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Resumen |

Los objetivos de este trabajo fueron evidenciar la presencia de flavonoides en el extracto metandlico de Solanum ovalifolium por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-UV), analizar la actividad antioxidante por los métodos de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH") y &cido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS™), cuantificar el glutation (GSH), las unidades de enzima
antioxidante superéxido dismutasa (SOD) y determinar el efecto neuroprotector contra la toxicidad inducida por rotenona (100
uM) con el modelo in vivo de Drosophila melanogaster mediante geotaxis negativa y cuantificacién de la dopamina (DA) de las
células cerebrales por (HPLC-UV). A través del perfil fitoquimico por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-UV) se evidencié
un alto contenido de flavonoides, principalmente dihidroxiflavona (83.33%) y flavona-flavonol (16.66%), el extracto presentd una
concentracién media inhibitoria para los radicales DPPH" y ABTS""de 179.8 ug/mL y 34.4 ug/mL respectivamente. En el extracto de
S. ovalifolium a 1000 mg|/L se cuantificd 4.28 nmol de GSH/ mL de extracto y 1.43 unidades SOD/mL del extracto. En la evaluacién del
efecto neuroprotector, las moscas macho variedad silvestre (75) co-expuestas a 7 dias de tratamiento con el extracto metandlico
de S. ovadlifolium 0.1% presentaron un menor efecto téxico y una proteccién completa contra el estrés oxidativo inducido por
rotenona. El contenido de dopamina fue de 61-65 pg/L. Adicionalmente, este trabajo confirma la utilidad del modelo in vivo de D.
melanogaster como una etapa en la evaluacién de posibles medicamentos neuroprotectores.

Palabras Clave: Antioxidante, enfermedad de Parkinson, estrés oxidativo, flavonoides, neuroproteccion.

Abstract |

The aims of this work were study the flavonoids from methanol Solanum ovalifolium extract by High Performance Chromatography
(HPLC-UV), analyze the antioxidant activity by the free radical method 2,2-diphenyl -1-picrylhydrazyl hydrate (DPPH") and the 2,2'-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS®*), quantify glutathione (GSH) and antioxidant enzyme superoxide
dismutase (SOD) of S. ovalifolium extract and in vitro neuroprotective effect against toxicity induced by rotenone in Drosophila
melanogaster in the negative geotaxis assay and dopamine extracted from brain cell and analyzed by (HPLC-UV). The phytochemical
profile by HPLC-UV showed high content of dihydoxyflanvone (83.33%) and flavones-flavonol (16.66%), the extract exhibited a half-
maximal inhibitory concentration 179.8 pg/mL for DPPH". and 34.4 pg/mL for ABTS™". In the S. ovalifolium extract was quantified
4.28 nmol GSH/mL of extract and 1.43 units of SOD/mL of extract. Adult male wild-type flies (75) were coexposed to rotenone
(100pM) and S. ovalifolium methanol extract (0.1%) during 7 days. S ovalifolium treatment offered total protection against rotenone
effects, the flies exposed had better performance in the negative geotaxis assay and the dopamine concentration by HPLC-UV was
61-65 pg/L. In addition, this study confirms the utility of this model to investigate new potential neuroprotective drugs.

Keywords: Antioxidant, Parkinson’s disease, oxidative stress, flavonoids, neuroprotection.
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INTRODUCCION |

El cerebro es sensible al dafio oxidativo debido a su
elevada utilizacién de oxigeno, alto contenido de 3acidos
grasos poli insaturados oxidables, y la presencia de metales
electrénicamente activos. El estrés oxidativo aumenta con la
edad y por lo tanto se puede considerar como un factor
causativo importante en varias enfermedades
neurodegenerativas, como lo es la enfermedad de Parkinson
(EP) (Gonzdlez et al., 2016).

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno
neurodegenerativo que genera rigidez, pérdida del control
motriz e inestabilidad postural, la lesién fundamental de la
EP esla pérdida de neuronas dopamirégicas localizadas en la
parte compacta de la sustancia negra (SN) que esta en los
ganglios basales y la formacién de inclusiones filamentosas
interneuronales citoplasmaticas ricas en a-sinucleina
(cuerpos de lewy) (Bosson et al., 2015).

Con el aumento de la expectativa de vida en paises
desarrollados, crece la necesidad de prevenir las
enfermedades asociadas edad, prestando interés en el
efecto neuroprotector de antioxidantes naturales, siendo las
plantas una fuente importante de compuestos con estas
caracteristicas (Mosquera et al., 2007; Sabir y Rocha, 2008;
Samarth et al., 2008).

