Senor Director

NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.

Referencia :  Expediente No. NC2017/0003848

Asunto . Solicitud de patente para: “COMPOSICION QUE
COMPRENDE EXTRACTOS DE GUADUA ANGUSTIFOLIA”

Solicitante :  UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA'Y KOREA INSTITUTE OF
SCIENCE AND TECHNOLOGY

Fecha de solicitud : 20 de abril de 2017

RESPUESTA A EXAMEN PRELIMINAR

ANDRES RINCON USCATEGUI, identificado como aparece al pie de mi firma, en mi
condicién de apoderado de la sociedad solicitante de la patente de la referencia, doy

respuesta al Oficio 5757, notificado por fijacidn en lista el 24 de abril de 2017.

I MODIFICACIONES AL PLIEGO REIVINDICATORIO

Con el fin de atender las observaciones realizadas por el examinador de manera
preliminar al examen de patentabilidad, el solicitante decide aportar un nuevo capitulo
reivindicatorio conformado por 11 reivindicaciones en las que se han incluido las

siguientes modificaciones:

1. La reivindicacién 1 ha sido modificada de manera que se ha eliminado la referencia
al uso.

2. Las reivindicaciones 2 a 8 han sido eliminadas.

3. Las reivindicaciones 15 a 17 han sido eliminadas.

4. La numeracién y dependencias de las reivindicaciones han sido modificadas de

acuerdo con los cambios realizados.

“EXCELENCIA LEGAL EN UN MUNDO SIN FRONTERAS”
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Estas modificaciones se ajustan al articulo 34 de la Decisidon 486 de 2000 y no constituyen
una ampliacidn de la protecciéon que corresponderia a la divulgacién contenida en la

solicitud inicial.

A pesar de eliminar materia del pliego reivindicatorio originalmente presentado, mi
representada no renuncia a la proteccidn que pueda obtener sobre dicha materia y se
reserva el derecho de presentar una solicitud divisional que la contenga durante el tramite

de la presente solicitud.

Il EN CUANTO A LAS OBJECIONES DE SUPUESTA FALTA DE CLARIDAD

En relacion con la objecién elevada hacia las reivindicaciones 9 y 10 por no ser clara toda
vez que no mencionan excipientes ni las cantidades o proporciones de los mismos, mi
representada manifiesta amablemente su desacuerdo ya que segun la Guia para el
Examen de Solicitudes de Patente de Invencién y Modelo de Utilidad: “Si, por ejemplo, la
caracteristica técnica esencial de la composicion es el compuesto activo, el examinador no
deberd requerir que se mencionen también otras caracteristicas estructurales.” Asi las
cosas, debido a que en este caso el ingrediente activo es el extracto de guadua, no es
necesario mencionar ingredientes adicionales tales como excipientes, ni sus proporciones.
Ademas, es importante mencionar que en las reivindicaciones dependientes se mencionan
las proporciones del ingrediente activo. Por lo tanto, la objecién a este respecto se debe

tener por superada.

1. EN CUANTO A LAS OBJECIONES RELACIONADAS CON EXCLUSIONES A LA
PATENTABILIDAD

Teniendo en cuenta que las reivindicaciones 15 a 17 relativas a excepciones a la
patentabilidad, particularmente, a métodos de tratamiento, han sido eliminadas del

capitulo reivindicatorio, la objecidn a este respecto se debe tener por superada.



IV. EN CUANTO A LA INCLUSION DE REIVINDICACIONES DE USO

Teniendo en cuenta que las reivindicaciones 2 a 8 relativas a usos que se le pueden dar a
la invencion han sido eliminadas del capitulo reivindicatorio, la objecién a este respecto se

debe tener por superada.

V. EN CUANTO A LA NECESIDAD DE APORTAR CONTRATO DE ACCESO

En relacion con la necesidad de aportar el contrato de acceso a recursos genéticos, mi
representada se permite presentar el Auto que admite la solicitud del contrato de acceso
a recursos genéticos requerido el 28 de octubre de 2016 por la Universidad de Antioquia.
El Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible asi mismo ha emitido un requerimiento
el 2 de febrero de 2017, para que la Universidad aclare o allegue informacién adicional.
Sin embargo, el Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible no ha emitido el
contrato de acceso a recursos genéticos. Por lo tanto, se presentan como prueba de la
solicitud del contrato de acceso a recursos genéticos el Auto que admite la solicitud, el
anexo de la solicitud del contrato de acceso a recursos genéticos realizada, la carta y
correo electrénico que acompaiié dicha solicitud de contrato de acceso en octubre de
2016, y el documento donde el Ministerio requiere informacién adicional para emitir el
contrato de acceso. En consecuencia, la objeciéon a este respecto se debe tener por

superada.

VI. EN CUANTO AL PAGO DE TASA ADICIONAL POR EL NUMERO DE
REIVINDICACIONES

Presento junto con este escrito el comprobante de pago de tasa adicional para el estudio

de 1 reivindicacién adicional.

VII. PETICION

Teniendo en cuenta que la presente solicitud cumple con los requisitos de los Articulos 26

y 27 de la Decision 486 de 2000 y considerando que se ha dado respuesta a cada una de



las observaciones de la Direccién de Nuevas Creaciones con respecto a otros aspectos que
tienen que ver con la patentabilidad de la invencidn, solicito a su Despacho continuar con

el tramite administrativo correspondiente.

VIIL. ANEXOS
1. Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 11 reivindicaciones;
2. Pago en linea de tasa por reivindicaciones adicionales;
3. Copia del Auto que admite la solicitud de contrato de Acceso a Recursos
Genéticos;
4. Anexo de la solicitud del contrato de acceso a recursos genéticos realizada;
5. Copia de la carta y correo electrénico que acompafié la solicitud de contrato de
acceso en octubre de 2016;
6. Copia del documento donde el Ministerio requiere informacién adicional para
emitir el contrato de acceso;
7. Copia del certificado de Prioridad de la solicitud presentada en Corea.

Sefior Director,

ANDRES RINCON USCATEGUI
C.C. 79.780.910 de Bogota
T.P. 114.908

COLO-23530-0801-0001-8
SGD\SGD\ID-296314\WPC23530
No. M-2017-296314\SGD



Solicitud de patente No. NC2017/0003848
Examen de Forma

Oficio 5757

COL0-23530-801-001-8

CAPITULO REIVINDICATORIO

1. Una composicion que comprende un extracto de bambu Guadua como un

ingrediente activo.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el bambl Guadua

comprende Guadua angustifolia.

3. La composicidn segun la reivindicacion 2, en el que el extracto de bambu Guadua

comprende el extracto de partes aéreas de bambu Guadua.

4. La composicidn segun la reivindicacion 3, en el que el extracto de bambu Guadua

comprende el extracto de hojas de bambu Guadua.

5. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el extracto se obtiene
usando disolventes de extraccién que comprende agua, alcohol C;-Cs, acetona o

disolvente mixto de los mismos.

6. La composicidn segun la reivindicacion 5, en el que el extracto de bambu Guadua

se obtiene usando un disolvente de extraccién que comprende metanol o etanol.

7. La composicion de acuerdo conla reivindicacién 1, en donde la composicion
comprende una fraccidon obtenida por una secuencia del fraccionamiento del extracto de
bambu Guadua, en donde al menos uno de los siguientes disolventes; n-hexano,
diclorometano, acetato de etilo, n-butanol se utiliza después de la extraccién con metanol

o etanol y una suspension en agua.

8. El método de la reivindicacién 1, donde la composicién es una solucién de un

producto liofilizado del extracto de bambu Guadua disuelto en un disolvente.

9. El método de la reivindicacién 8, en el que el disolvente es dimetil sulfoxido

(DMSO).



Solicitud de patente No. NC2017/0003848
Examen de Forma

Oficio 5757

COL0-23530-801-001-8

10. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el extracto de bambd
Guadua estd comprendido en la composicién en una concentracion de 5 a 500 ug/mi

basado en el peso total de la composicidn.
11. El método de la reivindicacion 10, en el que el extracto de bambid Guadua esta

incluido en la composicidn a una concentracion de 10 a 250 pg/ml basado en el peso total

de la composicion.

SGD\SGD\ID-495980\WPC23530
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del medio ambiente y de los recursos naturales renovables, encargado de impulsar una

MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO SOSTENIBLE

b

AUTO No. 633

( 22 DIC o018 )

“Porel cual se admite u;‘ff*a solicitud de C_onfrafo de Acce'so a Recursos Genétlicos y sus
Productos Derivados bara el proyecto:” Composicion que comprende extractos de
Guadua angustifolia para Ja prevenciéh o el tratamiento de enfermedades de la refina’.

EL DIRECTOR DE BOSQUES, BIODIVERSIDAD Y SERVIGIOS ECOSISTEMICOS

En gjercicio de las funcion establecida en el Numeral 14 del Articulo 16 del Decreto Ley
3570 de 2011 y

i

CONSIDERANDO:

Que la UNIVERSIDAD D‘: ANTIOQUIA identificada con Nit 890.980.040-8,_ a través del
Rector; presenté ante este Ministerio- miediante radicado E1-2016-028563 del 28 de octibie.
de 2015, solicitud de contrato marco de acceso a recursos genéticos y sus productos
derivados. - )

Que realizada |a revisién inicial de la solicitud, la Direccidn de Bosques, Biodiversidad y
Servicios Ecosistémicos mediante comunicacion radiacada DBD-8201-E2-2016-032095
del 30 de noviembre de 1016 realizé requerimiento a la Universidad para‘que aportara el
certificado de existencia y representacion legal de la Universidad y la copia de la cédula de
ciudadania del representante legal.

Que. la -UNIVERSIDAD .DE ANTIOQUIA dio respuesta al re'querimiénto, mediante

comunicacion radicada .con el nimero E1-2016-032815 del 6 dé diciembre de 2016,

aportando los documentos requeridos. ‘

Que la UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA aporta los documentos necesarios para dar ini'cio:
al t'_rérnite de solicitud d2 contrato de acceso a recursos genéticos y sus productos
derivados.

Que el investigador erim"\ar Segura Sanchez es el responsable técnico del proyecto.

Que en consecuencia 'se"":p'ro.cederé a ordenar el registro de la solicitud v el inicie de los

tramites correspondientes, '
CONSIDERACIONES LEGALES

Que el Ministerio de Ambizante v Desarrollo Sostenible es el grganismo rector de la gestion

relacion de réspeto y armonia del hombre con la naturaleza y definir en los térmirios de la
ley 99 de 1993, las polticas y regulaciones a las que se sujetardn la recuperacion,

5 eyt L3 ‘/




Auto No. 633 del Hoja No.2
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“Por el cual se admite una solicitud de Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y

sus Productos Derivados para el proyecto:"Composicion que coriprende extractos

de Guadua angustifolia para la prevencion o el fratamiento de er fermedades de la
retina”

conservacion y proteccion, crdenamiento, manejo, uso y aprovechamiento de los recursos
raturales renovables con el propésito de asegurar el desarrollo scstenible.

Que el numeral 21, articulo £ de la Ley 99 de 1993, establece que ¢l Ministerio de Ambiente
y Desarrollo Sostenible tien:z como funcion la de regular, conforriie a la ley, la obtencidn,
uso, manejo, investigacion, importacién, exportacion, asi como la listribucion y el comercio
ce especies y estirpes genéticas de fauna y flora silvestres regular la importacion
exportacién y comercio de dicho material genetico, estableer los mecanismos y
procedimientos de control y vigilancia, y disponer lo necesario para reclamar el pago o
reconocimiento de los derechos o regalias que se causen a favor de ia Nacion por el uso
de material genético.

Que la Ley 165 del 9 de noviembre de 1994 “Por medio de la cual se aprueba el "Convenio
sobre la Diversidad Biolégica", tiene como objetivos la conservaciéon de la diversidad
kioldgica, la utilizacién sostenible de sus componentes y la participacion justa y equitativa
en los beneficios que se deriven de la utilizacion de los recursos genéticos, mediante, entre
otras cosas, un acceso adecuado a esos recursos y una transferencia apropiada de las
tecnologias pertinentes, teniendo en cuenta todos los derechos sobre esos recursos y a
esas tecnologias, asi como una financiacion apropiada.

Que la Decisiéon 391 de 1996 de la Comunidad Andina de Naciones estableci6é el Regimen
Comuin sobre Acceso a los Recursos Genéticos, cuyo objetivo y fines es regular el acceso
a los recursos genéticos de ios Paises Miembros y sus productos derivados.

Que el articulo 16 ibidem establece “Todo procedimiento de acceso requerira de la
presentacion, admisién, publicacion y aprobacién de una solicitud de la suscripcion de un
contrato, de la emisién y publicacion de la correspondiente Rasclucion y del registro
declarativo de los actos vinculados con dicho acceso.”

Que el Numeral 14 del Articulo 16 del Decreto Ley 3570 del 27 de septiembre de 2011 “Por
¢l cual se modifican los objstivos y la estructura del Ministerio d2 Ambiente y Desarrollo
Sostenible y se integra el Sector Administrativo de Ambiente  Desarrollo Sostenible”
asigno a la Direccién de Bosques, Biodiversidad y Servicios Ecotistémicos, la funcion de
adelantar el tramite relacionado con las solicitudes de acceso a rec ursos genéticos, aceptar
o negar la solicitud, resolver el recurso de reposicion que se irterponga y suscribir los
contratos correspondientes.

Que el articulo 252 de la Ley 1753 de 2015 por la cual se expide el Plan Nacional de
Desarrollo 2014-2018 “Todos por un nuevo Pais” establece que:

“Articulo 252°. Contratos de acceso a recursos genéticos y/o sus productos
derivados. Las personas naturales o juridicas, nacionales o extranjeras, que a la entrada
en vigencia de la presente ley hayan realizado o se encuentren r2alizando actividades de
investigacion cientifica no comercial, actividades de investigacion con fines de prospeccion
biolégica, o actividades con fines comerciales o industriaies, que configuren acceso a
recursos genéticos y/o sus productos sin contar con la autorizacion del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible, tendrén dos (2) afios a partir c'e la entrada en vigencia
de la presente ley para solicitar el contrato de acceso a recursos genéticos y sus productos
derivados.

Las solicitudes que estén en tramite y que hayan realizado o s2 encuentren realizando
acceso a recursos genéticos y/o sus productos derivados, en las condiciones descritas en
el inciso anterior deberan informarlo al Ministerio. Desde la radicacién de la solicitud y hasta
la celebracioén y perfeccionamiento del contrato de acceso a recursos geneticos y/o sus

J
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“Por el cual se admite una solicitud de Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y

sus Productos Derivados para el proyecto:."Composicién que comprende extractos

de Guadua angustifolia para la prevencion o el tratamiento de enfermedades de la
retina”.

productos derivados o hasra la denegacion del tramite, el solicitante podra continuar
accediendo al recurso gen:iético y/o sus productos derivados.

(...)" 5

Que el citado articulo de?i1PIan Nacional de Desarrollo regula de manera especifica y
transitoria, las condiciones de materia y tiempo en las cuales las personas naturales o
juridicas que realizaron o estan realizando actividades de acceso a recurso genéticos y a
sus productos derivados nueden adelantar la solicitud de contrato de acceso a recursos
genéticos y sus productos derivados ante el Ministerio.

Que de conformidad con; el procedimiento previsto en la Resolucién 620 de 1997 y lo
dispuesto en el Articulo 252 de la Ley 1753 de 2015, para el tramite de acceso a recurso
genético, esta Direccion analizd preliminarmente la solicitud presentada por la
UNIVERSIDAD DE ANTICQUIA y determind que cumple con los requisitos sefalados para
dar inicio al tramite de la solicitud.

En mérito de lo expuesto,
DISPONE:

ARTICULO 1.- Admitir la solicitud de Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y sus
Productos Derivados presentada por la UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA identificada con
Nit 890.980.040-8, para e} proyecto denominado: “Composicion que comprende extractos
de Guadua angustifolia pzra la prevencién o el tratamiento de enfermedades de la retina”.

ARTICULO 2.- Iniciar el ramite previsto en la Decisién Andina 391 de 1996, en el articulo
252 de la Ley 1753 de 2(115 y en la Resolucién 620 del 7 de julio de 1997 expedida por
este Ministerio y relacionz,fa con el procedimiento de las solicitudes de Contrato de Acceso
a Recursos Genéticos y s.1s Productos Derivados. -

ARTICULO 3.- Inscribir la solicitud presentada por la UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA, para
el proyecto denominado “Composicién que comprende extractos de Guadua angustifolia
para la prevencion o el tratamiento de enfermedades de la retina”, en el Registro Publico
de Acceso a Recursos Genéticos. Expediente RGE0184.

