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Resumen y Abstract \%

Resumen

La radiacion ultravioleta constituye uno de los principales factores causantes de cancer de
piel asociado a la generacion de estrés oxidativo en dicho érgano. Por ello, sustancias con
propiedades antioxidantes y/o fotoprotectoras, se usan para su prevencién ya que, por un
lado, disminuyen el estrés oxidativo y por otro lado evitan la incidencia de dicha radiacion.
Pese al uso de fotoprotectores tradicionales, el cancer de piel sigue en continuo
crecimiento, lo cual hace necesaria la busqueda de entidades moleculares novedosas con
propiedades duales (antioxidantes y fotoprotectoras) que resulten potencialmente mas
eficaces. Everniastrum cirrhatum (Fr.) Hale (Parmeliaceae) un hongo liquenizado del
paramo de Sumapaz, fue sometido a estudio para aislar sus constituyentes quimicos y
determinar su actividad biolégica con la finalidad de encontrar dichos agentes. A partir de
su extracto acetonico, se aislaron e identificaron a los compuestos: &cido salazinico (1),
pseudocifelarina A (2), acido atréarico (3), atranorina (4) y el &cido usnico (5), de los cuales
2 y 5 son reportados por primera vez para la especie. La actividad antioxidante se
determind in-vitro evaluando su poder captador de radicales libres (DPPHe), su poder
reductor férrico y su poder para inhibir la peroxidacion lipidica, mientras que su capacidad
fotoprotectora se evalud in-vitro frente a la radiacion UVB y UVA. Adicionalmente, se
calculo la lipofilia y permeabilidad preliminar de los compuestos, considerando que estos
pueden ser empleados como ingredientes de formulaciones destinadas a la piel, 6rgano
gue posee una naturaleza lipofilica. Los compuestos 1, 4 y 5 resultaron ser agentes duales
con propiedades antioxidantes que involucran la reduccion férrica y la inhibicién de la
peroxidacion lipidica, que ademas poseen capacidad fotoprotectora alta en contra de la
radiacion UVB y UVA. Adicionalmente, 2 resulté ser un agente fotoprotector con “muy alta”
capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVA. Dichos compuestos poseen
caracteristicas de permeabilidad adecuada para se entregadas en el estrato corneo de la
piel, por lo cual se podrian constituir en principios activos para el desarrollo de
formulaciones destinadas a la prevencién de padecimientos asociados a la radiacion solar,

entre ellos el cancer de piel.

Palabras clave: Hongo liguenizado, estrés oxidativo, antioxidante, fotoprotector,

cancer de piel.



Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de
Sumapaz, Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel

Abstract

Ultraviolet radiation is one of the main causes of skin cancer associated with the generation
of oxidative stress. Therefore, substances with antioxidant and / or photoprotective
properties are used for its prevention, since on the one hand, they reduce oxidative stress
and on the other hand they avoid the incidence of said radiation. Despite the use of
traditional photoprotectors, skin cancer continues to grow, which makes it necessary to
search for novel molecular entities with dual properties (antioxidant and photoprotective)
that are potentially more effective. Everniastrum cirrhatum (Fr.) Hale (Parmeliaceae) a
lichenized fungus from Sumapaz paramo, was subjected to study to isolate its chemical
constituents and determine its biological activity in order to find said agents. From its
acetonic extract, were isolated and identified: salazinic acid (1), pseudocifelarin A (2),
atraric acid (3), atranorin (4) and usnic acid (5). Compounds 2 and 5 are reported here for
the first time for the species. Their antioxidant activity was determined in-vitro by evaluating
their free radical scavenging power (DPPH?e), their iron-reducing power and their power to
inhibit lipid peroxidation, while their photoprotective capacity was evaluated in-vitro against
UVB and UVA radiation. Additionally, the lipophilicity and preliminary permeability of these
compounds were calculated, considering they can be used as ingredients of formulations
intended for the skin, which in turn is an organ that has a lipophilic nature. Compounds 1,
4 and 5 were dual agents with antioxidant properties that involved iron reduction and
inhibition of lipid peroxidation, which also showed high photoprotective capacity against
UVB and UVA radiations. Additionally, 2 was an agent with "very high" photoprotective
capacity against UVA radiation. These compounds have adequate permeability to be
delivered to the stratum corneum of the skin, therefore they could become active principles
for the development of formulations aimed at the prevention of conditions associated with

solar radiation, including skin cancer.

Keywords: Lichenized fungus, oxidative stress, antioxidant, photoprotective, skin

cancer



Contenido Vi

Contenido

Péag.
LSS U1 1T V
(] =W 0 L (o U] = T N X
LiSta e 1Al laS . . e Xl
Lista de SimboloS y @abreviaturas. ... ...ooviiniii e XV
Planteamiento del problemay justificacion.............cooiiiiiiiiiiii e, 1
R O 1= {1V o 1S 5
L1 GeNEIAL e 5
1.2 ESPECITICOS. ittt —————— 5
2. Marco tedricoy estado del arte.......ooooviiiiii i 6
0 R - U o 1= P 6
A O 1o (o1~ e [ o] 1= PSS 7
2.2.1 Tipos de CanCer de PIEl......ccooreeiiiiiii i 7
2.2.2 Cancer de piel en Colombia........cccoooiiiiiiiiiiii e, 8
2.3  Efecto de la exposicién a la radiacién UV en la piel humana..............ccc..oooo.. 10
2.3.1 Papel de los antioxidantes en la prevencion y tratamiento del cancer de piel 13
2.3.2 Protectores solares como agentes preventivos de cancer de piel.................. 14
2.4 HONQOS QUENIZAUOS .......vviiiiii e a e 20
2.4.1 Hongos liquenizados en Colombia..............cuiiiiiiiiiiiiiii e, 23
2.4.2 USOS tradiCION@IES .......uuuiiiiiiiiiii s 24

2.4.3 Metabolitos secundarios de los hongos liquenizados y sus propiedades
o] 0] 0o [ o= 1= PSS 25
2.4.4 Actividad antioxidante y fotoprotectora de liguenoquimicos ............cccceeeeeeeee. 29
2.5  Everniastrum CIrrhatUM ...........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieieeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeees 38
2.5. 1 TAXONMOIMUA. ...ttt s 38
2.5.2 Habitat y distribuCION...........cooiiii 39
2.5.3 Usos tradicionales y propiedades medicinales............cccooeeeiiiiiiiiiiiiiiin e, 40
2.5.4 Sustancias aisladas y reportadas..............couviiiiiiieeiiiiiiiii e 40
3. HIPOESIS e 42
4, MaterialeS Y METOUOS .. .coiiiiiiiie et e e e e e e e e e e 43
4.1  Seleccién de la especie objeto de estudio.........cccoeveeiiiiiiiiiiii e, 43

g O R = LYoo ] (=Y ol ox [ ] [P 43



Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de
Sumapaz, Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel

4.1.2 Operaciones previas a la preparacion de extractos ............ccccoeevcuvvrreeieeeeennnns 44
4.1.3 EXtraccion en pequena SCala............ooiiuiiiiiiiiieeiiiiiiieee e 44
4.1.4 Evaluacion preliminar de la actividad antioxidante.............cccccoooiiiiiiiieeeennnnns 44
41.4.1 Cuantificacion del poder captador de radicales libres............ccccccoennnnne. 44
4.1.5 Evaluacion preliminar de la actividad fotoprotectora...........cccccoevvvvviiiiienennnnns 44
4151 Cuantificacién de la actividad fotoprotectora frente a la radiacion UVB a
través del factor de proteccion solar (FPS) .........uuviiiiiiiiiiiiiiieceee e 44
4.2  Estudio quimico de la especie objeto de eStudio.............oocvvvviiiiiieeiiniiiiiiiieeen. 44
4.2.1 Procedimientos generales experimentales ............ccceeeiiiieeeee 44
4.2.2 Confirmacion de la identidad taxonémica de la especie objeto de estudio..... 46
4.2.3 Extraccién a mayor escala del hongo liquenizado objeto de estudio ............. 47
4.2.4 Fraccionamiento del EXraCtO..........ouiieeeiiiieiiiiiies e e e 47
4.2.5 Aislamiento y purificacion de COMPUESIOS ........cceviiiiiiiiiiiiieeeeie e e 48
4251 Obtencion de &cido SalaziniCo (1) .....uvveeiieeeiiiiiiiiiiiiee e 49
4252 Obtencion de la pseudocifelaring A (2) .......coooiiiiiiiiiiiieeiiiieceee e 51
4253 Obtencion del Acido atrariCo (3).....cuvvvreeiieieeiiiiiiiieee e 52
4254 Obtencion de la atranoring (4) ......ocvveeieeiiee e 53
4255 Obtencion de &CidO USNICO (5)...cciiiuuiiiiiiiiieeei it 55
4.3 EStUdiO DIOIOGICO......cciiieiiiiiie e 59
4.3.1 Procedimientos geNEralesS ........ccoooiii oo 59
4.3.2 Actividad ANtOXIAANTE .......cceeiiieeiieee e e e 59
4321 Poder captador de radicales libres DPPHe .............coooviiiiiiiiieii, 59
4322 Reactividad de los compuestos aislados como agentes captadores de
FAAICAIES IDIES ...t 61
4.3.2.3 Inhibicién de la peroxidacion lipidica ...........cccceeviieiiiiiiiiii e, 63
4.3.2.4 Poder redUCtOr FEITICO. ... ....uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 65
V200G TC TR od 11V o F= (ol 0] (o] o1 {0 (=T e (o] - VAP 66
4331 Determinacion del efecto fotoprotector in vitro frente a la radiacion UVB a
partir del factor de proteccidn solar (FPS) in VItr0...........cooeiiiieiiiiiiiiie e, 66
4.3.3.2 Determinacion del efecto fotoprotector frente a la radiacion UVA a partir
de la longitud de ONAA CILICA (Acrit.) vvvvrrrrrrrnnrmmmnnnnnnnnnnnnssnnnnsnnnsnnannnnnennannnanaanaa—————- 68
4.3.3.3 Determinacion del efecto fotoprotector frente a la radiacion UVA y UVB a
partir del Factor UVA/UVB (UV-1%) ... 69

4.3.4 Determinacion preliminar del caracter lipofilico y la posible permeabilidad
dérmica de los compuestos aislados mediante el calculo del coeficiente de reparto

(P) y la energia libre de Gibbs de transferencia ............cccooooi i, 69
R AN g F= 1| Y LS = To [ 5] oo I 71
5. Resultados ¥ diSCUSION .....cooiiiiiiei e 72
5.1  Seleccion de la especie Everniastrum cirrhatum (Fr.) Hale ex Sipman ............. 72
5.2  Estudio quimico del hongo liquenizado Everniastrum cirrhatum........................ 72
5.2.1 Aislamiento de las sustancias lI[QUENICAS..........cccceeeiiiiiiiiiiiii e, 72
5.2.2 Caracterizacién estructural de los compuestos aislados.............ccccceeeeeeeeenee. 75
5.2.2.1  ACIHO SAIAZINICO (L) ...veieeeieeeieee ettt eee et aneas 75
5.2.2.2 PseudoCifelaring A (2) ..o 78
5.2.2.3  ACIHO ALFANCO (B) ..eiveeieeeee e eeee ettt eee e es et ste e eae e eaaeaneas 80
5.2.2.4 ALTANOTINGA (4) cortiiei et e e e e e e e e aarae 81
5.2.25  ACIHO USNICO (5) vveiveeeeiie ettt et ete st ste e ete e ereeaneas 83

5.3 Estudio de la actividad biol6gica del hongo liquenizado Everniastrum
(o1 0 = L1 86



Contenido Xl

5.3.1 Actividad antioxidante del extracto y liquenoquimicos de E. cirrhatum........... 86
5311 Cuantificacién del poder captador del radical libre DPPH*® del extracto y
compuestos aislados de E. Cirrnatum............ccooi e 86
5.31.2 Determinacion de la reactividad de los compuestos aislados como
agentes captadores de radicales lIBres ..o 89
5.3.1.3 Determinacion del poder reductor férrico 0 (PRF)........ccccvvvvviiiiiiiniinnne 91
5.3.14 Determinacion del poder inhibidor de la peroxidacion lipidica................. 93
5.3.2 Evaluacion de la actividad fotoprotectora del extracto y compuestos aislados
de Everniastrum CIrThatum ... ... e e e e e 95
5.3.21 Determinacion del factor de proteccion solar (FPS) in vitro..................... 95
5.3.2.2 Determinacion de la longitud de onda critica (A«it), como metodologia en
la cuantificacién del efecto fotoprotector frente a la radiacion UVA ...........ccccceennnnnne 98
5.3.2.3 Determinacion de la relacion UVA-r* como criterio para evaluar efecto
fotoprotector frente a la radiacion UVA Y UVB..........ooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiieeee e 99
5.3.24 Estimacion preliminar del caracter lipofilico y la posible permeabilidad
dérmica de los compuestos aislados de E. cirrhatum ............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 101
B.  CONCIUSIONES ... ittt e e e et e e e et e e e et e e e e aaaans 103
7. RECOMENUACIONES ...ttt e e e e et e e et eeeeeranas 104
8. BIDHOGrafia .ooeeeeeiiieeeee e 105

9. Anexo: Espectros de los liguenoquimicos aislados del Everniastrum
cirrhatum 113



Contenido X

Lista de figuras

Péag.
Figura 2 - 1. Estructura de la piel (Winsiow, 2008). ..........ccuveiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeieeeeeeeeeeeeeens 6
Figura 2 - 2. Prevalencia por cada 100000 habitantes del cancer melanoma en Colombia
(Fondo Colombiano de Enfermedades de alto Costo, 2017). ........uuuuummmmmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiinnnnns 9

Figura 2 - 3. Radiacion solar que alcanza la superficie de la Tierra, la penetracion de la
piel y sus efectos biolégicos. (A) Porcentaje aproximado (%) de la radiacion solar total que
alcanza la superficie de la Tierra para diferentes regiones de longitud de onda. (B)
Penetracion en la piel de UVB y UVA. También se mencionan las principales
consecuencias celulares (Solano, 2020). ......ccooeieiiieee 10
Figura 2 - 4. Efectos de la radiacion ultravioleta en la piel. Representacion simplificada de
los efectos de RUV (UVA y UVB) en queratinocitos epidérmicos, ademas la formacién de

especies oxigeno reactivas (Solano, 2020). ......ccooiiiiiiiiii 11
Figura 2 - 5. Estructura quimica de las bases nitrogenadas del ADN alteradas por efecto
de la radiacion UV (Dunaway, et al., 2018). ........uuuiiiiiieeeiiiiiiiiiieicee e 12
Figura 2 - 6. a) Proceso de formacién de un hongo liquenizado. b) Seccién transversal del
cuerpo vegetativo (Lara - Carrio, 2015).....cccoiiiiiiiieeeeeeeeee e 21
Figura 2 - 7. Tipos de talos. A: escamoso; B-D-K-J: fruticoso; E-G: foliosos; F-H:
crustaceos y C: compuestos (AQUIrTE, 2006)........cuuuuriieeeiiiiiiiiiiiiieeeeaasaiiiireeeeeeeeeseeneeees 22
Figura 2 - 8. Ruta sintética de los policétidos (Calcott, et al., 2018)..............ovvvveeeeeeennn.. 26
Figura 2 - 9. Estructuras tipicas de los metabolitos secundarios de hongos liquenizados
(Wolfgang , €t al., 2011). ...ccooeiiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e st aeaaeeaanare 29
Figura 2 -10. Everniastrum cirrhatum (André , 2007).......ccoeiieeiiiieiiiiiiice e 38
Figura 2 - 11. Ubicacién Geografica del Everniastrum cirrhatum (EOL, 2015; GBIF,
2013). En color amarillo y anaranjado, se indica su ubicacion. .............ccccooeeeeevviiiiinnnn. 39
Figura 4 - 123. Aislamiento y purificacion de compuestos de E. cirrhatum........................ 48
Figura 4 - 23, Aislamiento y purificacion de compuestos de E. cirrhatum........................ 49
Figura 4 - 3. Representacion de la reaccion general entre el radical libre DPPH*® y un
ANTOXIAANTE. .. 60
Figura 4 - 4. Reacciones generales del radical libre DPPHe+ con un antioxidante y un

2= 0 1= LN 1 o (= 62
Figura 4 - 5. Reacciones asociadas al proceso de peroxidacion lipidica (a,byc) y
cuantificacién de hidroperoxidos (LOOH) formados (d Y €). .uvvevveeeeviiiiiiiiiiiieeeeeeeien. 64
Figura 5 - 1. Estructura quimica del &cido salaziniCo (1) .........cceevveeiiiviiieiiieeeeeeiiiieeeeene. 77
Figura 5 - 2. Estructura quimica de la pseudociferalina A (2) .......ccceeeeveeevieeeeeeeieeeeeeennnn. 79
Figura 5 - 3. Estructura quimica del &cido atrarico (3) .......cevvverreeriiriiiiiiiiiiiieieieieeeeeeeeeen 80
Figura 5 - 4. Estructura quimica de la atranoring (4)...........eeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 82
Figura 5 - 5. Estructura quimica del &cido USNICO (5)......cuvvuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeeeeeeeee 84

Figura 5 - 6. Poder reductor férrico del extracto acetdnico, compuestos aislados del de E.
cirrhatum y patrones. Extracto aceténico (E), 4cido salazinico (1), pseudocifelarina A (2),
acido atrarico (3), atranorina (4), acido usnico (5) y butirato de hidroxitolueno (BHT). ....92



Contenido Xl

Figura 5 - 7. Poder inhibidor de la peroxidacion lipidica del extracto y sustancias aisladas
de E. cirrhatum. Extracto aceténico (E), &cido salazinico (1), pseudocifelarina A (2), &cido
atrérico (3), atranorina (4), acido gélico (AG) y butirato de hidroxitolueno (BHT). ............ 94
Figura 5 - 8. Poder fotoprotector en contra de la radiacion UVB del extracto aceténico y
compuestos aislados de E. cirrhatum. Extracto aceténico (E), &cido salazinico (1),
pseudocifelarina A (2), &cido atrarico (3), atranorina (4), acido usnico (5), &cido 2-fenil-5-

bencimidazol-sulfénico (AFBS), Tinosorb S (Tin. S) y Avobenzona (AVO). .........cccceeee.... 97
Figura 5 - 9. Comparacion de las estructuras de los compuestos 2 y 4 aislados de
Everniastrum CirTNAtUM. ........ooiiiii e e e e e e e e e e e e et e e e e e eeeeennnes 98
Figura 9 - 1. Espectro de infrarrojo (KBr) &cido salazinico (1)........ccccccvveeeeriiiiiiiniennenn. 113
Figura 9 - 2. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (400 MHz, DMSO ds) del
ACIAO SAIAZINICO (L) 1oiiieetieeie et e e e e e st e e e e e e e e e nnneees 114
Figura 9 - 3. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *C (101 MHz, DMSO ds)
del ACIAO SAIAZINICO (L) ...uuueeeiieeeeiiietee ettt e e e e e e st e e e e e e e e annneees 115
Figura 9 - 4. Espectro HMBC (*H a 400 MHz y *3C a 101 MHz DMSO ds) del &cido

Y= E= WA 1 To o I ) U P RO PRPPP 116
Figura 9 - 5. Espectro de infrarrojo (KBr) de pseudocifelarina A (2). .......ccccceevennnnnns 117
Figura 9 - 6. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de H (400 MHz, CHCls) de la
PSEUAOCITEIANNA A (2) ... 118
Figura 9 - 7. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *C (101 MHz, CHCls) de la
[OFST=10 o (ool 1 (=1 F= T o F= U AN 2 PP USSPPPPPRT 119
Figura 9 - 8. Espectro HMBC (*H a 400 MHz y *3C a 101 MHz CDCl; dg) de la
pseudocifelarina A (2), para los hidrogenos (H-10y H-10).......ccooiiiieiiiiiiiiiiii e 120

Figura 9 - 9. Espectro HMBC (*H a 400 MHz y *3C a 101 MHz CDCl; dg) de la
pseudocifelarina A (2), para las correlaciones de los hidrogenos (H-4,H-2, H-2’, H-9 y H-

3 TSP PPRPPR 121
Figura 9 - 10 Espectro de infrarrojo (KBr) de acido atrarico (3)......ccccceeevvvvvvviiininneennnn. 122
Figura 9 - 11. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (400 MHz, CDCls) del
oo o (o I= 11 = L[t o X () TR 123
Figura 9 - 12. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de **C (101 MHz, CHCly) del
oo o (o I= 11 = L[t o X () TR 124
Figura 9 - 13. Espectro HMBC (*H a 400 MHz y **C a 101 MHz CDCl; ds) del &cido
oA L Tol o T ) IR 125
Figura 9 - 14 Espectro de infrarrojo (KBr) de atranorina (4). .......ccoceeeeeeeeeveiiiiiiiinieeeeenn, 126
Figura 9 - 15. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (400 MHz, CHCI;) de la
L= 1 Lo (T aT= T ) TS 127
Figura 9 - 16. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de **C (101 MHz, CHCIz) de
== L =T Lo 1 =T ) T PRSPPI 128
Figura 9 - 17. Espectro HMBC (*H a 400 MHz y *C a 101 MHz CDCl; ds) de la
=1 a Lo 1o T N ) TR 129
Figura 9 - 18. Espectro HMBC (*H a 400 MHz y *C a 101 MHz CDCl; ds) de la
atranorina (4), para las correlaciones de los hidrégenos (H-8' y H9')........................ 130

Figura 9 - 19 Espectro de infrarrojo (KBr) del &cido Usnico (5).....ccceevveeiiiiiiiiiiiinnneennnn, 131



Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de
Sumapaz, Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel

Figura 9 - 20. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (400 MHz, CDCls) del

Yol (o (o W U1 g [ Tolo I () TSP PP PPPUTRPP 132
Figura 9 - 21. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *C (101 MHz, CHCIs) del
Yol (o [ M U1 g [ Tol o I () TP PUPRTR 133

Figura 9 - 22. Espectro HMBC (*H a 400 MHz y *C a 101 MHz CDCl; ds) del &cido
U1 ool o I (=) OO PP UTPT T PPPPPP 134



Contenido Xl

Lista de tablas

Péag.
Tabla 2- 1. Filtros UV organicos e inorganicos actualmente aprobados por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos para uso y venta libre.

........................................................................................................................................ 15
Tabla 2 - 2. Sustancias liquénicas con capacidad antioxidante. ............ccccoeevvivieiieeeennnns 29
Tabla 2 - 3. Sustancias liquénicas con capacidad fotoprotectora. ..........ccceecuvvvvevieeeennnnns 34
Tabla 2 - 4. Metabolitos secundarios reportados para la especie Everniastrum cirrhatum.
........................................................................................................................................ 40
Tabla 4 - 1. Datos de recoleccion del material liquénico objeto de estudio. ..................... 43
Tabla 4 -2. Sistemas de elucion para cromatografia en capa delgada para
[IUENOGUIMICOS. .ttt ettt e e ettt e e e e e e et b et e e e e e e e s e enbaeeeeeas 45
Tabla 4 - 3. Reactivos de coloracién para talo liquénico con fines de identificacion
taxonomica (Orange, et al., 2001). .....coiuiiiiiiiiie e e e 46
Tabla 4 - 4. Caracteristicas morfolégicas y de coloracién de talo de Everniastrum
cirrhatum para confirmacion de su identidad taxonOmica. .............ccccoeeeeeiiiiiiii e, 47
Tabla 4 - 5. Fraccionamiento primario por particién liquido-liquido del extracto aceténico
de Everniastrum CirThatUm.........cooiiiiiie e e e e e e e e e s 48
Tabla 4 - 6. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién primaria
LS (=T C=T= T (1) TS 50
Tabla 4 - 7. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién primaria
de acetato de LilO (FI. .ouuurn e e e e e e s 51
Tabla 4 - 8. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién Fl........ 52
Tabla 4 - 9. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién primaria

= ot=] (0] a1 o= T (] Y T 54
Tabla 4 - 10. Cromatografia en columna abierta sobre de gel de silice de la fraccién FIV-
O PP PRSP 54

Tabla 4 - 11. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién FlI-5..55
Tabla 4 - 12. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién FllI-6..55
Tabla 4 - 13. Cromatografia en columna abierta sobre de gel de silice de la fraccién Fll-7.

........................................................................................................................................ 56
Tabla 4 - 14. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la reunion de
fracCion@s FlI-6-2 Y FlI-7-1. ..o e e e e 57
Tabla 4 - 15. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién Fll-6-7-
USSR POOPPPPRRRRR 58
Tabla 4 - 16. Filtros utilizados como patrones en los ensayos de actividad fotoprotectora
........................................................................................................................................ 66
Tabla 4 - 17. Constantes normalizadas (Sayre, etal., 1979).......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneeeee, 67
Tabla 5 - 1. Compuestos aislados del hongo liquenizado Everniastrum cirrhatum. ......... 74

Tabla 5 - 2. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para el 4cido salazinico (1).......... 77



Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de
Sumapaz, Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel

Tabla 5 - 3. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para la pseudocifelarina (2)......... 79
Tabla 5 - 4. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para el &cido atrarico (3)............. 80
Tabla 5 - 5. Datos de Resonancia Magnética Nuclear de la atranorina (4). ...........cc....... 82
Tabla 5 - 6. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para del acido asnico (5)............ 85
Tabla 5 - 7. Poder captador de radicales libres (CEso) del extracto acetonico de E.
cirrhatum, compuestos aislados ¥ PatrONES. ......ccoooviiiiii i 87
Tabla 5 - 8. Reactividad de los compuestos 1 a 5, aislados de E. cirrhatum como
agentes captadores de radicales libres (k2; 25.0 £ 0.1 °C). .ooooiiiiiiiiiiiiiiieeee, 89
Tabla 5 - 9. Poder reductor férrico del extracto aceténico y compuestos aislados del E.

Lo 10 = L L1 ] 91
Tabla 5 -10. Poder inhibidor de la peroxidacion lipidica del extracto acetdnico y
compuestos aislados de Everniastrum CirrthatUm. ...........ooovviiiiiiieeeiriiieeee e 93

Tabla 5 - 11. Actividad fotoprotectora (FPS, Acrit. y UVA-r*) y permeabilidad dérmica (Log
Py AG) del extracto acetdnico y compuestos aislados de E. cirrhatum.......................... 95



Contenido

Lista de Simbolos y abreviaturas

Abreviatura Término

CaPiel Cancer de piel

RUV Radiacién ultravioleta

uv Ultravioleta

RL Radicales libres

EOR Especies oxigeno reactivas

ENR Especies nitr6geno reactivas

AVO Avobenzona

Tin. S Tinosorb S

AFBS Acido fenilbencilimidazolsulfénico

HL Hongo liquenizado

DPPH* 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

ds Desviacién estandar

AG Acido galico

CEso Concentracion efectiva 50

% IPAL % de inhibicion de peroxidacion del
acido linoleico

PRF Poder reductor férrico

FPS Factor de proteccion solar

MED Dosis eritematégena minima

RMN H Resonancia Magnética Nuclear de
Hidrégeno

RMN 13C Resonancia Magnética Nuclear de
Carbono 13

HMBC Heteronuclear Multiple Quantum
Correlation

HMQC Heteronuclear Multiple Bond
Correlation

n-hex Hexano

tol Tolueno

DCM Diclorometano

AcOEt Acetato de etilo

Me.CO Acetona

MeOH Metanol

CHCIs Cloroformo

EtOH Etanol

AcOH Acido acético

HCOOH Acido formico

CCDP Cromatografia en capa delgada preparativa



Contenido XVI

Simbolos con letras latinas

| Simbolo | Término | Unidad SI | Definicién |
Kobs. Constante de velocidad aparente st Seccion
4.3.2.2
ko Constante de velocidad de 2% orden Mist Seccién
4.3.2.2

Simbolos con letras griegas

| Simbolo | Término | Unidad SI | Definicién |
Acrit Longitud de onda critica nm Ecuacion 4.9
R Factor de correlacion lineal N.A.

o Desplazamiento quimico ppm



Planteamiento del problema y justificacion

El componente ultravioleta (UVA y UVB) de la radiacion solar causa efectos perjudiciales
en la piel, entre ellos, envejecimiento prematuro y cancer de piel (CaPiel) tanto melanoma
como no melanoma (Ulrich, et al., 2007). Siendo asi, que la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), a través de la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer,
la ha calificado como carcinogénica y causante principal de este cancer (World Health
Organization International Agency For Research On Cancer, 1992). Por ello, el uso de
agentes fotoprotectores, que evitan la incidencia directa de la radiacion UV en la piel

constituyen una estrategia para su prevencion (Rai, et al., 2012).

