Entre los flavonoides que se

encuentran en la dieta humana, las subclases mas interesantes son las flavonas,


https://sciwheel.com/work/citation?ids=11644239,13164582&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
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flavanonas, flavanoles , catequinas, dihidroflavanoles, chalconas, auronas, antocianidinas,

isoflavonas y flavonoles (14) (54).

Figura 4-1: Bioactividad de flavonoides en hierbas de MTCh

TABLE 1. Bicactivities of Selected Flavonoids from Common Chinese Herbs
Favonoids 1 n m v v Favoncias 1 i m v v
Flavanones Isoflavones
Alpinetin * Calycosin ree
Farrerol ' e Calycosin:7-O-gic re
Hesperidin . . . Dadzein ' ‘ ’ N ’e
Uguiratin ' ’ Dadzn '
Naringerene ' ’ Formononetin e
Nechespendn ' Genistin te
Prunin ‘ Glycitoin ' ' ’
Flavones Ghycitin ' ' '
Miw ’ e [rtsforertin ' ' ' *e
Apiin Ononin ' ' ’
Baicakein . . Pratensein ' ' ' *
Baicain * ’ Puerarin . '
Chrysin ’ &, 7-0043 puerarin '
Heda cetin-8-0CH3 ' ' ' 4',7-0COCH3-puerarin '
Esovitexin ' Tectoridin ‘e - ‘ veo
Lutoodin v+ Tectorigenin
Lysionotin e ' v+ 0 Flavonols
Monusin Agtragalin
Souselarin e ’ Gaangin ' ’ v
Scoparin * Haifolin ' e
Tangeretin ' * Hyparin ' ' '
Wogonin Icariin
Auranes Isoquescitrin '
Sulphuretin ' ’ . . ’ somamnetin ' tee tee
Biflavones Isomamnetine 3-0-nat '
Gmoﬂn ' ’ Kaampferol ’ ' e . e
Dihypdrochalcones Kagmpferal-3-0-eut ' '
Préoeetin ' ’ Kaempferal-3-0-gic ' '
Préocidzin ' Quercetin L L ’ '
Flavanonols Quercesin.3-0gik e ' ' '
Devydramyricetin ' RNFG ' ' ' ' '
Silytin *e ' Rutin
Chalcones THrosioe
Cardamnonin ' tee . Vitexicanin
Flavanes Vitamin C e / / /
[~y Catechin ’ ‘e Congo red / *e / / /
[~ Epicatechin ' NGF / / T / /
Bt cAMP / / / tet /
17p-Estrasol / / / / '
Data are mean = SEM, n«-3-6, each with triphcate samples. The vakse of SEM is within S% of the mean, which & not
shown for clanty. + to » + + indicato the ranking of the bicactivities. ™/" means not determined.
1): Argi~axidation. Cukured PC12 calls in 2 96 well plate wore pretroatod with dfferent Savonalds for 24 h and abekd by
100 uM DCFH-DA (Sigma) in HBSS for 1 h at room temperature. Cultunes were then treated with 0.4 mM frydrogen parox-
de (H;0;) for 1 h. The amount of ieeracefiuiar H, 0 -induced ROS was detectod Dy NUOrometric Maasurement with exdita-
ton 3 485 am and emission 28 S30 nm. Vitamin C at S00 sM served a5 the positive control (2 ot a2, 2007).
11): Anti-Ag-induced taxioty. Cultured PC12 cells in a 96 wel plate were treated wikh aged Af with the pro-treatment of
favonoids. NTT acsay was parformed to determine the cell viabilty. Congo red 3 L 4N senved as the positive contrad
{Zhu et al, 2007).
1I0): Neurofiament expression. Culured PC12 colls wore troated with Nlavoncids. The expression evels of newroliments
wene determined by Westam biot. The result of Neurofilament 68 expression is shown here. NGF at 50 ng s * served as
the positive control (Xu et al,, 2012).
1IV): Synageotagmin expression. Cultured rat CoOMcal neurons wane treated with flavoncids. The expeession levels of syn-
ptotagmin were dotermined by real-tme PCR. Bt2.camp at 1 mM served as the pasitive control (Xu et al,, 2013).
V): Estrogenic activity. Three repedts of astrogen-respansive elements (S-GGT CAC AGT GALC C.37) were synthesized and
Subdoned 0 A redOrter vactor that has a downstream reporter of firefly luciferase gane. A stable call line of MCF-7 was
establsned by cotransfection of pERE-Luc and pcDNA3 under seloction of S00 4 mi * G418, Flavenoids wmare apphed
o0 the colls, and lciferase Ascdy was perioemad Lo Jetenming estroQenic activity. The 17 -estradicl at 10 nM served as
the positive control {Zhu et al., 2012}