ARTICULO 4.- La UNIVESSIDAD DE ANTIOQUIA, debera realizar a su costa y dentro de
los cinco (5) dias habiles siguientes a la notificacion del presente auto, la publicaciéon de un
extracto de la solicitud de contrato de acceso a recursos genéticos y sus productos
derivados el cual debera contener cuando menos el nimero y la fecha del Auto de inicio, la
informacion del solicitante y el titulo del proyecto; esta publicacion la debe hacer en
cualquier medio de comur.icacion de la localidad en donde se realizaron las actividades de
acceso a los recursos genéticos. La publicacién se realiza a efectos de que cualquier
persona interesada suministre la informacién que considere pertinente. Copia de la
publicacién debera allega’sc a este Ministerio, con destino al expediente RGE0184.

ARTICULO 5. Dispéngas;e la publicacion del presente Acto Administrativo, en la pagina
web del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible.

ARTICULO 6.- Notificar el contenido del presente acto administrativo a la UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA, a traves del representante legal o de su apoderado debidamente
constituido. - =




Auto No. 633 -: del Hoja No.4

“Por el cual se admite una solicitud de Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y
'sus Productos Derivados para el proyecto:"Composicion que coriprende extractos

de Guadua angustifolia para la prevencion o el tratamiento de er.fermedades de la
retina”, :

O

ARTICULO 7.- Conira este acto administrativo no procede por via gubernativa ningun
recurso, por tratarse de un acto administrativo de tramite de conformidad con el articulo 75
de la Ley 1437 del 18 de enero de 2011. “Por la cual se expide el Cédigo de Procedimiento
Administrativo y de lo Contencioso Administrativo.”

PP
NOTIFIQUESE, PUBLIQUESE Y CUMPLASE

Dada en Bogota D.C., alos *

e :
TITO GERARDO CALVO SERRATO
Director de Bosques, Biodiversidad y Servicios Eco_;;,istémicos

Expediente RGE0184 '
Feviso: Paula Rojas Gutierrez — Coordinadora Grupo de Recursos Genéticos. DBBS;‘S}—
Froyectd: Luz Helena Escobar M- Abogada — Contratista. MADS.‘)M,
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ANEXO

SOLICITUD DEACCESO
ARECURSOS GENETICOS

IDENTIFICACION

1. SOLICITANTE O REPRESENTANTE LEGAL

1.1.IDENTIFICACION
Nombre o Razén Social | Universidad de Antioquia______
Nacionalidad ___Colombia

CorreoElect. .....covveeeeeeiiie,

. RESPONSABLE TECNICO DEL PROYECTO

1. IDENTIFICACION
Nombre o Razén Social ....FREIMAR SEGURA SANCHEZ.........ccovveiiiiiii,



-4 -

2. ACTIVIDADES DE ACCESO REALIZADAS EN LOS ULTIMOS 5 ANOS DEL
RESPONSABLE TECNICO

ANO ACTIVIDAD PAIS CONTRAPARTE
3. CURRICULUM DE ESTUDIOS DEL RESPONSABLE TECNICO
~ ESTUDIOS
ANO RAD INSTITUCION LUGAR
SUPERIORES G 0
2002 Quimica Farmacéutica Quimico Universidad de Medellin-
Farmacéutico Antioquia Colombia
2005 Maestria en Ciencias Magister en Universidad de Medellin-
(diploma |Farmacéuticas Ciencias Antioquia Colombia
en 2006) Farmacéuticas
2009 Doctorado en Doctor en Universidad de Francia
(diploma |Farmacotecniay Farmacotecniay [Paris X| (Paris
en 2011) Biofarmacia Biofarmacia Sud)
(convalidado y
reconocido en
Colombia como
Doctor en
Biofarmacia)

4, PUBLICACIONES DEL RESPONSABLE TECNICO (Tres mas importantes)

TITULO

ANO

REVISTA/LIBRO

functionalized
glutamate)

corresponding
preparation and characterization

derivates

Synthesis and characterization of]
poly(y-benzyl-L-

and

nanoparticles

2010

International Journal of

Pharmaceutics

387(1-2): 244-252
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mechanism between (+)-usnic acid
and cyclodextrins studied by
isothermal titration calorimetry and
phase-solubility diagram experiments

Pegylation of poly([gamma]-benzyl-L- 2010 International Journal Of
glutamate) nanoparticles is efficient Nanomedicine

for avoiding mononuclear phagocyte 2010(5):1103 — 1111

system capture in rats

Elucidation of the complexation 2009 Journal of Molecular Recognition

22(3): 232-241
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5. EXPERIENCIAS DEL RESPONSABLE TECNICO (Actividad realizada en los
ultimos 5 anos)

ANO

ACTIVIDAD O CARGO

CANTIDAD

PAIS

2005-
actual

-_—

Docente vinculado de tiempo completo
adscrito al departamento de Farmacia de
la Facultad de Ciencias Farmacéuticas vy,
Alimentarias (llamada antes Facultad de
Quimica Farmacéutica) de la Universidad
de Antioquia.

Colombia

2012-
actual

-_—

Coordinador del grupo de investigacion
Biopolimer de Ila Universidad de
Antioquia.

Colombia

2012-
actual

-_—

Investigador principal o coinvestigador en
diversos Proyectos de investigacion.

Colombia

2012-
actual

Tutor de diversos estudiantes de|1
maestria y doctorado.

Colombia

2010-
actual

Tutor del candidato a Doctor en Ciencias|1
Farmacéuticas y Alimentarias, Faiber
Alexis Jaramillo Yepes quién realizo el
trabajo de tesis titulado “Caracterizacion
fisicoquimica, nutricional y funcional de
brotes, culmos y hojas de bambu, para la
formulacion de nuevos alimentos
funcionales” a partir del cual se
obtuvieron  algunos resultados de
investigacion que se desean patentar vy
por lo tanto se hace esta solicitud de
acceso a recurso genético y/o sus
productos derivados.

Colombia

6. GRUPO DE TRABAJO A CARGO DE LA ACTIVIDAD DE ACCESO

DOMICILIO NOMBRE

ESPECIALIDAD

GRADOACADE

Medellin, Carrera 50A # 63- Freimar Segura Sanchez
85 Grupo Biopolimer -
Universidad de Antioquia

Farmacotecnia y
Biofarmacia,
Biotecnologia y
Nanotecnologia

Doctor




-7-

Medellin, Carrera 50A # 63- |[Faiber Alexis Jaramillo Alimentos Ingeniero de
85 Grupo Biopolimer - Yepes Funcionales, Alimentos,
Universidad de Antioquia alimentos y candidato a
bebidas, plantas y |Doctor en
productos Ciencias
Farmacéuticas y
Alimentarias

ll. DATOS DEL PROVEEDOR DEL RECURSO

1. IDENTIFICACION
Nombre o Razén Social ...Elizabeth Romero Quiroz .............cccoveeunn...
Documentode ldentidad ...CC. 43600877 ......oeuieeiieeeeee e

Domicilio .....Finca Oasis, Vereda Guatemala, Corregimiento de Pueblo Tapao, municipio
de Montenegro QUINAIO ......cceiiiiiiiee e

Teléefono.....ccvveeeeeiiiiienns FaX..oooooooeiiiiiiiieienn, Correo Elect.....coovvvivieiiiiiiiinn,
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Iv. DATOS DE LA PERSONA O ENTIDAD NACIONAL DE APOYO
CIENTIFICO O CULTURAL

1. IDENTIFICACION

Nombre o Razén Social . Universidad Nacional de Colombia

Domicilio Legal Carrera 45 # 26-85 _Bogota.

Teléfono......3165000 Ext 18552.. FaX.......cccoovverinnnnne.
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V. PROPUESTA DE PROYECTO

1. TiTULO
Composicion que comprende extractos de Guadua angustifolia para la
prevencion o el tratamiento de enfermedades de la retina

2, JUSTIFICACION, OBJETIVOS Y LITERATURA TECNICA
JUSTIFICACION

La muerte celular controlada (apoptosis), la muerte celular patolégica (necrosis) que es distinta de la
apoptosis espontanea y previsto dentro de la apoptosis celular (muerte celular programada), han
sido propuestos como mecanismos de muerte celular. El estrés oxidativo, la alteracién de la 6xido
nitrico sintetasa, inducen la alteracion de diversos factores que conducen a la apoptosis celular
mediada tanto por las mitocondrias (caspasa independiente), como por las caspasas,
denominandose apoptosis caspasa-dependiente. Muchas enfermedades de los ojos son causadas
por la muerte celular, por ejemplo, la degeneracién macular asociada a la edad (Age-related macular
degeneration) y el glaucoma. La inhibicién de la enfermedad ocular y el tratamiento o supresion de
la muerte celular que puede atenuar la progresién de estas enfermedades es el objetivo constante
en las investigaciones con medicamentos en la actualidad.

El glaucoma es una causa importante de la presion intraocular elevada, de la lesion isquémica que
se produce al menos a la vista y, finalmente, causa de la muerte de las células nerviosas. El
glaucoma se produce a traves del dafio en el nervio Optico debido a la apoptosis de las células
nerviosas de la retina.

El glaucoma se caracteriza por el dafio en el campo visual. Las células ganglionares de retina
(RGCs, siglas en inglés) son lesionadas con diversos factores, como resultado de la degeneracion
del nervio éptico. Esto conduce a la pérdida visual y la disfuncién. La presién intraocular elevada
(IOP, siglas en inglés) y la isquemia son importantes factores de riesgo en el glaucoma.

Ademas, en el glaucoma, las células nerviosas de la retina, sufren muerte celular causada por
dafios en el nervio éptico, produciendo la lesién glaucomatosa, caracteristica que conlleva ademas
del dano al nervio 6ptico, un dafo en el campo visual. En el glaucoma, las células experimentan
apoptosis y tanto en modelos animales como en pacientes con glaucoma post-mortem se evidencia
que la causa es por la presion intraocular elevada. (Garcia-Valenzuela, Shareef et al. 1995, Quigley,
Nickells et al. 1995). EI mecanismo que induce la apoptosis en las células y el desequilibrio en la
célula se determina, entre varios factores, por los niveles de glutamato, citocromo C, factor de
necrosis tumoral - alfa (TNF - a), BCL2 - antagonista de la muerte celular o un aumento en la
expresion de las proteinas apoptéticas en las células nerviosas, estrés oxidativo intracelular
(conocido como una de las principales causas del glaucoma), entre otros. En el glaucoma, las
células nerviosas de la retina bajo estrés oxidativo directo experimentan dafios en el nervio éptico,
asi como en las células del canal compuesto por la red o malla trabecular (estructura del ojo que
controla el flujo de liquidos), lo que resulta en el deterioro de las células de la malla trabecular, y
finalmente en la muerte celular que aumentara la presion intraocular (Zhou, Li et al. 1999, Sacca,
Pascotto et al. 2005). El deterioro de las células de la malla trabecular causara un déficit de
reabsorcion del humor acuoso (pinocitosis), esto inducira una presién intraocular, especialmente en
las células de la malla trabecular, lo que es conocido como la causa principal del aumento de la
presion intraocular (IOP), provocando glaucoma primario de angulo cerrado y glaucoma primario de
angulo abierto, conocidos por ser mas vulnerables al estrés oxidativo (lzzotti, Sacca et al. 2003).
Como resultado de un analisis del humor acuoso, la capacidad antioxidante total de un paciente fue
significativamente menor comparado con los sujetos normales (Ferreira, Lerner et al. 2004),
observandose ademdas un aumento en la oxidacién de la enzima plasmatica que ayuda a controlar
el estrés oxidativo, la glutation - S - transferasa (Yang, Tezel et al. 2001). Recientemente, en los
pacientes con glaucoma primario de angulo abierto, los dafios en las células de la malla trabecular,
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parecen ser inhibidos por los antioxidantes (He, Leung et al. 2008). Por lo tanto, se ha propuesto la
inhibicion de la apoptosis causada por el estrés oxidativo en las células nerviosas de la retina y las
células de la malla trabecular, como nuevo enfoque de investigacion.

Generalidades del Bambu
El bambu es una hierba gigante, lefiosa que tiene una distribucién tropical y subtropical
(cosmopolita), y representa un producto importante. Se utiliza como material de construccion, para
la elaboracion de artesanias, para la alimentacién y la medicina tradicional. Por ejemplo, las hojas
de bambu se han utilizado en la medicina tradicional china para tratar la fiebre y la desintoxicacion
por mas de 1000 afos. Recientemente, algunos de los componentes biolégicamente activos en las
hojas de bambu y sus beneficios potenciales para la salud han sido ampliamente estudiados. Un
extracto etandlico acuoso de hojas de bambu contiene principalmente glucésidos flavona, acidos
fendlicos, cumarin-lactonas, antraquinonas y aminoacidos.(Lu, Wu et al. 2005).
La Guadua pertene a la subfamilia de las gramineas Bambusoideae (bambu) del orden de las
Poales; es una planta monocotiledonea, es un género neotropical.
A continuacion se listan algunas especies del género Guadua (Guadua sp).
Guadua amplexifolia, Guadua angustifolia, Guadua calderoniana, Guadua chacoensis, Guadua
chaparensis, Guadua glomerata, Guadua incana, Guadua latifolia, Guadua longifolia, Guadua
macclurei, Guadua macrospiculata, Guadua maculosa, Guadua magna, Guadua paniculata, Guadua
paraguayana, Guadua refracta, Guadua sarcocarpa, Guadua superba, Guadua tagoara, Guadua
trinii, Guadua uncinata, Guadua velutina, Guadua venezuelae, Guadua virgata, Guadua
weberbaueri.

La especie de bambu, Guadua angustifolia Kunth, pertenece a la subfamilia Bambusoideae de la
familia Poaceae (Satya, Bal et al. 2010). Los culmos de bambd, incluida la Guadua, se utilizan hace
miles de afios en un sinnumero de productos, desde aplicaciones industriales hasta artesanales
(Mejia, Gallardo et al. 2009). La Guadua angustifolia Kunth en Colombia ha sido tradicionalmente
usada en construccién, muebles, artesanias y decoracion de interiores, sin embargo, los residuos
generados en estas fabricas, como son las hojas, poco o nada han sido aprovechados en productos
de valor agregado.

Las hojas de otras especies de bambu también han sido ampliamente estudiadas en paises como
China, India, Corea del Sur, Japon, entre otros, encontrandose unas actividades bioldgicas bastante
relevantes en areas afines a los alimentos funcionales y terapéuticos. Hay trabajos enfocados en la
elucidacion de compuestos con actividad especifica para el tratamiento o prevencion de
enfermedades cronicas en humanos, actividad antimicrobiana contra diversas bacterias y
caracterizaciones fisicoquimica y taxonémica.

En la caracterizacién de los componentes bioactivos en las plantas de bambu, se ha concentrado el
interés en las actividades hepatoprotectora, antidiabética y antioxidante. A través de diversas bases
de datos de revistas indexadas, nacionales e internacionales, se puede encontrar facilmente miles
de articulos demostrando o validando los usos medicinales de plantas comunes, silvestres y
popularmente usadas en muchas regiones del planeta para terapias alternativas y/o
complementarias a la medicina tradicional. Parece ser que la caracterizacién de la biodiversidad a
nivel mundial nunca acabara y pese a que algunos investigadores argumentan que todas las plantas
poseen compuestos funcionales para el ser humano, nunca se aceptara dicha aseveracion, toda vez
que la calidad y cantidad de tales compuestos funcionales varia radicalmente entre plantas de
diferentes géneros, especies, familias y entre las mismas plantas cuando son cultivadas en
diferentes regiones del planeta o simplemente cuando son cosechadas en diferentes estaciones.
Por lo tanto, afirmar que todas las plantas poseen compuestos antioxidantes y funcionales para el
ser humano, es solo un enunciado mas en el mundo de la ciencia que debe ser finamente
estudiado, fraccionado, y evaluado con multiples propdsitos investigativos.

Hay una creciente evidencia que algunas enfermedades coronarias, cancer, inflamacién, artritis,
deterioro del sistema inmune, disfuncién cerebral y dafio celular, son ocasionadas o mediadas por
radicales libres y los antioxidantes encontrados en las especies vegetales, como el bambu, pueden
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prevenir, de forma considerable, estas enfermedades o sus efectos (Park and Jhon). Diversos
agentes quimico-preventivos exhiben actividad antioxidante a través de su habilidad para captar
radicales de oxigeno, incluyendo oxigenos singletes, radicales peroxilos, superperoxidos y radicales
hidroxilos. También se ha encontrado tricina en el bambu, compuesto que tiene un gran impacto
como agente preventivo del cancer de seno.