Una exposicion constante a la radiacion solar sin protecciéon provoca que la piel alcance
un estado de estrés oxidativo que dafia al ADN celular, produciendo peroxidacién de sus
lipidos y proteinas (Antolovich, et al., 2002), provocando pérdida de elastina y colageno
(Zaw, et al., 2006). Por lo tanto, las sustancias antioxidantes que permitan contrarrestar el
estrés oxidativo generado por la radiacion UV o que favorezcan el aumento del umbral
antioxidante del organismo, también pueden ser empleadas para la prevencion de estos

problemas dérmicos (Saewam, et al., 2013).

Los protectores solares comerciales estan disefiados para prevenir las quemaduras
solares debido a la radiacion UVB con la idea de que ello evita el cancer de piel (Rai, et
al., 2012). Sin embargo, la radiacién UVA, también causa dafio oxidativo a este érgano,
por lo que se hace necesaria la proteccion ante ambos tipos de radiacion, siendo deseable
contar con protectores solares duales que protejan a la piel de la radiacién ultravioleta y

gue a su vez sean antioxidantes (Giraldo, et al., 2014).

El CaPiel es uno de los mas comunes a nivel mundial detectandose ca. de 13 millones de
casos anualmente y mas de 60 mil muertes por su causa (De Martel, et al., 2012). En
Colombia, ocupa el tercer lugar, con un aumento progresivo de la frecuencia de casos
nuevos, siendo mas frecuente en individuos mayores de 75 afios. Entre los subtipos
histol6gicos del CaPiel, predominan el carcinoma basocelular (52.7 %), el escamocelular

(22.6 %) y el melanoma (16.1 %). La incidencia estimada del melanoma, que es el mas



mortal, corresponde en Colombia a 4.6 por cada 100000 mujeres y 4.4 por cada 100000
hombres. Su importancia como prioridad en salud publica, se evidencia en su frecuencia
relativa de aparicion en los individuos en relacion con otros tipos de cancer como el de
mama o de cuello uterino y que ocurre durante todas las etapas de la vida (Pozzobon, et
al., 2018; ley 1384 de 2010). En el caso del CaPiel no melanoma, no se contemplan datos
epidemiolégicos actuales en las instituciones oficiales, dada su baja incidencia y bajas
tasas de mortalidad. De cualquier modo, la Secretaria de Salud de Bogota ha reportado
37342 nuevos casos de cancer entre los afios 2003 y 2010, donde el 17.5 % son de piel,
siendo el mas alto en las tasas de morbilidad (Secretaria Distrital de Salud de Bogota,
2014).

El aumento en las tasas de incidencia del CaPiel a pesar del uso de los protectores solares
comerciales, manifiesta su ineficacia, resaltando la necesidad de contar con moléculas
alternativas que pudieran presentar efecto dual antioxidante y fotoprotector. Algunos de los
filtros que componen a los protectores solares, como la benzofenona-3, presentan el
inconveniente de ser foto-inestables; otros como el acido para-aminobenzoico generan
alergias mientras que, en el caso de los protectores inorganicos tipo éxido de zinc, generan
cubiertas inconsistentes y el efecto antiestético “mimo” (Mejia - Giraldo, et al., 2014). Por
su parte, los antioxidantes de naturaleza sintética como el butilhidroxitolueno (BHT), en la
industria de los alimentos, cosméticos y medicamentos estd siendo restringido dada su
hepatotoxicidad y carcinogenicidad (Palm, et al., 2007). Por ello, la busqueda de moléculas
alternativas con efecto dual antioxidante y fotoprotector mejorados se encuentra justificada
y en este sentido, los productos de origen natural se constituyen en alternativas para
satisfacer esta necesidad en el supuesto de ser potencialmente mas efectivos, estables, y
biodegradables, ademas de presentar mayor aceptacion por la poblacion en comparacion

con los productos sintéticos (Mishra, et al., 2011; Pouillot, et al., 2011).

En esta blsqueda de compuestos de origen natural con propiedades antioxidantes y/o
fotoprotectores, Colombia cuenta con una gran diversidad de especies de flora y fauna
poco exploradas, ademas de que sus diferentes ecosistemas permiten adaptaciones
extraordinarias a los organismos que los habitan, posibilitAndoles la biosintesis de
sustancias con actividades bildgicas Unicas (Loizzo, et al., 2019). Un ejemplo de esto son
los hongos liquenizados (HL), organismos Unicos resultantes de la asociacién simbiética
entre organismos fotobiontes como un alga verde y/o una cianobacteria y uno o mas

micobiontes que pueden ser un hongo y/o una levadura (Spribille, et al., 2016). Resultado



de dicha asociacion, se genera un organismo Unico y diferente a los individuos que le
dieron origen, capaz de prosperar en todo tipo de hébitats incluyendo aquellos sometidos
a condiciones extremas de temperatura, humedad, desecacion, salinidad, radiacion UV
intensa, contaminacion, radiacion césmica (Raggio, et al., 2010), etc., donde otros
organismos no podrian desarrollarse, forzandolos a biosintetizar metabolitos secundarios
Unicos con propiedades bioldgicas diversas (Rankovic, 2015) que les permiten lograr su
supervivencia. En este sentido se ha determinado que los HL que prosperan en
ecosistemas de alta montafia sometidos a elevada radiacion ultravioleta o bajo atmosferas
altamente oxidantes ricas en o0zono, biosintetizan sustancias fotoprotectoras y/o
antioxidantes (Nguyen, et al., 2013; Rojas, et al., 2015; Fernandez - Moriano, et al., 2015;

Valencia - Islas, et al., 2007) constituyéndose en una fuente prometedora de las mismas.

Los estudios en Colombia sobre HL se han enfocado principalmente a su identificacion
taxonémica, permitiendo identificar cerca del 50 % de las especies potencialmente
esperadas para el pais a pesar de la pobre exploracion llevada a la fecha. Se han estimado
alrededor de 1674 especies de liguenes de las 20 mil descubiertas en el mundo,
posicionando al pais como uno de los de mayor riqueza en este recurso natural (Aguirre,
2006; Bernal, et al., 2016). Sin embargo, siguen siendo incipientes los estudios

conducentes a determinar su potencialidad como fuente de moléculas bioactivas.

En estudios llevados a cabo en el Grupo de Investigacion en Estudios Bioldgicos y
Fisicoquimicos de Ligquenes Colombianos y en el Grupo de Investigacion en Quimica
Medicinal de la Universidad Nacional de Colombia, en donde se enmarca este trabajo, se
ha confirmado que este recurso natural es una fuente muy prometedora de sustancias con
propiedades antioxidantes y fotoprotectoras (Rojas, et al., 2015; Perico - Franco, et al.,
2015a; Perico - Franco, et al., 2015b; Sanchez - Lira, et al., 2017; Leal, et al., 2018;

Valencia - Islas, et al., 2007), entre otras.

Este trabajo se orient6 en la busqueda de sustancias antioxidantes y fotoprotectoras en el
hongo liquenizado Everniastrum cirrhatum colectado en el paramo de Sumapaz, Colombia.
Cabe mencionar que el paramo es un ecosistema de alta montafia (3500-4700 m s.n.m)
restringido a la zona occidental de Suramérica con mayor porcentaje en Colombia, el cual
posee diversidad biolégica Unica, incluyendo hongos liguenizados en abundancia

sometidos a una alta incidencia de radiacion ultravioleta (Pinto - Zarate, et al., 2012). Por



consiguiente, se presume que estos organismos pudieran biosintetizar sustancias con

dichas propiedades biologicas.

Adicionalmente, la especie seleccionada posee limitados estudios quimicos y sus estudios
biolégicos se centran en el extracto, ademas fue escogida como especie de interés para
este estudio, dada la actividad antioxidante y fotoprotectora que presentd su extracto en
ensayos preliminares, respecto a otras especies potencialmente activas con las cuales fue
evaluada (Peltigera neopolydactyla y Sticta humboldtii), mismas que se encuentran

cohabitando en el paramo bajo condiciones ambientales similares.



1.0bjetivos

1.1 General

Contribuir al conocimiento de los constituyentes quimicos de un hongo liquenizado del
paramo de Sumapaz, y establecer su capacidad antioxidante y fotoprotectora in vitro con
la finalidad de obtener compuestos con dichas actividades que sean potencialmente Utiles

en la prevencion del cancer de piel.

1.2 Especificos

1. Seleccionar la especie objeto de estudio por medio del tamizaje de las especies
Everniastrum cirrhatum, Peltigera neopolydactyla y Sticta humboldtii evaluando la
actividad antioxidante y fotoprotectora de los extractos.

2. Aislar, purificar e identificar los compuestos mayoritarios de la especie
seleccionada, con la finalidad de contribuir al conocimiento de sus constituyentes
qguimicos.

Evaluar la actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro de las sustancias aisladas.

4. Determinar de manera preliminar la lipofilia de las sustancias aisladas y su posible

permeabilidad a fin de ser entregadas a nivel del estrato cérneo de la piel.
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2.Marco tedrico y estado del arte

2.1 Lapiel

La piel es el érgano vivo mas grande del cuerpo con gran capacidad de regenerarse, es
impermeable, resistente y flexible, ademas respira y se mantiene activo las 24 horas del
dia, realizando todo tipo de acciones fundamentales para nuestro organismo. Dentro de
sus principales funciones esta la defensa contra el medio, evitando traumatismos,
fricciones e infecciones, pérdidas excesivas de agua, es aislante térmico y sintetiza
vitamina D, entre otras (Meruane, et al., 2012). La piel esta constituida por 3 capas (Figura
2-1): la epidermis, que es la capa mas superficial, conformada por queratinocitos y
melanocitos, ademas de una gran variedad de lipidos y proteinas. La dermis, capa
intermedia, esta conformada de fibroblastos productores de colageno y elastina que le
confieren las caracteristicas estructurales, mientras que la hipodermis, capa mas interna,

consta de lipidos y tejido conectivo (Sordo, et al., 2013).
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Figura 2 - 1. Estructura de la piel (Winsiow, 2008).
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2.2 Cancer de piel

El cancer de piel (CaPiel) es una de las enfermedades més comunes en los seres humanos
y una con las tasas de incidencia mas altas en el mundo, considerandose una enfermedad
de salud publica (Sanchez, et al., 2011). Mdltiples factores se han asociado con su
patogénesis entre ellos la edad, el sexo, el fototipo de la piel, la exposicion solar, el estilo
de vida, la ocupacion, etc. Esta neoplasia se genera por progreso tumoral en diferentes
células de la piel debido a procesos complejos que se caracterizan por el crecimiento
incontrolado de las células cancerosas, la necrosis celular del tejido sano y la
neovascularizacion del area afectada asociada al aporte de oxigeno y nutrientes al tumor
(Esposito, et al., 2000).

Diversos estudios resaltan la incidencia del estrés oxidativo en el desarrollo tumoral,
evidenciandose la estimulacion en el crecimiento de las células musculares lisas y la
neovascularizacion tumoral (Rogers, et al., 2010). Por otra parte, las células cancerosas
generan especies reactivas resultado de la acciébn mitocondrial, la estimulaciéon de
oncogenes, metabolismo anormal y de la actividad inflamatoria agravada, que influyen en
el estrés oxidativo. La evidencia disponible sugiere que las células cancerosas dependen
del nivel de especies oxigeno reactivas (EOR) intrinsecas y extrinsecas para su

proliferacion y supervivencia (Corrales, et al., 2012).

Otro factor que genera CaPiel es la activacion de genes que podrian participar en el control
de la transcripcién de factores de crecimiento necesarios para el desarrollo tumoral. Asi
mismo, la transformacion que sufren las células esta condicionada por la presencia de
genes mutados que controlan funciones celulares claves, que a su vez también pueden

estar relacionados con el estrés oxidativo (Ospina - Pérez, et al., 2011).

2.2.1 Tipos de cancer de piel

El CaPiel se clasifica de acuerdo con el tipo de células afectadas e histolégicamente en:
melanoma y no melanoma. El cAncer melanoma se origina en los melanocitos, células
productoras de melanina, localizadas principalmente en la capa basal de la epidermis y
forma la unidad melanocitica cutanea junto a los queratinocitos (Figura 2-1) (Lozano,
2004). Esta caracteristica explica por qué este tipo de cancer es el de mayor tasa de
mortalidad de los diagnosticados, ya que se origina en cualquier érgano, encontrandolo en

las mucosas, los tejidos blandos y en los ganglios. Ademas, es transportado con facilidad



8 Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de Sumapaz,

Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel

por via sanguinea, lo que permite que se expanda a otros 6rganos (Instituto Nacional de
Céncer, 2015).

El cancer de piel no melanoma compromete las células basales y escamosa que se
encuentran en la zona mas superficial de la epidermis como se aprecia en la Figura 2-1.
Se caracteriza por ser localmente invasivo, de crecimiento lento y escaso riesgo de
metéastasis, pero es considerado realmente letal sin un diagnostico rapido. Posee
capacidad de generar dafo tisular local extenso, lo que genera que su tratamiento

quirargico sea doloroso y a menudo desfigurante (Lobos B, et al., 2011).

El carcinoma basocelular posee mayor incidencia que el carcinoma escamoso y se
encuentra asociado a exposiciones cortas a la radiacion UV en el rango UVA, la cual esta
presente en la mayor cantidad de horas/dia haciendo que su diagndstico en la poblacion
se vea incrementado a nivel mundial (Cormane, et al., 2014). Este cancer prevalece en
personas de fototipo I: piel muy palida que casi siempre se quema, apenas se broncea y
suelen sufrir reacciones fotoalérgicas al exponerse de forma prolongada a la luz solar
directa y fototipo II: piel blanca, sensible y delicada, generalmente de cabellos rubios o
claros que al broncearse presentan reacciones fotoalérgicas en caso de exposicion

prolongada al sol (Lomas, et al., 2012).

El carcinoma escamoso o epidermoide es mas agresivo y posee mayor capacidad de
formar metéstasis, su incidencia es mas irregular que el de células basales y su aparicién

se asocia a la exposicion tanto a la radiacion UVA como UVB (Lang, 2006).

El cancer de piel es susceptible de un diagndstico temprano, por lo cual se debe instruir a
la poblacion sobre el alto riesgo que incurre por exponerse a la radiacién UV sin proteccion,
ademas de la realizacion de autoexamen de piel y la habituacion del uso de fotoproteccién

como estrategia preventiva (Sordo, et al., 2013; Lang, 2006).

2.2.2 Cancer de piel en Colombia

De acuerdo con las estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologia 2017, durante los
Gltimos afios en Colombia se han registrado 79381 casos nuevos de cancer, de los cuales
11780 (14.9 %) fueron casos nuevos de cancer de piel, siendo el melanoma el mas
prevalente en la poblacion de tercera edad de ambos sexos con una prevalencia de 46.6

% en hombres y 53.4 % en mujeres (Pozzobon, et al., 2018).
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En la Figura 2-2 se indica el nUmero de casos por cada 100000 habitantes de melanoma,
observando que los departamentos del pais con mayor incidencia estan sujetos a factores
medio ambientales, recreativos y econémicos, que inciden en la aparicién del cancer de
piel. Aunque el melanoma no lidera los indices de mayor mortalidad por cancer en el pais,
genera un alto gasto en el sistema de salud y perjudica la calidad de vida del paciente
debido a que su tratamiento es altamente invasivo, requiriendo quimioterapia o cirugia
(Pardo, et al., 2015; Fondo Colombiano de Enfermedades de alto Costo, 2017; Pozzobon,
et al., 2018).

Figura 2 - 2. Prevalencia por cada 100000 habitantes del cAncer melanoma en Colombia (Fondo
Colombiano de Enfermedades de alto Costo, 2017).

En el Plan Decenal de Salud Publica 2012-2021 se encuentran las iniciativas del gobierno
nacional para controlar el aumento de casos de CaPiel, el cual dispone como meta hiumero
19 de las dimensiones prioritarias en “salud ambiental: habitat saludable” que en el afio
2021 se implementard el sistema de control de riesgo frente a la exposicién a radiacion
solar ultravioleta (Ministerio de salud y proteccion social, 2010) como estrategia para la
prevencion del cancer de piel (Ministerio de Salud y Proteccién Social - Instituto Nacional

de Cancerologia, 2012).
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2.3 Efecto de |la exposicion a laradiacion UV en la piel
humana

La exposicion directa a la radiacion solar es uno de los factores mas agresivos para la piel
humana relacionado con su rango espectral electromagnético y energia que alcanza la
superficie terrestre, abarcando regiones del visible, infrarrojo y ultravioleta (UV). Esta ultima
se clasifica de acuerdo con su longitud de onda en 4 tipos: UV al vacio que contempla los
rangos de longitudes de onda menores a 200 nm, UVC entre 200 y 280 nm, UVB que se
encuentra entre 280 y 320 nm y el UVA entre 320 y 400 nm, que a su vez puede dividirse
UVA | larga (340-400 nm) y UVA Il corta (320-340 nm) (Figura 2-3) (Cockell, et al., 1999).
La radiacion solar terrestre esta constituida por un 5 % de radiacién ultravioleta, frente a
un 95 % de radiacion visible e infrarroja. Donde la radiacién UVA representa el 98 % del

total de la energia solar UV incidente en la piel humana.

| A | ELECTROMAGNETIC RADIATION | l Decreasing energy I =>
l Cosmic Rays I Y I x | uv | Vis | IR [ Radio frequencies I

---------------------- Solar radiation range ..----.'."""'----...._____
uvc uvB UVA Blue Green Red Infra Red |
180 280 320 380 650 >1000 nm

LR 2R 2R 2 ¥ (o]

ﬂ1 0% 30-40% @50%
Earth surface

Main biological effects on Epidermis (UVB target)
Cyclothymine (pyrimidines) dimers

6-4 photoproducts

Mutations and cell cycle disregulation

Main biological effects in dermis (UVA target)
Oxidative damages (ROS).
- - - - - Possible base modifications, abasic sites and DNA
-~ B 3 - Es X pats . Ty ‘AT“"f [ strand nicks.

= SR Eventual mutations due to ROS effects.

Figura 2 - 3. Radiacion solar que alcanza la superficie de la Tierra, la penetracion de la piel y sus
efectos bioldgicos. (A) Porcentaje aproximado (%) de la radiacién solar total que alcanza la
superficie de la Tierra para diferentes regiones de longitud de onda. (B) Penetracién en la piel de
UVB y UVA. También se mencionan las principales consecuencias celulares (Solano, 2020).

La exposicién excesiva a la radiacién ultravioleta (RUV) causa dafios en la piel a través de
dos mecanismos principales: directamente, a través de la absorcion de energia por las
biomoléculas e indirectamente a través de una mayor produccion de especies oxigeno
reactivas (EOR) y especies nitrégeno reactivas (ENR). Principalmente EOR como los
aniones superoxido, el perdxido de hidrégeno, los radicales hidroxilo, el oxigeno singlete y

los radicales perdxilo lipidicos subproductos de la vida aerébica, produciendo alteraciones
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en la permeabilidad de la membrana celular, fenébmenos de mutaciones, edema,

carcinogénesis y muerte celular (Dunaway, et al., 2018).

La radiacion ultravioleta UVA produce cambios en el colageno, altera la vascularizacion,
induce reacciones de fotosensibilidad y deshidratacion, generando piel seca y poco
elastica. Adicionalmente, produce la activacion de metaloproteinasas y aumento dramatico
en la produccion de especies oxigeno reactivas (EOR) que resulta en estrés oxidativo
(Figura 2-4) (Solano, 2020) que a su vez, estimula la liberacibn de citocinas
proinflamatorias y factores de crecimiento (especificamente el factor activador de proteina
1y el factor nuclear B) y de proteasas que degradan el colageno y fibras de elastina de la
matriz extracelular conduciendo a fotoenvejecimiento (Castafio - Amores, et al., 2018).
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Figura 2 - 4. Efectos de la radiacion ultravioleta en la piel. Representacion simplificada de los
efectos de RUV (UVA y UVB) en queratinocitos epidérmicos, ademas la formacion de especies
oxigeno reactivas (Solano, 2020).

Ademas, a través de la oxidacion de proteinas celulares, lipidos y bases del ADN induce
cambios epigenéticos como la transformacion de la 8-dihidroxi-2-deoxiguanosina que
altera genes de supresién tumoral como el p53 y la metilacion del ADN posiblemente

generadores de cancer (Zorrilla - Garcia, et al., 2004; Dunaway, et al., 2018), también
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inducen la activacion de vias de sefializacion que afectan la transcripcion génica, el ciclo

celular, la proliferacion y la apoptosis.

La radiacion UVB produce alteraciones de ADN celular por la formaciéon de dimeros de
pirimidina ciclobutano y glicoles de timina, atribuyéndosele efectos de inmunosupresion,
ademas de las transversiones de T - G del intermedio oxidativo 8-oxo-desoxiguanina (8-
ox0-dG) (Figura 2-5) que causan principalmente fotocarcinogénesis (Aguilera - Arjona, et
al., 2013). La radiacion UVC por el contrario tiene poder germicida y eritematégeno,
provoca descamacion, eliminando las capas protectoras ya melanizadas, sin embargo,
esta radiacion es filtrada casi en su totalidad por la atmésfera de la Tierra, por lo que no se
le atribuye efectos nocivos para la salud de los organismos vivos en general. Cabe
mencionar que, en los organismos fotosintéticos, el exceso de radiacion UVA y UVB causa

dafios en el aparato fotosintético mediante la fotoinhibicion (Giraldo, et al., 2014).
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Figura 2 - 5. Estructura quimica de las bases nitrogenadas del ADN alteradas por efecto de la
radiacién UV (Dunaway, et al., 2018).

Otros estudios afirman que las alteraciones por estrés oxidativo promueven la mayoria de
las carcinogénesis y, por lo tanto, la regulacion de los niveles de ERO es critica para el

mantenimiento de la homeostasis normal de la piel (Solano, 2020).
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2.3.1 Papel de los antioxidantes en la prevencion y tratamiento
del cancer de piel

La reduccién del estrés oxidativo por radiacién ultravioleta se puede lograr en dos niveles:
disminuyendo la exposicion a dicha radiacion y/o aumentando los niveles de defensa
antioxidante para eliminar las especies reactivas (Godic, et al., 2014).

Cuando se habla de la defensa antioxidante se hace referencia al sistema de proteccion
del metabolismo, que esta constituido por un grupo de sustancias que, al estar presente
en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen
significativamente el estrés oxidativo (Halliwell, 2012). Como sustrato oxidable se pueden
considerar casi todas las moléculas organicas que se encuentran en las células vivas:

proteinas, lipidos, hidratos de carbono y acidos nucleicos.

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar,
interactian mas rapido con los radicales libres del oxigeno en formacién y las especies
reactivas del oxigeno en un determinado microambiente, que puede ser la membrana

plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular (Venero - Gutiérrez, 2002).

Los antioxidantes se pueden clasificar en enzimaticos y no enzimaticos. Por ejemplo la
catalasa, la superéxido dismutasa, la glutation peroxidasa y citocromo-oxidasa, son
antioxidantes enzimaticos que a su vez son endbégenos pues se biosintetizan en el
organismo mientras que sustancias como la vitamina A, C, E, carotenoides, flavonoides,
antraquinonas, entre otros, son ejemplos de antioxidantes no enzimaticos que a su vez
pueden ser endégenos o exdgenos suministrados en la dieta (Zorrilla - Garcia, et al., 2004;
Kranner, et al., 2005).

Los mecanismos de accion de un antioxidante son: a) atrapamiento de radicales libres y/o
interrupcién de reacciones en cadena de propagacién oxidativa, mediante la estabilizacion
de radicales libres (Avello, et al., 2006); b) sacrificio de su propia integridad molecular para
evitar alteraciones de moléculas funcionalmente vitales o importantes en el metabolismo,
minimizando el dafio oxidativo; ¢) quelacion de metales libres en el medio celular que
desencadenen la formacién de especies reactivas (Avello, et al., 2006; Rodriguez - Perén,
et al., 2001; Nishigori, et al., 2004).
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Dentro de los mecanismos enddgenos de proteccion que tiene la piel para contrarrestar el
estrés oxidativo producidos por la RUV, esta en primer lugar la melanina un agente redox
producido por los melanocitos que absorbe los rayos UV, considerandose entonces la
primera linea de defensa frente al dafio del ADN en la superficie de la piel, eliminando
indirectamente las especies oxigeno reactivas formadas durante el estrés oxidativo
inducido por lo diferentes componentes de la RUV. Las cantidades de melanina en la piel
dependen del fototipo por lo cual, la melanina endégena en ocasiones no es suficiente para
proteger o prevenir totalmente el dafo, por lo tanto, el uso de fotoprotectores y/o
antioxidantes complementarios son esenciales para la fotoprotecciéon de la piel (Solano,
2020).

Se ha encontrado que varios productos de origen natural exhiben una potente capacidad
antioxidante que contrarresta el estrés oxidativo inducido por la RUV en la piel. Estos
productos ejercen sus efectos beneficiosos a través las vias mencionadas propiciando un

mayor interés en el area de las ciencias cosméticas y farmacéuticas (Solano, 2020).

2.3.2 Protectores solares como agentes preventivos de cancer de
piel
La piel estd expuesta continuamente, a diversos factores ambientales y patégenos, entre
los que encontramos radiacion ultravioleta, constituyéndose en la principal barrera de
proteccion en contra de estos (Wulf, et al., 2004). Si bien la capa de ozono estratosférico
filtra los rayos UVC mas dafiinos, la piel debe generar diversos mecanismos para la
proteccién en contra de la radiacion UVA y UVB, como, por ejemplo, el aumento del grosor
de la capa cérnea, que desvia aproximadamente el 5 % de la RUV que incide sobre la piel.
A nivel epidérmico contiene sustancias como el acido urocénico, la melaninay el triptéfano
gue son los principales fotoprotectores endogenos, siendo la melanina el factor de
proteccibn mas importante debido a su alta capacidad de absorcion de la RUV, y la

responsable del bronceado de la piel (Lang, 2006).

En la mayoria de los fototipos, la melanina endégena no es suficiente para una proteccion
total, especialmente en exceso de RUV. Por lo tanto, las moléculas fotoprotectoras deben
agregarse a los protectores solares comerciales para completar la capacidad de absorcion
de rayos UV y aumentar la fotoproteccion intrinseca del pigmento natural cutaneo (Godic,
etal., 2014).
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En la actualidad la proteccién de los seres humanos ante la excesiva radiacion UV, esta
orientada, en un primer nivel de proteccion, al uso de barreras fisicas, como por ejemplo,
prendas de vestir adecuadas, gafas de sol con filtros, sombreros, sombrillas, ventanas con
vidrios polarizados, entre otras, aunque estas siguen siendo de uso cotidiano, no son tan
efectivas para contrarrestar los dafios de la RUV (Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible, 2014), por lo que se emplean como segundo nivel de proteccién, productos
fotoprotectores aceptados por entidades reguladoras que son agentes que tienen la
finalidad de proteger la estructura y preservar la funcion de la piel humana contra el dafio
actinico. Estos contienen compuestos activos inorganicos y/o organicos que actiian como

pantallas fisicas o filtros quimicos (Mejia - Giraldo, et al., 2014).

Estos compuestos actian fundamentalmente de dos formas, desviando o reflejando la
radiacion ultravioleta o por el contrario absorbiéndola. Estas sustancias también tienen un
rango de operacion de acuerdo con la longitud de onda, trabajando en el UVA o UVB

(Tabla 2-1) y algunos de ellos abarcan la region infrarroja (Mishra, et al., 2011).

Tabla 2 - 1. Filtros UV organicos e inorganicos actualmente aprobados por la Administracion de
Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos para uso y venta libre.
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N
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Tabla 2 - 2. (continuacion) Filtros UV organicos e inorganicos actualmente aprobados por la
Administracién de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos para uso y venta libre.

Concentracion
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Tabla 2 - 3. (continuacion) Filtros UV organicos e inorganicos actualmente aprobados por la

Administracién de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos para uso y venta libre.

Ingrediente activo
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Tabla 2 - 4. (continuacion) Filtros UV organicos e inorganicos actualmente aprobados por la

Administracién de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos para uso y venta libre.

Concentracion

. . .. Cobertura
Ingrediente activo méaxima
permitida (%) espectral
CH; O
6 UVBYy
H,;C ~o UVA I
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metoxibenzofenona; benzofenona-
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\\
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Inorganicos A
Oxido £ . UVB, UVA
Oxido de Zinc 25 Ily UVA |

A pesar de que los fotoprotectores comerciales han ayudado a contrarrestar los efectos

nocivos de la RUV, en las uUltimas décadas han sido foco de controversia, pues el cancer

de piel sigue en aumento aun con el uso de ellos, ademas de que se les ha asociado con

problemas dérmicos por su uso excesivo (Rai, et al., 2012). Por ejemplo, algunos de los

filtros UV de naturaleza organica pueden ser fotoinestables promoviendo la formacion de

fotoproductos que alteran su espectro de absorbancia y merman su capacidad de

absorcion de la luz. Ademas, pueden generar dermatitis (Wong, et al., 2011; Saewan, et

al., 2015). Otros estudios reportan riesgo en su uso, ya que pueden conducir a la

disminucién de los niveles de vitamina D en nifios y adultos mayores por disminuir su
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biosintesis cutanea a partir de la provitamina D3 que es inducida por la radiacion UVB
(Maza Ramos, et al., 2015).