Sirth Dafects Masearch (Fart C) 99:292.209 (201 3)

Fuente: Anju Singh, Ritushree Kukreti, Oxidative Stress: A Key Modulator in
Neurodegenerative Diseases, 2019 Molecules 2019, 24(8), 1583
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Los estudios sobre flavonoides sugieren que los flavonoides son multifuncionales,
multisistemas y multinivel. En general, se acepta que los flavonoides tienen efectos
antiinflamatorios, antitumorales, antioxidantes y de estimulacién estrogénica y, lo que es

mas importante, se consideran seguros (14).

El flavonoide rutina, por ejemplo, que se usa para mejorar los sintomas del envejecimiento
y los problemas cardiovasculares, tiene una actividad antioxidante muy bien estudiada. Los
flavonoides son los principales ingredientes activos en la mayoria de las hierbas chinas,
incluida la formula a base de hierbas mas utilizada derivada de las hojas de Ginkgo biloba
(14).

Un estudio de revision buscd las posibles funciones neuronales de las diferentes clases de
flavonoides, se seleccionaron los flavonoides mas comunes que se encuentran en las
hierbas chinas para buscar los bioensayos relacionados con las funciones neuronales
Tabla 4-1. Y la revision concluyé que muchos flavonoides tenian bioactividades
significativas en diferentes sistemas, incluidos el sistema nervioso, el sistema 6seo, el

sistema de eritropoyético, etc. (43).

En un estudio, el flavanonol fustin, un tipo de flavonoide, que se puede encontrar en fustas
jovenes ( Cotinus coggygria) y en el arbol de laca ( Toxicodendron vernicifluum ), que
habia probado tener propiedades antiinflamatorias, ahora muestra efectos protectores
sobre la muerte celular neuronal inducida por 6-hidroxidopamina (55), este flavonoide
confiere neuroproteccion a las NDA SK-N-SH pretratadas por 30 min antes de la exposicion
a 6-OHDA (125M) por 24 h, observandose una inhibicion sobre los niveles de las ROS y
el aumento de calcio intracelular (Ca2++). Ademas, impidié el incremento en la relacion

Bax/Bcl-2, asi como la actividad de caspasa 3 y el bloqueo de la fosforilacién de p38 (50).

La isoflavona biochanina A, obtenida de la planta Trifolium pratense con propiedades
antiinflamatorias, confiere neuroproteccion a las NDA obtenidas de mesencéfalo de rata, a
concentraciones de 0,25, 1y 2,5M, se observo que puede proteger de manera efectiva las
células dopaminérgicas contra la neurotoxicidad inducida por LPS (10 ng/ml), que produce
una reducciéon del 36,7% sobre la captacion de DA, asi como una disminucion del 52%
sobre la poblacion celular. La biochanina A mejora significativamente la captacion de DA
(el 55,9, el 77,9 y el 88,7%) y protege a las células del dafio por el LPS (el 62,5, el 81,9y
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el 89,4%); ademas, inhibe la produccion de las citocinas proinflamatorios TNF- a y NO, asi

como el O, — de manera dependiente de la concentracion (50).