Otros estudios llevados a cabo en ratones, con extractos de bambu, sobre el estrés oxidativo y la
expresion genética, reflejan que estos extractos, pueden disminuir los factores de riesgo de
enfermedades cardiovasculares, como la hipercolesterolemia (Panee 2009).

Estudios en polisacaridos extraidos de brotes de Phyllostachys edulis, mostraron un efecto inhibidor
significativo para captar radicales hidroxilo y superdxido, que hace que puedan ser empleados como
alimentos funcionales para aliviar el estrés oxidativo en el organismo (Zhang, Wang et al. 2011).

Las principales caracteristicas estructurales de los compuestos antioxidantes como compuestos
bioactivos son una o varias sustituciones de grupos hidroxilos a uno o mas anillos aromaticos. Miles
de compuestos polifendlicos han sido identificados en plantas superiores y cientos han sido hallados
en plantas comestibles (Manach, Scalbert et al. 2004).

Los Polifenoles de plantas son divididos normalmente en dos grupos principales, flavonoides y no-
flavonoides. Los flavonoides comparten un esqueleto flavano, formado por 15 atomos de carbono.
Este grupo puede a su vez puede dividirse en flavanoles (p.e. Catequinas), flavonoles (p.e.
quercetina, miricetina, kamferol), antocianidinas (p.e. cianidina, delfinidina), flavonas (p.e. apigenina,
diosmina), flavanonas (p.e. naringenina, hesperitina), y chalconas (p.e. floretina). Los no-flavonoides
contienen un anillo aromatico con uno o0 mas grupos hidroxilos. En este grupo se encuentran los
estilbenos (p.e. resveratrol), acidos fendlicos (p.e. acido caféico, acido galico), saponinas (p.e.
ginsendsido) y otros polifenoles como la curcumina y los taninos. Los polifenoles son sintetizados
en las plantas para defenderse contra infecciones y también para proveer efectos protectores contra
diferentes factores de estrés, como la luz ultravioleta, los patégenos y el dano fisico (Robbins 2003),
(Stagos, Amoutzias et al. 2012).

Entre las principales caracteristicas de los polifenoles se encuentran las diversas actividades
terapéuticas y farmacéuticas como: antiinflamatoria, antialérgica, antioxidante, hepaprotectora,
antitrombadtica, antiviral y anticarcinogénica. En particular ellos son bastante conocidos por su
actividad captadora o secuestradora de radicales libres, moléculas altamente inestables que pueden
desencadenar reacciones adversas para el funcionamiento normal de las células y el entorno de
éstas (Kim, Kang et al. 2011).

La actividad o calidad de los polifenoles, esta directamente relacionada con la estructura quimica,
las sustituciones de grupos hidroxilos, las posiciones de éstos, los azucares y compuestos
relacionados, al igual que sus posiciones en los anillos del esqueleto flavonoide, y también, de
acuerdo a las insaturaciones y las posiciones de éstas. En algunos casos la actividad del polifenol
también depende de que tan semejante sea su estructura quimica 3D con algun otro compuesto que
lleva a cabo reacciones de acople con otras moléculas en el organismo, como en el caso de los
terpenoides y las isoflavonas (Messina and Wood 2008, Martinez-Montemayor, Otero-Franqui
et al. 2010).

Durante la ultima década muchos flavonoides C-glucosilados han sido aislados e identificados de
una amplia variedad de especies de plantas. Estos flavonoides naturales C-glucosilados difieren de
los O-glucosilados en tener su resto glucosil unido directamente desde el carbén anomérico al
esqueleto flavonoide, usualmente en las posiciones C-6 o C-8 del anillo A. Los flavonoides C-
glucosilados tienen actividades bioldégicas adicionales y alta estabilidad a la hidrolisis en
comparacion con los O-glucosilados. En recientes revisiones de los flavonoides C-glucosilados,
algunos autores, como Rauter y Zeng, establecieron una base de datos enfocada a la
caracterizacion y a las bioactividades de dichos compuestos naturales u originados de sintesis
organica y sus efectos antioxidante, hepatoprotector, antiinflamatorio y antiviral. De acuerdo a sus
actividades farmacoldgicas y los estudios de relacién estructura - actividad (SAR: Siglas en inglés:
structure—activity relationships), los C-glucosilados pueden ser clasificados en tres categorias: La
categoria | incluye los flavonoides C-glucosilados tipo flavona; la categoria Il incluye los flavonoides
C-glucosilados tipo isoflavona; y una tercera categoria que comprende los flavonoides C-
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glucosilados tipo flavanona (Rauter, Lopes et al. 2007), (Zeng, Zhang et al. 2013).

Los radicales libres han sido sefialados como causantes de muchas enfermedades, entre ellas la
hepatitis, inflamacién, cancer, diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas y
cardiovasculares. Los flavonoides C-glucosilados han mostrado que pueden actuar como
eliminadores de estas especies oxidantes, incluyendo el anién superdxido O,”, el radical hidroxilo
HO" y radicales peroxilos (Zeng, Zhang et al. 2013), (Choi, Nurul Islam et al. 2014).

La posicidon del azucar en los carbones C-6 o C-8 no tiene influencia en la actividad captadora de
radicales libres. Por ejemplo, Leong y colaboradores, senalaron que dicha actividad era muy similar
entre la isoorientina y la orientina, donde obtuvieron valores de la actividad captadora del radical
superoéxido, SCso (50% of scavenging capacity) de 31 y 38 uM respectivamente y en el caso de la
vitexina y la isovitexina los valores fueron de 129 y 135 uM, correspondientemente (Leong, Kinjo et
al. 2010). Resultados similares usando los métodos de DPPH y ABTS fueron obtenidos por otros
investigadores con igual orden en la actividad antioxidante determinada contra el radical anién
superéxido, donde la actividad mas alta la presento la isoorientina, luego la orientina con un valor
muy cercano, después la isovitexina y finalmente la vitexina, éstos dos ultimos compuestos con igual
valor (Zielinska and Zielinski 2011). De esta manera, claramente se indica que las propiedades
antioxidantes de estos compuestos son principalmente dependientes en los grupos hidroxilo libres
en el anillo B de su estructura.

Estos resultados indicaron que la sustitucion de flavonoides C-glucosilados en las posiciones C-6 y
C-8 produce actividades similares. De acuerdo con las diferencias entre la isoorientina y la orientina
(vitexina e isovitexina), Zeng y colaboradores, concluyeron que los grupos hidroxilo libres en el anillo
B, son los responsables, en mayor importancia, de las propiedades antioxidantes, y con menor
importancia, la sustitucion de la glucosa en las posiciones C-6 o C-8 del anillo A (Zeng, Zhang et al.
2013).

De otro lado, la posicion y el numero de grupos hidroxilo también tienen un papel fundamental en la
actividad captadora de radicales libres. Los flavonoides C-glucosilados con dos grupos hidroxilo en
el anillo B tienen actividades antioxidantes mas altas que aquellos C-glucosilados con solo un grupo
hidroxilo en el mismo anillo. En conclusion, Cheel y sus colaboradores, demostraron que los grupos
hidroxilo metilados en la posicion C-7 y la metoxilacion en la posiciéon C-3’ del anillo B reduce la
actividad antioxidante, mientras que los grupos hidroxilo en las posiciones C-3’ y C-4’ del anillo B o
los grupos hidroxilo en la posicion C-7 del anillo A son claves para la actividad captadora de
radicales libres (Cheel, Theoduloz et al. 2005).

Las actividades antioxidantes in vitro de los flavonoides han sido reconocidas desde hace décadas,
y en general se entiende que los compuestos con alta capacidad antioxidante tienen menor dureza
absoluta y electronegatividad absoluta. En cuanto a los C-glicésidos, con la glucosa en C-6 o C-8 la
actividad antioxidante disminuye debido al impedimento estérico por la fraccién de glucosa. La
sustitucion de la glucosa en el anillo A, el numero de azucares, y los sustituyentes en el azucar
también puede afectar la actividad antioxidante. Por lo tanto, los grupos hidroxilo en la estructura de
los flavonoides son los factores clave para la actividad antioxidante. Recientemente, los SAR
basados en la teoria de la dureza quimica indicoé que los grupos hidroxilo en las posiciones C-3'y C-
4' del anillo B o un grupo hidroxilo en C-7 del anillo A disminuyen notablemente la dureza absoluta
de las flavonas, las cuales tienen una alta actividad captadora de radicales (Waki, Nakanishi et al.
2012).

Estos estudios SAR mostraron que la actividad antioxidante in vitro de los C-glicosidos es similar a
los O-glicésidos. Sin embargo, se han realizado pocos estudios sobre la actividad antioxidante de
los C-glicésidos en vivo. Zhang y colaboradores discutieron acerca del metabolismo de las flavonas
C-glicésidos obtenidas de los "antioxidantes de las hojas de bambu" (AOB) en ratas: con una Unica
administracion oral de AOB, las cuatro flavonas C-glucésidos, isoorientina, orientina, vitexina e
isovitexina de los AOB, se absorben mal en el tracto gastrointestinal. Mas del 50% de las flavona C-
glucésidos se recuperaron a las 12 h en el tracto gastrointestinal, lo que sugiere que el tiempo de
paso para estos compuestos en el colon es un tiempo suficiente para ejercer su actividad
antioxidante y para eliminar los radicales libres. Ademas de la excrecién en sus formas originales,
las flavonas C-glucdsidos también fueron hidrolizadas en sus agliconas y degradadas en pequenas
moléculas fendlicas y diversos acidos aromaticos (Zhang, Tie et al. 2007).

Las hojas de bambu han sido estudiadas por ser un residuo generado facilmente de la agroindustria
y que de no tener una disposicion final apropiada, podria generar impactos ambientales de gran



-13

alcance.

Los extractos hidro-alcohdlicos de hojas de bambu contienen principalmente flavonas glucosidicas,
acidos fendlicos, cumarin-lactonas, antraquinonas y aminoacidos; metabolitos secundarios de
plantas, bioldégicamente activos y no nutritivos pero que han sido asociados a la proteccion de la
salud humana. Los efectos biolégicos importantes son listados como actividad captadora de
radicales libres, capacidad antioxidante, efecto antienvejecimiento, antifatiga, accién antibacterial,
anti-viral, entre otras propiedades, ademas de ser empleados para la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y cancer y ser incluidos como intermediarios farmacéuticos, suplementos dietarios,
ingredientes cosméticos y aditivos alimentarios (Hu, Zhang et al. 2000, Lu, Wu et al. 2005, Zhang,
Bao et al. 2005, Zhang, Jiao et al. 2008).

En China, los antioxidantes provenientes del bambu, denominados AOB (Siglas en inglés:
Antioxidant of Bamboo), pueden ser empleados (segun Ministerio de Salud de ese pais, 2003) en
productos acuaticos, carnicos, aceites comestibles, cereales, productos de panaderia, jugos de
vegetales y frutas, bebidas de té y alimentos cocinados (Zhang and Zhang 2008).

Estudios particulares han demostrado la eficiencia de los AOB y otros antioxidantes naturales y
sintéticos en la reduccion de la formacion de acrilamida en alimentos ricos en carbohidratos que son
horneados o freidos, dado que este compuesto exhibe propiedades mutagénicas y carcinogénicas
en mamiferos experimentales tanto in vivo como in vitro (Zhang, Chen et al. 2007, Ou, Shi et al.
2010).

Estilbenos glucosidicos, compuestos que poseen propiedades medicinales, también han sido
identificados en bambus de México y China (Vastano, Chen et al. 2000); el acido clorogénico, el
acido cafeico y la luteolina-7-glucosido también fueron identificados en extractos de hojas de bambu,
P. nigra var. henonis, y fueron evaluados la actividad antioxidante y la capacidad captadora de
radicales libres in vitro (Hu, Zhang et al. 2000) y tres derivados (dos nuevos) del acido clorogénico
también fueron aislados e identificados en hojas de P. edulis y mostraron incluso una actividad
antioxidante superior al a-tocoferol, acido ascoérbico, acido ferulico, acido cafeico y el mismo acido
clorogénico (Kweon, Hwang et al. 2001, Mu, Uehara et al. 2004).

Keski-Saari y colaboradores (Keski-Saari, Ossipov et al. 2008), estudiaron los compuestos fendlicos
en culmos de especies de bambu colectados en China. Todos los culmos contenian acidos fendlicos
y flavonoides en un rango dado de concentraciones y las diferencias observadas eran producto de la
edad del bambu y de la variedad. Algunos de los compuestos encontrados fueron acido neo-
clorogénico, derivados de acido clorogénico, isoorientina ramnosida, acido cinamico, apigenina,
entre otros compuestos que en investigaciones posteriores se les ha evidenciado su actividad
bioldgica.

En el articulo de Zielinska y Zielinski (Zielinska and Zielinski 2011), justamente, se midi6 la actividad
antioxidante a una serie de flavonas glucosidicas, orientina, homoorientina, vitexina e isovitexina, y
se comparo con la quercetina, molécula que ha mostrado una excelente actividad antioxidante y
con la cual se puede determinar que tan efectivo es un compuesto en captar radicales libres. El
orden decreciente de actividad antioxidante, medido como TEAC (Siglas en inglés: Trolox equivalent
antioxidant capacity) por los métodos de ABTS y DPPH fue quercetina, homoorientina, orientina,
isovitexina y vitexina; sin embargo, por el método que media la capacidad captadora del radical
anién superoxido, el orden de mejor actividad fue homoorientina, orientina, quercetina, isovitexina y
vitexina. Esto evidencid, y es reportado en diversos articulos, que las propiedades antioxidantes de
estos compuestos, son dependientes de la posiciéon de los grupos hidroxilos en el anillo B en la
estructura del flavonoide.

Una nueva aplicacion también muy importante con las hojas de bambu, Phyllostachys nigra, es la
desarrollada en el Korea Institute of Science and Technology (KIST), en donde a partir de esta
planta y un fraccionamiento sistematico con hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol,
aislaron compuestos con estructuras flavondlicas, para posteriormente evaluarlas en células
ganglionares de retina in vitro e in vivo, y asi determinar si estos compuestos podrian atenuar el
estrés oxidativo en este tipo de células. En conclusion, establecieron que el compuesto luteolin 6-C-
(6”-O-trans-caffeoylglucoside), obtenido de la fraccién de acetato de etilo, podia ser potencialmente
util para el tratamiento, via efecto anti-oxidante, en enfermedades oculares, como el glaucoma, y en
los casos donde los radicales libres tienen un efecto significativo (Lee, Kim et al. 2010).

El compuesto luteolin 6-C-(6”"-O-trans-caffeoylglucoside), también mostré una fuerte inhibicién de la
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aldosa reductasa y de los productos finales de la glicacién avanzada, demostrando por tanto que
puede ser empleado como un nuevo medicamento de origen natural para aliviar complicaciones
diabéticas (Jung, Lee et al. 2007).

El extracto de hojas de bambu de la especie Phyllostachys edulis inhibe la sobre-produccion de la
interleucina 6 (IL-6), citoquina inflamatoria sobre-expresada en individuos obesos y que contribuye al
desarrollo de diversas enfermedades como resistencia a la insulina, diabetes tipo Il y enfermedades
cardiovasculares, indicando un potencial uso como nutracéutico y alimento funcional (Higa and
Panee 2011).

Guadua angustifolia Kunth
La Guadua es un bambi espinoso que pertenece a la familia Poacecae, a la subfamilia
Bambusoideae y a la tribu Bambuseae ((OAC) 2005). La Guadua angustifolia Kunth puede
aumentar su altura hasta 21 cm por dia (alcanzando hasta 22 m) y emerge desde el suelo con un
diametro constante hasta 22 cm. Es el tercer bambu mas grande del mundo. Los culmos alcanzan
su altura final en los primeros 6 meses de crecimiento, y llegan a la madurez cuando tienen entre 4 y
5 afos de edad. Se alcanza el crecimiento 6ptimo entre 500 y 1500 m de altitud, con una
precipitacién de 1200 a 2500 mm por afio, temperaturas entre 18 °C y 24 °C, y 80-90% de humedad
relativa. Se adapta bien a condiciones de lluvias extremas de las selvas tropicales de Colombia
(mas de 10,000 mm por afo), pero no en condiciones muy secas (<800 mm por ano) (Riafio,
Londofio et al. 2002) y gracias a esto, en Colombia, puede desarrollarse durante todo el afo.
A pesar del gran potencial de Colombia en términos de biodiversidad de Bambusa, hay un extenso
trabajo por hacer para innovar y competir con una amplia gama de productos derivados de los
mismos, incluyendo brotes comestibles o brotes de guadua, vinagre de guadua, carbén activado y
compuestos activos de las hojas para aplicaciones farmacéuticas, cosmeéticas y alimenticias. Sin
embargo, Colombia ya ha dado los primeros pasos hacia la construcciéon de la Cadena de la
Guadua. En 2004 se firmo6 con éxito el Acuerdo Marco de Competitividad de la Cadena de la
Guadua en Colombia, con la participacion de las partes interesadas, en representacion de los nueve
departamentos productores y el gobierno nacional. Este acuerdo tiene como objetivo articular los
esfuerzos de todas las regiones en un propésito comun, para garantizar la continuidad y el
crecimiento en condiciones de competencia y coordinar las directrices y objetivos para la toma de
decisiones a corto, mediano y largo plazo ((OAC) 2004).
La Guadua angustifolia Kunth es una planta ampliamente usada en Colombia para la construccion,
artesanias y muebles; hasta el momento no ha sido reportada en el vademécum de plantas
medicinales de Colombia o se le ha dado alguna actividad biolégica especifica. Algunos compuestos
flavonoides y acidos fendlicos han sido identificados y elucidados en este material vegetal.
No ha habido informes de investigacion de cualquier posible efecto potencial de esta planta para
tratar enfermedades oculares como el glaucoma. En este proyecto se investigd si las fracciones o
compuestos aislados de G. angustifolia Kunth podrian atenuar la muerte inducida por estrés
oxidativo en las células ganglionares de retina transformadas (RGC-5). Adicionalmente se investigo
si las fracciones o compuestos eran capaces de inhibir la produccion de las ROS en las RGC-5 y los
efectos en el dafo retinal inducido in vivo por el N-metil-D-aspartato (NMDA) y por la compresion del
nervio optico.