En cuanto los filtros fisicos que acttan formando una barrera o pantalla que refleja o desvia
la radiacion solar, su uso es mas amplio y con pocas restricciones ya que pueden
proporcionar proteccion frente a los UVA, UVB, luz visible e infrarroja. Ademas, es mas
raro que originen reacciones de tipo alérgico o irritativo, sin embargo, poseen problemas
de dispersion homogénea de la luz, efecto “mimo” en la piel por su aplicaciéon y no son
resistentes al agua entorpeciendo su efectividad (Giraldo, et al., 2014). Estos son particulas
minerales que necesitan una capa de aplicacion gruesa y se encuentran menos difundidos
en el mercado, las sustancias mas habituales empleadas son el di6xido de titanio y el 6xido
de zinc, otras menos frecuentes como el carbonato de calcio y magnesio, el 6xido de

magnesio y el cloruro de hierro (Duro - Mota, et al., 2003).

Con base en el consenso emergente de que la fotoproteccién de amplio espectro diaria,
durante todo el afio, es una estrategia clave y eficaz que asegura la prevencion y reduccién
de los efectos nocivos por exposicién a la RUV, se ha dirigido mucho esfuerzo hacia la
identificacion, el desarrollo y la optimizacion de fotoprotectores topicos o sistémicos que
prevengan y atenten el dafio solar. Teniendo como objetivo principal en ellos, una mayor
absorbancia con una cobertura espectral ampliada UVA/UVB, optimizacion de la
fotoestabilidad de los croméforos UV activos y finalmente un prolongado tiempo de

residencia en la piel con minima penetracion (Garrote, et al., 2008).

Adicionalmente los nuevos fotoprotectores deberian incluir moléculas con propiedades
antioxidantes, con el fin de incrementar el umbral antioxidante del organismo para
responder al estrés oxidativo generado por RUV (Rodriguez - Perén, et al., 2001). Las
sustancias antioxidantes mas utilizadas en preparados destinados a la piel son el 4cido
ascorbico representante de las moléculas hidrofilicas de caracter antioxidante. Gracias a
su potencial redox, participa en la regeneracion del derivado de vitamina E (a-tocoferol)
desde su forma oxidada; proceso que ocurre en la interfase de la membrana hidrolipidica
cuando se genera un radical libre y tocoferol que finalmente actian como coadyuvantes

de la actividad fotoprotectora (Castafio - Amores, et al., 2018).
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2.4 Hongos liquenizados

Los hongos liquenizados (HL) son organismos Unicos generados a partir de la asociacion
simbidtica mutualista entre uno o varios micobiontes heterétrofos, generalmente de tipo
Ascomicetos (y en pocas ocasiones Basidiomicetos, Deuteromicetos, Mastigomicetos o
Mixomicetos) y un fotobiontes (alga cloroficea o cianoficea) (Spribille, et al., 2016). Dicha
asociacion da origen a un cuerpo liquénico o talo con caracteristicas morfolégicas,
fisiologicas y bioquimicas definidas, que los hace organismos especiales en la flora del
mundo. En este mutualismo, el hongo genera los mecanismos necesarios para la
proteccion del alga, entre ellos, la biosintesis de metabolitos secundarios, ademas de ser
el que propicia la reproduccion; mientras el organismo fotosintético proporciona al hongo
alimento, vitaminas y una fuente de carbono para la biosintesis de dichos metabolitos
secundarios (Nash, 2008).

Anatoémicamente el cuerpo vegetativo del hongo liquénico o talo esta constituido en su
mayor parte por tejido fungico (hifas) que rodean las células algales como se observa en
la Figura 2-6. Cuando el hongo construye la mayor parte de los tejidos estructurales y forma
una serie de capas bien definidas (cortex superior, médula y cortex inferior) ademas de
gue las células del alga estan rodeadas por las hifas formando una capa (capa algal) por
debajo del coértex superior, se conocen como hongos liquenizados heterémeros. Por otro
lado, cuando los fotobiontes no forman una capa y esta distribuida por toda la seccion del
cuerpo vegetativo del talo se conocen como hongos liquenizados homémeros (Lara -
Carrio, 2015).

Su reproduccion puede ser sexual 0 asexual, siendo el viento, el agua o los animales los
principales vectores de dispersion. La reproduccion sexual se produce mediante esporas
gue dispersa Unicamente el micobionte y que de una vez necesitan ser incorporadas al

fotobionte para establecer la simbiosis (Walser, et al., 2005).
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Figura 2 - 6. a) Proceso de formacién de un hongo liquenizado. b) Seccién transversal del cuerpo
vegetativo (Lara - Carrio, 2015).

Los talos liquénicos son la caracteristica morfofisiologica que diferencia a estos
organismos de los hongos no liquenizados, clasificandolos en: crustaceos (talo en forma
de costra); escamosos (forma de escamas) compuestos 0 mixtos (formados por dos tipos
de talos: uno principalmente crustaceo o escamoso y raramente foliaceo, y uno secundario
de tipo fruticuloso o foliaceo); fruticoso (talos ramificados en forma de pequefios arbustos)
y folidceos o foliosos (talos en forma laminar) (Figura 2-7). Estos Ultimos, alcanzan mayor
grado de complejidad porque su talo puede ser homémero o heterémero, conduciendo a
una enorme diversidad de formas, organizacion y tamafio (Barreno - Rodriguez, et al.,
2003).
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Figura 2 - 7. Tipos de talos. A: escamoso; B-D-K-J: fruticoso; E-G: foliosos; F-H: crustaceos y C:
compuestos (Aguirre, 2006).

La mayoria de los HL son terrestres, aunque algunos habitan cerca de las caidas de agua
e incluso dentro de ella. Su tamafio varia mucho, desde pocos milimetros hasta varios
centimetros. Su crecimiento es bastante lento, debido a las condiciones medioambientales,
la baja tasa fotosintéticas y a la naturaleza genética, en ocasiones este disminuye cuando

se encuentran en cultivo (Chaparro De Valencia, et al., 2002).

Los HL crecen sobre diferentes sustratos tanto naturales como artificiales dado su alto
grado de adaptacion a las condiciones ecoldgicas extremas, entre ellas: incidencia de alta
radiacién ultravioleta, estrés oxidativo, climas extremos (frio o calor), diferentes altitudes,
presencia o ausencia de agua. Esto los ha convertido en una forma de vida predominante
en el 8 % de la superficie terrestre, en especial en zonas bastante inhdspitas como los
polosy las regiones de alta montafia, por ello se consideran organismos extremofilos y son
considerados como colonizadores de ecosistemas (Barreno - Rodriguez, et al., 2003;
Nash, 2008).

En la actualidad se han identificado mas de 20000 mil especies de liquenes en el mundo,
los cuales cumplen importantes funciones como mantener y evaluar el equilibrio en
diferentes ecosistemas terrestres e incluso acuaticos, por ejemplo, participan en la
regulacion del ciclo del agua y de la atmésfera por su alta capacidad de almacenar agua,
son vitales para la fijacion del nitrdgeno atmosférico; junto al musgo, son considerados los
primeros organismaos en colonizar la roca e iniciar procesos de erosion (formaciéon del

suelo), son bioindicadores de la calidad del aire, entre otras funciones biolégicas (Bernal,
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etal., 2016). Ademas, ayudan en la degradacion de las rocas, preparacion de sustrato para
el crecimiento de distintas plantas (vasculares y no vasculares) y principal fuente de
alimento de algunas especies de animales (Asplund, et al., 2017).

2.4.1 Hongos liguenizados en Colombia

El nimero total de especies de HL en Colombia es alrededor de 3600, siendo uno de los
paises con mayor riqueza en estos organismos en el mundo, con menos de la mitad (1674)
catalogadas (Lucking , et al., 2009b). La mayoria de las especies se registraron en los
Andes, mientras que el Caribe colombiano sigue siendo poco estudiados. Entre 1990 y
2015, 54 de 470 trabajos sobre la diversidad biolégica del Caribe colombiano se centraron
en la composicion floristica de los bosques estacionales secos, y entre ellos, solo cuatro
se centraron en HL (Aldana - Dominguez, et al., 2017). El Unico inventario reciente de HL
en laregién report6 215 especies de cinco localidades en los departamentos de La Guajira,
Cesar, Atlantico y Cérdoba. Para Atlantico, con base en ese estudio y el catalogo de
plantas y HL de Colombia, se conocen 27 especies, en contraste con mas de 700 para
Cundinamarca. En una evaluacion de briofitas y HL potencialmente amenazados en
Colombia (Aguirre, 2006), cinco especies se encuentran en peligro critico para el Caribe,
pero solo de la Sierra Nevada de Santa Marta, sin considerar los HL de bosque seco
(Sipman, et al., 2008).

Se reconocen 70 familias de las cuales tres son representativas del sistema geografico
andino la Parmeliaceae, Graphidaceae y Physciacea que constituyen cerca de la tercera
parte de la riqueza de HL reportada hasta el momento. De estas familias la Parmeliaceae
y Physiaceae estan presentes en ecosistemas de paramo con unas 75 y 12 especies
respectivamente (Aguirre, 2006). Sin embargo, el paramo contiene la quinta parte de los
hongos liquénicos reportados para el territorio nacional, variando la distribucién de las
familias debido al nivel altitudinal, por ejemplo, el porcentaje de riqgueza de la familia
Parmeliaceae es mas del 25 % en la region de paramo, patrén similar es observado para
la familia Cladoniaceae y Lobariaceae, mientras que para la familia Lecanoraceae el
porcentaje de rigueza disminuye. Para los géneros se observa un aumento de la riqueza
de especies de Cladonia y de Hypotrachyna en regiones altas y disminucién para las
especies del género Parmotrema (Rincén - Espitia, et al., 2011) como algunos ejemplos

cercanos.
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El paramo de Sumapaz es el mas grande del planeta, que ademas de ser una de las
fronteras naturales de la capital colombiana hacia el sur oriente, es una de las principales
fuentes hidricas del pais pues las caracteristicas de este ecosistema lo convierten en una
fabrica de agua de importancia crucial. Es ademas uno de los Parques Nacionales
Naturales de Colombia, condicion que refuerza su importancia y la necesidad de la
proteccion y conservacion de este imponente escenario natural, pues ademas de la belleza
de sus paisajes de paramo andino es hogar de especies Unicas de fauna y flora. Se ubican
por lo general, desde altitudes de aproximadamente 2700 m s. n. m. hasta los 4000 m s.

n. m.

El ecosistema de paramo entonces es considerado de gran diversidad en HL, que aun ha
sido poco explorado. Hasta la fecha se describen al menos 264 especies de hongos
liguenizados en paramos y todavia se informan nuevas especies. Este ecosistema se
considera un punto de acceso Unico para la biodiversidad de especies que se desarrollan
en regiones de gran altitud distinguiéndose por las variaciones extremas de temperatura
diaria, suelos acidos y pobres en nutrientes, lluvias intensas y alta radiacion UV (Licking,
et al., 2019).

2.4.2 Usos tradicionales

Estos organismos han sido utilizados por el ser humano desde la antigliedad, civilizaciones
como la China, la egipcia y otras comunidades europeas los consumian en sus diferentes
dietas, ejemplo de ello esta la Thamnolia vermicularis usada en China para la preparacién
de “snow tea” o té de nieve, llamado de esa forma por el color blanco del liquen,
Parmotrema perlatum, géneros de Cetrariastrum, Ramalina y Usnea utilizadas como
especias por los asiaticos. Animales como los renos y caribles consumen a las especies
Cladonia alpestris, C. arbuscula y C. rangiferina como fuente de carbohidratos durante el

invierno por su elevado contenido de polisacéaridos (lllana - Estebes, 2012).

Ademas, son fuente de colorantes debido a que sus metabolitos poseen alta afinidad para
tefiir fibras naturales, especies como Roccella sp, Xanthoparmelia chlorochroa y hoy en
dia utilizados en el papel indicador por su respuesta a los cambios de pH (Upreti, et al.,
2015). Especies como Evernia prunastri y Pseudevernia furfurdcea han sido utilizadas

como fijadores en perfumeria y como ingredientes de desodorantes, champus, jabones y
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cremas dentales, dada su capacidad antioxidante y antimicrobiana (Miller, 2001; Brodo,
et al., 2001)

Muchas de las especies liquénicas han sido ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional, para tratamiento de padecimientos como la dispepsia, trastornos respiratorios,
renales, cardiovasculares, dermatoldgicos y algunas infecciones. Por ejemplo, Usnea
barbata y otras especies de este género se han empleado para enfermedades del cabello
y como antipirético. Por su parte, Lobaria pulmonaria y Parmelia sulcata para
enfermedades pulmonares y Peltigera aphtosa y Ramalina conduplicans para tratar aftas
y como vermifugos. De igual modo, Parmelia saxatilis para la epilepsia, Letharia vulpina
para los malestares estomacales entre otros cientos de aplicaciones (lllana - Estebes,
2012).

Adicionalmente los HL tienen un importante papel como bioindicadores de lectura
inmediata de la contaminacion medioambiental, de los cambios climaticos y de la
estabilizacion del suelo, dada su capacidad de acumulacién de diversos contaminantes y
su resistencia o sensibilidad ante muchos de éstos (Hawksworth, et al., 2005). Se han
realizado muchos trabajos acerca de este tema en regiones templadas, pero tan solo en
algunos pocos casos las técnicas empleadas en este tipo de estudios han sido utilizadas
en los trépicos. La mayor parte de las investigaciones realizadas en los trépicos hasta la
fecha, se relacionan con la contaminacién ambiental y perturbaciones forestales, pero
estas han sido ejecutadas tan solo en algunos pocos lugares, y permanecen aun sin

realizar en la mayoria de las regiones tropicales (Rankovic, 2015).

2.4.3 Metabolitos secundarios de los hongos liquenizados y sus
propiedades bioldgicas

Los hongos liquenizados producen dos grupos principales de metabolitos: primario
(intracelular) y secundario (extracelular), estos ultimos son llamados sustancias liquénicas
o liguenoquimicos y son propiamente biosintetizados por el micobionte a través de diversas
rutas metabdlicas, siendo la mas destacada la ruta del acetato-polimalonato (Figura 2-8)
(Calcott, et al., 2018). Dichas sustancias se acumulan principalmente en las zonas externas
de la pared de las hifas de la medula, el cortex o la capa externa del fotobionte,
encontrandose en forma cristalina o en sélidos amorfos, la mayoria son incoloras. Hasta

el momento se han aislado mas de 1000 sustancias liquénicas, su biosintesis es compleja
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y esté influenciada de modos diversos por factores ambientales, como la luz, la exposicion
a los rayos UV, la altitud, las fluctuaciones de temperatura y la estacionalidad (Raggio, et
al., 2010).

En general, los hongos liquenizados se caracterizan por poseer un metabolismo
secundario muy activo, cuyos productos son principalmente compuestos fendlicos,
obtenidos por diversas vias, como las del polimalonato (fenélicos monoaromaticos,
dépsidos, dépsidonas y dépsonas), shikimato (ciclo péptidos y derivados del acido
pulvinico) y mevalonato (diterpenos, triterpenos y esteroides) (Figura 2-9), la cantidad de
metabolitos secundarios sintetizados varian habitualmente entre el 0.1 % y el 10 %, pero
a veces hasta el 30 % del peso seco del talo (Wolfgang , et al., 2011). Las clasificaciones
de las sustancias liguénicas basadas en rutas bioquimicas permiten conocer ciertos
mecanismos de adaptacién/respuesta lo que presenta gran interés no solo dentro del
conocimiento de la bioquimica evolutiva de estos organismos, sino también en la
biotecnologia, el campo farmacéutico y otros, dadas sus propiedades biolégicas (Boustie,

et al., 2005).
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Figura 2 - 8. Ruta sintética de los policétidos (Calcott, et al., 2018).



Capitulo 2 27

Las sustancias liquénicas son un conjunto muy heterogéneo de sustancias especificas
dada su biosintesis restringida a cada especie, presentan una alta diversidad estructural y
actividades biolégicas, lo que constituye un caracter importante en la taxonomia actual de
los hongos liquenizados (Barreno - Rodriguez, et al., 2003; Gémez - Serranillo, et al.,
2014).

Las funciones de las sustancias liquénicas varian y no estan totalmente establecidas, pero
se estima que son utilizadas como mecanismo de adaptacion y proteccion hacia el entorno
por ejemplo en contra de la ingesta por animales funcionando como insecticida o anti
herbivoros, en su mayoria son sustancias téxicas, actian como antimicrobiano del talo
contra bacterias, musgos y otros hongos, ademas cumplen funciones fisiolégicas como
aumentar la permeabilidad de las algas para la absorcién de agua y nutrientes 0 como
fitotoxicos y hay evidencia de que la produccion de ciertos metabolitos estimulada por las
condiciones ambientales como radiacion UV protegen al talo liquénico frente al estrés

oxidativo y los contaminantes (Brodo, et al., 2001; Aguirre, 2006).

Por otra parte, los metabolitos primarios como aminodacidos, proteinas, polialcoholes y
polisacéridos utilizados en las funciones metabdlicas directas cobran importancia
taxondmica en los hongos liquenizados debido a su restriccion a especies en especifico,
algunos ejemplos son los polisacéaridos galactomanosa, liqueninay la isoliquenina (Gémez

- Serranillo, et al., 2014; Mitrovic, et al., 2011; Woranovicz - Barreira, et al., 1999).

Las investigaciones in-vitro e in-vivo centradas en los liquenes en especial sobre sus
propiedades bioactivas, han logrado identificar que muchos de las sustancias liquénicas
presentan gran variedad de actividades biolégicas, especialmente para el tratamiento de
diversas enfermedades, reportando accién para la proteccién gastrointestinal, problemas
respiratorio, como antivirales, antibacterianas, antimicéticas, antiproliferativas,
fotoprotectoras entre otras, ademas su efecto benéfico generado por el consumo de
compuestos polifendlicos, fundamentado en su capacidad para secuestrar radicales libres
actuando como (antioxidante), justifica los efectos cardiovasculares y sus acciones
vasodilatadores, vaso protectoras, antitromboticas, antiateroscleréticas, antiinflamatorias,

antiapoptéticas, antitumorales y antipiréticas (Boustie, et al., 2005; Rankovic, 2015).
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Figura 2 - 9. Estructuras tipicas de los metabolitos secundarios de hongos liquenizados (Wolfgang
, etal., 2011).

2.4.4 Actividad antioxidante y fotoprotectora de liqguenoquimicos

En los ultimos afos, numerosos estudios sefialan la importancia de los liquenes en la
neutralizacion de radicales libres por diversos mecanismos de accidén. Ya que estos son
ricos en metabolitos secundarios, principalmente de tipo fendlico, que a su vez son bien
conocidos por sus propiedades antioxidantes (Behera, et al., 2006; Konasic, et al., 2011).
Se han evaluado mas de 75 especies, con mas de 65 metabolitos aislados en busca de
esta actividad, de las cuales la familia Parmeliaceae es la mejor estudiada, ya que es una

de las mas abundantes y extendidas (White, et al., 2014).

Por otra parte, la capacidad antioxidante aumenta en los liquenes que se encuentran
expuestos a condiciones ambiéntales adversas, por ejemplo, alta irradiacion y condiciones
de sequedad o humedad como el caso de aquellos que se desarrollan en alta montafia 0
polos. Dicha actividad generada en esas condiciones es de importancia, ya que durante
ciertos tipos de agresiones a los tejidos vivos se dan procesos de estrés oxidativo que

acenttan los dafios causados al organismo (Luo, et al., 2009).

Las sustancias liquénicas con mayor cantidad de estudios referentes a la actividad
antioxidante son dibenzofuranos como el acido Usnico; dépsidos como la atranorina,
cloroatranorina, acido everninico, el acido difractaico, acido descarboxithamnolico y el
acido lecandrico; dépsidonas como el 4cido estictico, acido lobarico, acido protocetrarico,
acido fumarprotocetrarico, acido estictico, acido salazinico y acido fisédico; compuestos
fendlicos simples como el metil orselinato y el 4cido orselinico, el hematomato de metilo,
el orcinol y el metil -orselinato, ejemplo de estos se encuentran en la Tabla 2-2 (Fernandez
- Moriano, et al., 2015).

Tabla 2 - 5. Sustancias liquénicas con capacidad antioxidante.

Estructura Mecanismo de acciéon Referencia

Neuroprotector in vitro
aumentando la supervivencia (De Paz, et al.,
de células expuestas a dafio | 2010; Valencia -
oxidativo por perdxido de Islas, et al.,
hidrégeno. Presenta reactividad 2007)
frente a estrés por ozono y
posee propiedades captadoras
de radicales libres.

acido Usnico
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Tabla 2 - 6. (continuacién). Sustancias liqguénicas con capacidad antioxidante.

Estructura Mecanismo de accion Referencia
CH; Ensayos in vitro muestran que
es un potente eliminador de | (Thadhani, et al.,
NO, indicando propiedades 2011)
captadoras de radicales libres.
HO OH
CH4
orcinol
Inhibe peroxidacion de lipidos in
vitro. (Jayaprakasha,
et al., 2000)

metil orselinato

CH; O
CH
HO OH

CHj
acido atrarico

CHy O
CH
o” ?
HO OH

Inhibe peroxidacion de lipidos in
vitro.

(Guveng, et al.,
2012)

atranorina

3

la peroxidacion lipidica.

CH; O
CH Posee poder captador de
o~ E radicales libres, inhibidor de | (Thadhani, et al.,
peroxidacion de lipidos, poder | 2011; Perico -
HO OH rt_aductor férrico, asi como Franco, et al.,
citoprotector de queratinocitos y | 2015a)
\‘o de ADN frente a dafio oxidativo.
hematomato de metilo
CH; 4 CH; Posee poder captador de
o OH radicales libres, es un
citoprotector 'y prooxidante. (Melo, et al.,
o Aumenta la supervivencia de | 2011; Valencia -
HO OH células expuestas a perdxido de Islas, et al.,
hidrégeno, genera aumento en 2007)
5, CHs O\CH

acido lecandrico

CH; O
o
HO OH \@g4
CH; OH

3

Posee poder
radicales libres

captador de

(Thadhani, et al.,
2011; Prashith
Kekuda, et al.,

2009)




Capitulo 2

Tabla 2 - 7. (continuacién). Sustancias liquénicas con capacidad antioxidante.

Estructura

Mecanismo de accién

Referencia

3

cloroatranorina

CH, O CH,
Cl o] OH
o]
HO OH H;C
CH CH O
T

Posee poder captador de
radicales libres.  Presenta
reactividad frente a estrés por
ozono.

(Valencia - Islas,
et al., 2007)

o
H.C
0 OH HO OH
.
HO o o)

acido descarboxithamnélico

o
i
ch/\/\/\
O
o OH Posee propiedades | (Konasic, et al.,
antioxidantes in vitro. A través 2011)
Ho o _=©| de la eliminacién de radicales y
| poder reductor.
OH
HsC
acido fisodico
OH O
HC Inhibe la infiltracibn  de
CH; © OH ngutr_éfilos en tejido mucoso _
gastrico mediante la (Bayir, et al.,
o cH disminucion de factores 2006)
3 prooxidantes ensayos in vivo y
HC. _CH, aumento las enzimas
O o antioxidantes.
CH,
acido difractaico
CHy; O
Posee poder captador de | (Konasic, et al.,
radicales libres y reductor | 2011; Tomovic,
OH .
férrico. et al, 2019;
HiC Arglello -
o OH Galindo, 2019)
acido everninico
Posee poder captador de
radicales libres y reductor | (Diaz - Santos,
férrico. 2008)




3 Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de Sumapaz,

Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel

Tabla 2 - 8. (continuacién). Sustancias liqguénicas con capacidad antioxidante.

Estructura

Mecanismo de accién

Referencia

Neuroprotector in vitro
aumentando supervivencia de
células expuestas a dafio
oxidativo por peroxido de

(De Paz, et al,
2010)

acido protocetrarico

hidrégeno.
HC o
Neuroprotector in vitro
cH aumentando la supervivencia | (De Paz, et al,
3 de células expuestas a dafio | 2010; Valencia -
oxidativo por perdxido de | Islas, etal., 2007)
hidrégeno. Presenta reactividad
o frente a estrés por ozono.
N
o]
acido salazinico
CH, O CH; Posee propiedades | (Rankovic, 2015;
5 ou antioxidantes in vitro. A través | Manojlovic, et al.,
de la captaciéon de radicales | 2012)
libres, la captaciéon de radical
o 5 2N superoxido y el poder reductor.
= o}
o} HO
acido norstictico
HO
s o Posee propiedades | (Manojlovic, et
o] CH antioxidantes in vitro. A través | al., 2012)
de la captacion de radicales
/o libres, la captacion de radical
HO 0 super6xido y el poder reductor.
. CHy OH
0

CHy o
O OH
o]
HO O
3

acido fumarprotocetrarico

Posee poder captador de
radicales libres y reductor
férrico.

(Kosani¢, et al.,
2014)
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Tabla 2 - 9. (continuacién). Sustancias liquénicas con capacidad antioxidante.

Estructura Mecanismo de accién Referencia
OH
o]
H4C
CH; O 5 Posee poder captador de | (Leal, et al,
radicales libres. 2018)
(o}
OH O—CH;,
HO OH
=
0

hypotrachynina B

Debido a las diversas adaptaciones de los hongos liquenizados a una amplia variedad de
condiciones extremas, especialmente a la radiacion ultravioleta, estos organismos han
desarrollado diferentes mecanismos de fotoproteccion, como son la dispersion de la luz, la
deteccion de radiacion, la disipacion térmica, la activacion de la defensa antioxidante y de
macromoléculas, ademas de la reparacion de la membrana, que dependen en gran medida
de la anatomia y morfologia del talo vegetativo (Nguyen, et al., 2013). Uno de los
mecanismos mas importantes en la proteccion de los HL es la produccién de compuestos
capaces de absorber radiacion UV, dentro de los cuales estan los compuestos fendlicos
(dépsidonas, despidos, difenil éteres), antraquinonas, xantonas o derivados de la ruta del
acido shikimico (calicina, micosporinas, scytonemina) depositdndose en las hifas, ya sea
en la corteza superior o en la médula interna y con una mayor acumulacion en las partes

superiores del talo (Boustie, et al., 2005).

Los compuestos con propiedades fotoprotectoras de los HL comparten funciones duales
ya que no solo cumplen funciones de proteccién contra la radiacion UVB si no también
contrarrestan el dafio foto oxidativo. Ejemplo de ellas estan las antraquinonas que
absorben en el rango UVB, ademas las xantonas y los derivados del acido pulvinico que
son protectores UVA, dentro de los filtros UV mas estudiados en los hongos liquenizados
esta atranorina, la panarina y sus compuestos clorados, el acido Usnico, parietina y la
calicina (un derivado del acido pulvinico) como se aprecia en la Tabla 2-3 (Boustie, et al.,
2005).

De todos los compuestos evaluados se destaca la calicina por su potencial fotoprotector,
debido a su relativa fotoestabilidad y a su carencia en producir fotodafio directo. Estos a

menudo se cristalizan en la superficie de las hifas, generando la primera linea de defensa
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contra la RUV (Nguyen, et al., 2013). Los hongos en simbiosis con cianobacterias han
demostrado la biosintesis de sustancia con propiedades fotoprotectoras, es el caso de las
micosporinas o aminoacidos tipo micosporina o sytonemina una alternativa prometedora
en el empleo de compuestos de absorcion de UV naturales, las cuales son moléculas
pequenias, incoloras, no cargadas, solubles en agua que presentan una alta fotoestabilidad
(Cruz Jiménez, 2018).

Cabe resaltar que, en los ultimos afios, diferentes estudios se han centrado en la actividad
fotoprotectora de las sustancias liquénicas, mencionan asi una variedad de compuestos
con dicha propiedad (Rojas, et al., 2015; Lohezic Le Dévehat, et al., 2013; Cruz Jiménez,
2018; Rankovic, 2015).

Tabla 2 - 10. Sustancias liquénicas con capacidad fotoprotectora.

Compuesto Referencia
Proteccién frente ala radiacién UVA
CH; O CH;,
cl 0 0
SCH;,
(Boehm, et al., 2009)
HO 0
Cl CH3
vicanicina
OH
CHy o
0] OH
HO 0 = \==0 (Le Dévéha, et al., 2013)
N (0]
© HO
acido salazinico
CH; 0O Cl
Cl 0 o
“CH,
HO o Cl (Boehm, et al., 2009; Rancan, et
S CHy al., 2002)
H,C” N0
1-cloropannarina
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Tabla 2 - 11. (continuacién). Sustancias liquénicas con capacidad fotoprotectora.