La acacetina es una flavona que posee propiedades anticancerigenas y antiinflamatorias;
se encuentra en plantas como crisantemos y cartamos. En un cultivo primario de NDA
mesencefalicas de rata expuestas al neurotéxico MPP+ (10M) y tratadas con acacetina
(50-200 nM) se observé un mayor numero de células dopaminérgicas TH-IR y preservacion
de la morfologia neuronal, incluyendo el acortamiento de las dendritas, en comparacion
con el grupo control. Ademas, inhibe de manera dependiente de la concentracion la

sobreproduccion de los factores proinflamatorios NO, PGE2 y TNF-a (50).

De la planta Scutellaria baicalensis, se ha extraido de la raiz la baicaleina que es un
flavonoide considerado como un excelente antioxidante neutralizador de radicales libres y
antiinflamatorio. Se probd la resistencia a la toxicidad in vitro con 6-OHDA (100M) en cultivo
de NDA SH-SY5Y previamente tratadas con baicaleina (0,05, 0,5 y 5g/ml), comprobandose
un efecto neuroprotector a partir de la dosis de 0,5g/ml, con un 64% de supervivencia
respecto al control (50). Ademas, el pretratamiento a 5g/ml disminuye significativamente el

porcentaje de células apoptoticas.

En un articulo que mencionaba los enfoques o paradigmas para el descubrimiento de
farmacos para enfermedades neurodegenerativa, se comenta que desde 1990, la
combinacién de biologia molecular y estructural, quimica combinatoria y deteccion de alto
rendimiento ha dominado el proceso de descubrimiento de farmacos (19). En el caso de
las enfermedades neurodegenerativas si bien el sistema proporciona un proceso rapido
para el descubrimiento de farmacos candidatos con alta selectividad y alta afinidad por un
objetivo molecular especifico, no ha producido los éxitos que inicialmente se esperaban.
Antes, el enfoque de descubrimiento de farmacos estaba basado en objetivos, se
descubrieron nuevos farmacos mediante la evaluacion de sustancias quimicas frente a
caracteristicas o fenotipos observables, en sistemas biolégicos como células o animales.
El paradigma ideal para la busqueda de medicamentos deberia ser su uso en los humanos,
y asi es como se descubrieron originalmente la mayoria de las drogas de primera clase
basadas en productos naturales, este ya no es un enfoque éticamente viable y se deben
usar los animales de laboratorio, principalmente modelos de enfermedades en ratones o
una alternativa razonable es crear ensayos basados en células que definan vias de

toxicidad molecular relevantes para la neurodegeneracion asociada con la edad y
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seleccionar farmacos candidatos que funcionen en multiples ensayos, no solo en uno. En
general, para la seleccion de candidatos a farmacos contra enfermedades
neurodegenerativas, estos ensayos utilizardn neuronas primarias, lineas celulares
similares a neuronas o lineas celulares micro gliales que se someten a una agresién toxica
gue se ha observado que ocurre en el cerebro envejecido. Sin embargo, la cuestion critica

sigue siendo qué se debe examinar exactamente (19).

¢Por qué concentrarse en los flavonoides? Varios estudios epidemiolégicos han
destacado que, para la prevencién de enfermedades neurodegenerativas, el potencial
especificamente de los flavonoides puede resultar en un papel beneficioso (56). Figura 1-

6a. Estructuras de flavonoides representativos.

Un estudio retrospectivo que analizé consumo de flavonoides en relacion a la carga que
produce la demencia en la poblacion (medida en afios de vida ajustados por discapacidad)
en 23 paises desarrollados (19). El resultado mostro que con el consumo de flavonoles la
relacion era negativa, es decir a mayor consumo menos demencia y que la relacion de
riesgo del tercio de mayor consumo versus el tercio de menor consumo era 0,49, es decir
gue el tercio de mayor consumo redujo el riesgo de padecer demencia a la mitad del riego

del tercio que consumi6é menos.