Estrés oxidativo

El concepto de estrés oxidativo surgié en la década de 1970 cuando los pacientes con enfermedad
hematoldgica eran identificados con la glutation reductasa defectuosa (Paniker, Srivastava et al.
1970). En la misma década la primera evidencia in vitro emergié cuando se puso de manifiesto que
la cadena respiratoria mitocondrial era capaz de producir superéxido e indirectamente perdxido de
hidrogeno (Loschen and Azzi 1975). El estrés oxidativo, se refiere a una situacién en la que existe
un desequilibrio entre los procesos que generan especies reactivas de oxigeno (ROS) y los
responsables de su eliminacion. El estrés oxidativo dafia macromoléculas incluyendo el ADN,
proteinas y lipidos y se cree que contribuye a la patogénesis de una serie de enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con la edad. A niveles mas bajos, las ROS son moléculas de
sefalizacién criticos que se generan a partir de una variedad de sitios endégenos y exégenos dentro
de la célula. La contribucidn relativa de estas difiere segun el tipo de ROS, el tejido, tipo celular y los
estados fisiolégicos y patoldgicos dados (Chrysostomou, Rezania et al. 2013). Los compartimentos
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celulares que mas comunmente contribuyen a la generacion de las ROS en células de mamiferos
incluyen mitocondrias, reticulo endoplasmatico, peroxisomas, citosol, el plasma y el espacio
extracelular. Muchos sitios diferentes de produccién de ROS han sido identificados dentro de la
mitocondria; los mas activos son los complejos | y lll de la cadena de fosforilacién oxidativa
(Cadenas and Davies 2000, Raha and Robinson 2000).

Disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo

Cada vez es mas claro que la disfuncion mitocondrial juega un papel causal en una serie de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica y neuropatias o6pticas (Lin and Beal 2006). La evidencia reciente
también senala que la disfuncién mitocondrial esta presente en algunos pacientes con glaucoma
(Abu-Amero, Morales et al. 2006, Lee, Sheck et al. 2012).

Dos consecuencias perjudiciales de la disfuncidon mitocondrial incluyen (i) disminucion de la sintesis
de ATP vy (ii) aumento de la produccion de ROS. La insuficiencia bioenergética resulta de la
disminucion de la produccién de ATP y esto limita la cantidad de energia disponible para los
principales procesos celulares como la reparacién después de una lesién. Las terapias orientadas
en las mitocondrias pueden promover o restablecer la produccion de energia en las células con
alteracion de la fosforilacion oxidativa proporcionando uno de una serie de enfoques terapéuticos
potenciales para la proteccién de las células ganglionares de la retina (Kong, van Bergen et al.
2012).

Glaucoma y daio de retina inducido por el estrés oxidativo
El mecanismo responsable del glaucoma sigue siendo controversial, sin embargo, la apoptosis
causada por el aumento en los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS, siglas en inglés), es
considerada que desempefia un papel importante en su patogénesis (Kim, Shim et al. 2013).
La retina glaucomatosa se caracteriza patolégicamente por la degeneracion progresiva de las
células ganglionares de la retina (RGCs), asi como por el dafio en el campo visual. La degeneracién
de las RGCs parece ser secundaria a la lesién de los axones de estas células, que se proyectan
hacia el cerebro (Kalesnykas, Oglesby et al. 2012).
El mecanismo exacto que subyace en el glaucoma sigue siendo controvertido, sin embargo, la
presion intraocular elevada (IOP siglas en inglés) y la isquemia son factores de riesgo importantes
aceptados (Nucci, Tartaglione et al. 2005, Tataru and Bogdanici 2009). Esto ha llevado a la
focalizacion de los tratamientos farmacolégicos y quirdrgicos para el glaucoma en la reduccion de la
IOP (Toris 2010, Chang and Goldberg 2012).
Sin embargo, un numero significativo de pacientes con glaucoma siguen sufriendo la pérdida del
campo visual mucho después de la normalizacién terapéutica de su IOP, y no todos los pacientes
con hipertensién ocular desarrollan glaucoma (Brubaker 1996). Esto indica que el glaucoma es el
resultado de multiples factores combinados, mas que una consecuencia de la elevacién de la IOP
en si misma (Varma, Peeples et al. 2008).
Hay varias hipotesis sobre los mecanismos implicados en la muerte de las RGCs en el glaucoma,
tales como lesiones isquémicas a los axones de las células ganglionares (Osborne, Melena et al.
2001), la privacion de neurotrofina (Baltmr, Duggan et al. 2010), la disfunciéon de los componentes
no neuronales en la cabeza del nervio 6ptico (Quigley 1999), el dafio mecanico a los axones de las
células ganglionares (Morgan 2000) y la disfuncién de las células gliales de la retina (Zhong, Leung
et al. 2007).

El estrés oxidativo en el glaucoma

Glaucoma, la segunda causa principal de ceguera, es un término usado para describir un grupo de
neuropatias Opticas caracterizadas por el deterioro funcional y estructural de las células
ganglionares de la retina RGCs resultando en una pérdida progresiva de la vision, inicialmente
marcado por la pérdida de la visidon periférica con progresion a la ceguera total (Quigley 1996,
Quigley and Broman 2006).

El glaucoma causa una serie de desérdenes caracterizados por la pérdida selectiva de las RGCs
cuyos cuerpos celulares se encuentran en la superficie interna de la retina y los axones que son
proyectados a lo largo del nervio 6ptico hasta el nucleo geniculado lateral. El patron caracteristico de
la pérdida del campo visual en el glaucoma apunta al sitio primario de la lesion dentro de los axones
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en la cabeza del nervio 6ptico. El aumento de la edad, una historia familiar positiva de glaucoma y la
presion intraocular (IOP) elevada se encuentran entre una lista de factores de riesgo reconocidos
para el glaucoma (Chrysostomou, Rezania et al. 2013). El glaucoma es asi una enfermedad
neurodegenerativa con una patofisiologia compleja. Hace mas de dos décadas desde que el estrés
oxidativo fue propuesto que contribuia a la patogénesis del glaucoma. La evidencia que respalda lo
anterior viene de estudios tanto en animales como en humanos, donde se ha evaluado la
produccion de ROS, los niveles de antioxidantes y los marcadores de dafno oxidativo a
macromoléculas bajo condiciones glaucomatosas (Alvarado, Murphy et al. 1981). Los modelos
experimentales de glaucoma se basan en la induccion de la lesién axonal en la cabeza del nervio
optico y un numero de enfoques han sido reportados, entre ellos; elevacion de la IOP en un corto y
mediano plazo; axotomia; compresién del nervio éptico; inhibicidon de suministro de sangre al nervio
optico y el dano mediado de manera autoinmune. Varios modelos en roedores se han desarrollado
para aumentar la IOP en los ultimos afios, la mayoria de los cuales han demostrado que inducen
estrés oxidativo. Por ejemplo, la IOP elevada después de la inyeccion de acido hialurénico en la
intracamara en ratas resultd en una disminucion significativa en antioxidantes de la retina y un
aumento en la peroxidacion lipidica de la retina (Moreno, Campanelli et al. 2004). La hipertension
ocular en ratas después de la cauterizacidn de las venas episclerales también llevé a un marcado
aumento en las ROS y los niveles de nitrito, en combinacion con la peroxidacion lipidica (Ko, Peng
et al. 2005, Ferreira, Lerner et al. 2010). En otro estudio que us6 una inyeccién de solucién salina
hipertdnica en la vena episcleral para elevar la IOP, hallé que la oxidacion de proteinas se localizada
en las capas retinianas internas que contienen las RGCs (Tezel, Yang et al. 2005). La IOP elevada,
independientemente del mecanismo o duracién de la lesién, parece tener la capacidad de inducir
estrés oxidativo en la retina y en el nervio éptico.

Datos clinicos recientes también apoyan un rol para el estrés oxidativo en la patogénesis de
glaucoma. En un estudio de casos y controles, los niveles de antioxidantes totales en suero se
incrementaron en combinacién con la disminucion de la 8-hidroxi-20-desoxiguanosina, un marcador
de dano oxidativo del ADN, el cual fue reportado en pacientes con glaucoma de tensiéon normal en
comparacion con los controles sanos, indicando el estrés oxidativo sistémico (Yuki, Murat et al.
2010).

Contribucidn del estrés oxidativo a la patogénesis del glaucoma

Las causas de la degeneracion de las RGCs en el glaucoma son probablemente multifactoriales y
resultantes de lesiones tanto primarias como secundarias (Chrysostomou, Trounce et al. 2010). Las
lesiones primarias se discuten con mas detalle a continuacion, pero el dafio secundario, el dafo
indirecto puede ser ocasionado a través de diversos mecanismos, que incluyen alteraciones
vasculares inducidas por el estrés oxidativo que conducen a la alteracion de la autorregulacién del
flujo sanguineo al nervio 6ptico, lesion oxidativa a la malla o red trabecular alterando la salida del
humor acuoso y elevando la presién intraocular. Ademas el estrés oxidativo puede provocar dafio
indirecto a las RGCs mediado por respuestas inmunes aberrantes y disfuncion de las células gliales
(Izzotti, Bagnis et al. 2006, Tezel 2009).

El estrés oxidativo también puede conducir directamente a la degeneracion de las RGCs. Por
ejemplo, las ROS son moléculas de sefalizacién criticas que activan las vias de apoptosis cuando
estan en exceso. Aplicacion exdgena de ROS ha demostrado que desencadenan apoptosis a las
RGCs in vitro a través de las vias independientes de las caspasas (Li and Osborne 2008), mientras
que la reduccion de la generacion de ROS también protegié temporalmente a las RGCs de la
apoptosis (Tezel and Yang 2004). El estrés oxidativo altera el ciclo glutamato retinal/ glutamina, lo
que lleva a la acumulacion de niveles neurotdxicos de glutamato. Las modificaciones oxidativas a la
glutamina sintetasa, la enzima responsable para la conversién de glutamato retinal en formas no
téxicas, han sido demostradas en ratas con hipertension ocular (Tezel, Yang et al. 2005). Ademas,
las reducciones significativas en las proteinas transportadoras del glutamato retinal, la captacion de
glutamato retinal y la actividad de la glutamina sintetasa han sido identificadas en modelos de ratas
de hipertension ocular (Martin, Levkovitch-Verbin et al. 2002, Moreno, Campanelli et al. 2004).

Antioxidantes para la proteccion del nervio 6ptico en el glaucoma
Mas evidencia de que el estrés oxidativo esta implicado en la patogénesis del glaucoma proviene de
estudios que demuestran un beneficio a partir de compuestos con propiedades antioxidantes. Un
estudio prospectivo de una cohorte de 3.500 individuos con glaucoma, con una duracion de 10 anos,
reveld una asociacion entre la baja ingesta de nutrientes antioxidantes, incluyendo equivalentes de
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retinol y vitamina B1, y un mayor riesgo de glaucoma de angulo abierto (Ramdas, Wolfs et al. 2012).
El efecto de la dieta en un modelo de rata de glaucoma también ha demostrado que la deficiencia de
vitamina E predispuso a un aumento significativo en la pérdida de las RGCs (Ko, Peng et al. 2010).
La brimonidina, un farmaco reductor de la IOP bien conocido, también mejoré la presion intraocular
inducida por estrés oxidativo en ratas (Ozdemir, Tolun et al. 2009). Estos efectos neuroprotectores
de la brimonidina también se han observado en cultivos de RGCs de rata purificados bajo estrés
oxidativo sugiriendo que este compuesto puede tener propiedades antioxidantes adicional a la
accién bien establecida en la reduccion de la IOP (Lee, Nakayama et al. 2010). Otros estudios
recientes han demostrado que la porfirina manganeso y la astaxantina, otros potentes antioxidantes
biolégicos, alivian la lesion de la retina inducida por la elevada IOP en ojos de rata (Cort, Ozturk et
al. 2010, Dogan, Unal et al. 2011).

Aunque estos antioxidantes tienen potencial terapéutico prometedor, carecen de especificidad a las
mitocondrias, un generador clave de las ROS celulares. Por lo tanto, los compuestos que se
enfocan directamente a las mitocondrias pueden proporcionar un mayor beneficio terapéutico. Los
antioxidantes potenciales orientados a mitocondrias incluyen la coenzima Q10 (CoQ10), la N-acetil
cisteina (NAC), la acetil-L-carnitina (ALCAR) y el acido a-lipoico. Muchos de estos compuestos
muestran propiedades neuroprotectoras y han demostrado que protegen en condiciones
neurodegenerativas relacionadas con la edad como el Alzheimer y las enfermedades de Huntington
y Parkinson (Bonda, Wang et al. 2010).

Las investigaciones sobre el efecto de los antioxidantes mitocondriales en la patogénesis de
glaucoma muestran resultados alentadores. La CoQ10, un cofactor esencial en la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, ofrece proteccion retinal después de la isquemia / reperfusién en la rata, en
un modelo establecido de glaucoma de angulo agudo (Russo, Cavaliere et al. 2008). La
suplementacion con NAC, la cual mejora las actividades especificas de los complejos | y IV en la
fosforilacion oxidativa mitocondrial, demostrando que disminuye el estrés oxidativo inducido por la
hipertensién ocular en ratas (Ozdemir, Tolun et al. 2009). En un estudio de Osborne, el tratamiento
de ratas con un acido a-lipoico, un compuesto ditiol mitocondrial que funciona como una coenzima,
proporciond proteccion contra las lesiones por isquemia-reperfusion tanto en la retina como un todo,
asi como especificamente a las RGCs (Osborne 2008).

También se ha sugerido que las ROS desempenan un papel clave en la patogénesis del glaucoma.
Las ROS puede funcionar como moléculas de sefalizacién que activan una serie de vias sensibles
al estrés, que causan dafio celular y que son en ultima instancia responsables de |la apoptosis de las
células (Tezel 2006). En un estudio epidemioldgico, los analisis de sangre y de humor acuoso
demostraron que en muchos pacientes con glaucoma se habia reducido la capacidad oxidativa y se
habia elevado notablemente los niveles de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa y
la glutation en el humor acuoso (Ferreira, Lerner et al. 2004).

Por lo tanto, parece plausible que los antioxidantes, que inhiben las ROS, podrian ser terapéuticos
en la prevencion del glaucoma. De este modo, la neuroproteccion, en particular, la prevencion de la
muerte de las RGCs y sus axones, incluyendo el retraso de la apoptosis a través de la inhibicion de
las ROS, recientemente ha sido considerado como un nuevo enfoque para la terapia del glaucoma
(Weinreb and Levin 1999, Schwartz and Yoles 2000, Marcic, Belyea et al. 2003, Baltmr, Duggan et
al. 2010). Para este fin, se ha investigado la eficacia de un numero de sustancias, incluyendo los
productos naturales para proteger las RGCs (Levin and Peeples 2008).