Para el estudio de este tipo de sustancias se han
implementado modelos in vivo, uno de ellos es Drosophila
melanogaster, que expresa la a-sinucleina humana en la
region cerebral, por lo que este modelo ofrece muchas
ventajas para el estudio celular y molecular de la patologia de
la enfermedad, entre ellas el alto grado de conservacion
entre las vias fundamentales biologicas del genoma humano
y el de Drosophila (Rubin et al., 2000), la reduccién del
tiempo en la obtencidn de resultados debido alcorto ciclo de
vida de la mosca, el gran numero de progenia, la
disponibilidad de tecnicas y herramientas par al manipulacién
genética y el conocimiento detallado de la anatomia y
fenotipo de la misma.

La rotenona es un pesticida natural derivado de las
raices de especies del género Lonchocarpus. Es un inhibidor
especifico de NADH deshidrogenasa (complejo 1) y debido a
su alta liposolubilidad, puede «cruzar Ila barrera
hematoencefalica rapidamente, acumuldndose en organelos
subcelulares como la mitocondria, afectando la fosforilacién
oxidativa (Uversky, 2004). En el modelo de estudio se ha
demostrado la perdida selectiva de neuronas
dopaminergicas y disfuncion locomotora severa en las
moscas que fueron expuestas a rotenona (Coulom y Birman,
2004).

En los organismos vivos las enzimas actian como
mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo, ejemplos
de estas son el stper éxido dismutasa (SOD), que inactiva
radicales de oxigeno y la glutationa (GSH) que ayuda en la

eliminacidon de xenobidticos y defensa a las células ante el
estrés oxidativo.

De esta manera se pueden evaluar sustancias o agentes
externos con accién antioxidante y neuroprotectora, como
los flavonoides que han sido ampliamente estudiados por
tener la capacidad de inhibir procesos oxidativos en
condiciones in vitro e in vivo, ya sea estimulando la accién de
las  enzimas mencionadas o mimetizando su
comportamiento. Investigaciones sugieren que los
flavonoides pueden ser capaces de contrarrestar el dafio
neuronal subyacente a estos trastornos (Diniz et al., 2015).

Solanum ovadlifolium (Solanaceae) es una especie
arbdrea de hasta 8 m de altura y 20 cm de didmetro, de hojas
ovaladas a lanceoladas pubescentes, inflorescencia
paniculada, flores de menos de 2 cm de longitud, de color
blanco a lila. Esta familia ha presentado importantes
actividades in vitro antibacterial, antiflingica, antioxidante y
citotdxica (J Nifio et al., 2006), anti protozoaria (Londofio et
al., 2016), ademads la riqueza quimica de las especies Solanum
en asteroides, saponinas, antraquinonas, compuestos
fendlicos, alcaloides y destacada presencia de flavonoides
revela la importancia de evaluar actividades bioldgicas de
ésta especie, como las actividades antioxidante 'y
neuroprotectora (Correa et al., 2011; Londofo et al., 2016; J
Nifo et al., 2006; Nifio Osorio et al., 2007; Ruiz-Martinez et
al., 2011; Veli¢kovi¢ et al., 2013).

Con el fin de contribuir a la exploraciéon de nuevas
alternativas antioxidantes que podrian usarse como agentes
neuroprotectores, este estudio tuvo como objetivos evaluar
el efecto neuroprotector del extracto metandlico de Ila
especie Solanum ovadlifolium (Solanaceae) frente a la
toxicidad inducida por la rotenona en D. melanogaster, la
actividad antioxidante in vitro por los métodos (DPPH") y
(ABTS™"), cuantificacién de tioles libres, y superdxido
dismutasa.

MATERIALES Y METODOS |

Materiales

En HPLC se utilizaron solventes (Metanol, Acetonitrilo,
Isopropanol, Hexano) grado HPLC (Mallinckrodt, Kansas
City, Missouri, USA), estandar de Clorhidrato de Dopamina
(Merk, Darmstadt, Alemania) y para toxicidad inducida
Rotenona (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri), Hidréxido
de sodio (Merk, Darmstadt, Alemania), Fosfato de potasio
(KH,PO,) 98% (Carlo Erba, Milano, Italia) y Fosfato Bibasico
de sodio Anhidrido 99.8% (J.T. Baker, Phillipsburg, USA).

Material Vegetal

S. ovadlifolium fue colectada en la zona de reserva
natural, Bremen-La Popa, localizada en jurisdiccion del
municipio de Filandia (Quindio-Colombia), con las
coordenadas: 4 40’ 27”7 Ny 75 37’56” W. La especie fue
identificada por el taxénomo F.J. Roldan, un voucher de ésta
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planta se encuentra en el Herbario de la Universidad de
Antioquia con el nimero FJR 3920.