En otro estudio epidemiol6gico muy grande (un total de ~130 000 personas seguidas
durante 20 a 22 afios) publicado hace varios afos (57), examind si una mayor ingesta de
flavonoides totales de cinco fuentes principales de flavonoides en la dieta (té, bayas,
manzanas, vino tinto y naranja o jugo de naranja) se asociaba con un menor riesgo de EP.
Se examinaron utilizando una base de datos de composicion de alimentos y un
cuestionario de frecuencia de alimentos. El resultado mostr6 que los hombres, con el quintil
mas alto de consumo de flavonoides tenian un 40 % menos de riesgo de desarrollar EP
en comparacion con los del quintil mas bajo. Sin embargo, no se observd una relacion

significativa entre el consumo general de flavonoides y el riesgo de EP en las mujeres (19).

Estudios recientes han demostrado que los flavonoides tienen una amplia gama de
actividades, diferentes a aquellos de sus efectos antioxidantes y de eliminacion de
radicales libres, que podrian hacerlos particularmente efectivos para bloquear las vias de

toxicidad asociadas con la edad y con enfermedades neurodegenerativas.
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Existe series de estudios preclinicos y, en algunos casos, clinicos, que analizaron los
efectos beneficiosos de diferentes flavonoides en modelos animales de AD, PD, HD o ALS,
Para cada enfermedad, se hace una descripcion seguida de una descripcion de los
modelos utilizados para estudiar los efectos de los flavonoides en la enfermedad. y la
evidencia del efecto neuroprotector de los flavonoides en asocio con sus actividades
antioxidativas, en algunos describen el modo por el cual los flavonoides contrarrestan la
enfermedad (50), Sin descartar que los extractos y sus combinaciones tengan otras vias

de intervencidn para una determinada patologia.

4.2 Estrés oxidativo y las enfermedades
neurodegenerativas

Existen varios tipos de especies reactivas de oxigeno (ROS). El oxigeno puede llegar a
formar especies reactivas debido a que posee dos electrones desapareados presentes en
la capa externa de electrones. Se definen especies reactivas de oxigeno (ROS) a las
moléculas reactivas derivadas del oxigeno, generalmente de vida corta y altamente
reactivas debido a sus electrones de valencia no apareados. Las ROS incluyen, entre
otros, radicales libres (superéxido, O -), radicales hidroxilos (-OH) o no radicales (peréxido
de hidrégeno, H.0,). O2: se considera es el paso inicial en la produccion de ROS. O; -
puede transformarse en la forma mas estable de H,O, por superéxido dismutasa (SOD) ().
También se puede protonar para formar HO; --. EI H,O, puede tener potencial para generar
radicales hidroxilos altamente reactivos -OH, mientras que la catalasa, la glutation
peroxidasa y otras peroxidasas pueden dividirlo en H.O y O,. -El OH es conocido por ser
uno de los ROS méas reactivos que son los principales responsables de los efectos
citotoxicos de los ROS. El -OH puede generarse a partir de H.O2 y O; - y es catalizado por
iones de hierro a través de la reaccién de Fenton que se refiere a Fe?* - descomposicion
mediada por H20; (58).

En las células, la mitocondria es la principal fuente de produccién de ROS. En condiciones
fisiologicas normales, hasta el 2% del consumo total de O, mitocondrial celular puede estar
relacionado con la generaciéon de ROS, incluido el O»-. Se han propuesto multiples formas
de produccion de ROS mitocondriales, que estan moduladas principalmente por los
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, que consta de cinco complejos de

multiples subunidades que incluyen NADH-coenzima Q (CoQ) reductasa (NADH
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deshidrogenasa, Complejo [), succinato deshidrogenasa (Complejo Il), coenzima Q-
citocromo c reductasa (Complejo Ill), citocromo C oxidasa (Complejo IV) y ATP sintasa
(Complejo V). El responsable de la produccién de ROS de O, — es el complejo | y facilita
la transferencia de electrones de NADH a CoQ. Durante este paso, los protones también
se translocan desde la matriz al espacio intermembrana. El complejo Il esté involucrado en
la reduccién de CoQy se le culpa de la produccion de niveles bajos de O»- (58). El complejo
I, por otro lado, esta involucrado en la generacion de O3, en el espacio intermembrana.
La generacién de O, aumenta especialmente cuando la transferencia de electrones se

reduce con el aumento del potencial de membrana.