Rol de la aldosa reductasa en la via de los polioles que lleva a diversos defectos en la salud
La via de los polioles es usualmente un proceso metabdlico de dos pasos en el cual la glucosa es
reducida a sorbitol, el cual a su vez es convertido a fructosa. La via de los polioles también consiste
de dos enzimas. La primera enzima AR, reduce la glucosa a sorbitol con la ayuda de su cofactor
NADPH, y la segunda enzima, sorbitol deshidrogenasa (SDH) con la ayuda de su cofactor NAD",
convierte sorbitol a fructosa (Chung, Ho et al. 2003). La AR también es responsable de la reduccién
de diversos aldehidos. Esta via constituye interesantemente una de las medidas mas activas a
través de la cual el mecanismo de la retinopatia diabética y la cataratogénesis puede ser explicada.
La formacion de sorbitol a partir de glucosa, la acumulaciéon de fructosa y la generacién o
incremento del estrés oxidativo fueron considerados como los principales culpables que conducen a
las diversas complicaciones relacionadas con la diabetes, como la catarata. El sorbitol es un alcohol
polihidroxilado, fuertemente hidrofilico y ademas no difunde facilmente a través de las membranas
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celulares, acumulandose intracelularmente con posibles consecuencias osmoticas, particularmente
conduciendo a estrés osmotico y finalmente causando las lesiones diabéticas (Gabbay 1973). La
acumulaciéon intracelular de sorbitol también conduce a condiciones hiperosmoticas locales,
responsables de la pérdida de claridad en los lentes. El uso de NAD por la sorbitol deshidrogenasa
conduce a un aumento de la proporcion de NADH/NAD*, que ha sido denominado "pseudohipoxia" y
vinculado a una multitud de cambios metabdlicos y de sefializacion, conocidos para alterar la
funcion celular (Barnett, Gonzalez et al. 1986). Bajo la condicién hiperglucémica, cerca del 30% de
la glucosa se canaliza en la via de los polioles causando un agotamiento sustancial de NADPH y en
consecuencia una disminucion significativa en el nivel de glutation (GSH). Asi, durante la
hiperglucemia, la actividad AR disminuye la capacidad antioxidante celular (Cheng and Gonzalez
1986, Koya, Haneda et al. 1998). La oxidacion de sorbitol a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa
(SDH) provoca un estrés oxidativo debido a que su co-factor NAD se convierte en NADH en el
proceso, y a que el NADH es el sustrato para la NADH oxidasa para generar especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Morre, Lenaz et al. 2000). Aunque la via de los polioles provoca el estrés oxidativo
tanto en el lente como en el nervio, su papel en el desarrollo de la lesidon diabética en estos dos
tejidos parece ser diferente. El estrés osmaético, de la acumulacion de sorbitol, es un factor mas
importante para el desarrollo de las cataratas diabéticas (Lee and Chung 1999). Por lo tanto, se
puede observar que la activacion de la enzima aldosa reductasa en la via de los polioles puede
conducir a la alteracion de varios factores metabdlicos, en particular la generacion de especies de
oxigeno reactivas que provocan estrés oxidativo y que puede ser considerado como el factor inicial y
principal que agrava las complicaciones de catarata inducidas por la diabetes. De este modo, el
tratamiento con inhibidores de la AR (ARI) ha demostrado ser eficaz en la prevencion del desarrollo
de diversas complicaciones de la diabetes, incluyendo la formacién de cataratas, neuropatia y
nefropatias (Oates and Mylari 1999).

OBJETIVOS

o Realizar marcha fitoquimica y analisis bromatolégico a hojas de Guadua
angustifolia.

e Obtener un extracto seco metandlico y realizarle un fraccionamiento con
solventes de variada polaridad.

e Evaluar la actividad captadora de radicales libres de las diferentes fracciones
del extracto de hojas de Guadua angustifolia.

e Obtener un perfil cromatografico por HPLC de cada una de las fracciones
organicas e ldentificar flavonoides.

e Buscar inhibir o mejorar la lesion celular en células ganglionares de retina
asociadas a la isquemia, proteger las células del estrés oxidativo, inhibir la
apoptosis, proteger las células oculares, tales como las célula nerviosas de la
retina o las células de la malla trabecular.
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3. AREA DE APLICACION

La presente invencion esta relacionada con una composicién que comprende un
extracto de bambu Guadua para usarse en la prevencién o mejoramiento de la
lesién isquémica. También se puede utilizar para proteger las células de la muerte
celular inducida por estrés oxidativo. Las nuevas estrategias de tratamiento con
bambu Guadua son de facilidad de uso para los pacientes objetivo.

4, TIPO DE ACTIVIDAD Y USOS QUE SE DARA AL RECURSO

Las hojas maduras de guadua angustifolia recolectadas se secaron y luego
fueron molidas hasta un tamafo de particula adecuado. Posteriormente se les
realizé un analisis bromatolégico (humedad, grasa, ceniza, fibra dietaria total) y
también se les realizaron extracciones alcohdlicas y luego fraccionamientos con
diversos solventes para separar familias o grupos de compuestos quimicos
basados en su polaridad. Luego con los extractos o subextractos se hacen
pruebas de identificacion de algunos tipos de compuestos como por ejemplo
alcaloides, flavonoides, glucésidos cianogénicos, azucares reductores,
saponinas, taninos, quinonas, cumarinas, glicésidos cardiotonicos,
sesquiterpenlactonas, etc., También se realizaron con los extractos o
subfraciones perfiles cromatograficos e identificacion de moléculas con posible
actividad biolégica como por ejemplo algunos flavonoides. Se realizaron
igualmente pruebas de captacién de radicales libres por DPPH.

Con extractos y subfracciones (subextractos) obtenidos a partir de las hojas secas
y molidas en la universidad de Antioquia, también se realizaron algunas pruebas de
HPLC con ABTS en linea, y las pruebas de actividad biolégica in vitro e in vivo
como los ensayos de viabilidad celular por el ensayo de reduccion del MTT,



-28

evaluacion de los niveles intracelulares de especies reactivas del oxigeno (ROS)
con la prueba radicalaria 2’,7’ diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), los
analisis microscépicos para viabilidad celular por doble tincion con Pl y Hoechst
33342; las pruebas de extraccién de proteina del tejido retinal o células totales, los
analisis de Western blot, los ensayo de lipoperoxidacién la evaluacion de la
inhibicion de la aldosa reductasa, las pruebas de Lesion de la retina inducida por
NMDA y daio retinal inducido por compresion del nervio 6ptico.

LISTA DE REFERENCIA DE RECURSOS GENETICOS, PRODUCTOS
DERIVADOS Y COMPONENTES INTANGIBLES ASOCIADOS, A LOS QUE
SE PRETENDE ACCEDER (NOMBRE CIENTIFICO, NOMBRE VUL- GAR Y
NUMERO DE MUESTRAS)

Nombre Cientifico: Guadua angustifolia
Nombre comun: guadua angustifolia o simplemente guadua.

Se desea acceder a la recoleccion y uso de hojas maduras de Guadua
angustifolia y de sus productos derivados con posibles fines de explotacion
comercial.

Para este trabajo se recolectd un bulto de hojas; pero se desea tener acceso
libre siempre y cuando la recoleccion se realice en fincas privadas y con permiso
o venta por parte de sus duefios teniendo en cuenta que aunque la guadua
angustifolia se considera una planta de nuestra biodiversidad, existen cadenas
productivas que estimulan e incentivan su cultivo y la comercializacién y que ya
existen cultivos tecnificados y controlados de guadua en los cuales se hace un
manejo responsable y ecolégicamente amigable, igualmente se debe considerar
que en todos los casos no se desea competir con otras cadenas productivas, las
hojas siempre se recolectan después de que quedan como desecho o
subproducto cuando los tallos son cortados para ser usados como material para
la construccion o para otras aplicaciones.

LOCALIZACION DE LAS AREAS DE ACCESO Y DE REALIZACION DE LAS
ACTIVIDADES DE ACCESO (COORDENADAS)

a) DE RECOLECCION

Se desea tener acceso a recurso genético en tres areas principales, escogidas porque
agrupan a 10 predios que hacen parte de un nucleo piloto de produccién de Guadua en el
municipio de Montenegro, departamento del Quindio que surge como iniciativa para
organizar a diversos productores y comercializadores de guadua y que se financia con un
proyecto del sistema general de regalias llamado procesos innovadores en la cadena de
suministro de la guadua en el departamento del Quindio.

Localizacion Geografica:

Municipio (s)
Relacién de Municipios por cada
Departamento.

Especifique Vereda y/o Corregimiento
Quindio Fincas La Tolda y San Diego que quedan
en limites entre las veredas Urantia y
Buenos Aires.

Departamento (s)
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Municipio: Montenegro

Quindio Fincas Rancho la Soledad y La Julia que
quedan en la vereda la Julia; y Finca la
Esperanza queda en la vereda Santa
Rita.

Municipio: Montenegro

Sector Orinoco, parcelacion donde se
ubican entre otras las fincas La
Primavera, La Germania, El Agrado, El
Oasis y Villa Alejandra que quedan
ubicadas en la vereda Guatemala.

Municipio: Montenegro

Quindio

b) UBICACION DEL AREA DE ACCESO

In Situ Ex Situ Coordenada | X

Localizacion Cartografica. Las Coordenadas de las tres zonas previamente descritas estan en
Sistema de Proyeccion Magna Sirgas, usando como definicién de origen a Magna-Colombia
- Bogota.

X= Y=
ESTE NORTE

803197,8

991445,9

805004,9

991441,6

803195,6

990520,6

805002,7

990516,2

814406,0

996182,0

815548,6

997170,8

817640,8

995400,7

815427,4

993692,6

803413,0

989078,0

803411,7

988524,8

804337,0

988522,6

804338,4

989075,7

Detalle: Con previa autorizacion del propietario de un predio o finca, se
recolectaron hojas de Guadua angustifolia (En ese predio de caracter privado, la
guadua se cultiva con fines de explotacién comercial para uso en el sector de la
construccion. Cuando se corta una guadua, ésta vuelve y retofia y es un cultivo
renovable y sostenible, las hojas son un subproducto o desecho que no tiene
ninguna aplicacion; se decide trabajar con las hojas precisamente para darle un
valor agregado adicional a la cadena productiva de la guadua).

c) LUGARDEPROCESAMIENTOY/OUSODEL MAT ERIAL GENETICO,
LOCALIZACION

El procesamiento de las hojas de guadua recolectadas, el analisis
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bromatolégico, las extracciones y fraccionamientos con solventes para
obtener extractos y sub fracciones, las pruebas de identificaciéon de
algunos tipos de compuestos, los perfiles cromatograficos por HPLC y las
pruebas de captacion por radicales libres se hicieron en las
instalaciones de grupo Biopolimer de la Universidad de Antioquia asi
como en otras instalaciones de la Universidad de Antioquia en la
ciudad de Medellin.

Con algunos de los extractos o subfracciones obtenidos en la
Universidad de Antioquia, Faiber Alexis Jaramillo Yepes durante
pasantias doctorales, realiz6 en las instalaciones del Korea Institute of
Science and Technology — KIST, algunas pruebas de HPLC con ABTS en
linea, y las pruebas de actividad bioldgica in vitro como los ensayos de
viabilidad celular por el ensayo de reduccién del MTT, evaluacion de los
niveles intracelulares de especies reactivas del oxigeno (ROS) con la
prueba radicalaria 2’,7’ diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), los
analisis microscoépicos para viabilidad celular por doble tincion con Pl y
Hoechst 33342; las pruebas de extraccion de proteina del tejido retinal o
células totales, andlisis Histoldgicos (Tincion con hematoxilina y eosina), los
analisis de Western blot, los ensayo de lipoperoxidacion y la evaluacién de
la inhibicion de la aldosa reductasa.

- EN CASO DE RECURSOS EX SITU SE INCLUIRA LA INFOR-
MACION RELEVANTE SOBRE EL CENTRO DE COMER-
CIALIZACION EX SITU.



- 31

7. CRONOGRAMAINDICATIVO

ACTIVIDADES TIEMPO LUGAR METODOLOGIA*
Febrero del 2011 Departamento [Dialogos con personal de la Cadena Productiva de
EXPLORACION del Quindio |la Guadua del departamento del Quindio.
Se recolectd un bulto de hojas maduras de
Finca El guadua angustifolia que resultaron como
Oasis, vereda [subproducto después de haber sido colectados|
Febrero del 2011 Guatemala, [para construccion tallos de guadua de tres afos|
RECOLECCION Municipio de |de edad. La caracterizacién taxondmica se realizd
Montenegro - |con la ayuda de personal especializado de la
Quindio Cadena Productiva de la guadua del
departamento del Quindio.
Finca El
Oasis, vereda
Febrero de 2011 Guatemala, [Se extraen las hojas de guadua angustifolia de su
EXTRACCION Municipio de |ecosistema, empacadas en un bulto de fibra.
Montenegro -
Quindio
Inmediatamente  después de haber sido
Grupo recolectadas y empacadas las hojas, son
Febrero de 2011 Biopolimer — transportadas por transporte terrestre hasta la
MANEJO Universidad |Universidad de Antioquia y para evitar deterioro
de Antioquia |inmediatamente son puestas a secar en estufas
para reducir su contenido de humedad.
Universidad L
de Antioquia Tal y como se menciond en gl numeral 6 d(_a es’Fe
documento, en la Universidad de Antioquia
después del secado, se realizaron todas las
Febrero de 2011 — acgvidades_ de molienda y las extracciones V|
INVESTIGACION  giciembre de 2014 [Korea Institute|*" extracciones.
Z;imence Coq los ext_ractos y subfracciones optenigﬂos, se
Technology rea[lzargn diversas pruebas en la Universidad de|
KIST /Antioquia y en el KIST.
Duracion aproximada: 47 meses

*

Tipo y tamafo de la muestra, disefio de muestreo y tipo de caracterizacion.
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8. MATERIALES Y METODOS

Hojas de Guadua angustifolia

Se recolectaron hojas maduras de guadua angustifolia que resultaron como subproducto después
de haber sido colectados para construccion tallos de guadua de tres afos de edad. La
caracterizacién taxonémica se realizé con la ayuda de personal especializado de la Cadena
Productiva de la guadua del departamento del Quindio.

Desecacion: El material vegetal colectado se dispone para su secado en estufas de circulacion de
aire forzado a una temperatura no mayor de 60°C.

Molienda: Luego del secado, todo el material vegetal es molido en un molino de cuchillas para
obtener un polvo fino a fin de aumentar el area superficial y optimizar la extraccion.

Extraccion metandlica: Hojas secas y molidas, fueron depositados en un balén de reflujo de y
dispuestos en una manta de calefaccidon con soporte para condensador, donde se realizé extraccion
con Metanol (MeOH) durante un periodo de tiempo determinado y por triplicado. El sobrenadante es
separado y evaporado a sequedad para luego resuspenderse el residuo en agua desionizada.

Fraccionamiento por solventes: El extracto seco metandlico es resuspendido en agua. Luego se
hace una extraccion liquida-liquida con un solvente organico en embudo de separacién. La fase
organica es separada de la fase acuosa y luego se hace extraccidon con otro solvente organico en
las mismas condiciones anteriores. Asi sucesivamente se realiza con otros solventes organicos en
6rden segun la polaridad, repitiendo cada vez el paso de separacion de fases. Finalmente son
obtenidos los residuos secos de cada fraccion.

Perfiles cromatograficos e identificacidon de moléculas con posible actividad bioldgica

De cada fraccion obtenida por los métodos de fraccionamiento descritos anteriormente, se prepara
una muestra a una concentracion apropiada para ser inyectada en el cromatografo liquido HPLC.
Métodos cromatograficos analiticos segun la muestra a evaluar.

Se emplea un método que consiste en una fase moévil binaria que comprende agua acidificada y
metanol. Las proporciones de los solventes se ajustan de manera adecuada para permitir la
separacion e identificacion de los flavonoides o compuestos fendlicos que puedan estar presentes
en la muestra.

Pruebas de captacion de radicales libres DPPH

En un tubo de ensayo de 5 mL agregar 2250 yL de una solucién de DPPH de 40 ppm, adicionar
225 pL de Etanol (EtOH) y finalmente afadir 25 yL de la muestra (a una concentraciéon
definida anteriormente). Tapar el tubo con parafilm y aplicar vortex por cinco segundos.

Luego de treinta minutos en oscuridad y por medio de una curva de calibracion de trolox (umol/L)
previamente construida, se realiza medicion de la absorbancia a 517 nm, para obtener
finalmente los equivalentes de trolox en pmol/L de la muestra evaluada.

Pruebas de HPLC con ABTS en linea

Se realizaron pruebas de HPLC pero acopladas simultdneamente a un sistema de reaccion con
ABTS para determinar la capacidad captadora de radicales libres por ABTS a cada uno de
los picos 0 compuestos aislados en el cromatograma y de esta manera poder determinar la
presencia de compuestos antioxidantes en las fracciones o subextractos de guadua
angustifolia.