Obtencién de los extractos

Se tomaron 300 g de hojas secas de S. ovalifolium para
extraccién por maceracién pasiva con solventes iniciando
con n-hexano, siguiendo con diclorometano, y por ultimo con
metanol. Los extractos se concentraron a presién reducida a
45°C y se almacenaron a -10° C (Jaime Nifio et al., 2006). El
extracto empleado para los bioensayos fue aquel obtenido
de la extraccién con metanol, al cual se le asignd el cddigo
interno de clasificacién para el Laboratorio de biotecnologia
y productos naturales de UTP 99.

Caracterizacion fitoquimica

La caracterizacién fitoquimica preliminar del extracto
metandlico se establecidé a través del perfil por
cromatografia de capa delgada en cromatofolios de silica gel
60 F,, eluidos con acetato de etilo-metanol-agua
(100:13,5:10) (Wagner y Bladt, 1996), la cromatograffa liquida
de alta eficiencia (HPLC-DAD) se realizé en una columna
LiChrospher® 100 rp-18 endcapped (5pm) de 125 mm de
longitud, eluida en gradiente de metanol-acido férmico 1%
(0:100 v/v) hasta (100:0 v/v) con deteccién a 254, 280, 330,
350 y 380 nm en un Cromatdgrafo HPLC Agilent1100 usando
el software Chemstation versién B.0.3.

Actividad Antioxidante in vitro
Método DPPH*

Con el método fotométrico del radical
difenilpicrilhidrazilo (DPPH") descrito por (Brand-Williams et
al, 1995) con algunas modificaciones. La capacidad
captadora de electrones se determind mediante la reaccién
de 100 pL de una solucién de DPPH" a 20 mg/L y 25 pL de una
solucién del extracto a 1000 mg/L durante 30 minutos en
condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente,
después de este periodo se realizé la medicion de la
absorbancia 517 nm (Auestra)- COMo control negativo de
utilizé el solvente en el cual habfan sido solubilizados los
extractos (Acontrol:)) Y COMO control positivo hidroquinona a
1000 mg/L. La reduccién del radical fue medida a 517 nm. El
porcentaje actividad antioxidante (AA), se determind
mediante la siguiente ecuacién: [%AA = [(Acontrol() = Amuestra |
Acontrol(y] X 100]. También se realizé una curva de calibracién
de hidroquinona para establecer el ICso a las
concentraciones de 5, 10,20 40 y 80 mg|/L.

Método del ABTS"*

La capacidad de inhibir el radical 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de amonio (ABTS'") del
extracto estudiado se determind siguiendo el método
propuesto por (Re et al., 1999) con algunas modificaciones.
El radical se generé mediante de oxidacién del ABTS a 3,5
mM con persulfato de potasio a 1.25 mM. Para la realizacién
del ensayo se tomaron 6 pL de extracto a 1000 mg/L y se
mezclaron con 294 pL de la solucién de ABTS'* previamente

preparada y ajustada a un valor de absorbancia de 0,700 *
0,002 con etanol. Esta mezcla se dejd reaccionar durante
media hora en ausencia de luz y a temperatura ambiente. Los
controles negativo y positivo fueron los mismos utilizados en
el ensayo con DPPH" al igual que la ecuacién empleada para
la determinacién de la actividad antioxidante. La reduccion
del ABTS"*se midié a 734 nm.

Glutation (GSH)

El nivel de glutationa (GSH) reducida fue determinado
por el método descrito por (Samarth et al., 2008) con
algunas  modificaciones. Los tioles libres fueron
determinados mediante un lector de microplacas Fisher
Scientific Multiscan Go UV/VIS 10040, en placas de 96 pozos y
un volumen final de 250 pL. Se hicieron reaccionar 95 pL del
extracto vegetal (125 pL GSH estandar para la curva de
calibracion) con 30 pL de buffer fosfato de sodio (
Na,HPO,0.5M, pH 8) y 125 uL DTNB (4cido 5-5’-ditiobis-(2-
nitrobenzoico) 10mM (reactivo de Ellman’s). La mezcla fue
agitada e incubada por 15 min y posteriormente se
determind la absorbancia a una longitud de onda de 412 nm.