Las NADPH oxidasas (Nox), un complejo enzimatico transmembranal, es otra fuente
enddgena importante de produccion de O puesto que debe de catalizar la transferencia
de electrones de NADPH a oxigeno. Nox se encuentra en gran cantidad en los fagocitos
(neutrdfilos, eosindfilos, monocitos y macréfagos, llamados Phox o NOX2), asi como en el

endotelio del tejido cardiovascular.(58).

Varios eventos como los factores ambientales, la disfuncion mitocondrial y el proceso
metabodlico celular son responsables del estrés oxidativo. Como se mencion6
anteriormente el desequilibrio entere la capacidad moléculas encargadas de neutralizar las
ROS vy la produccion de ROS, inician un deterioro celular importante y especialmente en
el sistema neuronal. Figura 4-2, El mal plegamiento y la agregacion de proteinas son
caracteristicas comunes de varios trastornos neurodegenerativos. El estrés oxidativo
activa PP2A, p38MAPK y JNK que conducen a un aumento de la expresion de Ay y taus
neurotoxicos (caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer) que aumentan aun mas los
niveles celulares de ROS y RNS y dan como resultado la neurodegeneracion. Ademas, el
estrés oxidativo causa disfuncion neuronal por mal plegamiento atipico y agregacién de y-
sinucleina (para la enfermedad de Parkinson), mHtt (para la enfermedad de Huntington) y
TDP-43 para (esclerosis lateral amiotréfica) al aumentar los niveles de ROS y RNS. ROS,
especies reactivas de oxigeno; RNS, especies nitrogenadas reactivas; PP2, proteina
fosfatasa 2; p38MAPK, proteina quinasa p38 activada por mitdgeno; JNK, quinasa terminal
c-Jun N; mHtt, huntingtina mutante; TDP-43, proteina de unién al ADN TAR 43; NOX,
NADPH oxidasa; NFT, ovillos neurofibrilares (17).

Hoy se sabe que las ROS tienen un efecto nocivo sobre los lipidos al estar involucradas

en la peroxidacion de lipidos a malondialdehido (MDA), carbonilos de proteinas y oxidaciéon
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de guanina a 8-oxo-desoxiguanosina en el ADN. La cardiolipina (CL) es un fosfolipido que
esta involucrada especificamente con las proteinas de la cadena de transporte de
electrones en la membrana mitocondrial interna y, se requiere por la translocasa de
nucledétido de adenina, que funciona como un transportador de membrana interna (43). El
enriguecimiento de la cardiolipina en acidos grasos poliinsaturados como el 4cido linoleico
y la ubicacion adyacente a los sitios de produccion de ROS en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial la convierten en un objetivo principal para las ROS. La cardiolipina
se oxida con facilidad, conduce a la disfuncion de la cadena de transporte de electrones
mitocondriales y se sospecha que esta involucrado en la liberacion de proteinas
proapoptéticas. ROS tiene un efecto dafiino directo sobre las proteinas y los lipidos, lo que
dificulta la funcién bioenergética en las mitocondrias. Los ROS tienen un efecto nocivo
sobre el ADN mitocondrial, asociado directamente con la inactivacion del promotor y la
regulaciéon a la baja de la expresion génica mitocondrial. Por lo tanto, se supone que los
niveles elevados de produccién de ROS en las mitocondrias, que tienen vidas medias mas

largas, como H,O3; hidroperdéxido lipidico; o aldehidos activos como MDA, acroleina, etc.

Figura 4-2: Biomarcadores que sufren consecuencias del estrés
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Figure 2. Effect of ROS/RNS on biomolecules (DNA, protein, lipid, etc.) used as biomarkers of oxidative

stress in cellular environment.