Pruebas in vitro
Cultivo de las células RGC-5 (células ganglionares de retina)

Estas células han mostrado previamente, expresar marcadores de células ganglionares y exhiben
un comportamiento similar a las células ganglionares en cultivo.
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Las células RGC-5 son cultivadas en medio DMEM que contiene 5 mM Glucosa, 100 u/mL
penicilina/estreptomicina, 2mM glutamina, 5mg/mL geniticina activa y 10% de suero fetal
bovino (FBS) inactivado por calor, en una incubadora con atmosfera humidificada con 5%
de CO2 a 37°C. Las células son subcultivadas dos veces por semana. Las RGC-5 son
subcultivadas cuando han crecido a una confluencia de 70-80%, entonces son usadas para
los experimentos

Ensayos de Viabilidad Celular

Fueron llevado a cabo para identificar fracciones o compuestos neuroprotectores de la Guadua
angustifolia los cuales pueden ser usados para el tratamiento de enfermedades
degenerativas de la retina. Se emplearon dos agentes lesionadores, el H202 y el glutamato
mas BSO, para causar estrés oxidativo en las células RGC5. La viabilidad celular es
evaluada por el ensayo de reduccion del MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (Cheng and Gonzalez 1986).

Evaluacién de los niveles intracelulares de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Para cuantificar las especies reactivas del oxigeno (ROS) intracelulares, es usada la prueba
radicalaria 2’,7' diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Las especies reactivas
(H202, O2+-, o *OH) oxidan la dicloro dihidro fluoresceina no fluorescente (DCFH) a
diclorodihidro fluoresceina fluorescente (DCF). Esta prueba se hace para medir la
capacidad que tiene un compuesto o extracto en quelar o captar diversos radicales libres.
La prueba se hace con cada radical independiente y de esta forma se puede verificar la
especificidad del compuesto o extracto por cada especie radicalaria evaluada.

Protocolo de coloracion con Yoduro de propidio (Pl)/Hoechst (Analisis microscopico para viabilidad
celular por doble tincion con Pl'y Hoechst 33342)

El analisis microscépico para evaluar la muerte celular apoptotica o necrética causada por el BSO
mas glutamato es caracterizada o diferenciada por una doble tincién de las células con los
colorantes fluorescentes, Pl y Hoechst 33342. Después de las pruebas experimentales, las
células son coloreadas con Hoechst 33342 8uM y PI 1.5uM durante 30 minutos a 37°C.
Después se hacen dos lavados con medio libre de suero y luego las células son
fotografiadas con un microscopio de fluorescencia (Nikon, Tokio, Japdn) como es descrito
por Jung y colaboradores (Koya, Haneda et al. 1998). Las células positivas al Pl son
contadas con un Hemocitometro bajo un microscopio de fluorescencia a una magnificacion
de 100 veces, y cuatro imagenes representativas son usadas para estimar el porcentaje de
células positivas al PI del total de numero de células (minimamente 200 células por cada
pozo son contadas).

Extraccion de proteina del tejido retinal o células totales

Las células RGC-5 colectadas o los tejidos de retina, son lavados tres veces con D-PBS frio. Se
hace lisis celular a 4°C por 15 minutos en bufer de lisis celular [1 M Tris pH 7,4, 2 M NaCl, 1
M EDTA, 10% de NP-40, inhibidores de proteasa 1Xy 1 mM PMSF] o bufer RIPA [150 mM
NaCl, 1,0% de IGEPAL CA-630, 0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% SDS, Tris 50 mM, pH
8,0, inhibidores de proteasa 1X y 1 mM PMSF]. Después se hace centrifugacion a 14000g
por 30 minutos a 4°C y luego los sobrenadantes se separan en un nuevo tubo y se analizan
para concentracion de proteina usando el kit de ensayo de proteinas Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories, Berkeley, CA, EE.UU.). Se adiciona el reactivo de Bradford y se lee la
absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteina se determina en base a la curva
estandar usando albumina de suero bovino (BSA).

Ensayo de lipoperoxidacion

La peroxidacion lipidica fue evaluada para determinar la cantidad de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS, siglas en inglés) formadas, como es descrito en los estudios (Zhang
and Osborne 2006, Jung, Kim et al. 2010). Con este ensayo se mide el efecto inhibidor y
secuestrante de las muestras sobre los radicales libres que pueden oxidar lipidos y
estructuras de la membrana celular de caracter lipofilico.
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Evaluacién de la inhibicion de la aldosa reductasa

La aldosa reductasa AR (EC 1.1.121) es la primera enzima en la via de los polioles la cual reduce el
exceso de D-glucosa en D-sorbitol con concomitante conversion de fosfato de nicotinamida adenina
dinucledtido reducido NADPH como cofactor a NADP+ (Carper, Wistow et al. 1989, Tomlinson,
Stevens et al. 1994, Lee, Jang et al. 2011), lo cual ha demostrado tener roles importantes en las
complicaciones diabéticas como la neuropatia, nefropatia, retinopatia, catarata y las enfermedades
cardiovasculares (Frank, Keirn et al. 1983, Young, Ewing et al. 1983, Robison, Nagata et al. 1989,
Dunlop 2000, Veeresham, Rama Rao et al. 2014). La AR se encuentra en casi todas las células de
los mamiferos, pero en altas concentraciones en 6rganos como el cristalino o lente, la retina y los
nervios ciaticos, los cuales son afectados como fue mencionado anteriormente (Jung, Islam et al.
2011). Las complicaciones son debidas al sorbitol y sus metabolitos porque tienen pobre
penetracién a través de las membranas y el metabolismo es ineficiente (Kador, Kinoshita et al.
1980). Entonces, la reduccién del flujo de la via de los polioles, el cual es inducido por la
hiperglicemia, por los inhibidores de la aldosa reductasa, puede tener una oportunidad terapéutica
potencial en el tratamiento y prevencion de las complicaciones diabéticas (de la Fuente, Manzanaro
et al. 2003, Kawanishi, Ueda et al. 2003).

Los radicales libres del oxigeno 0, mas en general, las especies reactivas del oxigeno (ROS, siglas
en inglés), asi como las especies reactivas de nitrégeno (RNS, siglas en inglés), son productos del
metabolismo celular normal. Las ROS y RNS son bien conocidas por jugar un doble papel, como
especies nocivas y beneficiosas, ya que pueden ser perjudiciales o beneficiosas para los sistemas
vivos (Valko, Rhodes et al. 2006). Las especies reactivas estan implicadas en una variedad de
fendmenos bioldgicos, tales como la mutaciéon, la carcinogénesis, enfermedades degenerativas,
inflamacién, envejecimiento, entre otros (Kohen and Nyska 2002). El efecto perjudicial de los
radicales libres que causa dano bioldgico potencial se denomina estrés oxidativo y estrés
nitrosativo. Esto ocurre en los sistemas bioldgicos cuando hay una sobreproduccion de ROS/RNS
en un lado y una deficiencia de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en el otro (Kovacic and
Jacintho 2001, Valko, Morris et al. 2001, Ridnour, Isenberg et al. 2005).

El efecto antioxidante de los fitoquimicos puede ser identificado en un modelo que utiliza células
HepG2 estresadas con terbutilhidroperédxido (t-BHP) (Alia, Ramos et al. 2006). El t-BHP es un
hidroperéxido organico que puede descomponerse en tertbutilperoxilo, tertbutiloxilo y radical
hidroxilo en sistemas de cultivos celulares (Taffe, Takahashi et al. 1987).

La descomposicion de t-BHP acelera las reacciones en cadena de peroxidacion lipidica, induce
toxicidad celular por dafio al ADN, y agota el GSH celular y las proteinas tioles, resultando en la
alteracion de la homeostasis del calcio intracelular y en un dafio celular general y finalmente la
apoptosis (Sandstrom 1991, Guidarelli, Cattabeni et al. 1997, Kim, Kang et al. 1998).

Pruebas con animales

Animales: Ratas Sprague-Dawley adultos machos (8 semanas de edad) y ratones ICR machos (5
semanas de edad) se obtuvieron de Bio-Medical Science (Seul, Corea). Este estudio fue
aprobado por el Comité de Etica, Animal Care and Use Committee of Korea Institute of
Science and Technology (KIST). Todos los estudios con animales fueron desarrollados en
una zona con barrera libre de patégenos en el KIST de Gangneung de acuerdo con el
esquema de procedimiento en el Estamento de ARVO para el Uso de Animales en
Investigacion Oftalmica y Vision (ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research).

Las ratas fueron anestesiadas por inyeccion intraperitoneal de una mezcla de Zoletil (Verbac
Laboratories 06515, Francia) y Rompun (Bayer).

Lesion de la retina inducida por NMDA
Después de la anestesia, una solucion de fraccidon de extracto mas 2.5 mM de NMDA en 0.01 M de
bufer salino fosfato (PBS) se inyecté en la cdmara intravitrea o cuerpo vitreo del ojo izquierdo,
usando una jeringa Hamilton de calibre 30 (Inokuchi, Shimazawa et al. 2006). Estudios anteriores
han demostrado que la extension de los cambios morfoldgicos de los axones del nervio éptico esta
relacionado con la dosis de NMDA administrada, y que cambios notables podrian ser detectados a
una concentracién de 2 nmol/ojo de NMDA (Lam, Abler et al. 1999). Una gota de solucién oftalmica
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al 0.5% de moxifloxacina (Alcon Laboratories Inc., Fort Worth, EE.UU.), como soluciéon
antibacteriana para reducir el riesgo de infeccion, se aplicd tdpicamente en el ojo tratado
inmediatamente después de la inyeccion intravitrea. Los animales fueron sacrificados un dia
después de la inyeccion de NMDA (para el analisis de Western blot) o a los 7 dias (para el analisis
histolégico) después de la inyeccién de NMDA como esta descrito en el articulo de Kim y
colaboradores (Kim, Shim et al. 2013).

Analisis Histolégico (Tincién con hematoxilina y eosina).

Con el fin de observar los cambios en el espesor de la capa de la retina causada por NMDA, se
realizo tincion con hematoxilina y eosina.

Se realizaron ensayo de compresion del Nervio Optico (Siglas en inglés, ONC — Optic Nerve
Crush-) y marcacion regresiva de las células ganglionares de retina (RGCs). Esta prueba se hace
con el fin de observar la regeneracion del nervio éptico promovida por un compuesto o un extracto.

El analisis por Western Blot fue llevado a cabo para evaluar el efecto de la Guadua angustifolia en
las proteinas, PARP clivada, caspasa-3 clivada, caspasa-8 y caspase-9 clivada, inducidas por el
NMDA.

9. PROCEDIMIENTO DE EXPLORACION Y RECOLECCION

Después de diversas conversaciones con personal de la cadena productiva de la
guadua del departamento del Quindio se decide desplazarse desde Medellin en
carro particular hasta la zona de recoleccién en el municipio de Montenegro
Quindio y con acompafamiento y apoyo de personal de la Cadena Productiva de
la Guadua, se conversa con la propietaria de un predio quién permite la
recoleccion de un bulto de hojas de Guadua angustifolia, que junto con algunas
ramas, son el producto de desecho que se genera a partir de unos tallos de
guadua de 3 afos de edad que estan siendo cortados con fines de ser utilizados
como materiales para la construccion. En ese mismo lugar se hace la
caracterizacién taxondémica de la planta para verificar que efectivamente se trata
de guadua angustifolia aprovechando que se puede observar el habitat, y la
planta completa (no sélo sus hojas).

10. MANEJO DE LA MUESTRA

Inmediatamente se recolectan las hojas, son empacadas en un bulto de fibra, y
son transladadas por transporte terrestre hasta la Universidad de Antioquia y para
evitar deterioro, inmediatamente son puestas a secar en estufas de circulacién de
aire forzado a una temperatura no mayor de 60°C para reducir su contenido de
humedad. Después del secado, todo el material vegetal es molido en un molino de
cuchillas para obtener un polvo fino con tamafio de particula apropiado, con el fin de
aumentar el area superficial y optimizar los procesos de extraccion. Todo el
material molido es almacenado en contenedores herméticos y en un lugar fresco,
seco y protegido de la luz.

A partir del material seco y molido se realizan extracciones alcoholicas y a partir
del extracto alcohdlico se realizan subextracciones con otros solventes, los
extractos y subextractos o subfracciones son concentrados por rotaevaporacion
del solvente y son almacenados bajo refrigeraciéon y/o congelacion para su
utilizacién en posteriores analisis.

11. EVENTUALES RESULTADOS ESPERADOS

Caracterizacion bromatoldgica de las hojas de Guadua angustifolia, en cuanto a
proteina, grasa, cenizas, y fibra dietaria total.

Con la ayuda de una marcha fitoquimica, se determina que los extractos poseen
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aminoacidos, flavonoides, leucoantocianinas, compuestos fendlicos y terpenoides.

Se determina el rendimiento de las extracciones y fraccionamientos con los diversos
solventes.

Se determinan y cuantifican algunos flavonoides presentes en los extractos.

Se determina la actividad captadora de radicales libres por ABTS y DPPH de las
diversas fracciones o subextractos.

Con ensayos de viabilidad celular, evaluacion de los niveles intracelulares de especies
reactivas del oxigeno (ROS), analisis microscopicos para viabilidad celular por doble
tincién con Pl y Hoechst 33342, pruebas de extraccion de proteina del tejido retinal o
células totales, analisis de Western blot, ensayo de lipoperoxidacion, evaluacion de la
inhibicion de la aldosa reductasa, pruebas de Lesién de la retina inducida por NMDA y
dafio retinal inducido por compresién del nervio éptico, se determina el efecto protector
de los extractos de Guadua angustifolia en la muerte celular de las células ganglionares
de retina (RGC-5) inducida por 0.5 mM BSO mas 10 mM glutamato (B/G), se determina
que uno de los subextractos protege contra la degeneracion de la retina por los efectos
antiapoptoticos mediante la inhibicidn de la activacion de las proteinas apoptoticas. Se
encuentra que algunas fracciones podrian ofrecer una proteccién parcial a la
degeneracion de retina por inhibicion de la peroxidacion lipidica. Se determina que
fracciones de guadua angustifolia previnieron significativamente la pérdida de células
ganglionares de la retina en el dafio retinal inducido por el ensayo de compresion del
nervio optico.

12. PRESUPUESTO INICIAL

Entidad Dinero Aporte.en Totales
fresco especie

Colciencias (financiacién del estudiante de 216’000.000 216’000.000
doctorado que fue becario)

Universidad de Antioquia 30’000.000 20°000.000 50’000.000
Korea Institute of Science and Technology 20°000.000 40’000.000 60’000.000
(KIST)

Valor total 266’000.000 60’000.000 326°000.000

13. OTROS

CARTA DE ACEPTACION EN PRINCIPIO O CONTRATO DEL PROVEEDOR DE LOS
LOS RECURSOS GENETICOS O DEL

RECURSOS BIOLOGICOS, DE
COMPONENTE INTANGIBLE

CARTADE COMPROMISODELAPERSONAOENTIDAD NACIONALDEAPOYO

DECLARACION JURADA O AFFIDAVIT DEL SOLICITANTE, CONSIGNANDO LA
VERACIDAD DE LOS DATOS ANOTADOS EN LA SOLICITUD.

* k k k %
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Doctora

PAULA ROJAS GUTIERREZ

Coordinadora Grupo de Recursos Genéticos

Direccién de Bosques, Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos

Grupo de Recursos Genéticos

correspodencia@minambienie.gov.co; sarvicioalciudadano@minambiente gov.co
Ministerio de Medio Ambiente

Bogota

Ref. Solicitud contrato marco de acceso a recurso genético

Respetada doctora Paula:

Acogiéndonos a lo establecido en el Articulo 252 de la ley 1753 del 9 de Junio de 2015, anexamos
documentacién para el tramitar el contrato de acceso a recurso del proyecto titulado “Composicion
que comprende extractos de Guadua angustifolia para la prevenciéon o el tratamiento de
enfermedades de la retina”, investigador principal: profesor Freimar Segura.

Se adjunta (archivos):
1. Solicitud de contrato de acceso a recursos geneticos
Proyecto
Hoja de vida del responsable técnico del proyecto y del equipo de trabajo
Carta Institucién Nacional de Apoyo (Universidad Nacional)
Acuerdo de Patente
Certificado obtencion de las muestras
Certificacion Ministerio del interior

N OOV P D

Quedamos atentos a cualquier informacion adicional que se requiera.

Cordialmente,

| A

- ~"/

MARIA PATRICIA ARBELAEZ M.
Vicerrectora de Investigacion.