Sutper 6xido dismutasa (SOD)

El sistema Xantina/Xantina oxidasa fue utilizado como
fuente para la generacién de un flujo de anién superoxido
que se encarga de la oxidacién de la hidroxilamina a nitrito,
cuya concentracion puede ser medida debido a la generacion
de un color rosa, mediante fotometria UV/visible (Yang et al.,
2004). Los reactivos utilizados tanto para la curva de
calibracién, como para el andlisis de las muestras fueron: a-
naftilamina 7 mM, &cido Sulfanilico 19 mM, Buffer con
K,HPO,, KCN en buffer de fosfatos 1omM, xantina cloruro de
hidroxilamina 1 mM, xantina oxidasa 0.2 mg Prot/mL, SOD
estdndar 4.16 Unit/uL. Para la preparacién de la muestra se
hicieron reaccionar 150 pL Buffer de fosfato, 5 pL del
extracto, 40 pL agua desionizada, 15 pL Xantina, 15 pL
Hidroxilaminahidroclorada, 75puL Xantina oxidasa. La mezcla
se dejd incubar durante 20 min a temperatura ambiente en
ausencia de luz y posteriormente se detuvo la reaccién por
medio de un bafio de hielo, para adicionar inmediatamente
después en las celdas correspondientes 100uL de Acido y
100pL de a-naftilamina, 10opuL de la muestra (o el estandar
para realizar la curva de calibracién) se mezcld e incubd 20
minutos a temperatura ambiente, midiendo la absorbancia a
529 Nnm.

Material biolégico

Las moscas D. melanogaster silvestres fueron obtenidas
del laboratorio de Biologia, de la Universidad Nacional de
Manizales, Caldas- Colombia.

Alimentacidn, crianza y sincronizacion de la edad de D.
melanogaster

Las moscas fueron criadas en 20 mL del alimento
gelificado preparado con banano, levadura, micostatin y
acido propidnico en frascos de vidrio con tapones estériles.
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El ciclo de reproduccién inicid en la etapa embrionaria,
seguido de tres estadios larvales y la etapa pupal, de donde
salieron nuevas moscas alcanzando su madurez sexual en
pocas horas (Hosamani y Muralidhara, 2009).

Al sincronizar la edad, se inicié la separacién de los
machos durante ocho dias a partir del segundo dia de
eclosidn, para ello las moscas nacidas fueron introducidas en
recipientes de vidrio pequefios con flujo de aire y vapores
producidos por de éter etilico durante dos minutos (una
exposicién mayor podria causar intoxicacion), rapidamente
los machos fueron diferenciados de las hembras visualizando
a través de un estereoscopio o lupa (Flagg, 1988). Los
machos separados (9-10 dias de edad) se usaron para todos
los ensayos, la manipulacion de las moscas y preparacion de
alimento se hizo en condiciones estériles en cabina de flujo
laminar.

Comportamiento y actividad locomotora de Drosophila
melanogaster empleando el ensayo de geotaxis negativa

La geotaxis es el movimiento de un organismo al
estimulo de la gravedad, geotaxis negativa es una respuesta
de escape innata de Drosophila melanogaster que consiste en
la elevacién de la mosca (contraria a la gravedad). Esta
caracteristica es aprovechada para medir la capacidad
locomotora de las moscas como respuesta a variaciones en
la alimentacidn. Para tal fin, se adapté el modelo RING (Rapid
Iterative Negative Geotaxis) que se muestra en la figura 1,
donde fueron depositadas moscas en recipientes
transparentes o tubos geotaxicos (Falcon 115x30 mm) (20
moscas/tubo), los cuales son asegurados en una caja de
madera con visualizacién frontal e iluminacién en la parte
superior, el modelo RING implementado permitia analizar de
6 tubos simultdneamente(Gargano et al., 2005).

Se evalud el efecto modulador del extracto vegetal
sobre los inducidos por la rotenona; mortalidad, disfuncién
locomotora y neurotoxicidad de 720 moscas macho adultas
expuestas a diferentes tratamientos donde: T1: extracto
(0.1%), T2: rotenona (100uM) T3: extracto + rotenona (0.1%-
100uM), T4: Acido Ascdrbico (Vitamina C) (0.1%), Ts: Testigo.
Se realizé un monitoreo regular para determinar la incidencia
de estos tratamiento en la mortalidad y el déficit locomotor.

El experimento consistié en depositar las moscas macho
previamente anestesiadas a los tubos geotéxicos que fueron
asegurados en posicién invertida a la caja de madera, pasado
el efecto de la anestesia se procedid a golpear
vigorosamente 3 veces el aparato contra la superficie de
contacto e inmediatamente se inicid la captura de imdgenes
digitales en modo rafaga durante 10 segundos usando una
cdmara Samsung DV150F (Samsung, China) que se
encontraba a una distancia de 30 cm del RING. Este
procedimiento se realizd 5 veces con un tiempo de receso de
30s entre cada repeticidn. Para los andlisis estadisticos se
utilizé solo la foto correspondiente a los 6 segundos,

contando el nimero de moscas que ascendieron una altura
superior a la mitad de la longitud del tubo.

Figura 1. Modelo Geotaxis negativa. A) Viales con moscas macho
expuestos a 7 dias de tratamiento, B) Anestesia de las moscas con
vapores de éter, C) Moscas introducidas en tubos geotaxicos en
posicion vertical, para analisis de geotaxis negativa, D) Captura
digital en rafaga de la ascensién de las moscas tras golpearla sobre la
superficie. Las imagenes fueron tomadas en el proceso.