Compuesto Referencia

Proteccioén frente ala radiacion UVA

CHy o

CH;
o}
HC -
o OH HO OH (Rojas, et al., 2015)
N
HO O 0

acido descarboxithamnolico

CH;
H5C. (Ismed, et al., 2012)
0
o o}
HO o)
OH
HO OH
o
H,C™

lobarina

Proteccién frente ala radiacién UVB

o—"CHa
HN OH
0
(Torres, et al., 2004)
HO 0 0
HoN H
OH HO
collemina A

(Boehm, et al., 2009)

calicina
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Tabla 2 - 12. (continuacién). Sustancias liquénicas con capacidad fotoprotectora.

Compuesto Referencia
Proteccién frente ala radiacion UVB

CH, CH,

(Millot, et al., 2012)

-’ o 7
CH, O CH,
scencidina
i
© © OH
HiC o] cl
(Millat, et al., 2012)
(0] Cl CH4
H,C”
buellina
CHS o cl
Cl 0 o
“CH,
HO O Cl
Cl CHj (Millot, et al., 2012)
diploicina

CH3 O
o OH (Varol, et al., 2015)
o
HO OH
CH; OH

acido giroférico

OH O
HaC
CHy O° j@i\LoH
© CH3
HsCo _CH, (Nguyen, et al., 2013)
© o
CH,

acido difractaico




Capitulo 2

37

Tabla 2 - 13. (continuacioén). Sustancias liquénicas con capacidad fotoprotectora.

Compuesto

Referencia

Proteccioén frente ala radiacion UVB

(Nguyen, et al., 2013; Argdello -
Galindo, 2019)

CH; O
OH
H,C
o OH
acido everninico
OH
CH,
o]
OH CH,

(3R)-5-hidroximelleina

(Zhao, et al., 2017)

Proteccion frente a la radiacion UVA/UVB

CH,

I
0.__0O
o

H3C N

OH
HO

H;C
acido epiforelico Il

-~

CHj

(Boehm, et al., 2009; Rancan, et
al., 2002)

acido Usnico

(Boehm, et al., 2009; Rancan, et
al., 2002; Varol, et al., 2015;
Rojas, et al., 2015)
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2.5 Everniastrum cirrhatum

34

Figura 2 -10. Everniastrum cirrhatum (André , 2007).

2.5.1 Taxonomia

El género Everniastrum posee 7 especies: E. catawbiense (Degel.) Hale, E. cirrhatum (Fr.)
Hale, E. columbiense (Zahlbr.) Hale, E. fragile Sipm. spec. nov., E. planum Sipm. spec.

nov., E. sorocheilum (Vain.) Hale y finalmente el E. vexans (Zahlbr.) Hale.

E. cirrhatum (Fr.) Hale se encuentra en la Divisibn: Ascomycota, Subdivision:
Pezizomycotina, Clase Lecanoromycetes, Orden: Lecanorales, Familia: Parmeliaceae y
Género: Everniastrum. Es conocido también como Cetrariastrum cirrhatum, Parmelia

cirrhatum, Hypotrachyna cirrhatum y P. vermicularis Vain.

E. cirrhatum (Fr.) es un HL folioso con apariencia fruticulosa, que se caracteriza por I6bulos
lineales y laciniados de color gris, regularmente ramificado de forma dicotémica,
generalmente en espiral o incluso subtubular, su talo esta disminuido y esta ligeramente
unido al sustrato y colgando en la naturaleza, sus apicales tienen unas dimensiones 2 - 6
mm de ancho y 10 cm de largo como se observa en la Figura 2-10. Los apotecios en forma
de copa con disco fuertemente céncavo que se vuelven laminales después de 0.5 cm de
ancho, las margenes son inflexos con cilios de color negro y las esporas son grandes
(Aguirre, 2006).

El alga en asociacién es Trebouxie, alga unicelular de un color verde intenso, provista de
un inmenso cloroplasto, redondeada con paredes gruesas de 5-9 nandmetros de diametro
(Lima - Gerlanch, et al., 2013).
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2.5.2 Habitat y distribucién

La especie estd ampliamente distribuida en Europa, Asia-tropical, América del Norte
(incluyendo México), América del sur, Oceania e islas del pacifico (Melanesia, Micronesia
y Polinesia), en zonas tropicales montafiosas, aunque algunas de las especies estan
restringidas a zonas de neotrépico, referenciado por El Global Biodiversity Information
Facility (GBIF) (Figura 2-11). La mayoria de las especies que existen en Colombia se
encuentran alrededor de los 3000 y 3500 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m), proceden
de la Cordillera Oriental (Cocuy a Sumapaz), la Cordillera Central (Ruiz y Tolima), cerca
de ecuador la altitud es menor y probablemente la especie estd muy extendida todo por
los andes colombianos (Sipman, 1980).

Figura 2 - 11. Ubicacién Geogréfica del Everniastrum cirrhatum (EOL, 2015; GBIF, 2013). En

color amarillo y anaranjado, se indica su ubicacién.

Todas las especies de Everniastrum se encuentran generalmente entre cojines gruesos de
bridfitas, en lugares abiertos, en suelo y rocas, pero también como epifita en troncos, en
sitios bastante humedos, donde prevalecen la niebla y la lluvia durante la mayor parte del
afio. En Colombia tales sitios, se encuentran en bosques y paramos andinos superiores.
Por otro lado, la morfologia del talo es un rasgo adaptativo de estos taxones, dadas las
condiciones medioambientales en las que crecen, ya que los I6bulos estrechos y ciliados
mejoran la evaporacioén, permitiendo asi el liguen se seque periédicamente, mientras que
la reduccién de rizinas podria ser visto como un impedimento para la absorcién de agua

del sustrato (Yanez - Ayabaca, 2009).
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2.5.3 Usos tradicionales y propiedades medicinales

En los wusos y conocimiento tradicionales que se le han dado al
Everniastrum cirrhatum ha sido considerado como alimento empleandose como
aromatizante, especia y acompafiante de diversos platillos en diferentes comunidades
(Upreti, et al., 2015). También ha sido empleado con fines culturales en rituales o sacrificios
y se evidencia valor de lecho, valor estético y decorativo y valor etnoveterinario desde

milenios (Devkota, et al., 2017).

En la medicina tradicional se utiliza por su capacidad astringente, resolvente, laxante,
carminativo y afrodisiaco, Gtil en el sangrado de heridas y moretones. También se ha
empleado para tratamiento de la lepra, la bronquitis y la salivacion excesiva, ademas, se
le atribuyen propiedades antisépticas, antibacterial, antifingicas, cardio protectoras,
antiobesidad, anticancerigenas y antioxidantes (Pol, et al., 2017; Devkota, et al., 2017,
Kumar, et al., 2014).

2.5.4 Sustancias aisladas y reportadas

Para la familia Parmeliaceae a la cual pertenece la especie Everniastrum cirrhatum se han
reportado compuestos principales corticales correspondientes: atranorina, cloroatranorina,
acido Usnico e isousnico y liquexantonas, existen evidencias que estos compuestos tienen
un papel en la proteccion de la capa algal de la simbiosis contra la radiacién solar. Algunas
especies como la Parmelina swinscowii (Hale) han reportado la presencia de acido lobarico
(Sipman, 1980). Para la especie Everniastrum cirrhatum se han reportan pocos
compuestos dentro de ellos, los mayoritarios como el 4cido salazinico, al acido estictico,
la atranorina y en menor cantidad el acido giroférico, acido protoliquesterinico y el acido

atrarico como se observa en la Tabla 2-4 (Shukla, et al., 2016).

Tabla 2 - 14. Metabolitos secundarios reportados para Everniastrum cirrhatum.

Estructura Referencia
CH; © (Khanuja Singh, et al., 2005)
O/CHs
HO OH
CHj,
acido atrarico




Capitulo 2

41

Tabla 2 - 15. (continuacidén). Metabolitos secundarios reportados para Everniastrum cirrhatum.

acido salazinico

Estructura Referencia
CH; o (Shukla, et al., 2016;
o OH Sipman, 1980)
O
HO OH
CH; OH
acido giroférico
OH (Prashith Kekuda, et al.,
CH; o 2011; Shah, 2014)
) OH
HO o} 7 N\e==0
T (0]
© HO

CH
CH3 o 3
o OH
o
HO OH
S CH; ©
o) SCHs

(Prashith Kekuda, et al.,
2011; Shah, 2014)

acido protoliquesterinico

atranorina
CH3 o CHgy
o OH (Sipman, 1980)
H,C
3 \O 0 = N0
N (0]
o HO
acido estictico
o O (Prashith Kekuda, et al.,
= 2011; Shah, 2014)
HZC/ 0
HO




4 Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de Sumapaz,

Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel

3.Hipotesis

Considerando que las especies: Everniastrum cirrhatum, Peltigera neopolydactyla y Sticta
humboldtii son liquenes que crece en el paramo de Sumapaz, ecosistema sometido
constantemente a condiciones ambientales extremas incluida la alta radiacion ultravioleta,
es de esperar que sean fuentes de compuestos antioxidantes y/o fotoprotectores con

posible utilidad para la prevencion de cancer de piel.
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4.Materiales y métodos

El trabajo fitoquimico se realiz6 en el laboratorio 319 del Departamento de Farmacia y los
ensayos de actividad antioxidante y fotoprotectora en el laboratorio 126 del Departamento
de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia. Este trabajo fue financiado por la
Direccion de Investigacion y Extension de la Sede Bogota, Universidad Nacional de
Colombia, bajo el proyecto Hermes: 35978.

4.1 Seleccion de la especie objeto de estudio

4.1.1 Recoleccion

Los hongos liquenizados Peltigera neopolydactyla, Everniastrum cirrhatum y Sticta
humboldtii, fueron recolectados en el Parque Natural Sumapaz bajo las directrices técnicas
del OtroSi No.4 del Contrato Marco de Acceso de Recursos Genéticos y sus Productos
Derivados No.121 del 22 de enero de 2016 suscrito ante el Ministerio de Ambiente y
Desarrollo sostenible y la Universidad Nacional de Colombia. En la Tabla 4-1 se presenta

los datos de recolecta.

Tabla 4 - 1. Datos de recoleccién del material liquénico objeto de estudio.

geogréficas

074°14.801" O

074°14.353° O

Especie Everniastrum cirrhatum Peltigera neopolydactyla | Sticta humboldtii

Lugar Parque Nacional Natural Sumapaz. Laguna de Chisacéa Localidad 20
Sumapaz, Distrito Capital, Departamento de Cundinamarca, Colombia.

Coordenadas 04° 07.574" N 04° 09.233" N 04°07.920 " N

074°14.697 " O

Sustrato Corteza Musgo Corteza
Vegetacion asociada Musgo y hepaticas

Altitud (m s.n.m) 3832 3700 3834
Temperatura ambiental 2a8

promedio (°C)

Recolectores José L. Rojas y Norma A. Valencia

No COL 609190 609191 609192
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4.1.2 Operaciones previas a la preparacion de extractos

El material recolectado se lavé con agua destilada y se limpié manualmente, retirando
musgos, hepéticas, plantas o cortezas que le sirven como sustrato. Una vez limpio, se
coloco en charolas y se seco en estufa de aire circulante (no mayor de 45 °C; 5 dias). El

material seco se fragment6 en molino de discos hasta obtener un polvo fino.

4.1.3 Extraccion en pequefia escala

Una porcién (10 g) del hongo liquenizado pulverizado se extrajo con acetona por
maceracion asistida por ultrasonido (1 h) a temperatura ambiente. Los extractos
resultantes se filtraron y concentraron a presion reducida en rota evaporador, obteniéndose

los extractos secos.

4.1.4 Evaluacion preliminar de la actividad antioxidante
4.1.4.1 Cuantificacion del poder captador de radicales libres

Con la finalidad de seleccionar al hongo liquenizado que seria objeto de estudio, los
extractos acetonicos obtenidos en pequefia escala de las diferentes especies fueron
sometidos a la cuantificacion de su poder captador de radicales libres en el modelo del
radical DPPHe, de acuerdo con la metodologia de Brand Williams, et al., 1995, tal y como

se describe en la seccion 4.3.2.1.

4.1.5 Evaluacion preliminar de la actividad fotoprotectora

4.1.5.1 Cuantificacién de la actividad fotoprotectora frente a la radiacion
UVB através del factor de proteccion solar (FPS)

De manera adicional, a los extractos acetdnicos se les evalu6 su actividad fotoprotectora
determinando su Factor de Proteccién Solar (FPS) mediante la técnica espectrofotométrica

de Mansur, et al., 1986, tal y como se describe en la seccion 4.3.3.1

4.2 Estudio quimico de la especie objeto de estudio

4.2.1 Procedimientos generales experimentales

Para la obtencion y purificacion de los compuestos se emplearon métodos fitoquimicos

convencionales de cromatografia en columna (CC) abierta y tipo flash; cromatografia en
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capa fina (CCD) analitica y preparativa (CCDP); cristalizacion y recristalizacion. La CC
abierta fue realizada sobre gel de silice 60 (0.063-0.200 mm, Merck). La cromatografia en
capa delgada se llevé a cabo sobre cromatofolios de aluminio (gel de silice 60 F 254, 0.25
mm, Merck) y la CCD preparativa se realizé sobre cromatoplacas de vidrio cubiertas por
gel de silice (60 F 254, Merck) hechas a mano. El monitoreo del fraccionamiento y
separacion se verificé por cromatografia CCD mientras que la pureza de los compuestos
se verifico por cromatografia CCD uni y bidimensional en al menos 3 sistemas de elucién
diferentes y por el punto de fusién. Los agentes reveladores utilizados fueron: luz UV (A
254 nm), yodo sublimado; acido sulfarico (10 % més calentamiento a 100 °C); solucion de
vainillina (1 %) en acido orto-fosférico y resorcinol segun la necesidad. En la Tabla 4-2 se
presentan las fases moviles utilizadas para la elucién de las CCD (Huneck, 1999; Orange,
et al., 2001).

Tabla 4 -2. Sistemas de elucion para cromatografia en capa delgada para liqguenoquimicos.

Sistema Disolventes Proporcion
Fase A tolueno:dioxano:éacido acético 90:25:4
Fase C tolueno:acido acético 185:15
Fase G tolueno:acetato de etilo:acido formico 139:83:8

Fase P* cloroformo:acetona:metanol:acido 50:20:17: 55

acético:agua

Fase Q* acetona:diclorometano:metanol 4:4:1

Fase S* H2O:n-butanol:acido acético 5:12:3

*Nombres opcionales para las fases utilizadas.

Los puntos de fusion fueron determinados en un fusiometro Bichi SMP-20 y no estan
corregidos. Los espectros de infrarrojo (IR) se tomaron en pastilla de bromuro de potasio
(KBr) en un espectrofotometro infrarrojo compacto basado en transformadas de Fourier
IRAffinity-1S (Shimadzu) y fueron procesados mediante el programa IRsolution. Los
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrégeno y de carbono se
adquirieron en un espectrofotdmetro Bruker Avance 400, empleando como referencia
tetrametilsilano (TMS) y alguno de los siguientes disolventes deuterados: CHCI3(99.8 atom
% de) y DMSO (99.8 atom % ds). Los espectros fueron procesados mediante el programa
MestreNOVA V6.0.2-5475 en version de prueba (Mestrelab Research, 2009).
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Los reactivos empleados fueron grado analitico: &cido acético (AcOH), &cido férmico
(HCOOH) y al igual que los disolventes: cloroformo (CHCIs , 99.0 %), éter etilico (99.7 %),
dioxano (99.2 %), metanol (MeOH, 99.5 %) (Merck); acetato de etilo (AcOEt, 99.5 %),
diclorometano (DCM) , 99.0 %), n-hexano (n-hex, 95.0 %), tolueno (tol, 99.5 %)
(Mallinckrodt), acetona (Me,CO, 99.0 %) y etanol (EtOH, 96.0 %). Los reactivos empleados
para las pruebas de coloracion del talo liquénico con fines de confirmacién taxonémica
gue, a su vez indicativo de la presencia de diversos grupos liquénicos, se muestran en la
Tabla 4-3.

Tabla 4 - 3. Reactivos de coloracién para talo liquénico con fines de identificacion taxonémica
(Orange, et al., 2001).

: . . L Grupo de
Reactivo Composicion Coloracion positiva liguenoquimicos
presente
C - . . Cromonas, xantonas
Solucién acuosa saturada de | rosado, rojas, naranjas dib f
hipoclorito de sodio o verdes IbENZOTUranos y
dépsidos
K Solucién acuosa de hidréxido | amarillo hasta el rojo o | Dépsidos, dépsidonas
de potasio (10-25 %) pardo. y quinonas
p-fenilendiamina (1 g), sulfito
Pd de sodio (10 g), agua (100 amarilla que se torna Dépsidos y
mL) y detergente liquido rojizo dépsidonas
comercial (40 gotas).
FeCls Solucién de cloruro férrico café intenso OH fendlico.

4.2.2 Confirmacion de laidentidad taxonOmica de la especie
objeto de estudio

Una vez seleccionado el Everniastrum cirrhatum como especie objeto de estudio, su
identidad taxon6mica fue corroborada empleando las claves taxonémicas de Sipman, et
al., 1982 determinando la consistencia de las caracteristicas morfolégicas, anatémicas y
guimicas del talo con las indicadas en claves. Este proceso fue realizado por el MSc.
Roberto Davila Villamizar, director de la Fundacion para el Estudio de la Biodiversidad en
Colombia (FUNBIOCOL) (Tabla 4-4). Cabe mencionar, que una muestra de referencia del
hongo liquenizado reposa en el Herbario Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales

de la Universidad Nacional de Colombia con el nUmero COL 609190.
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Tabla 4 - 4. Caracteristicas morfoldgicas y de coloracién de talo de Everniastrum cirrhatum para
confirmacion de su identidad taxonémica.

28 &

Everniastrum cirrhatum (André , 2007)

Liguen foliaceo, corticola, de talo aplanado y ramificado
dicotbmicamente, corteza superior de color blanco,

Morfologia variablemente isidiada, con o sin cilios marginales, su corteza
inferior marrén o negras, con o sin rizinas. Sus apotecios poco
frecuentes, esporas elipsoidales.

Taxénomo MSc. Roberto Davila
Reactivos: K*

Pruebas de coloracién del Pd*
talo FeCls*
Familia Parmeliaceae Especie Everniastrum cirrhatum (Fr.) Hale ex Sipman

4.2.3 Extraccion a mayor escala del hongo liquenizado objeto de
estudio

Everniastrum cirrhatum (100 g) seco y molido se extrajo con acetona por maceracion
asistida por ultrasonido (8 ciclos x 1 h) a temperatura ambiente. El extracto resultante se
filtr6 y concentr6 a presion reducida en rota evaporador, obteniéndose el extracto seco

color gris-verdoso (11.436 g).

4.2.4 Fraccionamiento del extracto

El extracto acetonico de E. cirrhatum (9.436 g) se sometié a particion liquido-liquido
utilizando disolventes de baja, media y alta polaridad. Inicialmente se suspendié en agua
(500 mL) y se extrajo sucesivamente con n-hexano (3 x 200 mL), éter etilico (3 x 200 mL)
y acetato de etilo (3 x 200 mL). Las fases fueron evaporadas al vacio dando lugar a la fase
de n-hexano (FI), éter etilico (FIl) y acetato de etilo (FlIl). La fraccién acuosa se evapord y

se lavo por suspension con acetona, filtrando al vacio dando lugar al filtrado que constituy6
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la fraccion acetonica (FIV) y a la fase acuosa (FV) que quedo retenida en el filtro. (Tabla

4-5)

Tabla 4 - 5. Fraccionamiento primario por particion liquido-liquido
del extracto acetdnico de Everniastrum cirrhatum.

Disolvente Peso final (g)
Fl 0.1550
Fll 0.9886
Fll 0.4156
FIV 0.4617
FVv 0.8036

4.2.5 Aislamiento y purificacion de compuestos
En las figuras 4-1a y 4-2a, se muestra el esquema de aislamiento y purificacién de
compuestos llevado a cabo en este trabajo.

CHy O

(100,g) del material liquénico P

CH
0”3

“ CC m—’ 4cido atrérico (3)
HO OH

11436 g Ext “ . FI-9 e f
(C :

— i W /]
—_— - 0
HO
T CH 0 CHy
icido salazinico (1)
HiC 0 OH HO " o
0
| CCOP
Ho OHH,C 0
b Ll ¢
NS CH, O
0 AR

pseudociferalina a (2)

Figura 4 - 12. Aislamiento y purificacion de compuestos de E. cirrhatum.
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(100 g) del material liguénico

4cido dsnico (5)
| - ey
11.436 g Extracto m—cc_’m_ « m

<

cC Flv-1 N ccop
o g CH
0. OH
Sélido blanco CCDP
3.8846 ¢ m_ HO OH ?
\O H O\CH;

atranorina (4)

Figura 4 - 22, Aislamiento y purificacion de compuestos de E. cirrhatum.
4.2.5.1 Obtencion de acido salazinico (1)

Durante la extraccion, precipitdé un sdlido color grisaceo (3.8846 g) que se lavd por
suspension y posterior filtracion con CHCI; (10 mL), AcOEt (10 mL) y DCM (10 mL). Los
liguidos de lavado se evaporaron a sequedad dando origen a tres fracciones de lavado: LI
(10 mg), LIl (58.9 mg) y LIl (149.0 mg), respectivamente. El sélido resultante (S) (3.1966
g), se recristalizé con una mezcla Me,CO:H,O (2:1) conduciendo a la obtencién de un
sélido amorfo de color blanco (3.1366 g), medianamente soluble en Me,CO y totalmente
soluble DMSO. Pf. (°C): 255 (descomposicion). IR (KBr) Vmax (cm™* ): 3576 y 3298 (OH),
1774 (C=0), 1743 (C=0), 1662 (C=C), 1558 (C=C), 1438 (C=C), 1261 (C-0), 1199 (C-0),
1080 (C-0); RMN *H (400 MHz, DMSO de) (ppm): 2.45 (3H, s, CH3-9), 4.65 (2H, s, -CH>-
8", 6.81 (1H, s, H-5), 6.88 (1H, s, H-9’), 8.30 (1H, s, OH-8’), 10.44 (1H, s, CHO-8); RMN
13C (101 MHz, DMSO ds) (ppm): C-1: 112.4, C-2: 164.0, C-3: 111.1, C-4: 164.4, C-5: 117.8,
C-6: 152.75, C7:160.7, C-8: 198.2, C-9: 21.8, C-1": 111.1, C-2": 153.2, C-3: 123.8, C-4":
148.5, C-5: 138.4, C-6": 137.7, C-7’: 166.4, C-8": 53.1, C-9: 95.3. (Espectros 9-1 a 9-3,
Anexo). Esta sustancia fue identificada como &cido salazinico por comparacién de sus
datos espectroscépicos con los reportados por la literatura (Huneck, 1999; Eifler - Lima, et
al., 2000).
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Mayor cantidad de acido salazinico se obtuvo de la siguiente manera: La fraccion primaria

etérea (FIl) (0.9886 g) fue sometida a CC abierta sobre gel de silice (50 g) eluyendo por
gradiente de polaridad con mezclas de n-hex:itol (100:0 — 0:100), tol:CHCI; (100:0
—0:100), CHCI3:AcOEt (100:0 — 0:100), AcOEt:DCM (100:0 — 0:100), DCM:Me,CO
(100:0— 0:100), M>CO:MeOH (100:0 — 0:100), MeOH (100), obteniéndose 183 fracciones
(2.0 mL) (Tabla 4-6), que fueron agrupadas en 9 fracciones combinadas, segun su similitud

en CCD en fase movil Cy G.

Tabla 4 - 6. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién primaria etérea

(FII).

= - . . Fracciones Peso
ase movil Proporcién Fraccion . Clave
combinadas (mQ)
n-hex 100 1-5
n-hex:tol 50:50 6-30 1-12 Fll-1 16.1
n-hex:tol 25:75 31-43
tol 100 44-50 13-18 Flil-2 6.5
tol:CHCls 50:50 51-56 19-38 FlI-3 16.4
CHCIs 100 57-76 39-42 Fll-4 235
CHCI3:AcOEt 50:50 77-99
CHCI=ACOEt 25:75 100-116 43-64 FIl-5 15.6
AcOEt 100 117-127 65-82
ACOEt:DCM 50:50 128-134 Fil-6 175.9
AcOEt:.DCM 25:75 135-143
DCM 100 144-150 83-104 Fil-7 123.0
DCM:MeOH 50:50 151-158 105-132 Fl1-8 328.0
DCM:MeOH 25:75 159-165 133183 F11-9 166.5
MeOH 100 166-183

De manera paralela, la fraccién primaria de acetato de etilo Flll (0.4156 g) se sometié a

CC tipo flash sobre gel de silice (20.75 g), eluyendo por gradiente de polaridad con mezclas
de n-hex:tol (100:0 — 0:100), tol:AcOEt (100:0 — 0:100), AcOEt:DCM (100:0 — 0:100),
Me.CO:MeOH (100:0 — 0:100) y MeOH (100),

obteniéndose 113 fracciones (100 mL), que fueron agrupadas en 10 fracciones

DCM:Me,CO (100:0 — 0:100),

combinadas (Tabla 4-7), segun su similitud en CCD en fase mévil Cy G.
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Tabla4 - 7. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccion primaria de acetato
de etilo (FIII).

Fase movil Proporcion Fraccién Fracc_lones Clave Peso
combinadas (mQ)
n-hex 100 1-4
n-hex:tol 50:50 5-8 1-8 FlIl-1 18.5
n-hex:tol 30:60 9-13
n-hex:tol 2575 14-17 9-25 Eill2 13.5
tol 100 18-28
tol:AcOEt 60:30 29-34 26-29 Flll-3 6.8
tol:AcOEt 25:75 35-45 30-37 Flll-4 9.6
AcOEt 100 46-49
AcOEt:DCM 60:30 50-57 38-49 Fill-5 25.6
AcOEt:DCM 25:75 58-71 50-64
DCM 100 72-75 FIil-6 21.8
DCM:Me2CO 60:30 76-79
DCM:Me2CO 25:75 80-88 65-71 Fill-7 12.3
Me2CO 100 89-98 72-79
Me2CO:MeOH 60:30 99-103 80-89
116.4
90-95 FII-8
Me2CO:MeOH 25:75 104-108 96-99
100-105 FII1-9 48.9
MeOH 100 109-113 106-113 FIlI-10 65.4

La reunién y recristalizacién posterior de las fracciones FlI-9 (166.5 mg) (Tabla 4-6) y FllI-
8 (116.4 mg) (Tabla 4-7) de mezcla Me,CO:H-0 (2:1) condujo a la obtencién de una mayor
cantidad de acido salazinico (200.0 mg) (Figura 4-1a).

4.2.5.2 Obtencion de la pseudocifelarina A (2)

El residuo del lavado LIl (58.9 mg) se sometié a cromatografia en capa delgada preparativa
(CCDP) sobre gel de silice en fase C (Figura 4-1a). Este proceso condujo a la obtencién
de un solido amorfo de coloracién rosado (18.4 mg) medianamente soluble en CHCI; y
AcOEt y altamente soluble en DCM. Pf (°C): 162-164. IR (KBr) Vmax (cm? ): 2924 (H-C,
sp3), 1654 (C=0), 1577 (C=C), 1438 (C=C o CHa), 1253 (C-0), 1172 (C-0O), 1118 (C-0),
1076 (C-0); RMN *H (400 MHz, CHCI; ds) (ppm): 2.09 (3H, s, CHs-8’), 2.11 (3H, s, CHs-
10’), 2.21 (3H, s, CH3-10), 2.50 (3H, s, CHs-9’), 2.73 (3H, s, CH3-9), 4.01 (3H, s, 7-
COOCHg), 10.40 (1H, s, CHO-8), 11.14 (1H, s, HO-2), 12.41 (1H, s, HO-2), 13.10 (1H, s
,HO-4). RMN C (101 MHz, CDCl; d¢): C-1: 102.8, C-2: 166.9, C-3: 107.9, C-4: 166.1, C-
5:118.2, C-6: 151.5, C-7: 169.7, C-8: 193.7, C-9: 10.8, C-10: 13.2, C-1": 116.1, C-2": 158.9,
C-3:111.8, C4: 150.1, C-5: 120.5, C-6: 137.6, C-7: 172.1, C-8: 9.7, C-9": 18.9, C-10":
20.5, C-7-COOMe: 52.3. (Espectros 9-5 a 9-7 Anexo). Esta sustancia fue identificada como
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pseudocifelarina A por comparacion de sus datos espectroscopicos con los reportados por

la literatura (Huneck, 1984; Huneck, 1999).