Transcriptor: Gloria V

VICERRECTORIA DE INVESTIGACION
Ciudad Universitaria: Calle 67 N.° 53-108. Bloque 16, oficina 210 s Recepcion de correspondencia: Calle 70 N.° 52-21
Teléfonos: 219 51 90, 219 51 92, 219 51 98 = Nit: 890.980.040-8 = Apartado: 1226
Correo electronico: viceinvestigacion@udea.edu.co = Medellin, Colombia



Correspondencia

De:
Enviado el:
Para:

Asunto:
Datos adjuntos:

20202601-9625

Medellin, 28 de Octubre de 2016

Doctora

PAULA ROJAS GUTIERREZ

Vicerrectora Investigacion Universidad de Antioquia
<viceinvestigacion@udea.edu.co>

viernes, 28 de octubre de 2016 14:06

Correspondencia

Grupo de Recursos Genéticos-Solicitud contrato marco de acceso a recurso genético
20202601-9625.pdf; 2012 spanish - Convenio marco de cooperacion entre el Kist y la
Universidad de Antioquia.pdf; Acuerdo de patente conjunta UdeA - KIST espanol.pdf;
Carta Institucién Nacional de Apoyo a UdeA.pdf; Certificado obtencién legal de
muestras Guadua 2016.pdf; Consulta Previa - Ministerio del Interior
Certificacion20160727_0070(1).pdf; Declaracién Jurada Freimar Segura Guadua
2016.pdf; Faiber Jaramillo Yepes - Hoja de Vida - Octubre 2016.pdf; Freimar Segura
Sanchez - Hoja de Vida corta actualizada 2016.pdf; P-074 - Acta Regalias - Extractos
Guadua.pdf; SOLICITUD DE ACCESO A RECURSO GENETICO - requisitos - Resolucién_
414 pdf

Coordinadora Grupo de Recursos Genéticos

Direccion de Bosques, Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos

Grupo de Recursos Genéticos

correspondencia@minambiente.qgov.co; servicioalciudadano@ minambiente.gov.co

Ministerio de Medio Ambiente

Bogota

Ref. Solicitud contrato marco de acceso a recurso genético

Respetada doctora Paula:

Acogiéndonos a lo establecido en el Articulo 252 de la ley 1753 del 9 de Junio de 2015, anexamos documentacion para el
tramitar el contrato de acceso a recurso del proyecto titulado “Composicién que comprende extractos de Guadua angustifolia
para la prevencion o el tratamiento de enfermedades de la retina”, investigador principal: profesor Freimar Segura.



Se adjunta (11 archivos):

1.

Nook~WN

Solicitud de contrato de acceso a recursos genéticos

Proyecto

Hoja de vida del responsable técnico del proyecto y del equipo de trabajo
Carta Institucién Nacional de Apoyo (Universidad Nacional)

Acuerdo de Patente

Certificado obtencion de las muestras

Certificacién Ministerio del interior

Quedamos atentos a cualquier informacién adicional que se requiera.

Cordialmente,

MARIA PATRICIA ARBELAEZ MONTOYA
Vicerrectora de Investigacion
viceinvestigacion@udea.edu.co

2195190

CF

"La informacién aqui contenida es para uso exclusivo de la persona o entidad de destino. Esta
estrictamente prohibida su utilizacion, copia, descarga, distribucién, modificacién y/o reproduccién total
o parcial, sin el permiso expreso de Universidad de Antioquia, pues su contenido puede ser de
caracter confidencial y/o contener material privilegiado. Si usted recibié esta informacién por error, por
favor contacte en forma inmediata a quien la envié y borre este material de su

computador. Universidad de Antioquia no es responsable por la informacién contenida en esta
comunicacién, el directo responsable es quien la firma o el autor de la misma."
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Al contestar por favor cite estos datos:

Fecha: 2 de febrero de 2017 09:55 N¢ Reg. Salida: DD-E2-2017-001829
Folios: Anexos: 0

Bogota, D. C

Doctora
Maria Patricia Arbelaez M

Vicerrectora de Investigacion
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
viceinvestigacion@udea.edu.co

MEDELLIN

Asunto: Solicitud de informacion, adicion del proyecto "proyecto “Composicién que comprende
extractos de Guadua angustifolia para la prevencion o el tratamiento de enfermedades de la retina” al
contrato No. 126 de 2016.

Cordial Saludo,

Nos encontramos realizando la evaluacion técnica y juridica de la solicitud de contrato de acceso a
recursos genéticos y sus productos derivados bajo el Articulo 252 de la ley 1753 del 9 de junio de 2015
para el proyecto “Composicién que comprende extractos de Guadua angustifolia para la prevencion o
el tratamiento de enfermedades de la retina” y para continuar con el tramite de contrato es necesario
que nos aclare o allegue la siguiente informacién:

1. Allegar el permiso con el cual se exportaron los extractos de Guadua angustifolia al Korea
Institute of Science and Technology “KIST” para la realizacién de ensayos biologicos.

2. Teniendo en cuenta que las actividades de acceso las realizaron entre la Universidad de
Antioquia y el Korea Institute of Science and Technology la solicitud de acceso debe ser
solicitada por ambas partes, por lo cual debera incluir al Korea Institute of Science and
Technology como solicitante.
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Al contestar por favor cite estos datos:

3. Porlas caracteristicas y naturaleza del proyecto de investigacion, es posible que el solicitante
requiera pedir confidencialidad sobre algunos documentos e informacién que reposara en el
expediente, para solicitar esta confidencialidad la Universidad debera pedir oficialmente al
Ministerio sobre qué tipo de informacién requerira confidencialidad, de conformidad con lo

[isbramiliie it e ae |

Identificador tgk+ QjEI nlYJ 0F9+ nOPg 5CAQ LBg

URL http://sigdma.minambiente.gov.co/SedeElectronica

establecido en el Articulo 19 de la Decisién Andina 391 de 1996.

“‘Articulo 19.- La Autoridad Nacional Competente podra reconocer tratamiento confidencial, a
aquellos datos e informaciones que le sean presentados con motivo del procedimiento de
acceso o de la ejecucion de los contratos, que no se hubieran divulgado y que pudieran ser
materia de un uso comercial desleal por parte de terceros, salvo cuando su conocimiento
publico sea necesario para proteger el interés social o el medio ambiente.

A tal efecto, el solicitante debera presentar la justificacion de su peticion, acompafiada de un
resumen no confidencial que formara parte del expediente publico.

La confidencialidad no podra recaer sobre las informaciones o documentos a los que se refiere
el sequndo parrafo del articulo 18 de la presente Decision.

Los aspectos confidenciales figuraran en un expediente reservado, en custodia de la
Autoridad Nacional Competente, y no podran ser divulgados a terceros, salvo orden judicial
en contrario.”

El solicitante cuenta con un plazo de quince (15) dias a partir del recibo de la presente
comunicacion, para dar respuesta aclarando la informacién solicitada y aportando los
documentos a través de los correos correspondencia@minambiente.gov.co 0
servicioalciudadano@minambiente.gov.co especificando en el asunto que el correo va dirigido
al Grupo de Recursos Genéticos de la Direccién de Bosques, Biodiversidad y Servicios
Ecosistémicos 0 a través de la ventanilla del Ministerio.

En el evento que durante el plazo establecido por el Ministerio no pueda aportar lo requerido,
debera informarlo de manera anticipada a su vencimiento, indicando el tiempo que necesita y

Calle 37 No. 8 - 40
Conmutador (571) 3323400
www.minambiente.gov.co
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los motivos por los cuales no puede dar respuesta a lo requerido; lo anterior a fin de que se
adopten las medidas administrativas a que haya lugar.

Cordialmente,

Firmado por: TITO CALVO SERRATO

DIRECTOR TECNICOBOSQUES Y Fecha firma: 31/01/2017 18:48:40
BIODIVERSIDAD

Proyecto: Carlos Augusto Ospina Bravo
Reviso: Paula Andrea Rojas Gutierrez

Calle 37 No. 8 - 40
Conmutador (571) 3323400
www.minambiente.gov.co
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<0001>

<0002>

CEBIED
FolFol YALEE L FEES TP P AT oY T ARG

ZA E{Composition comprising the extracts of Guadua angustifolia for

prevention or treatment of retinal diseases}

[7]&3oF]

=

stress), A As)= S & A~ (nitric oxide synthase), nEZT g
oFmitochondria)E& "i7lZ s} Alxd|o]= o]FE4 (caspase-dependent) Hi= H] <]
<% (caspase-independent) 7] so] AUvt. 53] @& HHsk=0] 54 AxE9 A
21

-

EARE Q8 WAFE Ao deld o, T WEAA A

o

=

rlr
o
ol

r
oldt
rJI
(g

X (age related macular degeneration) ¥ W% (glaucoma)©] UT). 9]

Ak bS] A B A5E fste] AEAde AASAY 1 IAFE =

= oAl HE AT ASH o AP Y= oIt




<0003> wuge] FAe ergkel 4, F AP Edoln A% A7 AEe A

A9 £ BAA Lol B, oleld AN Ede 5™ Py

Aok E4e Fudth, Hugeld vehbs g 87 AR AEAES AXA

A (Quigley HA et al., Invest Ophthalmol Vis Sci., 36, 774-786, 1995;
Garcia-Valenzuela E et al., Exp Eye Res., 61, 33-44, 1995). A3 ol A|3EA}

e sk 1A ofAlsks 7o #dol ffsto] A Hol 2AH

i

Ei]’
=)ol Qo= ZFFERW o] E(glutamate), AFO]EAE C(cytochrome c¢), =%
AL AA-2 I (TNF-a ) 2 Bad(BCL2-antagonist of cell death) @z o] =7}

= wdo] P 47 A

Fl

= A XA o]2A = How dEA Jdom, AME
e 2Hs ~Ed XA(oxidative stress)® SUlde] =93 ooz dejx 9},

wgel A gk 27 AT} Absh AEd AR wel ARAoR ANAS £yl

meshwork cell)”} 213} 2EHAE wSogx 1 Ay HFF AES 7|5A437}
doAUA =a, =l MEAA] dojuhAl Fo] QFgte] AEstAl ®rh(Sacca'
SC et al, Arch Ophthalmol., 123, 458-463, 2005; Zhou L et al., J Cell

Physiol., 180, 182-189, 1999). A5 M*EY 7]eAs= AMEZ}F 2F3HA 7HA

O

ToQlE BEE F4ehE SAELE (pinoeytosis)d] FFE FA Rl ergrel 4
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<0004>

2 s 53 ARF AT /548 GFY FANCE deiA 9

O

= 9 #H2 ZF =uUl(primary open angle glaucoma) BALEe] AGF A EZ7}

114, 638-646, 2003). 771 #zke] WE B4 2y, FPrsdH(total
antioxidant potential)o] FoskAl  AAFQlel  wHlgte] W FOF UERR
3 (Ferreira SM at al., Am J Ophthalmol. 137, 62-69, 2004), %ol 23} ~EF
25 ZHE3E FFEA2-S- dolaa(Glutachione-S-Transferase) 7} 7= o] 9l
S-o] AL TH(Yang J et al., Invest Ophthalmol Vis Sci., 42, 1273-1276,
2001). H3F Hroll= A AW 74 sl daksel o dEdes A Al
o] EAgol FAkstAlel olsto] Aldo] dHA TH(Yuan He et al., Invest
Ophthalmol Vis Sci., 49, 1447-1458, 2008). o|x#& 4= N7 AMEe} HAF5 Al

Fo| AE AS AAleta 7] AlxEe AkE 2EYAS oAt Aol AR A

(M E3] 3 1)Quigley HA et al., Invest Ophthalmol Vis Sci., 36, 774-
786, 1995; Garcia-Valenzuela E et al., Exp Eye Res., 61, 33-44, 1995

(B 53] 2)Sacca' SC et al, Arch Ophthalmol., 123, 458-463, 2005;
Zhou L et al., J Cell Physiol., 180, 182-189, 1999

(B 53&=d 3)Izzotti A et al., Am J Med., 114, 638-646, 2003
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& 4)Ferreira SM at al., Am J Ophthalmol. 137, 62-69, 2004)

3 5)Yang J et al., Invest Ophthalmol Vis Sci., 42, 1273-1276,
2001

(B &3] 53 6)Yuan He et al., Invest Ophthalmol Vis Sci., 49,
1447-1458, 2008
(&g &)

[ A3z}t st 74A4]

<0005> A SHelA L 22, A sdAd E4S oA e s AE =
Ao B},
<0006> e SHoA B by e AEhE AEARZEEH AXE BIsE AL &
Ao sk
<0007> thE SHoA B ke A L2} (apoptosis)S AAEE AS ZAHo=w 3
o}

<0008> [=R=S

- Al¥(trabecular

<0009> =

<0010> A SHolAM 2w ool gy FEws FRAATSE £3e A
Eo] gy 49 A e fHE 2=
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<0018>
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<0022>

<0023>

I, olEolAH ol E,
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o %

AA oA A7) FFolFol iy FEES 0.004 WA 40mg/kg/ D

0]
=

<0024>

<0025>

<0026>

<0027>

(Dimethyl

=

g

Aol A,

Al
=

0]
=

<0028>

sulfoxide; DMSO)Y 4 it}

<0029>

WA 500 ug/ml e
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<0030>
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WA 250 ng/mlY
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<0034>

tLb-F (neotropical genus) &%, JropFol&(Guada sp.) A== Vg, Fof
FolE(Guada sp.) 2E2 T Folrol BEDA E8 o Guadua amplexifolia), T-oF
ot AWARE|ZE oW Guadua  angustifolia), ToFFob Ll 2Y oW Guadua
calderoniana), T-oFFol} XFFNA~(Guadua chacoensis), ToFFoF ZFaHA|
2(Guadua chaparensis), Tobrot =W e}et(Guadua glomerata), T-oFroF <17}
Y(Guadua incana), T-oF7o} 2VElET oV Guadua latifolia), T-oF7oF F7]1&Y
o} (Guadua longifolia), T-oF7ot vFE53 ol (Guadua macclurer), T-oF7oF A=
23] F 2} ek (Guadua macrospiculata), T-olFo} vl 4 = 2~€}7| ok Guadua
macrostachya), -ToFFob whEHEANGuadua maculosa), ToFFob w1\ (Guadua
magna), ToFrot WU FEN Guadua paniculata), T-oFFo} Ielzto]or}((Guadua
paraguayana), TOoFFo} @l X=El(Guadua refracta), ToFFob AlE2IIIE
Y (Guadua sarcocarpa), ToFrFot} FHVFGuadua superba), T-oFFo} Elalo}
2} (Guadua  tagoara), TobFol E#UYol(Guadua trinii), TobFol  AAG
E}(Guadua uncinata), T-ob7ot WEEIU(Guadua velutina), T-obrol HulFA
N (Guadua venezuelae), -oVFoF WIEZVE}(Guadua virgata), B T-obFob 8 3}
$-ol el (Guadua weberbaveri)E & < Uvk. oA, FolfFol tiuF= FolFof

WA 2E &2l oV (Guadua angustifolia)¥ o T},

18

JrobFol WA AE E P oV Guadua angustifolia)®] YAMA = olnfE7} 2.
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<0050>

He4d 715, dEEdolEe B2 FAF Vs daH = Fo] AHE o AT #H

A 7ARE el (witepsol), "FAEE, EQ(tween) 61, 77 A, 898 A],

il

Ir
o,

1=}
=
©
=)
J
o
=
ke
rlr
A
b
=2
i)
oo
2
B
%9
o

lo,
0%
=
2
ol
r 03
ot
oX,
g

>,
o,
=
e
fifo
i
r (
Lo
of\
ol\
=
1o
({1l
oflt
£
m
2
>,
=

ke WA 500mg/kg, HFEZASAIE 0.001mg/kg WAl 100mg/kg, = 0.004 WA
40mg/kg/Hdolw, ool wet dd 13 A FI 2 o] FoAT F k. 7o
#Fe o Ad, 0.001 mg/kg/Qd ©]4, 0.004 mg/kg/Q ©]4, 0.01 mg/kg/Q ©]4,
0.02 mg/kg/¥ °©]’, 0.03 mg/kg/Q ©o]X, 0.04 mg/kg/¥ ©l’%, 0.05 mg/kg/¥ ©]
&, 0.06 mg/kg/d ©]4, 0.07 mg/kg/¥ ©l4, 0.08 mg/kg/Hd ©l4, 0.09 mg/kg/<d
o], 0.1 mg/kg/d 1%, 0.2 mg/kg/d o1, 0.3 mg/kg/d ©l, 0.4 mg/ke/¥
oldd + AUk, T3k, FoAFE odd, 40 mg/kg/Y °lsk, 35 mg/kg/d ©lst, 30
mg/kg/Qd ©l8F, 25 mg/kg/Y ©|8F, 20 mg/kg/Y ©l&}, 15 mg/kg/d o]&F, 10

mg/kg/¥ ©o]3}, 5 mg/kg/Yd ©]3dF, 4 mg/kg/¥ ©|3}, 3 mg/kg/Y ©ld}, 2 mg/kg/Yd
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<0051>