Contenido de dopamina en Drosophila melanogaster
mediante analisis por HPLC-UV del efecto modulatorio de
los extractos metandlicos en estudio

Preparacién de la muestra:

Para evaluar el contenido de dopamina en las células
neuronales, las moscas fueron anestesiadas con di-etil éter
durante un minuto, posteriormente fueron congeladas a -
4°C, las cabezas se separaron del cuerpo y se homogenizaron
en Buffer fosfato de sodio-EDTA 0.1 M-tmM a pH 7.4 enfriado
a 4 °C, utilizando un volumen de 5.0 pL por unidad, tomando
n=50 para cada ensayo. Se empled centrifugacién diferencial
para extraer el citosol a 10.000 rpm por cinco minutos y
14.0000 rpm por diez minutos. El sobrenadante fue
separado e inyectado directamente en el equipo de HPLC
(Patel et al., 2013; Prasad, 2013) .

Analisis de Dopamina por HPLC

El analisis se llevé a cabo en el cromatégrafo VWR
Hitachi ELITE La Chromsoftware EZ-Chrom Elite® Data
System, conformado con una bomba cuaternaria de 6000
psi, desgasificador en linea integrado, inyector manual con
loop de 20 pL; columna LiChrospher® 100 rp-18 endcapped
(spm) de 125 mm de longitud, detector UV-VisibleHitachi L-
2420 a 280 nm. La fase mévil estaba compuesta con Acido
trifluoroacétco 0.2% y Metanol (70:30 v/v) a un flujo de 0.8
mL/min. Los niveles de dopamina (DA) se calcularon
mediante la ejecucién de estandares y se expresaron en pg/L
(Prasad, 2013).

Andlisis estadistico

Los resultados son presentados como la media +SEM
para cada grupo de experimentos. Los datos fueron
analizados test de normalidad D'Agostino& Pearson y con
ANOVA de una via seguido por el post-test de Tukey para
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comparar el testigo y los grupos de tratamientos; los valores
de p menores a 0.05 fueron considerados estadisticamente
diferentes. Todos los analisis se hicieron con el software
GraphPad PRISM® versién 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION |

Caracterizacion fitoquimica

A través de la caracterizacién fitoquimica preliminar se
evidencié que el extracto metandlico de S. ovalifolium
presenté abundancia de compuestos fendlicos, y
flavonoides, asi como presencia de alcaloides, triterpenos,
saponinas, terpenos y esteroles como se muestra en la tabla
1.

La familia Solanaceae comprende cerca de 100 géneros y
2500 especies(P. D. Cdrdenas et al, 2014). Presenta
propiedades antibacterial, anti-inflamatoria, anti-
hepatotoxica, hipotensora(Gracia de Garcia et al., 1995),
ademas de inhibir las reacciones alérgicas y la liberacion de
histamina (Munari et al, 2012). El género Solanum se
caracteriza por su alta concentracidn alcaloidal y parte de su
toxicidad pueden deberse a estos. Ademas muestran una
gran variedad de metabolitos secundarios como esteroides,
alcaloides, sesquiterpenos, diterpenos y antraquinonas
(Wink, 2003). Los resultados obtenidos en este andlisis son
similares a los encontrados por (Londofio et al., 2016) para
las especies Solanum arboreum y S. ovalifoliumen donde
hicieron un tamizaje fitoquimico en el que se logré detectar
la presencia de estos metabolitos con la misma técnica.

Caracterizacion de flavonoides por HPLC-DAD vy
espectroscopia uv-visible

El andlisis de compuestos fendlicos por HPLC se ha
convertido en uno de los procedimientos analiticos mds
relevantes, por la simplicidad en el tratamiento de la
muestra, la posibilidad de remover impurezas, permite hacer
cambios en la polaridad de la fase mdvil durante la corrida,
los tiempos de andlisis son cortos y ademds su
reproducibilidad es alta. El quipo HPLC se acopla diferentes
tipos de detectores, para estos compuestos es muy comun el
uso de un detector de arreglo de diodos (DAD) que permite
la medicién simultdnea a diferentes longitudes de onda
puesto que estos muestras mdaximos de absorciéon a
diferentes nandmetros (Mattila et al., 2000).