4.2.5.3 Obtencidn del acido atréarico (3)

La fraccién primaria de n-hexano (FI) (0.155 g) se sometié a CC abierta sobre gel de silice
(8.0 g) eluyendo por gradiente de polaridad con mezclas de n-hex:tol (100:0 — 0:100),
tol:CHCI; (100:0 — 0:100), CHCI3:AcOEt (100:0 — 0:100), AcOEt:DCM (100:0 — 0:100),
DCM:Me,CO (100:0 — 0:100) y Me.CO-MeOH (100:0 — 0:100), obteniéndose 185
fracciones (2.5 mL), que fueron agrupadas en 8 fracciones combinadas (Tabla 4-8), segun

su similitud en CCD en sistemas C y G.

Tabla 4 - 8. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccion Fl.

Fase movil Proporcion Fraccién Fracqiones Clave Peso
combinadas (mQ)
n-hex 100 1-5
n-hex:tol 80:20 6-10
n-hex:tol 70:30 11-24 144 Fl-1 412
n-hex:tol 50:50 25-34
n-hex:tol 30:70 35-39
n-hex:tol 20:80 40-44
tol 100 45-49
tol:CHC3 80:20 50-57 a5l FI-2 7.0
tol:CHCIs 50:50 58-64
tol:CHC5 30:70 6571 72-79 FI-3 20.2
tol:CHCIs 10:90 72-79
CHCls 100 80-88 80-89 Fi-4 16.1
CHCIz:AcOEt 80:20 89-97
CHCI=:ACOEt 70:30 98-107 90-106 FI-5 33.4
CHCI3:AcOEt 50:50 108-116
ACOEt 100 117-122 107-120 FI-6 6.5
AcOEt:DCM 70:30 123-128
ACOELDCM 50:50 129-136 121-149 FI-7 10.0
AcOEt:DCM 30:70 137-146
DCM 100 147-153
DCM:Me2CO 50:50 154-160
Me>CO 100 161-167 150-185 k-8 175
Me2CO:MeOH 50:50 168-174
MeOH 100 175-185
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La fraccion FI-1 (41.2 mg) se sometié a CCD preparativa en sistema n-hex:CHClIs (10:90).
Este proceso permitié obtener un sélido cristalino color amarillo claro (9.64 mg), soluble en
CHCls, ACOEt y DCM. Pf (°C): 130-132 °C. IR (KBr) Vimax (cm™ ): 2924 (C-H sp3), 1639
(C=0), 1600 (C=C), 1500 (C=C), 1450 (C-H sp3), 1273 (C-0), 1195 (C-0), 1161 (C-0),
1111 (C-O), 1033 (C-O); RMN H (400 MHz, CHClIs ds) (ppm): 2.12 (3H, s, CHz-8), 2.48
(3H, s, CH3-9), 3.94 (3H, s, -COOCHj3), 6.23 (1H, s, H-5), 12.05 (1H, s, OH-2). RMN 3C
(101 MHz, CHClI3 ds) (ppm): C-1: 105.2, C-2: 158.1, C-3: 108.5, C-4: 163.1, C-5: 110.5, C-
6:140.1, C-7: 172.6, C-8: 7.6, C-9: 24.0, -COOCHSs: 51.7. (Espectros 9-10 a 9-12 Anexo).
Esta sustancia fue identificada como &cido atrarico por comparacion de sus datos
espectroscopicos con los reportados en la literatura (Huneck, 1999; Ahad , et al., 1991).
Adicionalmente, la fraccién FlI-5-2 contuvo mayor cantidad de este compuesto (1.96 mg)
(Tabla 4-11), (Figura 4-1a).

4.2.5.4 Obtencion de la atranorina (4)

El residuo del lavado LIII (149.0 mg) se sometié a cromatografia en capa fina preparativa
(CCDP) en sistema C, obteniéndose un sélido cristalino incoloro (85.7 mg); medianamente
soluble en CHCIs;, AcOEt y altamente soluble en DCM. Pf (°C): 176-178. IR (KBr) Vmax
(cm?): 2931 (H-C sp3), 1654 (C=0), 1581 (C=C), 1450 (C=C o CHs), 1408 (C=C o CHj),
1357 (CHs), 1273 (C-0), 1168 (C-0), 1107 (C-O), 1076 (C-O); RMN H (400 MHz, CHClI;
ds) (ppm): 2.12 (3H, s, CH3s-8’), 2.71 (6H, s, CH3-9, CH3-9’), 4.0 (3H, s, 7- COOCHs3), 6.43
(1H, s, H-5), 6.54 (1H, s, H-5’), 10.38 (1H, s, CHO-8), 11.95 (1H, s, HO-2"), 12.52 (1H, s,
HO-2), 12.57 (1H, s, HO-4). RMN *3C (101 MHz, CDCls dg) (ppm): C-1: 102.8, C-2: 169.1,
C-3: 108.5, C-4: 167.0, C-5: 112.8, C-6: 152.4, C-7: 169.7, C-8: 193.8, C-9: 25.5, C-1":
116.8, C-2": 162.8, C-3: 110.3, C-4: 152.0, C-5": 116.0, C-6": 139.8, C-7": 172.2, C-8’: 23.8,
C-9: 9.3, C-7-COOCHs;: 52.3. (Espectros 9-14 a 9-16 Anexo). Esta sustancia fue
identificada como atranorina por comparacion de sus datos espectroscépicos con los

reportados por la literatura (Huneck, 1999; Nasser, et al., 2009).

Cantidad adicional de atranorina se obtuvo de la siguiente manera: La fraccion primaria
acetdnica FIV (0.4617 g) se sometié CC tipo flash sobre gel de silice (16.0 g), eluyendo
por gradiente de polaridad con mezclas de n-hex:tol (100:0 — 0:100), tol:AcOEt (100:0 —
0:100), AcOEt:DCM (100:0 — 0:100), DCM:Me.CO (100:0 — 0:100), Me>CO:MeOH (100:0
— 0:100), MeOH (100) obteniéndose 118 fracciones (2.5 mL), que fueron agrupadas en

11 fracciones combinadas (Tabla 4-9), segun su similitud en CCD en fase movil Cy G.
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Tabla 4 - 9. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccion primaria acetonica
(FIV).

Fase movil Proporcion Fraccién Fracc_lones Clave Peso
combinadas (mQ)
n-hex 100 1

n-hex:tol 25:75 2-16 1-18 FIV-1 27.1
tol:AcOEt 50:50 17-37 19-26 FIVv-2 16.0
Tol:AcOEt 25:75 38-54 27-29 FIV-3 16.4
AcOEt 100 55-72 30-39 FIvV-4 27.7
AcOEt:.DCM 75:25 73-76 40-59 FIV-5 98.8

AcOEt:DCM 50:50 77-80
AcOEt:DCM 25:75 81-85 60-69 FIV-6 52.9

DCM 100 86-89
Me2CO 100 90-93 70-79 FIv-7 15.5
Me2CO:MeOH 50:50 94-97 80-85 FIVv-8 10.26
86-90 FIV-9 12.6
Me.CO:MeOH 75:25 98-102 91-96 FIV-10 15.8
MeOH 100 103-118 97-118 FIV-11 25.6

La fraccion FIV-1 (27.1 mg) se sometié a CC abierta sobre gel de silice (1.5 g), eluyendo
por gradiente de polaridad con mezclas de disolventes n-hex:CHCI; (100:0 — 0:100) y
DMC:Me,CO (100:0 — 0:100) (Tabla 4-10), obteniéndose 14 fracciones (1 mL), que se

reunieron en 4 fracciones combinadas segun su similitud en CCD en sistema C y G.

Tabla 4 - 10. Cromatografia en columna abierta sobre de gel de silice de la fraccion FIV-1.

Fase mévil Proporcién Fraccion Fracc_lones Clave Peso (mg)
combinadas

n-hex:CHCls 75:25 1-6 1-3 FIv-1-1 0.9
n-hex:CHCls 50:50 7-8 4-8 FIv-1-2 23.1
n-hex:CHCls 25:75 9-10

CHC 100 11 9-11 FIV-1-3 0.85

DCM 100 12

Me2CO 100 13-14 12-14 FIV-1-4 0.95

La CCDP de la fraccion FIV-1-2 (23.1 mg) en sistema n-hex:AcOEt:HCOOH (34:4:1)
permitié la obtencién de cantidad adicional de atranorina (10.5 mg). Por otro lado, la
fraccién secundaria FlI-5 (15.6 mg) proveniente del fraccionamiento de la fraccion primaria
etérea Fll (Tabla 4-6), se sometié a CC sobre gel de silice (1.0 g), eluyendo por gradiente
de polaridad con mezclas de disolventes n-hex:tol (100:0 — 0:100), tol:AcOEt (100:0 —
0:100), AcOEt:DMC (100:0 — 0:100) y DCM:Me.CO (100:0 — 0:100) (Tabla 4-11),
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obteniéndose un total de 30 fracciones (1 mL), que se reunieron en 6 fracciones

combinadas segun su similitud en CCD fase movil Cy G.

Tabla 4 - 11. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién FlI-5.

L L . Fracciones Peso
Fase movil Proporcion Fraccion . Clave
combinadas (mQ)
n-hex 100 1-3 1 FllI-5-1 1.35
n-hex:tol 50:50 4-6 2-5 Fll-5-2 1.96
n-hex:tol 25:75 7-9
tolueno 100 10-12 6-18 FlI-5-3 4.0
tol:AcOEt 50:50 13-15
AcOEt 100 16-20 19-20 FlI-5-4 1.24
DCM:Me2CO 50:50 21-25 21-23 FII-5-5 1.49
Me2CO 100 26-30 24-30 FII-5-6 1.59

A partir de la fraccion FlI-5-3 (4.0 mg) se obtuvo mas atranorina (2.4 mg) por purificacion

mediante CCDP en sistema C (Figura 4-2a).

4.2.5.5 Obtencion de acido usnico (5)

La fraccion FII-6 (175.86 mg) (Tabla 4-6) se sometié a CC abierta sobre gel de silice (9.0
g), eluyendo por gradiente de polaridad con mezclas de disolventes n-hex:tol (100:0 —
0:100), tol:AcOEt (100:0 — 0:100), AcOEt:DMC (100:0 — 0:100), DMC:Me»CO (100:0 —
0:100) y Me>,CO:MeOH (100:0 — 0:100) (Tabla 4-12), obteniéndose 105 fracciones (2.0
mL), que se reunieron en 8 fracciones combinadas segun su similitud en CCD en sistema
CyG.

Tabla 4 - 12. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccion FlI-6.

Fase movil Proporcién Fraccién Fracciones Clave Peso
P combinadas (mg)
n-hex 100 1-4
1-24 Fll-6-1 5.5

n-hex:tol 50:50 5-16

n-hex:tol 25:75 17-23
26-30 Fll-6-2 120.3

tolueno 100 24-32
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Tabla 4 - 13 (continuacién). Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién

FlI-6.
Fase movil Proporcion Fraccion Fracciones Clave Peso
combinadas (mg)
tol: AcOEt 50:50 33-40 FlI-6-3
31-57 2.3
tol:AcOEt 25:75 41-45
AcOEt 100 46-49
58-63 Fll-6-4 3.5
AcOEt:DCM 50:50 50-53
AcOEt:DCM 25:75 54-58
64-76 Fll-6-5 2.5
DMC 100 59-63
DCM:Me,CO 50:50 64-76
77-90 Fll-6-6 2.8
DCM:Me>CO 25:75 77-81
Me,CO 100 82-87
91-101 FlI-6-7 34
Me,CO:MeOH 50:50 88-94
Me,CO:MeOH 25:75 95-99
102-105 Fl1-6-8 29
MeOH 100 100-105

Asimismo, la fraccion FlI-7 (123 mg) (Tabla 4-6) se sometié a CC tipo flash sobre gel de

silice (6.5 g), eluyendo por gradiente de polaridad con mezclas de disolventes n-hex:tol
(100:0 — 0:100), AcOEt:DCM (100:0 — 0:100), DMC:Me.CO (100:0 — 0:100),
Me,CO:EtOH (100:0 — 0:100) (Tabla 4-13), obteniéndose 76 fracciones (2.5 mL), que se

reunieron en 5 fracciones combinadas segun su similitud en CCD en sistema C, Gy Q.

Tabla 4 - 14. Cromatografia en columna abierta sobre de gel de silice de la fraccion FlI-7.

Fase movil Proporcion Fraccién Fracciones Clave Peso
P combinadas (mg)
n-hex:tol 50:50 1-9
n-hex:tol 25:75 10-19
tolueno 100 20-22 1-54 Fil-7-1 594
AcOEt 100 23-27
AcOEt:DCM 50:50 28-32
55-58 FlI-7-2 8.4
AcOEt:DCM 25:75 33-38
DCM 100 39-42
59-67 FII-7-3 15.2
DCM:Me,CO 50:50 43-47
DMC:Me,CO 25:75 48-52
68-70 Fll-7-4 3.4
Me,CO 100 53-57
Me,CO:MeOH 50:50 58-67
71-76 Fll-7-5 6.8
MeOH 100 68-76
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Las fracciones FlI-6-2 (120.3 mg), FlI-7-1 (59.4 mq) (Tablas 4-12 y 4-13, respectivamente)
se reunieron y sometieron a CC tipo flash sobre gel de silice (9.0 g), eluyendo por gradiente
de polaridad con mezclas de disolventes n-hex:tol (100:0 — 0:100), tol:AcOEt (100:0 —
0:100), AcOEt:DMC (100:0 — 0:100), DMC:Me>CO (100:0 — 0:100) y Me.CO:MeOH
(100:0 — 0:100) (Tabla 4-14) obteniéndose 113 fracciones (3 mL), que se reunieron en 7
fracciones combinadas segun su similitud en CCD con sistema Cy G.

Tabla 4 - 15. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la reunién de fracciones FllI-
6-2y FlI-7-1.

. ., ., Fracciones
Fase movil Proporcion Fraccién combinadas Clave Peso (mg)
n-hex 100 1-16
n-hex:CHCl3 90:10 17-23
139.8
n-hex:CHCl3 75:25 24-28
1-43 Fll-6-7-A
n-hex:CHCl3 60:30 29-33
n-hex:CHCl3 50:50 34-38
n-hex:CHCl3 25:75 39-43
CHCI3 100 44-48
CHCl3:AcOEt 90:10 4953 44-51 FII-6-7-B
8.8
CHCI3:AcOEt 75:25 54-58
CHCI3:AcOEt 50:50 59-63
CHCI3:AcOEt 30:60 64-68
52-59 FlI-6-7-C 1.6
CHCI3:AcOEt 25:75 69-71
AcOEt 100 73-77
60-74 FlI-6-7-D 1.8
DMC 100 78-82
DMC:Me,CO 75:25 83-87
75-84 FlI-6-7-E 2.9
DMC:Me,CO 50:50 88-92
Me,CO 100 93-97
85-91 FlI-6-7-F 2.4
Me,CO:MeOH 70:30 98-102
Me,CO:MeOH 50:50 103-107 92-98 FlI-6-7-G 1.7
Me,CO:MeOH 30:70 108-110 99-113 FI1-6-7-H 38

La fraccion FII-6-7-A (139.8 mg) se sometié a CC tipo flash sobre gel de silice (7.0 g),
eluyendo por gradiente de polaridad con mezclas de disolventes n-hex:CHCI; (100:0 —
0:100), CHCIs:DMC (100:0 — 0:100), DMC:Me,CO (100:0 — 0:100) y Me.CO:MeOH
(100:0 — 0:100) (Tabla 4-15), obteniéndose 127 fracciones (2 mL), que se reunieron en 9

fracciones combinadas segun su similitud en CCD con sistema C y G.
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Tabla 4 - 16. Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccion FllI-6-7-A.

Fase movil Proporcion Fraccién Fracc_lones Clave Peso
combinadas (mQ)
n-hex 100 M-1
1-11 FlI-6-7-A-1 25.5
n-hex:CHCls 70:30 2-7
n-hex:CHCls 50:50 8-13
12-23 FlI-6-7-A-2 315
n-hex:CHCls 60:30 14-19
n-hex:CHCls 10:90 20-25
24-43 FlI-6-7-A-3 45.6
CHCl3 100 26-31
CHCI3:DMC 90:10 32-37
44-60 FlI-6-7-A-4 8.4
CHCIzDMC 70:30 38-43
CHCIz::DMC 50:50 44-49
61-66 FlI-6-7-A-5 25
CHCI3:DMC 10:90 50-55
DMC 100 56-61
67-72 FlI-6-7-A-6 3.5
DMC:Me2CO 90:10 62-66
DMC:Me2CO 70:30 67-72
73-77 FlI-6-7-A-7 15
DMC:Me2CO 50:50 73-78
DMC:Me;CO 30:70 79-84
78-85 FlI-6-7-A-8 1.8
DMC:Me,CO 10:90 85-90
Me.CO 100 91-96
86-97 FlI-6-7-A-9 15
Me,CO:MeOH 90:10 97-101
Me,CO:MeOH 70-30 102-107
Me,CO:MeOH 50:50 108-113
Me>CO:MeOH 30:70 114-119 98-127 Fll-6-7-A-10 6.6
Me,CO:MeOH 10:90 120-126
MeOH 100 127

La fraccion FlI-6-7-A-1 (25.5 mg) se sometid a cromatografia de capa fina preparativa
eluyendo en sistema n-hex:CHCI; (10:90) (Figura 4-2a), dando lugar a un sélido de color
amarillo (4.6 mg) soluble en CHCIs;, AcOEty DCM. Pf (°C): 210 - 220. IR (KBr) Vmax (cm™™):
3425 (OH), 1735y 1627 (C=0), 1377 (C=C o CHs), 1288 (C-O). RMN *H (400 MHz, CHCl;
de): 1.79 (3H, s, CH3-13), 2.14 (3H, s, CH3-18), 2.69 (3H, s, CHs-15), 2.71 (3H, s, CHs-17),
6.01 (1H, s, H-4), 11.06 (1H, s, OH-10), 13.34 (1H, s, OH-8). RMN *C (101 MHz, CDCls
de): C-1: 197.6, C-2: 105.2, C-3: 191.7, C-4: 98.3, C-5: 179.4, C-6: 155.2, C-7: 101.1, C-8:
163.9, C-9: 109.3, C-10: 157.5, C- 11: 103.9, C-12: 59.1, C-13: 32.1, C-14: 200.3, C-15:
27.8, C-16: 201.7, C-17: 31.2 y C-18: 7.5 (Espectros 9-19 a 9-21 Anexo). Esta sustancia
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fue identificada como &cido Usnico por comparacion de sus datos espectroscopicos con
los reportados en literatura (Huneck, 1999; Diaz - Santos, 2008).

4.3 Estudio bioldgico

4.3.1 Procedimientos generales

Para los ensayos de actividad antioxidante y fotoprotectora se emplearon los siguientes
reactivos: acido gélico (98.0 %, Merck), butilhidroxitolueno (BHT) (99.0 %, Sigma Aldrich),
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH?¢) (90.0 % , Sigma Aldrich), acido linoleico (99.0 %, Sigma
Aldrich), Na;HPO, (99.3 %, Mallinckrodt), NaH2PO., (99.6 %, Mallinckrodt), tween 20 (95.0
%, PanReac), tiocianato de amonio (99.0 %, Merck), cloruro ferroso (99.0 %, JT Baker),
cloruro férrico (98.0 %, Merck), Ks(Fe(CN)s) (94.0 %, PanReac), etanol absoluto
(PanReac), acido clorhidrico (37.0 %, JT Baker), acido tricloroacético (99.5 %, Merck).
Como patrones fotoprotectores se emplearon: tinosorb S, acido 2-fenil-5-bencimidazol

sulfénico y avobenzona, donados por la industria.

Para las medidas de absorbancia, se utiliz6 un espectrofotometro marca Shimadzu
(Modelo: UV-1700. PharmaSpec).

4.3.2 Actividad Antioxidante

4.3.2.1 Poder captador de radicales libres DPPHe

El poder captador de radicales libres del extracto acetdnico, compuestos aislados de
Everniastrum cirrhatum y antioxidantes control: BHT y acido galico, se evalué en el modelo
del radical libre DPPH?*, de acuerdo con la metodologia descrita por Brand Williams, et al.,
1995. La capacidad captadora del radical libre DPPH® del extracto, como de los
compuestos evaluados, se expresé en términos de la concentracion efectiva cincuenta
(CEsp), definida como la concentracién de extracto o antioxidante necesaria para disminuir
la concentracion inicial del radical libore DPPH*® en un 50 %. Una vez tuvo lugar la reaccion
entre el antioxidante y el radical libore DPPH*, de acuerdo con la reaccioén general descrita
en la Figura 4-3 la concentracion de este ultimo disminuyd, hasta alcanzar un valor

constante en un estado particular, denominado estado estacionario.
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Figura 4 - 3. Representacion de la reaccion general entre el radical libre DPPH* y un antioxidante.

Para evaluar la concentracion de DPPH?*, fue necesario construir una curva de calibracion
a partir de medidas de absorbancia de disoluciones stock de DPPH* en etanol (10 — 100
K1M), leidas a una longitud de onda de 515 nm (longitud de méaxima absorcion del radical
libre DPPH*® ) (ecuacién 4.1).

AbSsqs nm = 9.55 * 1073[DPPH*] + 1.21 %1072 ec. 4.1

El avance de la reaccion fue monitoreado a partir del seguimiento de la disminucién de la
concentracion del radical DPPH* en funcion del tiempo, la concentracion fue cuantificada
espectrofotométricamente, a partir de medidas de absorbancia, determinadas a intervalos

de tiempo de 30 minutos, hasta alcanzar el estado estacionario.

Para la determinacion de la CEso, del extracto acetdnico, compuestos aislados como
patrones antioxidantes evaluados, se prepararon disoluciones de concentracién conocida
de cada uno de estos (Extracto: 500 mg/L; compuestos: 40.0 a 6200.0 uM) como del radical
DPPH* (~ 100.0 uM). Los experimentos se desarrollaron, permitiendo que la reaccion se
llevara a cabo mediante la mezcla de cada una de las disoluciones de antioxidante
evaluado y radical DPPH?* en diferentes relaciones de concentracién (mg extracto / mg
DPPH* o [antioxidante] / [DPPH®]), previamente establecidas, para cada sistema
estudiado. Para cada sistema objeto de estudio se evaluaron como minimo diez relaciones

de concentracion.
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Para cada relacién de concentracion del sistema evaluado, se determind la variacion de la
concentracion de DPPH*® vs tiempo hasta alcanzar un valor constante. A partir de la
concentracion inicial de DPPH*® y su valor a un tiempo particular, para cada sistema y
relacion de concentracion estudiada, se determiné el porcentaje remanente de DPPH* en
funcion del tiempo (ecuacion 4.2):

. [DPPH'],
% Remanente DPPH® = W x100 ec.4.2
0

Donde:
[DPPH:: Concentracion remanente de DPPH® al reaccionar con muestra al tiempo t.

[DPPHo: concentracion de DPPH?® inicial en el tiempo cero.

El comportamiento de la variaciéon del % remanente de DPPH® vs tiempo, para cada
sistema estudiado, permitié establecer el % remanente de DPPH* en el estado estacionario

para cada relacion de concentracién evaluada.

Con este ultimo valor y la relacion de concentracion: mg extracto / mg DPPH* o relacién
molar: [antioxidante] / [DPPH®]) para cada sistema evaluado, se construyé una segunda

grafica que permitié determinar CEsq.

La concentracion efectiva cincuenta, representa una medida del poder captador de
radicales libres de un antioxidante. Un menor valor de CEso, es indicativo de un mayor
poder captador de radicales libres, asociado al empleo de una menor cantidad de muestra,

para disminuir en un 50 % la concentracién inicial del radical DPPH®.

4.3.2.2 Reactividad de los compuestos aislados como agentes captadores
de radicales libres

La reactividad de cada uno de los compuestos aislados de Everniastrum cirrhatum y

antioxidantes control: BHT y acido galico, como captadores del radical libre DPPH®, se

evalu6 a partir de la constante de velocidad de reaccion de segundo orden (k2),

determinada experimentalmente a una a temperatura controlada de 25.0 °C = 0.1 °C,

tomando como sistema de reaccion: compuesto - radical DPPH® , de acuerdo con la

metodologia descrita por Rojas, et al., 2015.

Para ello, se permiti6 que tuviera lugar la reaccién entre cada uno de los compuestos

aislados y el radical libre DPPH® en solucién de etanol, a la temperatura de estudio. El
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avance de la reaccion de reduccion del DPPH* (Figura 4-4), fue monitoreado a partir de la
disminucién de la concentracion de DPPHe+ en funcion del tiempo, evaluada como se

menciond anteriormente, cada 6 minutos, durante un periodo de dos horas.

DPPH® + AH - DPPH—-H + A°

DPPH® + R* — DPPH—R

Figura 4 - 4. Reacciones generales del radical libre DPPH+ con un antioxidante y un radical libre.

AH: corresponde al antioxidante.

R*: corresponde al radical.

Estudios previos han permitido establecer de manera general, que la cinética que siguen
estas reacciones es de segundo orden, (Rojas, et al., 2015; Suja, et al., 2004; Espin, et al.,

2000), de acuerdo con esto, la ley de velocidad resultante esta dada segun la reaccién 4.3:

d[DPPH"]

En donde: [AH], representan la concentracion inicial de antioxidante, [DPPH"]: la concentracion
de radical DPPH*® a un tiempo t y ko, corresponde a la constante velocidad de segundo

orden (M**s?) determinada a la temperatura de trabajo.

La reaccion entre cada compuesto y el DPPH- tuvo lugar a diferentes relaciones de
concentracion [AH]o/ [DPPH*]o, asegurando que la concentracion inicial de DPPH* fuera
mucho menor que la del compuesto ([DPPH®]o << [AH]o). Bajo estas condiciones, es posible
asegurar que la reaccion de segundo orden para estos sistemas siga una cinética de
pseudo-primer orden de acuerdo con los fundamentos basicos de la cinética quimica. Las
mismas consideraciones han sido asumidas por otros autores (Leal, et al., 2018; Rojas, et
al., 2015; Valencia - Islas, et al., 2007; Espin, et al., 2000), lo que permite establecer las

siguientes ecuaciones de velocidad para la reaccion de pseudo-primer orden:

[DPPH®], = [DPPH *]ye Forst ec. 4.4

Ln[DPPH’], = Ln[DPPH"], — kopst ec.4.5
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Donde:
kobs (), corresponde a la constante de velocidad experimental de pseudo-primer orden.
t (s), corresponde al tiempo de reaccidn asociado a una concentracion de DPPH® en el

instante t.

El comportamiento del Ln [DPPH*] en funcién del tiempo (s) (ecuacion 4.5), se ajusta a
una linea recta, en donde kobs, corresponde a la pendiente en dicho ajuste para cada uno

de los sistemas objeto de estudio (compuesto: DPPH®) a la temperatura del ensayo.

La ley de velocidad para esta reaccion de pseudo-primer orden, se puede plantear segun

la ecuacion 4.6:

— d[D(I;fH‘] — kobs X [DPPH']t =k, X [AH]O X [DPPH']L. ec. 4.6

Expresion de donde se calculd k. (M*s™?), constante cinética de segundo orden, a partir
de kobs. ¥ de la concentracion inicial de antioxidante [AH],, considerada para fines practicos

constante bajo las condiciones de la reaccion.

El valor de ks, se reportd como el promedio de dos determinaciones realizadas de manera
independiente. La magnitud en los valores de k;, a una misma temperatura son un
indicativo de la reactividad de cada compuesto frente al radical DPPH*® y por ende un

indicativo de su capacidad captadora de radicales libres.

4.3.2.3 Inhibicion de la peroxidacion lipidica

El poder inhibidor de la peroxidacién lipidica del extracto aceténico, compuestos aislados
de Everniastrum cirrhatum y antioxidantes control: BHT y acido galico, se evalu6 en el
modelo del &cido linoleico, de acuerdo con la metodologia descrita por Mitsuda, et al.,

1966, introduciendo algunas modificaciones.

La Figura 4-5, describe la reaccidn entre el hidroperéxido (compuesto formado durante el
proceso de peroxidacion lipidica que sufre el 4cido linoleico a las condiciones del ensayo)
y el ion ferroso (Fe™) para dar origen al ion férrico, al radical perdxilo respectivo y al ion
hidroxido. A su vez se muestra la reaccién entre el ion férrico Fe™ (producto de la reaccion
de oxidacién del ion ferroso Fe** en presencia de hidroperéxido) con tiocianato de amonio,
para dar origen al complejo coloreado tiocianato de hierro Ill, mismo que puede ser

cuantificado espectrofotométricamente (Amax Absorciéon 500,0 nm).
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Peroxidacién

o P s e .
LHipidto — Lygaical lipidico T H Etapa de iniciacion (a)

. Peroxidaciéon . .z
L*+ 0 ——— LOOradicalperoxilo Etapa de propagacién (b)

Peroxidacién

LOO®* + LH ——— > LOOH pigropersxiazo + L° Etapa de propagacion (c)
LOOH + Fe** — Fe**t + LO° + OH™ (d)
Fettt + 3SCN~ - Fe(SCN), (e)

Figura 4 - 5. Reacciones asociadas al proceso de peroxidacion lipidica (a, b y c) y cuantificacion
de hidroperéxidos (LOOH) formados (d y e).