Fuente: Anju Singh, Ritushree Kukreti, Oxidative Stress: A Key Modulator in
Neurodegenerative Diseases, 2019 Molecules 2019, 24(8), 1583
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(generados en otros lugares pero que finalmente llegan a las mitocondrias), pueden causar
disfunciéon mitocondrial y, en dltima instancia, obstaculizar los procesos biolégicos que
conducen a diversas enfermedades. conduce a la disfunciéon de la cadena de transporte
de electrones mitocondriales y se supone que esta involucrado en la liberacion de
proteinas proapoptoticas procesos biolégicos que conducen a diversas enfermedades
(43).

Las EN, incluidas la esclerosis multiple (EM), la EH, la EP y la EA, caen bajo el paraguas
de la neurodegeneracion junto con las dolencias neurotraumaticas. Los factores
ambientales y genéticos también contribuyen significativamente a la progresion de los EN.
La neuroinflamacion, el OS y la acumulacién de ciertas proteinas agregadas son las
caracteristicas patoldgicas comunes de los EN. Estos estimulos estan incrustados en la
membrana plasmética a través de receptores extracelulares. La inflamacion crénica esté
asociado directamente al estrés oxidativo. EI mecanismo de apoptosis neuronal mediada
por estrés oxidativo y neurodegeneracion. Una serie de eventos intracelulares patogénicos
como el estrés del reticulo endoplasmico y la disfuncién mitocondrial causan estrés
oxidativo al aumentar el flujo de entrada de Ca2+ y la subsiguiente excitotoxicidad
neuronal. La produccion excesiva de especies reactivas provoca la oxidacion de proteinas,
lipidos y acidos nucleicos que conducen a la neurodegeneracion. El estrés oxidativo
provoca la activacién de la via apoptética p53 que conduce a la expresion de Noxa, Bax y
Puma. La expresion de Puma provoca la liberacién de p53 citosélico que se mantuvo
inactivo al unirse con Bcl-xL. El complejo P53 y Bcl-xL causa la oligomerizacion de Bax y
la translocacion mitocondrial. La acumulacién de p53 intracelular sirve como una fuente
importante de p53 mitocondrial que induce la oligomerizacion de Bax y Bak y antagoniza
el efecto antiapoptético de Bcl-2 y Bel-xL en las mitocondrias (17). Como resultado, se
libera citocromo ¢ mitocondrial que estimula la activacion de las vias de la caspasa que
conducen a la apoptosis neuronal y finalmente a la neurodegeneracion. p53, proteina
supresora de tumores p53; 8-OHG, 8-hidroxiguanosina; 8-OHdG, 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina; 4-HNE, 4-hidroxi-2-nonenal; MDA, malondialdehido; Noxa, proteina 1
inducida por forbol-12-miristato-13-acetato; Puma, modulador de apoptosis regulado al
alza por p53; Bax, proteina X asociada a Bcl-2; Bak, antagonista/asesino de Bcl-2; Bcl-2,
linfoma de células B 2; Bcl-xL, linfoma de células B extragrande, directamente relacionado
con el estrés oxidativo/nitrosativo). La lipoxigenasa (LOX), asi como las cascadas de

ciclooxigenasa (COX), estan reguladas al alza en patologias cerebrales cronicas y
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relacionadas con la edad El metabolismo de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se
ve afectado por la COX. Ademas, COX-1, COX-2 son responsables de la generacién de
muchos eicosanoides, asi como de LOX que catalizan la adicion de oxigeno a los acidos
docosahexaenoico linolénico y araquidénico y otros PUFA que juegan un papel crucial en
la generacion de lipidos bioactivos, que afecta considerablemente el evento de
neurodegeneracion. Entre numerosas isoformas, las lipoxigenasas 12/15-LOX y 5-LOX
son particularmente importantes en la neuroinflamacion o neurodegeneracion. En el
cerebro, aumento de los niveles de acidos grasos polisaturados PUFA, incluido el &cido
araquidénico. Neutralizar tal cantidad de cambios mediante el uso de medicamento
convencionales ha resultado ineficaz y con muchos efectos secundarios. El uso de
flavonoides en forma de medicamentos herbales es una respuesta valida y segura y de
forma por enfermedad, por lo cual han sido hechos un gran nimero de estudios muy

focalizados (17).