Una caracteristica que facilita el andlisis de flavonoides
es la presencia del anillo fenilo. El espectro ultravioleta del
benceno tiene una muy buena estructura debido a la
interaccion vibracional y electrénica de sus niveles de

energfa. Este excelente cromdforo (grupo funcional que
absorbe luz ultravioleta) presenta tres bandas de absorcidn a
184, 202 y 255 nm. Cuando el anillo presenta sustituciones,
puede por consiguiente, haber conjugaciones, las cuales van
a presentar desplazamiento batocrémicos en el espectro UV
y proporcionar informacién estructural que permita
identificar sus patrones de oxidacion y tipo de
flavonoide(Mattila et al., 2000) .

El extracto metandlico de S. ovalifoium analizado por
HPLC bajo monitoreo a una longitud de onda de 280 nm se
muestra en la Figura 2. Los tiempos de retencion, las
longitudes de onda que presenta cada espectro UV (bandas |
y I1) y tipo de flavonoide que se le atribuye de acuerdo con
sus caracteristicas y el espectro UV de cada pico se
relacionan en la tabla 2.

DIADH A, Sig=200,4 Ref=500,100 {11-07-14001-0301 0}

% I — —
L ] 3 L] 15 1] -2
Figura 2. Cromatograma de HPLC analitico del extracto Solanum
ovdlifolium (UTP 99) de metanol a longitud de onda de 28onm.

Sistema de elucién gradiente 0%-100% MeOH en acido férmico al 1%.

A través de HPLC-DAD se pudo establecer que en el
extracto metandlico de S. ovalifolium los tipos de flavonoides
corresponden a un 16.66% de flavona-flavonol y 83.33% de
dihidroflavona/dihidroflavonol.

Determinacion de la capacidad antioxidante

Solanum ovalifolium mostré un buen porcentaje de
actividad antioxidante del 93.56%, muy cercano al control
positivo Hidroquinona (96.29%) y un valor de IC;, de
41.5ug/mL. Estos resultados coinciden con otros trabajos
reportados para plantas del género Solanum que han
mostrado porcentajes de actividad antioxidante entre 20% y
80% y presentan valores de ICs, inferiores a 10opug/mL (Braga
etal., 2016; Kong et al., 2015; Valcarcel et al., 2015).

Por otro lado mediante el ensayo ABTS™'S. ovalifolium
presentd un porcentaje del 10.58 %. Y para unificar las
unidades de los resultados obtenidos y comparar con otros
estudios de captura de radicales libres se realizd una curva
de calibracién en equivalentes de Trolox para el ensayo
DPPH*® (y = 0.950x - 1.519, R%: 0.9981) y otra para el ensayo
ABTS®* (y = 0.950x - 1.519, R de 0.9994).

Tabla 1. Caracterizacidn fitoquimica preliminar por cromatografia de capa delgada del extracto metandlico de Solanum ovalifolium.

METABOLITOS SECUNDARIOS
Fenol Esteroides, Triterpenos, Terpenos y Esteroles Lactonas y
Alcaloides encr ey . . Terpenos y Terpenos Saponinas Flavonoides sesquiterpen- Cumarinas
taninos Esteroides Triterpenos
esteroles lactonas
+ ++ ND ND + - ++ ND ND
Papaverina  Acido tanico Lupeol y lanosterol Lupeol Digitonina Apigenina Digitoxina Hidroxicoumarina

(-): Ausencia del nicleo; (+): Presencia del ndcleo; (++): Presencia intermedia; (+++): Presencia abundante; ND: No determinado
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Tabla 2. Tiempo de retencién de los picos obtenidos por HPLC para el extracto Solanum ovalifolium y longitudes de onda para sus respectivos espectros UV.

Tiempo de .
Pico # retencion Bandal Bandall Tipo de Espectro UV
. (nm) (nm) compuesto
(min)
Dihidroflavona,
! 8,180 328,h-300 238,250 Ll oflavonol .
> 26, h-300 ) Dihidroflavona, =44 Am
9474 326,13 44 Dihidroflavonol
10.342 0. h-300 5 Dihidroflavona, ==
3 34 330,1-3 45 dihidroflavonol \
1091 s 138, 2 Dihidroflavona, o [ -
4 77 33 38,244 ihidroflavonol T
5 11,130 340 228, 256 Flavona-flavonol
Dihidroflavona,
6 11,735 280 225

dihidroflavonol

Bz e

A partir de una concentracién del extracto a 80 pug/mL se
puedo determinar por el método DPPH® una equivalencia
de 99.99 mg/g Trolox y ABTS'* 33.69 mg/g en peso seco
Trolox. Lo anterior indica que el extracto usado a bajas
concentraciones muestra buen potencial antioxidante in
vitro frente a los radicales estudiados.