De acuerdo a las reacciones involucradas (Figura 4-5), durante el proceso de peroxidacion
lipidica que sufre un lipido, la presencia de un agente inhibidor de la peroxidacion lipidica,
en una mezcla de reaccion bajo las condiciones del ensayo, evitaria o disminuiria la
formacion de hidroperéxido (LOOH) en dicho proceso, ocasionando una baja
concentracion de complejo formado, y por ende, valores mas bajos de absorbancia, frente
a los mostrados por el control (mezcla de reaccioén sin inhibidor) a las mismas condiciones

del ensayo.

Para dar inicio al ensayo de poder inhibidor de la peroxidacion lipidica; inicialmente se
prepararon disoluciones stock de cada una de las sustancias a evaluar (50, 100, 200 y 500
ppm) en etanol. Posteriormente, en un frasco A&mbar, 0.250 mL de estas disoluciones, se
mezclaron con 1.0 mL de buffer de fosfatos (0.2 M a pH 7.0) y 1.25 mL de emulsién de
acido linoleico (tween 20, 0.02 M; 4cido linoleico, 0.02 M; buffer de fosfatos, 0.2 M a pH 7).
Adicionalmente, se prepararon 3 blancos control (misma mezcla de reaccion, pero sin la
adiciéon de sustancias a evaluar). Las mezclas resultantes, se pusieron en incubacién en

un bafio termostético, a una temperatura controlada de 37.0 °C + 0.5 °C.

Transcurridas las primeras 24 horas de reaccion, se tomé 0.100 mL de cada una de las
disoluciones incubadas y de manera independiente se mezclaron con 4.7 mL de etanol
(75.0 % v/v), 0.100 mL de tiocianato de amonio (30.0 % p/v) y 0.100 mL de cloruro ferroso
(FeCl2,1.0 % p/v ; HCI, 3.5 % p/v). La disolucion resultante se mantuvo en agitacion, y
transcurridos 30 min se ley6 su absorbancia a una longitud de onda de 500 nm. El anterior

proceso se repitio a las 48 horas de iniciada la reaccion.
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A partir de estas lecturas se determind el % de inhibicién de peroxidacion del acido linoleico
(% IPAL) de acuerdo con la ecuacién 4.7:

A
% IPAL = (1 - A—m) x 100 ec.4.7
b

Donde:
An: Absorbancia de la muestra.
Ap: Absorbancia del blanco.

El valor % IPAL, se reporté como el promedio de dos o tres determinaciones realizadas de
manera independiente. EI % IPAL, permite evaluar la capacidad inhibidora de una
sustancia para impedir la peroxidacion de lipidos, en términos porcentuales, valores
proximos a 100 % , indican un mayor poder inhibidor de la peroxidaciéon de lipidos de la

sustancia evaluada.

4.3.2.4 Poder reductor férrico

El poder reductor férrico (PRF) del extracto acetdnico, compuestos aislados de
Everniastrum cirrhatum y antioxidantes control: BHT y acido gélico, se evalué de acuerdo
con la metodologia descrita por Oyaizu,1986 introduciendo algunas modificaciones. En
este modelo, el PRF de una sustancia mide la capacidad de esta, para reducir el ion férrico
(Fe™™) a ion ferroso (Fe**). Producto de esta reduccion bajo las condiciones del ensayo,
dan origen a la formacién de un complejo coloreado, azul de Turnbull, el cual puede ser
cuantificado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 700 nm (longitud de

maxima absorcioén del complejo).

Para la determinacion del PRF; inicialmente se prepararon disoluciones stock de cada una
de las sustancias a evaluar (25, 50, 100 y 250 ppm) en etanol. Posteriormente, en un frasco
ambar, 1.0 mL, de cada una de estas disoluciones, se mezclaron con 2.0 mL de buffer de
fosfatos (0.2 M a pH 6.6) y 2.0 mL de disolucién de ferricianuro de potasio (KsFe (CN)s, 1.0
% p/v). Las mezclas resultantes, fueron encubadas en un bafio termostatico (Temperatura,
25.0 °C £ 0.1 °C ; 20 min). Transcurrido este tiempo, a cada una de las mezclas de
reaccion se les adiciono 2.0 mL de &cido tricloroacético (10 % p/v) y de la disolucién
resultante, se tomé una alicuota (2.5 mL) que se mezcld con agua destilada (2.5 mL) y
FeCl; (0.5 mL, 0.1 %) y una vez homogenizada se le determin6 su absorbancia (AL 700 nm).

Incrementos en la absorbancia de la mezcla de reaccién estan asociados a mayor
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formacion del complejo azul de Turnbull, indicando un aumento en el poder reductor de
iones férricos y por ende mayor actividad antioxidante. EI PRF, se report6 como el
promedio de dos o tres determinaciones realizadas de manera independiente.

4.3.3 Actividad Fotoprotectora

4.3.3.1 Determinacion del efecto fotoprotector in vitro frente a la radiacién
UVB a partir del factor de proteccion solar (FPS) in vitro
El factor de protecciéon solar (FPS) del extracto aceténico, compuestos aislados de
Everniastrum cirrhatum y fotoprotectores control: avobenzona (filtro UVA), el &cido 2-fenil-
5-bencimidazol-sulfénico (AFBS / filtro UVB) y tinosorb s (filtro UVA/UVB) (Tabla 4-16), se
determind in-vitro de acuerdo con la metodologia descrita por Mansur, et al., 1986. Este
factor es usado para estimar la capacidad fotoprotectora de una sustancia, para ser usada
como filtro solar frente a la radiacién UVB, relacionando la absorbancia de la sustancia
cuando esta sometida a dicha radiaciéon (A 290 a 320 nm) con el efecto eritematoso

causado por la misma.

Tabla 4 - 17. Filtros utilizados como patrones en los ensayos de actividad fotoprotectora

Concentraciéon maxima
permitida (%)

Q (o]
HyC O O oy
O, 3 3 UVA
CHjy
Avobenzona

J{"DT\A

Ingrediente activo Cobertura espectral

HO
Y
N/)D 10 UVB y UVA
H5CO HO o"\(\/\
Tinosorb S
S N —
AN
o N 8 UVB

OH

acido 2-fenil-5-bencimidazol sulfénico
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Para la determinacion de FPS, se prepararon por triplicado disoluciones de las sustancias
a evaluar (10, 50, 100 y 200 ppm) en etanol, posteriormente a cada una de estas
disoluciones se le realiz6 un barrido espectrofotométrico en el rango de longitud de onda
entre 290 y 320 nm, en intervalos de mediciébn de 5 nm en celdas de cuarzo (1 cm)
utilizandose como blanco EtOH.

A partir de las lecturas de absorbancia de las disoluciones, se determiné el FPS a partir de
la ecuacion 4.8, como resultado del promedio de tres replicas realizadas de manera

independiente.

FPS = CF x %333 EE() x I(X) x Abs()) ec.4.8
Donde:
EE = factor de eritema.
| = factor de intensidad solar.
Abs = absorbancia del protector solar.

CF = factor de correccion = a 10.

El producto EE (A) x | (A) es una constante normalizada, cuyos valores han sido
determinados previamente por Sayre, et al., 1979 a la longitud de onda entre (290 y 320
nm) (Tabla 4-17). ElI FPS, resulta del "cociente entre la minima cantidad de energia
necesaria para producir eritema minimamente detectable (dosis minima eritema: MED) en
piel con fotoproteccién y la energia requerida para producir la MED sin la aplicacién del

fotoprotector".

Tabla 4 - 18. Constantes normalizadas (Sayre, et al., 1979).

A (nm) 290 295 300 305 310 315 320
EE (M) x1(n) | 0.0150 0.0817 0.2874 0.3278 0.1864 0.0839 0.0180

De acuerdo con el valor de FPS los fotoprotectores se pueden clasificar segun la (Food
and Drug Administration, 2011) en diferentes niveles de fotoproteccion: FPS de 2 a 12:
bajo; FPS de 12 a 30: moderado; FPS superior a 30: alta proteccion frente a radiacién
UVB.
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4.3.3.2 Determinacion del efecto fotoprotector frente a la radiacion UVA a
partir de lalongitud de onda critica (Acrit)

La determinacién de la longitud de onda critica (Acrit.) del extracto aceténico, compuestos
aislados de E. cirrhatum y fotoprotectores control: avobenzona (filtro UVA), el acido 2-fenil-
5-bencimidazol-sulfénico (AFBS / filtro UVB) y tinosorb s (filtro UVA-UVB), se determind in
vitro de acuerdo con el método espectrofotométrico de Diffey, et al., 2000, tomando como
base la metodologia descrita por Millot, et al., 2009, incluyendo algunas modificaciones. La
longitud de onda critica (Acit.), €S un parametro representativo de efecto fotoprotector de
una sustancia frente a la radiacién UVA y se define como la longitud de onda por debajo
de la cual un filtro solar absorbe el 90 % de la radiacion solar en el rango de 290 a 400 nm.

Para su determinacién se preparé por triplicado disoluciones de las sustancias a evaluar a
(10, 50, 100 y 200 ppm) en etanol. Posteriormente cada una de estas disoluciones, fueron
sometidas a un barrido espectrofotométrico en el rango 290 y 400 nm en intervalos de 1

nm, en celdas de cuarzo (1 cm) utilizandose como blanco EtOH.

Con los datos de absorbancia obtenidos en funcién de longitud de onda, se evalud el area
bajo la curva en el intervalo de 290 a 400 nm segun ecuacion 4.9, de donde se calculd Aciit.,
siendo este el valor donde se alcanzé el 90 % del area bajo la curva (Food and Drug
Administration, 2011). La Ait. Se presenta como el resultado del promedio de tres réplicas

independientes.

400 nm

Acrit
f Abs(L\) dh = 0,9 x f Abs()) d\ ec.4.9
290 nm 290 nm

Donde, Abs corresponde a la absorbancia de la muestra evaluada.

Segun la FDA (Food and Drug Administration, 2011), los fotoprotectores son clasificados
en una escala de 0 a 4 segun su valor de Agit: 0 si Acrit < 325 nm; 1 si 325 < At < 335; 2 si
335 < Acit< 350; 3 si 350 < Ait<370; 4 si 370 < Acit. Entre mayor sea la longitud de longa

critica, mayor es la capacidad fotoprotectora de la sustancia frente a la radiacion UVA.

Para considerar si un filtro solar puede ser utilizado como fotoprotector de amplio espectro,
es decir si posee capacidad fotoprotectora frente a radiacion UVB como radiacién UVA, se

deben cumplir con dos requisitos: poseer FPS mayor 15 y Acic. mayor a 370 nm.
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4.3.3.3 Determinacion del efecto fotoprotector frente a la radiacion UVA y
UVB a partir del Factor UVA/UVB (UV-r*)
La relacion UVA/UVB (UV-r*) es un parametro de fotoproteccion que permite evaluar la
capacidad fotoprotectora de una sustancia en contra de radiacion UVA y/o en contra de
radiacion UVB, este parametro se determiné de acuerdo con la metodologia de
Springsteen, et al., 1999. Para calcular UV-r*, se deben evaluar las areas bajo la curva de
los espectros de absorbancia vs longitud de onda en los rangos de longitud de onda entre
290-320 nm y entre 320—400 nm para cada una de las disoluciones evaluadas utilizando

la ecuacioén 4.10.

400 nm
B I Abs(h) da.
Relacion UV — r* = =323um ec.4.10

Jyop ot Abs(1) d

El valor obtenido de UV-r*, del extracto acetdnico, compuestos aislados de Everniastrum
cirrhatum y fotoprotectores control, resulté del promedio de tres determinaciones

realizadas de manera independiente.

Los valores de UVA-r*, permiten estimar especificamente el grado de proteccién de los
fotoprotectores frente a la radiacion UVA puntuandolos del siguiente modo: 0.0 < 0.2 “no
protegen”; 0.2 < 0.4 “moderada”; 0.4 < 0.6 “buena”; 0.6 < 0.8 “superior’ y 0.8 = “maximo”

(Springsteen et al., 1999).

4.3.4 Determinacion preliminar del caracter lipofilico y la posible
permeabilidad dérmica de los compuestos aislados
mediante el calculo del coeficiente de reparto (P) y la energia
libre de Gibbs de transferencia

El coeficiente de reparto (P) de las sustancias liguénicas aisladas se determiné
tedricamente, este parametro fisicoquimico, permite determinar el grado de lipofilia o la
solubilidad relativa de una molécula, en un sistema de dos fases inmiscibles que se
encuentran en equilibrio (Rubio , et al., 2009). De modo que se pueda inferir el caracter
lipofilico de un compuesto con actividad antioxidante y/o fotoprotectora en un entorno
bioldgico, en este caso la epidermis, 6rgano que posee una gran cantidad de lipidos y que
es destino de dichas sustancias, ademas de la posibilidad que dichas sustancias pueden

ser utilizadas en formulaciones tépicas u orales.
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Este factor se define como el cociente o la razén de las concentraciones en un sistema en
equilibrio de un soluto disuelto en un sistema bifasico usualmente n-octanol y agua de

forma experimental (Silverman, et al., 2014), expresado mediante la ecuacién 4.11:

P=— ec.4.11

Donde:
Co, corresponde a la concentracion de un soluto en la fase organica

Cw, corresponde a la concentracion del mismo soluto en la fase acuosa.

Esta expresion constituye un modelo indicativo para representar el reparto de un principio

activo en la piel, que esta constituida por barreras hidrofilicas y lipofilicas.

El caracter lipofilico de los compuestos aislados de Everniastrum cirrhatum se determind
in silico calculando su coeficiente de particion (P) en el sistema 1-octanol-agua usando los
programas computacionales ACD/ChemSketch, Molinspiration (Ertl, et al., 2000) y Virtual

Computational Chemistry Laboratory de libre acceso (Ghose, et al., 1987).

La energia libre de Gibbs de transferencia AEfLW , energia asociada al proceso del paso de
un mol de compuesto desde la fase acuosa a la fase organica en un sistema que se encuentra
en equilibrio a una temperatura dada, es una medida que permite establecer la viabilidad
termodinamica de ese proceso a traves de difusion pasiva, calculada a partir del coeficiente

de particion P (ecuacion 4.12):

—0
AG()_)W = — RT In P ec.4.12

Donde: R corresponde a la constante universal de los gases (8.314 J/ molt *K™), Tala

temperatura absoluta en kelvin y P al coeficiente de reparto.

. —6 L - .
Valores de negativos 4G, €s indicio de la favorabilidad termodindmica del proceso,
indicativo de la permeabilidad dérmica de las sustancias liguenicas por medio de difusion

pasiva.
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4.4 Analisis estadistico

Los resultados de las propiedades estudiadas en la presente investigacion se presentan
como el promedio de dos o tres determinaciones, evaluadas de manera independiente,
con su respectiva desviacion estandar. Con el fin de establecer diferencias
estadisticamente significativas en las propiedades evaluadas, se aplicd un analisis de
varianza (ANOVA) por una via, complementada con una prueba de Tukey. Se consideraron

diferencias significativas a un nivel de significancia de p < 0.05.
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5. Resultados y discusion

5.1 Seleccion de la especie Everniastrum cirrhatum (Fr.)
Hale ex Sipman

La especie objeto de estudio se seleccion6 tomando como base los resultados del tamizaje
de la actividad antioxidante in vitro (poder captador de radicales libres) y fotoprotectora
(cuantificacion de la actividad fotoprotectora frente a la radiacion UVB a través del factor
de proteccion solar) de los extractos acetdnicos de los hongos liquenizados Everniastrum
cirrhatum, Peltigera neopolydactyla y Sticta humboldtii permitiendo evidenciar a
Everniastrum cirrhatum (Fr.) Hale ex Sipman como especie promisoria para la obtencion
de compuestos con propiedades antioxidantes y fotoprotectoras. De acuerdo con los
resultados obtenidos en los ensayos de tamizaje la Peltigera neopolydactyla posee un CEso
(mg muestra / mg DPPHe)de 6.4 y FPS 15; la Sticta humboldtii CEsp 0.75 y FPS 15y
finalmente el Everniastrum cirrhatum CEs 0.48 y FPS > 20, siendo esta ultima la especie

mas prometedora como agente antioxidante y fotoprotectora.

Asimismo, se considerd que al ser una especie de hongo liquenizado que habita en el
paramo, ecosistema de alta montafia (3500 - 4700 m s.n.m.) que a su vez esta sometido
a condiciones ambientales extremas, entre ellas, de radicacion UV, existe mayor
probabilidad que dicho organismo se encontrara adaptado a las condiciones propias del
ecosistema, mediante la biosintesis de sustancias con propiedades fotoprotectoras y/o
antioxidantes (Nguyen, et al., 2013), dandonos indicio de que pudiera ser una fuente

idénea de dichos agentes.

5.2 Estudio quimico del hongo liquenizado Everniastrum
cirrhatum

5.2.1 Aislamiento de las sustancias liquénicas

El material liquénico pulverizado, se extrajo por maceraciéon asistida por ultrasonido con
acetona hasta agotamiento. El extracto resultante, se sometié a fraccionamiento primario
por particion liquido-liquido como se indic6 en la seccién experimental (punto 4.3.4) dando

lugar a 5 fracciones primarias (FI, Fll, FllI, FIV y FV).
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Durante el proceso de extraccion, precipité un sélido que se filtré al vacio y luego se lavé
por suspension, de manera sucesiva, con disolventes de distinta polaridad (n-hexano,
CHCIs, AcOEt y DCM) dando lugar a 3 liquidos de lavado (LI, LIl y LIII). Posteriormente, el
sélido lavado, se recristaliz6 de mezcla acetona:agua (2:1) dando dar lugar al acido
salazinico (1). Cantidad adicional de este compuesto se obtuvo a partir de la fraccion
primaria etérea (Fll) que fue sometida a CC abierta como se indic6 en la seccién
experimental (punto 4.2.5.1) generando 9 fracciones secundarias combinadas (Fll-1 a FlI-
9). De manera paralela, la fraccién primaria Flll, proveniente de la particion con acetato de
etilo, se sometié a CC abierta como se indic6 en la seccion experimental (punto 4.2.5.1)
generando 10 fracciones secundarias combinadas (Flll-1 a FIlI-10). La reunién y

recristalizacion posterior de las fracciones FllI-8 y FII-9 condujo a la obtencion de 1.

Por otro lado, el residuo del lavado LIl se sometié cromatografia en capa fina preparativa
(CCDP) como se indicé en la seccién experimental (punto 4.2.5.2) conduciendo a la

obtencién de pseudocifelarina A (2).

La fraccion primaria de n-hexano (FI) se sometioé a CC abierta como se indic6 en la seccion
experimental (punto 4.2.5.3) generando 8 fracciones secundarias combinadas (FI-1 a FI-
8). La CCDP de la fraccién FI-1 (punto 4.2.5.3), condujo a la obtencion de acido atrarico

(3). De manera adicional, la fraccion terciaria Fll-5-2 resultdé ser este mismo compuesto.

La CCDP del liquido de lavado LIl seccién experimental (punto 4.2.5.4), condujo a la
obtencion de atranorina (4). Cantidad adicional de este compuesto se obtuvo de la fraccion
primaria acetdénica FIV que se someti6 CC abierta (punto 4.2.5.4) dando lugar a 11
fracciones combinadas (FIV-1 a FIV-11). Luego, la fraccion FIV-1 se sometié a CC abierta
obteniéndose 4 fracciones combinadas (FIV-1-1 a FIV-1-4) y a través de CCDP de la
fraccion FIV-1-2 se obtuvo 4. De manera adicional, la CC abierta de la fraccion secundaria
FlI-5 (punto 4.2.5.4), dio lugar a 6 fracciones combinadas (FIl-5-1 a FII-5-6) y a partir de la
fraccion FlI-5-3 por CCDP se obtuvo también 4.

Las fracciones secundarias FlI-6 y Fll-7 se sometieron por separado a CC abierta como se
indicd en la seccion experimental (punto 4.2.5.5) dando lugar a 8 (FII-6-1 a FII-6-8) y 5 (FII-
7-1 a FII-7-5) fracciones combinadas, respectivamente. Las fracciones FlI-6-2 y Fll-7-1
(59.4 mg) se reunieron y sometieron a CC abierta obteniéndose 7 fracciones combinadas
(FII6-7-A a FIlI-6-7-H). La fraccién FlI-6-7-A se someti6 a CC abierta dando lugar a 9



74 Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de

Sumapaz, Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel.

fracciones combinadas (FlI-6-7-A-1 a FII-6-7-A-9); la CCDP de la fraccion FlI-6-7-A-1
seccion experimental (punto 4.2.5.5) condujo a la obtencion de &cido usnico (5).

El estudio quimico de E. cirrhatum condujo a la obtencién de los compuestos: acido
salazinico (1), pseudocifelarina A (2), acido atrarico (3), atranorina (4) y acido Usnico (5)
(Tabla 5-1). El compuesto 1 resulto ser el mas abundante en el hongo liquenizado seguido
de 4, 2, 3y 5. Cabe mencionar, que los compuestos 2 y 5, son por primera vez reportados

para esta especie y el género en este estudio.

Tabla 5 - 1. Compuestos aislados del hongo liquenizado Everniastrum cirrhatum.

Compuesto Peso (mg) % de
rendimiento* Origen
CHs
Sélido
precipitado
durante la
HO 3366.0 3.37 extraccion,
~ FII-9y FIII-8
0
acido salazinico (1)
CH; O CH,
HsC 0 OH
0 18.4 0.018 Li
HO OHH,C L
SN CH; O
o * TCH,
pseudocifelarina A (2)
CHy ©O
O/CHs
11.6 0.012 Fl-1y FII-5-2
HO OH
CH;
acido atrérico (3)
CH
CH3 o 3
0 OH
o) LI, FIV-1-2y
HO OH 98.6 0.099 FlI-5-3
CH O
o * e,
atranorina (4)
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Tabla 5 - 2. (continuacién) Compuestos aislados del hongo liquenizado Everniastrum cirrhatum.

% de
rendimiento*

Compuesto Peso (mg) Origen

4.6 0.0046 Fll-6-7-a-1

HsC

acido usnico (5)

* El rendimiento se expresa como un porcentaje en masa de compuesto aislado respecto del material
liquenico seco de partida (100 g).

5.2.2 Caracterizacion estructural de los compuestos aislados

Los compuestos aislados y purificados en este estudio fueron sometidos a la determinacion
de sus constantes fisicas y datos espectroscopicos de RMN *H y *C en modalidad uniy
bidimensional, a fin de llevar a cabo su caracterizacion estructural y corroboracion de su
identidad. Sus datos espectroscopicos se compararon con los reportados en la literatura
inter alia (Huneck, 1999; Perico - Franco, et al., 2015a; Rojas, et al., 2015).

Las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos 1 a 5
concuerdan con las descritas en la literatura para el 4cido salzinico (1) (Eifler - Lima, et al.,
2000), pseudocifelarina A (Huneck, 1984), acido atrarico (3) (Ahad, et al., 1991), atranorina

(4) (Nasser, et al., 2009) y acido usnico (5) (Diaz - Santos, 2008), respectivamente.

5.2.2.1 Acido salazinico (1)

En el espectro de absorcion al infrarrojo (cm™) (Figura 9-1, Anexo) se aprecian bandas
indicativas de la presencia de grupos hidroxilo asociados (3576), aromaticidad (1558 vy
1438), estiramiento C=0 posiblemente de carbonilo de aldehido (1662), bandas
caracteristicas de aldehido en (2850 y 2958), estiramientos C=0 entre (1774 y 1743) asi

como también estiramientos C-O entre (1141 y 1080).

Su espectro de RMN !H (Tabla 5-2; Figura 9-2, Anexo) mostrd cinco sefiales simples
correspondientes a un metilo, un metileno y tres metinos. El metilo (& 2.46, H-9) se
encuentra unido a un anillo aromatico (A), mientras que el metileno (5 4.65, H-8) y uno de

los metinos (& 6.81, OH-9’) que se encuentra oxigenado, dado su valor de desplazamiento
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guimico, correspondientes al metileno base del alcohol sobre el anillo aromatico B y al
metino de una lactona. Los metinos en © 6.88 (H-5) y 10.44 (H-8) confirmaron aromaticidad

y un formilo en 1, respectivamente.

El espectro de RMN *C (Tabla 5-2; Figura 9-3, Anexo) establecié la presencia de dieciocho
carbonos diferentes en 1. Sus desplazamientos quimicos confirmaron la presencia de un
metilo sobre anillo aromatico (6c/0n 21.8/2.46 (C-9)), un metileno (6c/0n 53.2/4.65 (C-8%),
y un metino de hemiacetal (6c/6n 95.5/6.81 (C-9")); un formilo (6c/6n 198.2/10.46 (C-8));
un carbonilo de éster (6c 160.8 (C-7) y doce carbonos aroméaticos (6c 166.4 a 110.2) de
los cuales, uno esta sin sustituir (6c/0n 117.9/6.88 (C-5)) y once son cuaternarios, de los
cuales, a su vez, cinco estan oxigenados tomando como base el valor de su
desplazamiento quimico (6c 164.5, 148.5, 138.5, 164.1, 153.2). Esto dltimo, indico la

presencia de dos anillos aromaticos polisustituidos en 1.

A partir de las correlaciones H—C observadas en el espectro bidimensional HMBC (Figura
5-2; Figura 9-4, Anexo): a) H-5 (6 6.81) con C-9 (6 21.9), C-3 (0 111.2), C-5 (6 117.9), C-4
(164.5); b) H-8 (6 10.44) con C-2 (5 164.1), C-4 (6 164.5) y C-8 (193.2); c) H-9 (6 2.45) con
C-1(6112.4), C-6 (0 152.7) y C-9 (d 21.9); se dedujo un patron de B-orcinol pentasustituido
en el anillo A (Huneck, 1999).

De manera adicional, a partir de las correlaciones HMBC observadas entre los hidrogenos
del metileno en &y 4.65 (H-8’) con el carbono cuaternario en 6¢ 123.9 (C-3°), asi como con
los dos carbonos arométicos cuaternarios oxigenados en &¢ 148.6 (C-4") y 6c 153.2 (C-2"),
confirmaron la entidad benzilmetileno en el anillo B de 1. Finalmente, las sefales 6c 111.1
(C-1) y 137.8 (C-6’) (Tabla 5-2) fueron caracteristicas para los carbonos restantes de
fusionados a la lactona (Huynh, et al., 2016), mientras que la sefial en 6c 138.5 (C-5)
mostrd la presencia de un segundo grupo oxigenado en el anillo B unido mediante un
enlace éter al anillo A. La unién entre los anillos aromaticos A y B se realiza a partir de
enlace éster entre C-1 and C-4’ de acuerdo con previos estudios (Huneck, 1999; Cordoba,
1975). A través del andlisis descrito se determindé que 1 era el acido salazinico previamente

aislado de esta especie.
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Figura 5 - 1. Estructura quimica del acido salazinico (1)

Tabla 5 - 3. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para el &cido salazinico (1).

Posicion 6c (ppm) integf;éipépnn,]inult. ee
Experimental® | Reportado® | Experimental? Reportada® Experimental® Reportado®
1 112.4 111.9 - - - C-5,C-9
2 164.1 163.9 - - - C-5,C-9
3 111.2 110.3 - - - C-5,C-8 C-4
4 164.5 164.9 12.05 (s, 1H- | 12.12(s, 1H- - C-5, C-9, C-4
OH-4) OH-4)
5 117.9 117.5 6.88 (s, 1H) 6.80(s,1H) | C-9,C-4,C-3 | C-9,C-8,C-4
6 152.7 152.8 - - - c-9
7 160.8 160.0 - - - C-5, C-9
8 193.2 193.5 10.46 (s,1H) 10.50 (s,1H) C-2,C-4 C-5
9 21.9 21.9 2.46 (s, 3H) 2.47(s,3H) | C-1,C-6,C9 C-5
T 111.1 109.6 - - - -
2 153.2 153.3 8.30 (s, 1H-OH- | 8.53 (s, 1H- - c-8
2) OH-2)
3 123.9 122.5 - - - c-8
4 148.6 147.9 - - - c-8
S 138.5 137.6 - - - -
6 137.8 137.5 - - - -
v 166.5 166.3 - - - c-9
8’ 53.2 54.2 4.65 (s, 2H) 4.69(s,2H) | C-2,C-3,C4 -
o 95.5 95.2 6.81 (s,1H) 6.85 (s,1H) - -

3 Tomado en DMSO des (*H; 400 MHz y *C 100 MHz). ® Tomado en CHCI;-DMSO ds y Me>CO ds (Eifler - Lima, et al., 2000;
Huneck, 1999).
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5.2.2.2 Pseudocifelarina A (2)

En el espectro de absorcién al infrarrojo (cm™) (Figura 9-5, Anexo) se aprecian bandas
indicativas de la presencia de grupos hidroxilo asociados (3433), bandas asociadas a
aromaticidad (1577, 1438), estiramientos C=0 posiblemente de grupo aldehido (1654), asi
como también de grupo éster (1253).