<0052>

<0053>

<0054>

o8, 1 mg/kg/d °lst, 0.8 mg/kg/d °l3l, 0.6 mg/kg/<d I3}, 0.4 mg/kg/<d °]

ol

o

PN
Fd 4 <l

o, A7) TR 0.4mg/kg/d A AT

d SHoA & Ige] mE 2AEE

rlo

ZAE AA TEFS 7IFoRE 5 YA
500 ug/mle] FERE FolFol givy FEES FHFE 4 Ak oG, Sng/ml
o], 10pg/ml o4, 15ug/ml o4, 20pg/ml °1%, 25pg/ml ©]%, 30ug/ml ©
&, 35ug/ml o4, 40ug/ml o], 43ug/ml °l%, 45ug/ml o1, T 48pg/ml
ol 4 k. T, 500pg/ml ©l&F, 450pg/ml ©]&F, 400pg/ml °l&F, 350n
g/ml ©o]&}, 300pg/ml °lsk, 250ug/ml ©]&}, 200pg/ml °lsk, 150 ug/ml ©]3},
100 pg/ml ]38}, 90pg/ml ©]3}, 80pg/ml ©|sF, 70ug/ml ©]3}, 60pg/ml ©]sF ==
T 55ug/ml olstd 4 vk, A}, FobFol tiuT FEES 2AAE AA T
S 7|50 10 WA 250pg/mle FER AR £3=E 5 Qv oA, ¢F 50

ng/me F=d F 3l
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<0057>

S we] o2 0.0001mg/kg WA 500mg/kg, WF=2]3FA= 0.001mg/kg WA 100mg/
kg, W+= 0.004 WA 40mg/kg/Lolw, Heol we} dd 13 WA F32 o]
Fole 4 duk. FolEe oAY, 0.001 mg/kg/d oA}, 0.004 mg/kg/Y olAt,
0.01 mg/kg/ oA, 0.02 mg/kg/L o]AF, 0.03 mg/kg/L o]A, 0.04 mg/kg/L o]
2, 0.05 mg/kg/ ©], 0.06 mg/kg/Qd ©]7d, 0.07 mg/kg/Q ]/, 0.08 mg/kg/d
o], 0.09 mg/kg/¥ ©l%, 0.1 mg/kg/¥ ©], 0.2 mg/kg/d ©]%, 0.3 mg/ke/H
o], 0.4 mg/kg/Q o] dd 4 A}, HEoH, T oA, 40 mg/kg/d o]},
35 mg/kg/Y o]k, 30 mg/kg/Y ©ldk, 25 mg/kg/Y o]k, 20 mg/kg/QD ©l&F, 15
mg/kg/Q ©lak, 10 mg/kg/Q ©l&}, 5 mg/kg/Y ©l3t, 4 mg/kg/Y ©l3}, 3 mg/kg/d
o]}, 2 mg/kg/Q o]k, 1 mg/kg/Y ©l3t, 0.8 mg/kg/Y 13}, 0.6 mg/kg/Q o]},
0.4 mg/kg/Y olstd == Avk. AW, 7] FoAZFE 0.4mg/ke/d & = Urt.

7] 9ol wge] Folol ULbE FEHE, o] 3

i
HH
rr
o)
tt
4z
4
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<0059>

<0060>

<0061>

<0062>

2100 T 0.1 U4 o 20 FFRe] WHelA AHHE Ho] Aukolch,

o5, X WP A

£

Al B Azel ol e Addeh. @ 8

o

i
o

7] AAld, A3 H Alxde 2 2Ee dAske AY 8
7] Ao, ARd B Azl o) FHHA =

<AA)d 1> FolFol WAXE|FE oW Guadua angustifolia)FE=9 AZx
2y 9@ 719-7F, ZrAl =Yoo} (Calcedonia, Valle del Cauca,

Colombia) oAl AMF s+ Fo}Fol W AXE|Zw ol Guadua angustifolia)® 9L 7
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o
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wA o R wEeglon, T A n-dah £2=(0.94g), cIHoMHCIE £

<A 2> FolFol WBAXAEIEZY oM Guadua angustifolia)FE=25H 3}

7] AN1T ge Wor 2% 9 REW ds) ugd BTN T
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<0063>

<0064>

<0065>

<0066>

<0067>

<0068>

RGC-5AM . v

d 4 A 3 (Retinal Ganglion Cells, RGC, Alcone, USA)Ql RGC-5 M2+ 10%
L-efobd A (FBS)® 100 U/ml penicillin/streptomycin®] 3% ¥ Dulbecco's
modified Eagle's medium WJA](DMEM, Hyclone, USA)E AFR&3dte] T-75 tissue

culture flaskell 37ColA 5% CO,, 95% &7] 2 ¥3} FE31 270 vf %3S

o). 29 WA 39 T ¥3} AEZ AH AEE trypsin-EDTA N o= flask= HF
B wojdl & A wjgFstiot.
oFE- ] g

AZE 96 vell MFPAS] RFEF F 2047 Bk wjrle] gol AL ¥

o

2N 71 & WA E AAT YA dF iAo o3k g yE wjAstr] 98
o 199 Ax% SEoladyo]l x3twE DMEM WA =2 wistgr). &, BIE
 StEe HETsE7F 50, 10, 1, 0.1 ug/mL SA 1AZF &9k AAZ 3 =

0.5mM  1-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO)®¥  10mM L-glutamatmic acid

I~

(glutamate)S 37CoA 24A7FES A & 72+ =4S 359},
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<0069>

<0070>

<0071>

<0072>

<A 1> Guadua Angustifolia F=E2 T A4 A E(RGC-5) E3E a3

I
o

kA A 3 (Retinal  Ganglion Cells, RGC)Q RGC-5 Ao BSO (1-

buthionine(S,R)-sulfoximine) plus glutamate® A IA}E S FE3AS wf, 2A

i

of 19] Frolol YA XE|EeoNGuadua angustifolia) FZEE0] AXZAIES A
3= A MIT Wi o® A&, FAH R, RGC-5 AlE] 0.5mMd BSOS 10mM =

FEH O EE Agsto] AEAES FE3 5 AAJd1e] FopFol PAXEEE

g

oW Guadua angustifolia) %3¢ 8=, Fs) vdd F3=, ofg oA HE &8

2 2 Bege RIS 7H7F 50, 10, 1, 0.1pg/mly 52 Fostgcy. =3, A

i

Ael2e] BEE 50 pe/miel wEd AR FASA Felath. 1 F MT o
dols B8 Axe] AEES S,
23] olgH 1 9

AREE NIT oAlel= AZAAED AlE5Ae AE HA

=
kAl Aol A9l A EZ 9 mitochondrial dehydrogenaseo] 2]&}o] tetrazolium

rlr

o

salt®l MIT7’} formazan crystal® ®W3st=E AL o] & MIT  (3-[4,
5??imethylthiazol-2-y1]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma) ©]A]o]o|t}.
AE AASEL HFE=7F 0.5mg/mll MITE 2t welld H7F & 1AIZF St vh&

Al ATE. dimethylsulfoxideE ZF well® 100 pl1® Yol 1587 EE 3 Synergy

HT Multi-microplate reader(Bio-Tek instruments, Winooski, VT, U.S.A)Z 570 nm

O ARE E la ¥ = e e = la B = 1be] 2 zelA Fu
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<0073>

<0074>

<0075>

<0076>

Al 2= BSO plus glutamate | 2]E 3 A|X o Axjo|t}. = 1o yeERG wvie} 2

o, ol 718 st BHY BARE F ok, A8 WG, o DolHuo]
EE Aeld 2R AXAES i B AL AT

QG 2> AZFNRL o) §8 ATAZE 54

kA A 3 (Retinal  Ganglion Cells, RGC)Ql RGC-5 Ao BSO (1-

buthionine(S,R)-sulfoximine) plus glutamate® A|EAIEHES HFE3}

< o,

32
i
>,

of 1] Fro}ol YA XE|EeoNGuadua angustifolia) FZEE0] AXZANES oA

b= A AEFAE S o] &oto] MEASES &0, Hoechst 33342 9734

Aol A= dyeZ BE HAEXE 94 & 4 9la, PI (propidium Iodide, PI)& =%
FAgol gl7] wTol, Aolde AXEE G Al § gloy Fo] e MEE 94

st = 9= EAo] 9}, olyd EAHS 7IA]+= dyeE o] &3] MIEAEESS AA

223 3l Eo] MIEAIEE HITEEA dolry] 998t Hoechst

AERAE AYtGT. AZE

o

33342/propidium iodide (PI) o]FaME 3}
96-well wF HAlo] EF3le] H&AAIZ1 = A& 1% $-eo}d A (FBS) = wgslal

tES IAE w9 AAEE FFFT. 0.5mM 1-buthionine—(S,R)-sulfoximine

i

(BSO) @ 10mM L-glutamatmic acid (glutamate)S 24A17F 5oF w3 A # T},
MEE 27} D-PBSE A Asta, HFs55=7F 8 nMe Hoechst 333429} 1.5
uMe] PIES A|Xo] Hriste]l 1587F 37ColA IS A7zl F  fluorescence

microscopes AH&3sto] 7FA| & SFQATE.
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<0077>

<0078>

<0079>

<0080>

<0081>

O A= = 20 YERY Ut MEAFES Lo 7= BSOHGlu (0.5mM BSOLk
10mM = FElHo]E) ol A Pl positive 3F A|EEo] @o] A& )., vbA | AF

7] AAlele] wE Frobol divt-e] At = odolAHolE EY=ES AY

vy

3t A3} Pl positive A|EE0] &% 9EAXOZ Ay E AL &<l 8 4 Art.
3t

it
)
>
i
>
o
i)
o
12
x
ol
rlr
fol
olr
o
hoed
mlo
o
J
r o

apebA], FopFol b FE

& = A}

<Ad o 3> &4 A& (Reactive Oxygen Species) Al &3 =3

Wb A 3E (Retinal Ganglion Cells, RGC)S! RGC-5 A|Eo] EAAAE =7}
A HE o, AA| 19 FolFo} YAXEZa ol Guadua angustifolia) 2= 2

Ald 29] 3l ESo] SRS AA|EE=A DCFH-DA W oz =A319 ).

FgAA A WAE 2" 7'-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA, Sigma,

USA) 7} A 3E = =07} G2 AT 9] 5o FHFE Al
dichlorofluorescin(DCF) = A3l e = S o] g3t dichlorofluorescin

diacetate(DCFH-DA) assay® ZAFSFATF. 96 well Bl Al A 5.0X103cells/well

o] FERE AMEES 37ColA 24A17F Fot w3ttt 1% F-efold A (FBS)o] ¥ %
DMEM WA= ugkste] 1A|7Hs<F =S AEsh & 10 uMe] DCFH-DAE 1553t A

3tAt. wiRE A ASt A4z &4 AFAF<9 hydrogen peroxide (H:0.),

hydroxyl radical (OH), superoxide (0, )& %371 ¢sted 1M H0, (H0,
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<0082>

<0083>

<0084>

radical), 1ImM H)0, ¢+ 100uM iron( Il ) perchlorate hexahydrate(OH radical),

ImM KO, (0, radical)E A3

1!
2
w
(@)
Me
L
H
il
>
I
2
o
A,
£
(@)
=
o
=
o
—
=
@)
=
D
w
e
=

Ao 1] £8= 2= oEolAHolE £8&5 S0ug/mle &= ARES}

Att. A7) o "olAH ol E B3 &S RGC-5 AlFE WA xelgk & BSO+Glu (0.5mM

}

ol

BSOS 10mM Z-FElHo]E) Heladnt. 2 & A4, HO,, 0, , OHEFES =4

gt PYUETORA Fash Do) el KGE Sl AHgSHATH 1 A

rlo

% 3a WA 3fell eI, AHA o= o AYE A ¥ A xRt
olaL, FHA =i BSO+Glu (0.5mM BSOS 10mM ZFEFHo]E) Agltolar, AW
A s AAl 1] odolAlElolE &S wlE] Ak $ BSO+Glu (0.5mM BSO%F

1omM =FErelE)S A2l wtolth. = 3a WA 3fol yEbd miel 3ol vt

fol

T8E 9 gy sgEEe] @44 24 e des & T AU

d

<A@ 4> AZAPEHE S PARPY &4 54
Wb A 3 (Retinal  Ganglion Cells, RGC)S! RGC-5 A3 BSO (1-

buthionine(S,R)-sulfoximine) plus glutamate® A|ZAPES FEGS o, A

W9l PARPE] o] olm e Qe MALAE FAGT] lste], AAW BE ¥
4 e ol gahginh.
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<0085>

DMEM/10% FBS &<H-& Waral A AAE njHy =3tslo] Axel & 1X10°

ke

cells/mlZ ZA3F 2o 60 mm disholl 5 ml® A& s+l 5% C0,/37C< F7loA] uj

Ut ATE. AEZF kA3 ® Fo AEV} A} ®H FE Eyd 3gES 14z

©

HAAg 3 3 0.5mM 1-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO)Z} 10mM L-

glutamatmic acid (glutamate)& 18A|ZF &<+ Aglstqitt. x}7k D-PBS (1x, pH

i

7.4HE 33 AH 3 F AEXLE F5L ST 5% MEE cell lysis buffer
[IM Tris pH 7.4, 2M NaCl, 1M EDTA, 10% NP40, protease inhibitor cocktail

(Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)1E 78l 10 &QF €&l volse s 4y

A

Jo] & 8kaL, 4T, 10,000g oA 30+ &<t daFelste] @ds FE53i

S

i)
Lo

5 5%E Bio-Rad Protein #2"HS AL83te] &3}l 4x sample buffer
[200mM Tris-HCl (pH 6.8), 40% glycerol, 8% SDS, 400mM DTT, 0.4% bromophenol

Zol Zol 10% =X 12% polyacrylamid gel<

A

blue]9} 1:49] H|&Z2 A& 5 5
Abgatol  SDS-PAGEE AHdskdlv. H71dE F, PAGE  gelo] w@AS
polyvinylidene difluoride (PVDF) # B &<l (Hybond-P; Amersham Biosciences, GE
Healthcare, U.K)ol ©]&A]7]3l Ponseau S (Sigma, St. Louis, USA)Z Asle] =

Fo] " dEe]l Hr|9E HAEA, transfer7t 2 HAEA A5G, WEE

Q13 PBST buffer (8g/L NaCl, 0.2g/L KCI, 1.44g/L NaH,PO,, 0.1% Tween—20)= Al

Z&}a1, PBST bufferol] =<1 5% skim milk® 1A]7F 30 =<oF A 294 blockingdt

3, 1:500 3]4 ¥i4=9] rabbit anti-PARP (catalog no. 9542; Cell Signaling)® 1
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<0086>

<0087>

<0088>

AZE ERF Aol A RESAIZL 3 4T A WA RS AT AXEA Ae] &, H
Byds 1584 33 AlF & 1:3,000 34 wige] o]} (Santa Cruz
Biotechnology, CA)®E 2A|ZF &b REGAIZT. Wy @] & Las-4000
image reader®} Multi Gauge 3.1 software(Fuji Photo Film, Japan)& A}&3to] =
gt

MEZAPE o] dojubA =W PARPS] FEf7} 2 A] cleaved PARP FEf=E e}
WAl ==dl, BSO+GLu(0.5mM BSOSE 10mM =FEfFl]E)E AHedk A¥ cleaved
PARPS] €/do] F7kgH Aol A& HAG. AA 19 FrolfFol tivty-o] A4l 8

5 10 pg/mLolA] cleaved PARPS] &Ao] AdA|w = Aol &elxitt. 2

i)
rlr
ki
N

of veht A

<A& o 5 Guadua Angustifolia FE5E2 AA7 EtEARd A 3 FH 9]
YeE s e a

B71 <A el A FEE RS FEEY AAAE urER R A dH
of Wt} nsgys sk, WA S IR »H¢2 (57, 15-18g, 65
H)E THlsk Y. 2% HE FANN I ZEES et A7) fF ol Iml/kg 25
FAE sk mEAAIZ § Aol AYs dal
Aol o] Al S =E AR ForcepsE ©l&dte] ] ¢t FF2HE 2 mm ol
AR AlAl Aol 5% FF 4l EAS FAT. A 19 Guadua angustifolia
FEES 4 ngleye §FOE MU FEA FAE 13] Ald L tixdol A=

& 8§79 0.01 M PBSE FHssivh. A &4 69 5, oAl AE wHEAIR
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Guadua angustifolia %S %
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