Analisis de GSHy SOD

Para la cuantificacién de Tioles libres se realizé una curva
calibracién usando como tiol de referencia glutationa GSH (y
= 0,0317X + 0,4586, R’ = 0.992), se obtuvo una concentracién
muy baja de tioles libres en Solanum ovalifolium (UTP 99)
presentaron una concentracién de tioles libres de 4.28
GSH/mL extracto. De la misma manera se realizé la curva de
calibracién de superdxido dismutasa SOD con un coeficiente
de correlacién (y = 1,991X + 0,1585, R* = 0.9989), donde

Solanum ovalifolium reveld una concentracion de SOD de
1.434 Unidades SOD/ mL extracto a 1000 ppm

La cantidad de enzima hallada en los extractos vegetales
o moléculas miméticas a las enzimas evaluadas es
relativamente baja, un resultado coherente, si se tiene
presente que la funcionalidad de la enzima Superéxido
dismutasa estd dada por su estructura cuaternaria, donde
todos los cambios en el ambiente pueden generar un dafio
irreversible en mayor o menor medida; modificando su
estructura y en consecuencia su funcionalidad (Bindseil et al.,
2001). Para la obtencién del extracto, el material vegetal es
sometido a diferentes cambios de temperatura vy
polaridades, lo que puede influir en la poca reactividad
enzimdtica, o moléculas que puedan mimetizar las
reacciones que se llevan a cabo en el proceso oxidativo por
esta via. Es preciso analizar las actividades SOD y GSH en la
extraccién del tejido vivo de las moscas sometidas al proceso
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de neurotoxicidad para establecer si el extracto estimula la
neuroproteccidn o previene el estrés oxidativo.

Comportamiento y actividad locomotora de Drosophila
melanogaster empleando el ensayo de geotaxis negativa

En la figura 3, se muestran los resultados del ensayo de
geotaxis negativa para evaluar la concentracién del extracto
de S. ovdlifolium a emplear como neuroprotector contra la
toxicidad inducida por rotenona.

201
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Figura 3. Geotaxis negativa de moscas macho Drosophila
melanogaster expuestas a diferentes concentraciones de extracto de
Solanum ovalifolium; tiempo de ascensién 6 segundos. Cada valor
representa las medias de 10 experimentos independientes. Las
barras de error representan los limites superior e inferior en el
intervalo de confianza del 95 %. No se muestran diferencias
significativas a p <0,05 para la concentracién de 0.1% y 0.2%.

Para la eleccién de la concentracién del extracto de
Solanum ovalifolium (UTP 99) a utilizar en los ensayos del
modelo in vivo, se hizo este andlisis previo donde se eligi¢ la
concentracidon de 0,1% debido a que estimula un poco la
capacidad de escape de las moscas respecto al testigo y no
difiere significativamente de la concentracién mayor (0,2%).
Otro factor que se debfa analizar era si tenfa efectos
adversos o negativos sobre la capacidad locomotora, lo cual
no sucedid, ya que el nimero de moscas que ascendieron fue
mayor en todos los tratamientos respecto al testigo.

Contenido de dopamina en Drosophila melanogaster
mediante andlisis por HPLC-UV del efecto modulatorio del
extractometandlico de S. ovalifolium

En la figura 4, se ve una reduccién en la concentracion
de dopamina en las moscas expuestas a neurotoxicidad con
rotenona, de esta manera los moscas pierden capacidad
locomotora, sin embargo al incluir el extracto UTP 99 en la
dieta de Drosophila melanogaster el neurotdxico no tiene el
mismo efecto, es decir que el extracto contiene moléculas
capaces de generar neuroproteccion, inclusive de estimular
la cantidad de dopamina producida en comparacién a
moscas expuestas a una dieta normal. El extracto UTP 99
aumenta la concentracién de dopamina respecto al testigo e
inhibe la toxicidad inducida por rotenona, dando un valor de
61.42 pg/L de dopamina.

En diversos estudios se destaca la capacidad
antioxidante de especies de la familia Solanaceae (P.
Cardenas et al., 2015; Kumaran y Joel Karunakaran, 2007b;

Rumbaoa et dl., 2009; Sabir y Rocha, 2008), se demuestra la
presencia de flavonoides; flavonoles, flavonas, flavanonas,
antocianidinas, catequinas y biflavonas (Prakash et al., 1995).
En la familia Solanaceae se han encontrado actividades
antioxidantes capaces de inhibir ulceraciones (Nguelefack et
al., 2008), inflamacién, tumores (Ndebia et dl., 2007), entre
otras.