Su espectro de RMN !H (Tabla 5-3; Figura 9-6, Anexo) mostré seis singletes
correspondientes a cinco metilos y un metoxilo. Dos metilos (6 2.21, H-9 y 2.50, H-10) se
encuentran unidos al anillo aromatico A, mientras que un metoxilo (& 4.01, C7-COOCHs3)
y tres metilos (62.11, H-8’; 2.09, H-9'y 2.73, H-10’) estan en el anillo aromatico B. Ademas,
se evidencian tres seflales de hidroxilos sobre anillo aromatico dado su valor de
desplazamiento quimico (8 13.10, OH-2; 12.41, OH-4;y 11.13, OH-2") y un formilo (5 10.41,
H-8).

El espectro de RMN 3C (Tabla 5-3; Figura 9-7, Anexo) establecié la presencia de veintitin
sefiales de carbonos diferentes en 2. Sus desplazamientos quimicos confirmaron la
presencia de cinco metilos sobre anillo aromatico (6c/6n 10.8/2.21 (C-9)), (6c/0n 18.9/2.50
(C-10)), (6c/dn 9.8/2.11 (C-8’)), (6c/On 13.3/2.09 (C-9°)), (6c/On 20.5/2.73 (C-10°)) y un
metoxilo (6c/On 52.35/4.01 (C7’-COOCHs3)); un formilo (6c/dn 194.0/10.41 (C-8)); un
carbonilo de éster (6c 169.8 (C-7)) y doce carbonos aromaticos cuaternarios (6c 102.9 a
171.0), de los cuales cuatro son oxigenados (6c/0n 166.9/13.10 (C-2)) (6c/0n 166.1/12.41
(C-4)) (6c/0n 158.9/11.13 (C-2')) y (6¢c 150.1 (C-4)).

A partir de las correlaciones H—C observadas en el espectro bidimensional HMBC (Tabla
5-3; Figura 9-8 y 9-9 Anexo): a) H-2 (6 13.10) con C-1 (6 102.8), C-2 (6 166.9) y C-3 (
107.9); b) H-4 (6 12.41) con C-3 (& 107.9), C-4 (0 166.1) y C-5 (118.2); c) H-8 (0 10.41)
con C-3 (5 107.9), C-4 (5 166.1) y C-8 (194.0); d) H-9 (5 2.21) con C-4 (5 166.1), C-5 (
118.2), C-6 ( 151.5) y C-9 (5 10.8); c) H-10 (d 2.50) con C-1 (5 102.8), C-5 (0 118.2), C-6
(6 151.5) y C-9 (5 10.8); se dedujo el patron de B-orcinol pentasustituido en el anillo A, con

sustituciones similares en el anillo B (Huneck, 1999).

De manera adicional, a partir de las correlaciones HMBC observadas entre los hidrégenos

del metilo en 6n 2.11 (H-8’) con el carbono cuaternario aromatico oxigenado éc 150.1 (H-
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4’) indica la unido mediante un enlace éter al anillo A. A través del analisis descrito se

determind que 2 era la pseudociferalina A primera vez reportada para la especie.

Tabla 5 - 4. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para la pseudocifelarina A (2).

Figura 5 - 2. Estructura quimica de la pseudociferalina A (2)

5+ (ppm HMBC
Posicion 6c (ppm) integrgéipépn, 1nu|t.
Experimental® | Reportado® | Experimental* | Reportado® | Experimental® | Reportado®
1 102.8 102.9 - - - -
2 166.9 167.0 13.10 (s, 1H- ) C-1,C-3,C-2 | C-1,C-3,
OH-2) c-2
107.9 108.0 - - - -
4 166.1 166.1 12.41 (s, 1H- ) C-3,C-4,C5 | C-3 C-4,
OH-4) C-5
S 118.2 118.2 - - - -
6 151.5 151.5 - - - -
7 169.8 169.7 - - - -
8 194.0 194.0 10.41 (s, 1H) 10.25 (s, C4,C3, C8 C-3, C-4,
1H) C-5
9 10.8 10.7 221(5,34) | 53805 3m) | % ch C-6, C"é_g's’
10 18.9 18.8 250(5,3H) | 50g(s 3H) | CL gl% C-6, c-%_cé-s,
v 116.0 116.2 - - - -
2 158.9 159.0 11.13 (s, 1H- ) C1,C2 -
OH-2)
3 111.9 111.9 - - - -
& 150.1 150.1 - - - -
5 120.5 120.5 - - - -
6 137.6 137.6 - - - -
7 171.0 172.1
-OMe 52.3 -COOMe 4.01(s,3H) | 3:82(s,3H) (074 -
52.35
8 9.8 9.7 2.11(s,3H) | 2.05(s, 3H) | C8,C3,C2 -
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13.3 19.2 2.09 (s, 3H) 2.13 (s, 3H) C9, C6 ; C5,
C4
10 20.5 20.4 2.73(s,3H) | 2.05(s, 3H) | C1’, C5, C10° -

3Tomado en CHCl; ds (*H; 400 MHz y *3C 100 MHz). ® Tomado en CHCIs-DMSO ds (Huneck, 1984; Huneck, 1999).

5.2.2.3 Acido atrarico (3)

En el espectro de absorcion al infrarrojo (cm™) (Figura 9-10, Anexo) se pueden apreciar

bandas indicativas de la presencia de grupos hidroxilo asociados (3406), aromaticidad

(1500 y 1450), estiramiento C=0 para grupo aldehido (1729) y tensién C-O de enlace éster

(1273).

El espectro de RMN *H de 3 (Tabla 5-4; Figura 9-11, Anexo), exhibié dos sefiales para

los hidrogenos de los grupos metilos C-8 y C-9 sobre el anillo aromatico (6 2.12, 3H, sy

2.48, 3H, s), una sefial para el éster metilico (6 3.94, 3H, s), un hidrégeno aromatico H-5
(6 6.23, 1H, s) y de hidroxilo (6 12.04, OH-2).

Figura 5 - 3. Estructura quimica del acido atrarico (3)

Tabla 5 - 5. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para el acido atrarico (3).

6+ (ppm) HMBC
- Sc (ppm) , P
Posicién integracion, mult.
Experimental® | Reportado® | Experimental® | Reportado® | Experimental® | Reportado®
1 105.2 105.2 - - - -
12.05 (s, 1H- | 12.04 (s, 1H- | C-2,C-1,C-3, )
2 158.1 158.0 OH-2) OH-2) ca
3 108.6 108.5 - - - -
5.23 (s,1H- ) C-3, C-5,
4 163.2 163.1 ] OH-4) C-4,C-8
C-5,C-9, C-1,
5 110.6 110.5 6.23 (s, 1H) 6.20 (s, 1H) C-2,C-3 C-6, C-9
6 140.1 140.2 - - -
7 172.6 172.6 - - - -
-COOMe 51.8 51.8 3.94 (s, 3H) 3.92 (s, 3H) Cc-7 Cc7
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8 7.6 7.6 2.12 (s, 3H) | 2.10(s, 3H) <8, %‘_Aé’ 3, C-2,C3
9 24.1 24.1 2.48 (s, 3H) 2.45 (s, 3H) -9, %‘_% -5, C'lc’_g'S’

3Tomado en CHCI; ds (*H; 400 MHz y *3C 100 MHz). " Tomado en CHCls ds (Huneck, 1999; Giiveng, et al., 2012),

El espectro de RMN 3C (Tabla 5-4; Figura 9-12, Anexo) establecié la presencia de diez
sefiales de carbonos diferentes en 3. Sus desplazamientos quimicos confirmaron la
presencia de dos metilos sobre anillo aromatico (6c/6n 7.6/2.12 (C-8)) y (6c/0n 24.1/2.48
(C-9)); un metoxilo (6c/0n 51.8/3.94 (C-7-COOCHSz)) y un metino (6c/6n 110.6/6.23 (C-5));
seis carbonos de anillo aromatico de los cuales cinco son cuaternarios (6c 105.2 a 163.2),
de los cuales dos estan hidroxilos de acuerdo con su valor de desplazamiento quimico
(Oc/On 158.1/12.05 (C-2)) y (6c 163.2 (C4)), cabe resaltar que esta sefal es muy débil en

el espectro por lo cual se infiere su presencia debido a el patrén orcinol de esta sustancia.

A partir de las correlaciones H—C observadas en el espectro bidimensional HMBC (Tabla
5-4, Figura 9-13 Anexo): a) H-2 (& 12.05) con C-1 (6 105.2), C-2 (6 158.1), C-3 (6 108.6) y
C-4 (5 163.2); b) H-5 (6 6.23) con C-1 (5 105.2), C-2 (5 158.1), C-3 (6 108.6), C-5 (6 110.6)
y C-9 (6 24.1); c) -OCH3 (6 3.94) con C-7 (6 172.6); d) H-8 (8 2.12) con C-2 (5 158.1), C-
3(0108.6),C-4(6163.2)yC-8 (67.6)ye)H-9(d2.48) con C-9 (5 241), C-1 (5 105.2), C-
5 (6 110.6) y C-6 (6 140.1) se confirmé el patron de [-orcinol en el compuesto 3 y
corroborandose la estructura del acido atrarico, sustancia que ya ha sido aislada para esta

especie (Khanuja Singh, et al., 2005).

5.2.2.4 Atranorina (4)

En el espectro de absorcién al infrarrojo (cm™) (Figura 9-14, Anexo) se pueden apreciar
bandas indicativas de la presencia de grupos hidroxilo asociados (3425), aromaticidad
(1581, 1450,1408), estiramiento C=0 para grupo aldehido (1654) y tensién C-O de enlace
éster (1273).

Su espectro de RMN 'H (Tabla 5-5; Figura 9-15, Anexo) mostr6 siete singletes
correspondientes a tres metilos, un metoxilo y tres metinos. Uno de los metilos (6 2.71, H-
9) se encuentra unido al anillo aromético A, mientras que un metoxilo (6 4.01, C7-COOCHs3)
y dos metilos (& 2.12, H-8’ y 2.57, H-9’) estan en el anillo B. Ademas, se evidencian tres

sefiales de hidroxilos sobre anillo aromatico dado su valor de desplazamiento quimico (&
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12.51, OH-2; 12.57, OH-4; y 11.96, OH-2’), dos metinos (0 6.43, H-5 y 6.54, H-5’) y un
formilo (& 10.38, H-8), respectivamente en 4.

El espectro de RMN ¥C (Tabla 5-5; Figura 9-16, Anexo) establecié la presencia de
diecinueve sefiales de carbonos diferentes en 4. Sus desplazamientos quimicos
confirmaron la presencia de tres metilos sobre anillo aromatico (6c/0n 25.5/2.71 (C-9)),
(0c/On 9.4/2.12 (C-8)), (0c/On 24.0/2.57 (C-9)) y un metoxilo (6c/On 52.3/4.01(C7’-
COOCHS3)); un formilo (6c/0n 193.8/10.38 (C-8)); dos carbonilos de éster (6c 169.7 (C-7)) y
(6c172.2 (C-7°)), ademas de doce carbonos aromaticos (6c 102.9 a 172.2), de los cuales
diez son cuaternarios, cuatro oxigenados (6c/0n 169.1/12.52 (C-2)) (6c/0n 167.5/12.57 (C-
4)) (6c/On 162.9/11.96 (C-27)) y (6c 152.0 (C-4’)) y dos son metinos (6c/0n 112.9/6.43 (C-
5)) y (6¢c 116.0/6.54 (C-5")).

Figura 5 - 4. Estructura quimica de la atranorina (4)

Tabla 5 - 6. Datos de Resonancia Magnética Nuclear de la atranorina (4).

6+ (ppm) HMBC
. Sc (ppm) : -
Posicién integracion, mult.
Experimental® | Reportado® | Experimental® Reportadao® Experimental® | Reportado®
1 102.9 103.0 - - -
12.52 (s, 1H- 12.51 (s, 1H- PP
2 169.1 169.0 OH-2) OH-2) C-1,C-3,C-2 C1
3 108.6 108.7 - -
12.57 (s, 1H- | 12.56 (s, 1H- PP
4 167.5 167.5 OH-4) OH-4) C-3,C-5,C4 Cs5, C4
5 112.9 112.8 6.43(s,1H) | 640(s.1H) | “PTLC3 | cicsce
6 139.9 152.3 - - -
7 169.7 169.6 - - -
8 193.8 193.6 1038 (s, 1H) | 1036(s.1H) | B T3 ¢z ca
9 25.5 24.4 271(s,3H) | 269(s.3H) | ©P LS -
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1’ 116.8 116.8 - - -
, 11.96 (s, 1H- 11.96 (s, 1H- Cc-3,C1,C- )
2 162.9 162.8 OH-2) OH-2) 4 Co C1
110.3 110.4 - - - -
4 152.0 152.1 - - - -
) Cc-9, C-3, C- C1, C3,
5 116.0 116.0 6.54 (s, 1H) 6.51(s,1H) | 178 e oo
6’ 152.4 139.8 - - - -
172.2 172.1 -
7 COOMe:52.3 52.2 4.01 (s, 3H) 3.99 (s, 3H) C-7,C3 c7
; 9.4 (6 2.09 C-8,C-4, C-
8 9.4 s 3H) 2.12 (s, 3H) - UG Gy -
, 23.8 (52.69 C-9, C-6", C-
9 24.0 s, 3H) 2.57 (s, 3H) - 5. o1 -

2Tomado en CHCIs ds (*H; 400 MHz y *3C 100 MHz). " Tomado en CHClz ds (Huneck, 1999; Perico Franco, 2011).

A partir de las correlaciones H—C observadas en el espectro bidimensional HMBC (Tabla
5-5; Figura 9-17 y 9-18, Anexo): a) H-2 (6 13.10) con C-1 ( 102.9), C-2 (6 169.1) y C-3 (
108.6); b) H-4 (6 12.41) con C-3 (© 108.6), C-4 (6 167.5) y C-5 (112.9); c) H-5 (6 6.43) con
C-1(5102.9), C-3 (5 108.6), C-4 (167.5) y C-9 (25.5.0); d) H-8 (5 10.38) con C-3 (5 108.6),
C-4 (6 167.5), C-5 (112.9) y C-8 (193.8); ) H-9 (5 2.71) con C-1 (d 102.9), C-5 (5 112.9),
C-7 (6 169.7) y C-9 (6 25.5); se dedujo el patrén de p-orcinol pentasustituido en el anillo A,

con un patrén similar en el anillo B (Huneck, 1999).

De manera adicional, a partir de las correlaciones HMBC observadas entre los hidrégenos
del metilo en &4 2.11 (H-8’) con el carbono cuaternario aromatico oxigenado éc¢ 152.0 (H-
4’) indica la unién del anillo B mediante un enlace éter al anillo A. A través del andlisis
descrito se determin6 que 4 era la atranorina, compuesto que ya ha sido aislado para esta

especie.

5.2.2.5 Acido usnico (5)

En el espectro de absorcion al infrarrojo (cm™) (Figura 9-19, Anexo) se aprecian bandas
indicativas de la presencia de grupos hidroxilo asociados (3425 y 2920.23), estiramiento
=C-H aromatico (2920), estiramiento de grupo C-O (1288 y 1192), ademas estiramiento
C=0 en (1627) posiblemente de cetona y en (1735) de lactona.

El espectro de RMN !H (Tabla 5-6; Figura 9-20, Anexo) presenté todas sus sefales simples

mostrando un total de siete hidrogenos en la molécula. Cuatro sefiales de metilo, uno sobre
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anillo aromatico (& 2.14, H-18) y otro (6 1.69, H-13) unido a un carbono alifatico, dos
sefiales (0 2.69, H-15y 2.71, H-17) pertenecen a grupos metilos unidos a carbonilos de
cetona. Ademas, se aprecia un metino aroméatico (6 6.01, H-4) e hidroxilos fenélicos (&
11.06, OH-10y 13.34, OH-8).

El espectro de RMN 3C (Tabla 5-6; Figura 9-21, Anexo) present6 un total de dieciocho
carbonos en 5. Se encontraron cuatro carbonos de metilo (6c/6n 32.1/1.79 (C-13);
27.9/2.69 (C-15); 31.3/2.71 (C-17) y 7.5/2.14 (C-18)), un metino vinilico (5¢/0n 59.1 (C-
12)), tres carbonilos de cetona (6c 198.1 (C-1); 200.3 (C-14) y 201.8 (C-16)) y diez
carbonos cuaternarios de los cuales cinco estan oxigenados (6c/0n 191.7 (C-3); 179.4 (C-
5); 155.2 (C-6); 163.9/13.34 (C-8) y 157.5/11.06 (C-10)).

Las correlaciones observadas en el espectro heteronuclear carbono-hidrogeno (HMBC,
Figura 9-22, Anexos), muestran relacion entre a) H-4 (& 6.01) con C-2 (6 105.3), C-4 (o
98.3), C-5 (0 179.4) y C-12 (8 59.1); b) H-8 (5 13.34) con C-7 (5 101.6), C-8 (6 163.9) y C-
9 (6 109.4); ¢) H-10 (5 11.06) con C-9 (5 109.4), C-10 (6 157.5) y C-11 (5 104.0); d) H-13
(6 1.79) con C-1 (6 198.1), C-5 (8 179.4), C-11 (6 104.0) y C-12 (5 59.1); e) H-15 (& 2.69)
con C-2 (8 105.3), C-14 (6 200.3) y C-15 (6 27.9); f) H-17 (& 2.71) con C-7 (6 101.6) y H-
18 (6 2.14) con C-8 (© 163.9), C-9 (6 109.4), C-10 (& 157.5) y C-18 (6 7.5), comparando
con los datos de literatura, permitieron confirmar la estructura del &cido Usnico (Huneck &

Yoshimura, 1996), sustancia reportada por primera vez para la especie.

Figura 5 - 5. Estructura quimica del acido asnico (5)
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Tabla 5 - 7. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para del acido usnico (5).
S (ppm) HMBC
&c (ppm) : -
L integracion, mult.
Posicion
Experimental® | Reportado® | Experimental® | Reportado® EXpeI’I;T] ental Reportado®
1 198.1 198.0 - - _ C10
2 105.3 105.2 - - - C4, C12
18.70 (s, 1H-
3 191.7 191.7 - OH.3) - ca
4 98.3 983 6.01(s, 1H) | 5.91(s, 1H) | ¢1% ch c2, -
5 179.4 179.3 - - - C4, C10
6 155.2 155.2 - - - -
7 101.6 101.5 - - - C7,C14
13.34 (s, 1H- | 13.3(s, 1H-
8 163.9 163.8 OH.8) OH-.8) C7,C9,C8 | C7,C15
C7, C9,
9 109.4 109.3 - - - C1e
11.06 (s, 1H- | 11.0(s, 1H- C11, C9,
10 157.5 157.4 OH.8) OH.8) 10 C9, C15
11 104.0 103.9 - - - C9, C10
C4,C7,
12 59.1 59.0 - - 10
C12, C11,
13 32.1 32.1 1.79 (s, 3H) | 1.76(s 3H) C5. C1 -
14 200.3 200.3 - - - Cl12
C15, C14,
15 27.9 27.9 2.69 (s, 3H) | 2:65(s 3H) C2 -
16 201.8 201.7 - - - C14
17 31.3 31.2 2.71 (s, 3H) 2.67's, 3H) c7 -
C18, C9,
18 7.5 7.5 2.14 (s, 3H) 2.10 (s, 3H) 10, C8 -

3Tomado en CHCls ds (*H; 400 MHz y *3C 100 MHz). " Tomado en CHCIls ds (Huneck, 1999; Diaz - Santos, 2008).




86 Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de

Sumapaz, Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel.

5.3 Estudio de la actividad biologica del hongo
liguenizado Everniastrum cirrhatum

5.3.1 Actividad antioxidante del extracto y liguenoquimicos de E.
cirrhatum

5.3.1.1 Cuantificacién del poder captador del radical libre DPPH* del extracto
y compuestos aislados de E. cirrhatum
Durante afios se ha reflejado el creciente interés por determinar la capacidad antioxidante
de sustancias de origen natural, lo que ha generado un continuo desarrollado de diferentes
técnicas espectrofotométricas que permiten dar un acercamiento a dicha capacidad. Se
han reportado numerosos métodos que permiten evaluar la capacidad antioxidante (Miller,
et al., 1996). En lo que respecta a capacidad captadora de radicales libres, estan aquellos
que utilizan radicales libres de naturaleza sintética como DPPH® (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), el ABTS (2,2’-azino-bis &cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y el ABAP
(2,21 —azobis 2-amidinopropane) (Mesa - Vanegas, et al., 2015), ademas otras técnicas in
situ que utilizan el radical hidroxilo (OH®), radical superdxido (O2°), radical alcoxilo (RO;")

entre otras (Halliwell, 2012).

Para evaluar de forma cuantitativa la capacidad captadora de radicales libres del extracto
acetdnico de E. cirrhatum, sustancias liquénicas y patrones antioxidantes (acido galico y
BHT), se utilizé el modelo de radical libre DPPH* (Brand - Williams, et al., 1995). A pesar
de que el radical libre empleado en el mismo no es bioldgico, este modelo es utilizado
ampliamente para evaluar la capacidad captadora de radicales libres en la busqueda de
compuestos antioxidantes, ya que este resulta simple, rapido, sensible, reproducible

ademas de que encuentra implementado en el grupo de investigacién.

La capacidad captadora de radicales libres del extracto aceténico, compuestos aislados de
este y patrones antioxidantes se evalud a partir de la determinacién experimental de la
concentracion efectiva cincuenta (CEsp), representativa de la concentracion de compuesto
necesaria para disminuir en un cincuenta por ciento la concentracién inicial de radical libre
DPPH". Por consiguiente, entre menor sea la magnitud de la CEsp para un compuesto,
mayor sera su poder captador de radicales libres. En la Tabla 5-7 se presentan los valores
de CEso expresados en mg muestra / mg DPPH* o mol compuesto / mol DPPH® para los

compuestos 1 al 5 y patrones antioxidantes.
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Tabla 5 - 8. Poder captador de radicales libres (CEso) del extracto acetdnico de E. cirrhatum,

compuestos aislados y patrones.

Actividad anti-radicales libres (CEso)

Muestras
mg muestra/ mg DPPH* mol compuesto / mol DPPH*
0 OH
0.0177 0.0371
HO OH
OH
acido galico (AG)
CH; OH H5C
H4C CH4
H.C CH,
0.1739 0.3112
CH,
BHT
Extracto (E) 0.4825 -
OH
CHy o
0 OH
HO o N0 9.4952 9.6429
x 0
O HO
acido salazinico (1)
CH; O CH,
HaC 0 OH
HO OHH,C = 9.0357 8.8545
=5 CHg O_\CH3
pseudocifelarina A (2)
CH; O 3.6183 7.2720
O/CHs
HO OH
CH,
acido atrarico (3)
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Tabla 5 - 9. (continuacion). Poder captador de radicales libres (CEso) del extracto acetdnico de E.
cirrhatum, compuestos aislados y patrones.

Actividad anti-radicales libres (CEso)
Muestras
mg muestra/ mg DPPH* mol compuesto / mol DPPH*
cC
CHs o Hy
0 OH
© 11 12.1212
HO OH .5058 .

5.3257 6.0992

acido asnico (5)

Con base en los datos obtenidos de CEso (mg muestra/ mg DPPH®) (Tabla 5-7), el extracto
(0.4825) mostro un poder captador de radicales libres menor que los antioxidantes control
BHT (0.1739) y &cido galico (0.0177), siendo mas activo que sus constituyentes
individuales. Lo anterior podria indicar que se estaria presentando un efecto sinérgico por
parte de los constituyentes presentes en el extracto o que no se haya aislado el o los
constituyentes responsables de dicha actividad. Comparando la actividad de los
compuestos 1 a 5, CEsp (mol muestra / mol DPPH®) el acido usnico (5) resulté ser el
compuesto mas activo seguido del acido atrarico (3), y de los compuestos acido salazinico
(1) y pseudocifelarina A (2). Por su parte la atranorina (4) result6é ser el compuesto menos
activo como captador de radicales libres. Estudios previos llevados a cabo en nuestro
grupo de investigacién, concuerdan con estos resultados que ponen en evidencia que tanto
el acido usnico como el 4cido atrarico presentan actividad antioxidante en este modelo
(Rojas, et al., 2015; Perico - Franco, et al., 2015a).
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5.3.1.2 Determinacién de la reactividad de los compuestos aislados como
agentes captadores de radicales libres

La reactividad de los compuestos liquénicos 1 a 5 como agentes captadores de radicales

libres se establecid a partir de k. (constante de velocidad de reaccion de segundo orden),

determinada experimentalmente a 25.0 £ 0.1 °C (Espin, et al., 2000; Suja, et al., 2004).

El comportamiento cinético para cada uno de los sistemas estudiados del Ln [DPPH¢] vs t
fue de tipo lineal, permitiendo establecer que la cinética seguida por estos sistemas, bajo
las condiciones experimentales, es de pseudo-primer orden. Con base en esto, se calcul6

k2 a partir de kobs y la concentracion inicial del compuesto (Tabla 5-8).

Tabla 5 - 10. Reactividad de los compuestos 1 a 5, aislados de E. cirrhatum como agentes
captadores de radicales libres (kz; 25.0 £ 0.1 °C).

Relacion
[AH]o k2 K2promedio +sd
Compuesto [AH]o/ Kobs. (1)
HM (M-l * S-l) (M-l * S-l) (M-l * s-l)
[DPPHe]o
o . 6:1 296.9 | -0.00019333 0.6512
acido gélico (AG) 0.648 0.005
10:1 433.9 | -0.00027971 0.6447
2:1 75.3 -0.00002903 0.3855
BHT 0.418 0.045
31 150.6 | -0.00006769 0.4495
31 146.3 | -0.00002550 0.1743
acido salazinico (1) 0.197 0.032
6:1 292.6 | -0.00006415 0.2192
pseudocifelarina A 2:1 105.3 | -0.00001239 0.1177
0.116 0.003
(2) 4.1 210.6 | -0.00002401 0.1140
] ) 3.1 137.4 | -0.00003575 0.2601
acido atrarico (3) 0.276 0.022
4:1 157.1 | -0.00004571 0.2910
] 5:1 282.6 | -0.00002012 0.0712
atranorina (4) 0.061 0.015
8:1 426.7 | -0.00002127 0.0499
3:1 129.1 | -0.00001663 0.1288
acido usnico (5) 0.129 0.002
8:1 382.9 | -0.00005035 0.1315

Como se puede apreciar en la Tabla 5-8, los valores de k; para los compuestos 1 a 5
resultaron significativamente inferiores (p < 0.05) a los presentados para el 4cido galico y
BHT, permitiendo establecer que los compuestos aislados en este estudio son menos

reactivos como captadores de radicales libres que los patrones evaluados.
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Teniendo presente que sustancias como el &cido ascérbico e isoeugenol son considerados
antioxidantes de cinética rapida, pues cuando reaccionan con DPPH®, tardan cerca de un
minuto para alcanzar el estado estacionario (estado en el que él % remanente de DPPH*
en funcion del tiempo permanece constante); entre tanto antioxidantes como alfa-tocoferol
y &cido rosmarinico son clasificados dentro de los de cinética intermedia (tardan hasta 30
minutos para alcanzar el estado estacionario) y los antioxidantes acido géalico y BHT dentro
de cinética lenta (tardan 6 o mas horas para alcanzar este estado) (Brand - Williams, et al.,
1995), podemos inferir que los compuestos evaluados 1 a 5 también son de cinética lenta,
aunado al hecho de que ellos tardan alrededor de 27 horas para alcanzar dicho estado

estacionario y a los menores valores que presentaron en Ka.