Todos los datos anteriormente presentados resaltan la importancia de especies que como
Polygala paniculata, que contiene una rica cantidad de flavonoides y buen efecto
antioxidante pueden ser fuente de ingredientes activos para la prevencion o el tratamiento

de enfermedades neurodegenerativas.
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5 Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

¢ La fitoguimica de Polygala paniculata mostré la rica presencia de metabolitos en
especial flavonoides de una polaridad media a alta, incluyendo flavonoides
glicosilados.

e Se determind la actividad antioxidante del extracto de hojas y raices de Polygala
paniculata.

¢ La literatura revisada muestra que existe evidencia sobre el papel relevante de los
flavonoides, su efecto neuroprotector y su actividad benéfica antioxidante y dado
los hallazgos de este estudio sobre la Polygala paniculata, es razonable
interpretarlos como indicativo promisorio, que invita a seguir adelante en la
investigacion a fin de establecer su posible efecto neuroprotector.

e Polygala paniculata mostr6 grandes ventajas al encontrar que los metabolitos estan
presentes en todo el material vegetal y que resiste a largos periodos de

almacenamiento con un buen rendimiento.

e La comparacion de las especies P paniculata y P tenuifolia mediante su
caracterizacion quimica preliminar no mostré6 correspondencias bajo las

condiciones del estudio realizado.
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5.2 Recomendaciones

e Se espera que se realicen pruebas fitoquimicas mas precisas tales como
espectrometria de masas, la resonancia magnética nuclear y cromatografias de
alta calidad, a fin caracterizar con mas detalle la especie P paniculata.

e Realizar las pruebas in vitro que estuvieron planeadas en este estudio, pero por
motivos de la pandemia no se realizaron. Esto seria un paso deseable,
necesario y aclaratorio sobre efecto neuroprotector de P Paniculata en un

esperanzador hallazgo de alivio a las enfermedades neurodegenerativas.
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B. Anexo: Resultado de Estimacion
de Flavonoides con AICI;

Diluciones 1 | 2 | 3 4 | 5 ’ 6 7 | 8 | 9 10 ’ 11 | 12

Concentracion | Extractos de raices Extractos partes Quercetina Blanco
A 0,233 | 0,244 |0,261 | 0,289 |0,305 |0,305 | 0,314 {0,296 | 0,31 | 0,25 |0,235 |0,234
B 0,246 |0,244 |0,256 | 0,345 |0,352 |0,357 | 0,379 |0,363 |0,372 {0,232 | 0,23 |0,216
c 0,286 0,284 (0,275 |0,493 | 0,498 | 0,486 |0,444 | 0,46 |0,441 | 0,244 |0,229 (0,208
D 0,278 0,292 (0,292 | 0,548 |0,568 | 0,57 |0,475 |0,466 | 0,48 | 0,22 |0,215 |0,223
E 0,314 0,329 (0,331 |0,667 |0,682 |0,682 |0,671 |0,682 |0,705 | 0,247 |0,234 (0,242
F 0,044 | 0,05 (0,048 | 0,05 | 0,05 |0,067 |0,973 |0,964 | 0,97 |0,051 |0,049 |0,061
G 0,052 | 0,05 |0,051 | 0,05 |0,047 |0,049 |1,237 |1,223 |1,286 | 0,057 |0,055 | 0,05
H 0,047 0,052 (0,047 |0,053 | 0,045 {0,052 |1,638 |1,712 |1,671 |0,052 |0,056 |0,058

Statistics

Measurement: 21/04/2022 13:45:56

Data File:

POLYGALArep210422.wgd

Parameter File:

FLAVONOIDES.wgp

Reader:

BertholdTech TriStar2S, Driver Version: 1.00 (1.0.0.5), S/N: 37-1001, Embedded Version:
2.05