100

Dopamina ug/L

T R A E E+R

Figura 4. Andlisis de Dopamina en cabezas de Drosophila
melanogaster tras exposicion a diferentes tratamientos. T: Alimento
base, R: Alimento con rotenona a 100 uM, A: Alimento con &cido
ascérbico a 0.01%, E: Alimento enriquecido con extracto metandlico
de S. ovalifolium a una concentracién de 0.1%, E+R: Tratamiento con
extracto a 0.1%y rotenona a 100 uM. Las barras de error representan
los limites superior e inferior en el intervalo de confianza del 95 %.
Todos los ensayos muestran diferencias significativas a p <0,05

En este estudio se encontrd la relacién de la actividad
antioxidante in vitro con la capacidad de inhibir la toxicidad
inducida por rotenona en Drosophila melanogaster por lo que
presentd actividad neuroprotectora, lo que se noté con el
modelo RING y en la cuantificacion de dopamina en la regién
cerebral de las moscas. Es de destacar que estos son los

primeros resultados publicados sobre la actividad
neuroprotectora evaluada para la especie Solanum
ovalifolium.

Esta propiedad podria atribuirse a la gran cantidad de
compuestos fendlicos presentes en el extracto, los cuales
actuan impidiendo el avance de la enfermedad de Parkinson
o déficit locomotor provocado, frenando el estrés oxidativo
ocasionado por los ROS producidos por la rotenona,
principalmente en el complejo | de la cadena trasportadora
de electrones mitocondrial en donde se da el primer fallo
metabdlico inicial de la mitocondria (Reduccion de ATP),
desde esta fase se da un mal funcionamiento de los canales
idénicos de la membrana y se produce una liberacién masiva
de neurotransmisores y glutamato lo que genera una mayor
entrada del i6n Ca" e hiperexpresion enzimdtica. Las
proteinas G amplifican las sefiales inducidas por los
neurotransmisores, tratando de regular la hidrolisis de
fosfatidilinositol y la activacion de las fosfolipasas. La
produccién siguiente de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno (02 ', NO", peroxinitrito y H,0, ) forma parte del
proceso oxidativo celular. La peroxidacién lipidica, el dafio
nuclear en el ADN (Dajas et al, 2003) . Los flavonoides
actdan por la inhibicidn de muchas etapas de este proceso:
Xantinooxidasa, peroxidacién lipidica, 3-fosfatidilinositol
quinasa, lipooxigenasa, proteinquinasa y la eliminacién de
radicales libres marcados en la figura 5.
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Figura 5. Proceso de Isquemia a nivel celular.(Adaptado de
(Gutierrez-Merino et al., 2011). IP3Kinasa: 3-fosfatidilinositol quinasa;
AA: acido araquiddnico; COX: ciclooxigenasa; DAG: diaglicerol; PL:
fosfolipidos de membrana; PLA2: fosfolipasa A2; G: proteina G; LOX:
lipooxigenasa; NO: 6xido nitrico; NOS: 6xido nitrico sintasa; PKC:
proteinquinasa C; ER: reticulo endoplasmico; mglu: receptores
metabotrépicos de glutamato; XO: xantino oxidasa.

Basados en la marcha fitoquimica y los resultados del
perfil cromatografico, los flavonoides de S. ovalifolium (UTP
99, Solanaceae) (16.66% Flavona, 83.33% Dihidroflavona)
podrian ser los responsables de la mayor actividad
neuroprotectora, con lo que se confirma que los niveles de
ROS y de peroxidacion lipidica disminuyen con Ila
administraciéon del extracto vegetal en Drosophila
melanogaster usando como neurotdxico rotenona. Existen
estudios que refuerzan esta idea (Everett et al., 1996; Limdn
et al., 2010), donde el flavonoide mds mencionado es la
quercitina mostrando una capacidad antioxidante 5 veces
mayor al dcido ascérbico.

Por lo tanto es necesario realizar investigaciones mas
profundas de aislamiento de compuestos fendlicos de
Solanum ovalifolium ya que diversos autores han encontrado
flavonoides que pueden inhibir la peroxidacién lipidica
(Kumaran y Joel Karunakaran, 2007a), con accion
inflamatorias (Sabir y Rocha, 2008; Siqueira et al., 2011),
moléculas que presentan antagonismo ante el ion
Ca**(Ghisalberti, 1997), taninos con actividad anti-VIH
(Sanchez-Lamar et al., 2002), flavonoides con actividad anti-
cancer en condiciones in vitro e in vivo (Parvathaneni et al.,
2014), y flavonas con actividad nematicida.

CONCLUSIONES |

radicales DPPH®y ABTS®* y neuroprotectora demostrada por
los analisis con el modelo in vivo Drosophila melanogaster,
estas actividades se podrian atribuir a los diferentes
flavonoides encontrados en el extracto analizados por HPLC-
DAD. Este el primer estudio publicado en evaluar el potencial
neuroprotector de la especie Solanum ovalifolium.

Con el desarrollo de este trabajo se estandarizé una
metodologia  eficiente para evaluar la  actividad
neuroprotectora con el modelo de Drosophila melanogaster y
la cuantificacién de Dopamina por HPLC-UV.
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