Plate Type: Berthold 96 - N0:23300/23302

Name ......cccccevvvvnenn. Shake

Duration [S] ............. 10.0 Speed ......vvvvvvenee Normal
Diameter ................. 0.1 TYPE e Orbital
Measurement Mode ......... by Plate Repeated operation ....... Yes
Name .....cccooevveveeenn. Endpoint

Delay before Meas. ....... No

Counting Time [s] ........ 0.10 Measurement Mode ......... by Plate
Monochromator ............ Yes

Xenon Lamp Lamp Energy [%] .......... 100
Aperture ................. Default

Beam Size ................ Default

Measurement Wavelength ... 420
Measurement Slit Width ... 4

Ref. Measurement ......... No

Constant Voltage ......... No

Start Temperature ........ 25.1 End Temperature .......... 24.9
Program:

ICE, Version 1.0.9.0

Operating System:

Microsoft Windows 7 Enterprise (32-bit) Service Pack 1
POLYGALArep2FLAVONOIDES.wgp
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C. Anexo: Resultado analisis DPPH

| 2 | 3

4|5\6

7|8\9

10\11|12

Diluciones 1

Concentraciones | Extractos de raices Extr. partes aéreas Quercetina Blanco
A 0,545 | 0,556 | 0,572 | 0,544 | 0,564 | 0,537 | 0,52 | 0,497 | 0,503 | 0,572 | 0,568 | 0,562
B 0,526 | 0,551 | 0,543| 0,499 | 0,525 | 0,487 | 0,432 | 0,442 | 0,445 | 0,557 | 0,572 | 0,563
C 0,543 | 0,54| 0,522 0,458 | 0,478 | 0,505 | 0,437 | 0,418 | 0,431 | 0,566 | 0,586 | 0,539
D 0,534 | 0,537 | 0,53]| 0,415 0,424 | 0,433 0,39| 0,388 | 0,396 | 0,56 | 0,587 | 0,555
E 0,501 | 0,503 | 0,512 | 0,372 | 0,372 | 0,404 | 0,311 | 0,296 | 0,297 | 0,585 | 0,568 | 0,604
F 0,076 | 0,076 | 0,085 | 0,081 | 0,09| 0,076 | 0,26 | 0,263 | 0,262 | 0,225 | 0,222 | 0,153
G 0,068 | 0,081 | 0,084 | 0,087 | 0,085 | 0,097 | 0,28 | 0,276 | 0,279 0,1 0,104 | 0,096
H 0,084 | 0,089 | 0,081 | 0,077 | 0,078 | 0,093 | 0,258 | 0,244 | 0,259 | 0,098 | 0,072 | 0,088

Measurement; 21/04/2022 13:51:48

Data File:

POLYGALAP210422.wgd
Parameter File: ANTIOXIDANTE.wgp

Reader:

BertholdTech TriStar2S, Driver Version: 1.00 (1.0.0.5), S/N: 37-1001, Embedded Version:
2.05

Plate Type: Berthold 96 - N0:23300/23302

Name .........ccecvvveee Shake

Duration [S] ............. 10.0 Speed ......vvvvvvenne Normal

Diameter ................. 0.1 TYPE i, Orbital
Measurement Mode ......... by Plate Repeated operation ...... Yes
Name .....cccoeevveneeenn Endpoint

Delay before Meas. ....... No

Counting Time [s] ........ 0.10 Measurement Mode ......... by Plate
Monochromator ............ Yes

Xenon Lamp Lamp Energy [%] .......... 100
Aperture ................. Default

Beam Size ................ Default

Measurement Wavelength ... 520

Measurement Slit Width ... 4

Ref. Measurement ......... No

Constant Voltage ......... No

Start Temperature ........ 25.0 End Temperature .......... 24.9

Program:

ICE, Version 1.0.9.0

Operating System:

Microsoft Windows 7 Enterprise (32-bit) Service Pack 1

POLYGALAP21 ANTIOXIDANTE.
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