Comparando la reactividad de 1 a 5, la atranorina (4) (k. = 0.061+ 0.015 M * s1) resulté
ser el compuesto menos reactivo mientras que el acido atrarico fue el méas reactivo (3) (ko
=0.276 £ 0.022 M1 * s1), En el caso de la atranorina la baja reactividad concuerda con su
baja potencia para captar radicales libres (CEsp 12.1212 mol muestra /mol DDPH?®),
mientras que para el acido atrarico su mayor reactividad también coincide con una mayor
potencia. Por su parte, los compuestos 2 (pseudocifelarina A) y 5 (acido Usnico) no
presentaron diferencias significativas en sus valores de k2 (p > 0.5) indicando que poseen
la misma reactividad como agentes captadores de radicales libres, siendo esta reactividad
intermedia entre la presentada por 3 y 4. Comparando la estructura de 2 vs 4, se puede
inferir que la presencia de sustituyentes metilo adicionales sobre los anillos aromaticos en
los dépsidos (como ocurre en 2) puede ser una caracteristica estructural que favorece su
reactividad como agente captador de radicales libres lo cual se ve reflejado en sus valores
de k.. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos (Perico - Franco, et al., 2015a;
Rojas, et al., 2015; Mishra, et al., 2011) donde de manera adicional, se ha encontrado que
los compuestos monoaromaticos con patron de B-orcinol, donde los grupos metilos se
encuentran sin oxidar como en el caso de 3, resultan mas reactivos que los dépsidos con
dicha caracteristica estructural lo cual explicaria su mayor reactividad. Lo anterior, teniendo
en cuenta el caracter activador o desactivador del anillo aromatico por parte del grupo

metilo o aldehido, respectivamente.
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5.3.1.3 Determinacion del poder reductor férrico o (PRF)

El ensayo de poder reductor férrico (PRF) es un método que permite la determinacion
cuantitativa de la capacidad de una sustancia para actuar como donador de electrones a
especies oxidadas produciendo su reduccion, para convertirlas asi, en especies mas
estables, que no generen reacciones en cadena caracteristicas de los procesos oxidativos
(Fernandez - Moriano, et al., 2015). Esta capacidad reductora puede servir como un

indicador significativo del potencial antioxidante de una sustancia.

En este método el ion férrico (Fe*®) es reducido a ion ferroso (Fe*?) por efecto de un agente
antioxidante, dicha reduccion se cuantifica mediante la formacion del complejo de
ferrocianuro ferroso Fe;Fe(CN)s 0 azul de Turnbul (Benzie, et al., 1996) que se puede
cuantificar espectrofotométricamente (A 700 nm). Valores mayores de absorbancia de la
muestra, estan asociados a un aumento en la concentracion del complejo y es indicativo

de un mayor poder reductor férrico ejercido por la sustancia analizada (Oyaizu, 1986).

Los resultados del PRF para el extracto aceténico de E. cirrhatum, compuestos aislados,

y antioxidantes control se muestran en la Tabla 5-9 y Figura 5-6.

Tabla5- 11. Poder reductor férrico del extracto aceténico y compuestos aislados del E.
cirrhatum.

Poder reductor férrico (PRF + sd)@® (Absorbancia)

Muestra 25 ppm 50 ppm 100 ppm 250 ppm
0.7400 1.2650 2.2630 3.9420

acido galico (AG) (0.0127) (0.0135) (0.1335) (0.0502)
0.1320 0.1725 0.2955 0.5290

BHT (0.0028) (0.0078) (0.0064) (0.0057)
0.1771 0.2106 0.2335 0.3496

Extracto (E) (0.0038) (0.0069) (0.0086) (0.0131)
0.0255 0.0335 0.0640 0.1320

acido salazinico (1) (0.0021) (0.0021) (0.0042) (0.0201)
0.0457 0.0470 0.0625 0.0723

pseudocifelarina A (2) (0.0038) (0.0000) (0.0035) (0.0049)
0.0395 0.0483 0,0740 0.0780

acido atrérico (3) (0.0007) (0.0012) (0.0042) (0.0000)
0.0290 0.0577 0.0665 0.0655

atranorina (4) (0.0036) (0.0015) (0.0021) (0.0049)
0.0440 0.0477 0.0623 0.1083

acido Usnico (5) (0.0042) (0.0015) (0.0038) (0.0012)
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@ cada valor representa el promedio de dos o tres medidas independientes = la desviacién estandar, sd.

Poder Reductor Férrico (PRF)
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Figura 5 - 6. Poder reductor férrico del extracto aceténico, compuestos aislados del de E. cirrhatum
y patrones. Extracto acetdnico (E), &cido salazinico (1), pseudocifelarina A (2), acido atréarico (3),
atranorina (4), acido usnico (5) y butirato de hidroxitolueno (BHT).

De acuerdo con los resultados de poder reductor férrico, el extracto, los compuestos 1 a 5,
y los patrones antioxidantes (AG y BHT) presentaron una dependencia en el valor de PRF
con la concentracién evaluada, alcanzandose los mayores valores a una concentracion de
250 ppm. De todas las sustancias evaluadas el acido galico resulté ser la sustancia que
presentd mayor poder reductor férrico en todo el rango de concentracion evaluado. A
concentraciones por debajo de 250 ppm el extracto resulté ser mas activo que BHT y que
los compuestos 1 a 5. Particularmente a 250 ppm el BHT resulté mas activo que el extracto
y que los compuestos aislados (p < 0.5). Por otro lado, los compuestos 1 a 5 no presentaron
diferencias significativas en el valor de PRF (p > 0.5), en todo el rango de concentracién
evaluado, indicativo de que poseen la misma actividad (bajo PRF). Considerando que, en
todo el rango de concentracion evaluado, el extracto presenté mayor valor en PRF que sus

compuestos aislados, esto podria deberse a un posible efecto sinérgico en el extracto.
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5.3.1.4 Determinacion del poder inhibidor de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es un factor que esté involucrado en el proceso de envejecimiento
celular, y a su vez esta relacionado con procesos patolégicos que incluyen enfermedades
cardiovasculares, neurogenerativas y con la progresién del cancer (Dunaway, et al., 2018).
Durante este proceso, se lleva a cabo la degradacion oxidativa de los lipidos, iniciada por
un mecanismo de reaccién en cadena a través de la generacion de radicales libres. Estos
afectan por lo general a acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en las
membranas celulares, siendo estos con mayor frecuencia el sustrato de ataque, ademas
de las lipoproteinas y otras moléculas que contienen lipidos (Snezana, et al., 2014). Por
esta razon, se hace necesaria la busqueda de agentes antioxidantes que tengan como

mecanismo de accién evitar la peroxidacion de lipidos.

El poder inhibidor de la peroxidacion lipidica tomando como modelo al acido linoleico,
(expresado como porcentaje de inhibicion, % IPAL), para el extracto acetdnico de E.
cirrhatum, los compuestos aislados y los controles positivos (acido galico y BHT) fue
evaluado a las 24 y 48 horas y a una temperatura de 37.0 °C. Considerando que a las 48
h se alcanzaron los mayores valores en % IPAL, estos resultados se presentan en la Figura
5-7 y Tabla 5-10.

Tabla 5 -12. Poder inhibidor de la peroxidacion lipidica del extracto aceténico y compuestos aislados
de Everniastrum cirrhatum.

Poder inhibidor de la peroxidacion
Muestra % IPAL ( +sd)®
50 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm
acido gélico (AG) 11.74 (0.12) 14.37 (0.12) 22.17 (0.93) 31.77 (0.12)
BHT 68.75 (0.84) 70.53 (0.81) 68.06 (1.04) 73.40 (0.23)
extracto (E) 22.72 (0.73) | 32.47 (0.44) 47.93 (0.29) 61.10 (1.03)
acido salazinico (1) 38.10 (0.87) 46.39 (2.67) 59.36 (0.12) 58.70 (0.12)
pseudocifelarina A (2) 3.63 (1.03) 20.85 (0.15) 21.27 (0.44) 29.88 (0.29)
acido atrarico (3) 49.75 (0.23) 20.53 (1.16) 4.84 (1.51) 4.11 (1.63)
atranorina (4) -1.89 (0.12) 5.66 (4.76) 65.96 (1.07) 74.82 (0.99)

@Cada valor representa el promedio de dos o tres medidas independientes + la desviacién estandar, sd
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Figura 5 - 7. Poder inhibidor de la peroxidacion lipidica del extracto y sustancias aisladas de E.
cirrhatum. Extracto acetonico (E), acido salazinico (1), pseudocifelarina A (2), acido atrarico (3),
atranorina (4), acido galico (AG) y butirato de hidroxitolueno (BHT).

Como se aprecia, el % IPAL presenta un comportamiento dependiente de la concentracion
para todas las muestras evaluadas, excepto para el BHT, que no mostré diferencias
significativas en el % IPAL en todo el rango de concentracién evaluado. Dados sus valores
altos de % IPAL esto seria indicativo de su gran capacidad inhibidora de la peroxidacion
lipidica, expresada desde la concentracibn mas baja (50 ppm) siendo el inhibidor de la
peroxidacion lipidica mas potente en este estudio. En el caso del extracto y los compuestos
1, 2y 4, su% IPAL aumentdé de manera proporcional al incremento de su concentracion
mientras que en el caso del compuesto 3, su % IPAL disminuyé al aumentar su
concentracion permitiendo inferir un posible comportamiento prooxidante de este
compuesto. Elextracto, el &cido salazinico y la atranorina, presentaron mayor % IPAL que
el acido galico a una concentracion de 200 ppm (p < 0.5) mientras que la pseudocifelarina
A mostré el mismo poder inhibidor que el acido gélico (p > 0.5). A pesar de que el acido
galico resulté ser el agente captador de radicales libres y reductor férrico mas potente, fue

menos activo como inhibidor de la peroxidacion de lipidos que el BHT lo cual se podria
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asociar a su mayor caracter hidrofilico que BHT, considerando que este ensayo tiene lugar

en un medio lipofilico.

5.3.2 Evaluacién de la actividad fotoprotectora del extracto y
compuestos aislados de Everniastrum cirrhatum

5.3.2.1 Determinacion del factor de proteccidn solar (FPS) in vitro

El factor de proteccion solar (FPS) es un parametro que permite determinar la capacidad
de un fotoprotector para proteger en contra de la radiacion ultravioleta UVB (Hoffman, et
al., 2000). El FPS se obtiene del cociente entre la minima cantidad de energia necesaria
para producir eritema minimamente detectable (dosis minima de eritema: MED) en piel con
fotoproteccion y la energia requerida para producir la MED sin la aplicacion del mismo. Se
debe tener en cuenta que este factor s6lo considera el eritema producido por la radiacién

UVB y no otros efectos producidos por la radiacion UVA.

De acuerdo con la Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) a
partir de los valores de FPS, los fotoprotectores pueden presentar diferentes niveles de
proteccion: "minima" cuando el FPS esta entre 2 y 12; "moderada” cuando esta entre 12 y
30; "alta” cuando es superior a 30 ( Food and Drug Administration, 2011). A su vez, el FPS
determinado in vitro constituye un parametro que correlaciona muy bien con las pruebas
in vivo al relacionar la absorbancia de una sustancia con el efecto eritematogénico de la
radiacion e intensidad de la luz a las longitudes de onda especificas en la region UVB
(Mansur, et al., 1986; Abreu - Dutra, et al., 2004).

El FPS del extracto acetdnico, compuestos aislados de E. cirrhatum (1 a 5) y filtros solares:
avobenzona (AVO / filtro UVA), tinosorb S (Tin.S / filtro UVA-UVB) y el acido 2-fenil-5-
bencimidazol-sulfénico (AFBS / filtro UVB), se presentan en la Tabla 5-11 y Figura 5-8.

Los resultados de FPS de las sustancias aisladas acido salazinico (1), pseudocifelarina A
(2), acido atrarico (3), atranorina (4), acido usnico (5), ademas de los patrones
fotoprotectores evaluados, permiten evidenciar de manera general un comportamiento
dependiente de la concentracion, ya que el FPS aument6 con el incremento de la

concentracion de la muestra evaluada.

Tabla 5 - 13. Actividad fotoprotectora (FPS, Acrit. y UVA-r*) y permeabilidad dérmica (Log P y AG)
del extracto acetdnico y compuestos aislados de E. cirrhatum.
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Actividad fotoprotectora Permeabilidad dérmica
i6 Longitud Factor - Energia Libre
Factor de Proteccion Solar (UVB) de Onda Proteccion %Zerfémaerq:)e de
FPS (£ sd) Critica 0% UVA ) P Transferencia
7\-crit. AG
10 50 Log P
Muestra pl;?r% FJZSF?W (nm) UVA-r* N gd (kd/mol)
ppm | ppm v sd £s s
10.07 35.75 34.26 39.40 328.77 0.463
AFBS 1 015 | 350) | (233) | (0.09) | (0.61) ©.o016) | 0-69(0-26) | -3.96(1.48)
. 8.48 39.57 364.20 1.713
TS | 0w | o4y | 40 > 40 017) (©o3) | 914(0.75) | 5216 (4.28)
4.07 14.12 24.98 38.07 377.08 5.005
AVO | 012) | 0.92) | (0.68) | (0.17) | (0.58) 0.004) | 481(0.17) | -27,46(0.97)
£ 2.66 7.43 16.59 31.74 344.92 0.472
(0.29) (0.43) (1.16) (0.47) (2.08) (0.042) ) )
4.06 10.34 35.42 40.01 341.00 0.435
! 0.17) | (165 | (1.26) | (0.00) | (0.71) ©0.061) | 098(010) | -6.26 (0.75)
0.48 3.10 6.35 11.82 370.83 0.897
2 0.04) | (0.08) | (037) | (067) | (2.19) (0.039) | +32(0:32) | -24.69(1.82)
7.60 5.97 11.82 30.38 321.00 0.136
8 0.05) | (0.24) | (0.05) | 120 | (0.82) (0.005) | 232(0.48) | -11.73(1.33)
3.79 11.37 19.42 39.49 353.17 1.379
4 0.71) | (0.45) | (0.40) | (0.80) | (0.75) (©0.008) | >86(0:44) | -22.06(2.54)
4.41 26.96 39.49 40.01 364.00 0.723
5 0.67) | (0.58) | (0.41) | (0.00) | (1.83) (©0.16a) | -43(0:23) | -816(1.24)

&) 2, crit. y UVA-r*, estan determinados para una concentracion de 200 ppm. Cada valor de FPS, A crit., UVA-r*, LogP y
A:G resulta del promedio de dos o tres medidas independientes + la desviacion estandar, sd.

Comparando los valores de FPS de los fotoprotectores comerciales AVO y AFBS, se
aprecia el caracter fotoprotector UVB del compuesto AFBS frente a AVO, dado su mayor
valor de FPS en todo el rango de concentracion, que era de esperar, dada la naturaleza
fotoprotectora de AFBS (filtro UVB). Respecto a tinosorb S (filtro UVA/UVB), este presentd
un valor intermedio en FPS a una concentracion de 10 ppm, frente a los mostrados para
AVO y AFBS, y a una concentracion de 50 ppm, también mostré mayor capacidad
fotoprotectora UVB que AFBS. A concentraciones mas altas (100 y 200 ppm), present6 un

valor de FPS superior a 40, que explicaria su gran capacidad fotoprotectora UVB.

Al comparar los valores de FPS del extracto y compuestos 1 a 5, es de resaltar el
comportamiento de los 4cidos salazinico (1) y acido Usnico (5) que presentaron la mayor

capacidad fotoprotectora UVB en todo el rango de concentracion evaluado (p < 0.05).
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Considerando el valor de FPS de las muestras evaluadas a 200 ppm (concentracion de
referencia para este ensayo) y el criterio establecido por la ( Food and Drug Administration,
2011) para indicar el nivel de proteccion frente a esta radiacion, los patrones AFBS, AVO,
el extracto y los compuestos 1, 3, 4 y 5 estarian clasificados como fotoprotectores con un
nivel de proteccion “alto” (FPS superior a 30) frente a la radiacion UVB, mientras el

compuesto 2 como un agente con nivel “minimo” de proteccion (FPS entre 2y 12).

Poder fotoprotector contra la radicion UV-B
Everniastrum cirrhatum

45.00
40.00 AFBS
35.00 W Tin. S
30.00 = AVO
v 25.00
a mE
L 20.00
15.00 1
10.00 "2
5.00 =3
0.00 .
10 50 100 200
Concentraciéon (ppm) "5

Figura5 - 8. Poder fotoprotector en contra de la radiacién UVB del extracto aceténico y compuestos
aislados de E. cirrhatum. Extracto acetdnico (E), acido salazinico (1), pseudocifelarina A (2), acido
atrérico (3), atranorina (4), acido Usnico (5), acido 2-fenil-5-bencimidazol-sulfénico (AFBS), Tinosorb
S (Tin. S) y Avobenzona (AVO).

Teniendo presente que los compuestos 2 y 4 son dépsidos, cuya diferencia estructural
radica en una mayor sustitucion por grupos metilos en los anillos aromaticos (caracteristica
presente en 2) (Figura 5-9), este tipo de sustituyentes hace que se genere un efecto
batocrémico en la absorcién del croméforo, provocando un desplazamiento en su espectro
de absorcién hacia longitudes de onda mayores, lo cual explicaria la menor capacidad
fotoprotectora UVB en 2.
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Figura 5 - 9. Comparacion de las estructuras de los compuestos 2 y 4 aislados de Everniastrum
cirrhatum.

5.3.2.2 Determinacion de la longitud de onda critica (Acit), cOmMo
metodologia en la cuantificacién del efecto fotoprotector frente a la
radiacion UVA

Hoy en dia se ha evidenciado que la radiacién UVA también puede resultar en dafo
significativo tisular y posterior apariciéon de patologias graves como cancer de piel (Cole,
et al., 1986) por ello es necesario protegerse de dicha radiacién. La FDA ( Food and Drug
Administration, 2011) estableci6é el parametro de longitud de onda critica (Acit), como una
prueba in vitro para evaluar el efecto fotoprotector frente a la radiacion UVA y en conjunto
con el FPS, establecer la amplitud de espectro de proteccién de las sustancias usadas
como filtros solares (Catanedo - Cazares, et al., 2013). Este parametro se define como
la longitud de onda por debajo de la cual un agente fotoprotector absorbe el 90 % de la
radiacién solar en el rango de longitud de onda de 290 a 400 nm. Se ha establecido una
escala de puntuacién que va de 0 a 4 para clasificar la capacidad de los fotoprotectores de
proteger frente a la radiacion UVA: O (Acit < 325 nm); 1 (325 < Aciic < 335 nm); 2 (335 < Aciit
< 350 nm); 3 (350 < Acit <370 nm); 4 (370 nm < Aqit), indicativos de “nula”, “baja”, “media”,
“alta” y “muy alta” capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVA, respectivamente Una
sustancia se puede clasificar entonces de amplio espectro cuando la longitud de onda

critica 2 370 nm y su FPS es mayor 15 ( Food and Drug Administration, 2011).

Los resultados de Aqit para el extracto y compuestos aislados de E. cirrhatum y patrones
(AVO, AFBS y Tin. S) se muestran en Tabla 5-11. De acuerdo con los criterios de
clasificacién dados por FDA ( Food and Drug Administration, 2011), el patrén AVO (377.08
+ 0.58 nm) esta clasificado en el nivel 4 con una “muy alta” cobertura frente a la radiacion
UVA concordando con lo esperado para esta sustancia. Por su parte, el AFBS (328.77 *

0.61 nm) se ubica en el nivel 1, con “baja” cobertura frente a la radiacién UVA, confirmando



Capitulo 5 99

su principal efecto fotoprotector frente la radiacion UVB dado su alto valor de FPS (ca.
39.40). El patrén Tin.S (364.20 £ 0.17) se ubica en el nivel 3, con una cobertura “alta” frente
a la radiacion UVA, sumada a su capacidad protectora UVB dada por su alto FPS (> 40)
confirmando su efecto fotoprotector UVA/UVB (Sambandan, et al., 2011). Estos resultados,
permiten confirmar la validez de este parametro para evaluar la actividad fotoprotectora
frente a la radiacion UVA (Diffey, 1994).

Para el caso del extracto y los compuestos 1 a 5, el &cido atrérico (3) (321.00 + 0.82 nm)
se clasifica en un nivel 0, indicativo de “nula” proteccion frente a la radiacion UVA, mientras
que el extracto aceténico (344.92 £ 2.08 nm) y el &cido salazinico (1) (341.00 £ 0.71 nm)
se ubican en el nivel 2, con una “media” proteccion frente a la radiacion UVA. La atranorina
(4) (353.17 £ 0.75 nm) y el &cido usnico (5) (364.00 + 1.83 nm) se clasifican en el nivel 3,
con capacidad “alta” de proteccién frente a la radiacion UVA aunado a sus propiedades
fotoprotectoras “altas” (FPS superior a 30) frente a la radiacion UVB similares a las
presentadas por el Tin.S. Finalmente, la pseudocifelarina A (2) (370.87 = 0.75 nm) se
clasifica en el nivel 4, como una sustancia con una “muy alta” capacidad fotoprotectora
frente a la radiacidbn UVA, similar a la presentada por AVO. Considerando que 2 presento
una baja capacidad fotoprotectora UVB (FPS ca. 12), no puede ser considerada de amplio
espectro, restringiendo su capacidad fotoprotectora a la radiacion UVA. La mayor
capacidad fotoprotectora UVA de 2 frente a 4 se puede explicar por el efecto batocrémico

de los sustituyentes, previamente explicado en la seccién 4.3.2.1.

Aunqgue el extracto y los compuestos 1, 4 y 5, presentaron capacidad fotoprotectora frente
a la radiacion UVA y UVB, tomando como base el criterio de la FDA ( Food and Drug
Administration, 2011) que establece que para que un fotoprotector sea considerado de
amplio espectro, este debe tener un valor de FPS = 15 y un valor en la longitud de onda

critica 2 a 370 nm, éstos no podrian ser consideradores fotoprotectores de amplio espectro.

5.3.2.3 Determinacién de la relacién UVA-r* como criterio para evaluar
efecto fotoprotector frente a la radiaciéon UVA y UVB

La relacion UVA-r* es un parametro que determina la eficiencia de los fotoprotectores para

proteger en contra de la radiacion UVB y UVA. Por lo tanto, proporciona una buena idea

de qué regién UV estd mejor bloqueada por las sustancias fotoprotectora (Diffey, 2009).

La relacion UVA / UVB se define entonces como la relacion de las absorbancias medidas

en rangos de longitud de onda distintivos: UVA (320-400nm) y UVB (290- 320nm),
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permitiendo estimar especificamente el grado de proteccién de los fotoprotectores frente a

la radiacion ultravioleta.

De acuerdo con los resultados de UVA-r* para el extracto acetonico y compuestos aislados
de E. cirrhatum y patrones (AVO, AFBS y Tin. S) (Tabla 5-11), se evidencian diferentes
grados de proteccion en contra de la radiacion UVA (evaluado a 200 ppm). El patrén AVO
present6 el mayor valor de UVA-r* (5.005 + 0.004) indicativo de una “maxima” capacidad
para proteger frente a la radiacién UVA vs UVB coincidentes con sus valores de FPS y A,
seguido de Tin.S (5.005 + 0.004) que también exhibe “maxima” capacidad fotoprotectora
frente a esta radiacion y por ultimo AFBS que present6 el menor valor (0.463 + 0.016).

Estos resultados estan de acuerdo con la naturaleza fotoprotectora de dichas sustancias.

Respecto al extracto y los compuestos aislados de E. cirrhatum, el compuesto 3 presento
el menor valor de UVA-r* (0.136 + 0.005) indicativo de su “nula” proteccién frente a la
radicacion UVA vy preferencia para proteger frente a la radiacion UVB, lo cual esta de
acuerdo con sus datos de FPS y Agit. Por su parte, los compuestos 4 (UVA-r* (1.379 +
0.008) y5 (UVA-r*=0.723 + 0.164) presentaron valores mayores en este factor, indicativos
de ‘maxima” y “sobresaliente” capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVA,
respectivamente, aunado a sus sobresalientes capacidades fotoprotectoras UVB. El
extracto y el compuesto 1, mostraron buena capacidad fotoprotectora UVA ademas de
haber presentado propiedades fotoprotectoras UVB. Finalmente, la pseudocifelarina A (2),

solamente mostrd capacidad fotoprotectora UVA confirmada a partir de su Acic y UVA-r*,

En conjunto, los resultados obtenidos de los tres parametros in vitro evaluados para la
actividad fotoprotectora, nos indican que el extracto acetonico y los compuestos 1, 3,4y 5
serian fotoprotectores idéneos para proteger en contra de la radiacion UVB de acuerdo
con su factor de proteccion solar, cabe resaltar que para los compuestos acido salazinico
(1) y atranorina (4) se corroboran los datos con estudios previos que indican esta
fotoproteccion, debido a que es muy comuin que se encuentran en altas concentraciones
en la corteza del liguen y en la parte superior de la médula siendo metabolitos
especializados en la fotoproteccion del hongo liguenizado frente a las condiciones solares
(LGttge, et al., 2012).

Por otro lado, la capacidad fotoprotectora contra la radiacion UVA determinada por la

longitud de onda critica es “nula” para el acido atrarico (3); “media” para el extracto y &cido
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salazinico (1); “alta” para la atranorina (4) y é&cido Usnico (5) y “muy alta” para la
pseudocifelarina A (2) la cual no posee capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVB
convirtiéndose, esta Ultima en un posible candidato para actuar sinérgicamente con

sustancias de proteccién UVB.

5.3.2.4 Estimacién preliminar del caracter lipofilico y la posible
permeabilidad dérmica de los compuestos aislados de E. cirrhatum

Considerando que los compuestos estudiados podrian ser empleados como ingredientes
de formulaciones destinadas a la piel a fin de prevenir dafios causados por la radiacién
ultravioleta sobre esta y a que este 6rgano posee una naturaleza lipofilica, fue importante
determinar de manera preliminar, la lipofiia y grado de permeabilidad que podrian
presentar estas sustancias en dicho 6érgano. En este sentido, el coeficiente de reparto (P)
y la energia libre molar de Gibss de transferencia (AG), representan parametros
fisicoquimicos que permiten predecir de manera preliminar el grado de lipofilia y la
permeabildad dérmica, respectivamente de sustancias candidatas a ser empleadas como
fotoprotectores. Valores de Log P < 1, en una sustancia estan asociadas a una mayor
dificultad de esta para el traspaso al estrato cérneo de la piel a fin de ejercer su efecto
protector; pero si Log P > 1, podr4 atravesarlo sin dificultad siendo deseable que
permanezca en él para ejercer su efecto y no se absorba (Choy, et al., 2011; Touitou, et
al., 2008). Respecto a la energia libre molar de Gibbs de transferencia A:G, este parametro
nos permite predecir si el paso de la sustancia a través de membrana bioldgica ocurre o
no, y si este proceso se da de manera espontanea mediante difusiébn pasiva, siendo

favorable en aquellos casos en donde AG resulta negativa.

A partir de los resultados obtenidos de Log P y AG evaluados in silico (Tabla 5-11), se
evidencia el caracter lipofilico de los compuestos pseudocifelarina A (2), acido atrarico (3),
atranorina (4) y acido usnico (5), siendo el mas lipofilico el compuesto 2 lo cual es de
esperarse dada su naturaleza quimica y menos lipofilico el compuesto 5 lo que se
corrobora con estudios previos que indican una moderada lipofilicidad para el 4cido Usnico
(Santos Nunes, et al., 2016). Por otro lado, los patrones AVO y Tin.S también maostraron
un caracter lipofilico mientras que AFBS, al igual que el acido salazinico (1) presentaron

un caracter hidrofilico.

Los valores de energia libre de transferencia de Gibbs AG (kJ/mol), de todos los

compuestos aislados, y los patrones fotoprotectores evaluados, presentaron valores
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negativos en este parametro, indicando que su paso a través de membrana podria ocurrir
de manera espontdnea mediante difusidén pasiva, siendo energéticamente mas favorable,
para aquellos compuestos que presentaron un valor mucho mas negativo, tal es el caso
Tin. S (- 52.16 + 4.28 kJ/mol), seguido de AVO (- 27.46 + 0.97 kJ/mol) y de los compuestos
aislados 2 (- 24.69 + 1.82 kJ/mol), 4 (- 22.06 + 2.54 kJ/mol) y 3 (- 11.73 + 1.33 kJ/mol)y
finalmente los compuestos 5 (- 8.16 + 1.24 kJ/mol) y 1 (- 6.26 + 0.75 kJ/mol) quienes
presentan menor facilidad para difundirse a través de las membranas, de acuerdo con el

ensayo in silico.

Teniendo en cuenta los resultados de actividad antioxidante (poder captador de radicales
libres (CEsp), reactividad (k2) como agente captador de radicales libres, poder reductor
férrico (PRF) y poder inhibidor de la peroxidacion de lipidos (% IPAL) y actividad
fotoprotectora (FPS, Acrit, UVA-r*) de los compuestos aislados del liquen E. cirrhatum en
conjunto con los parametros que dan indicio de su permeabilidad a nivel del estrato corneo
de la piel (Log P y AtG) se destacan a los compuestos 1, 4 y 5 como agentes duales con
propiedades antioxidantes (cuyo mecanismo involucra la reduccién de iones férricos y la
inhibicion de la peroxidacion de lipidos) y fotoprotectoras, particularmente contra la
radiacion UVB. Adicionalmente, aunque el extracto y los compuestos 4 y 5 también
presentaron capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVA, tomando como base el
criterio de la FDA ( Food and Drug Administration, 2011) que establece que para que un
fotoprotector sea considerado de amplio espectro, este debe tener un valor de FPS 215y
un valor en la longitud de onda critica = a 370 nm, éstos no podrian ser consideradores
fotoprotectores de amplio espectro. Por su parte, la pseudocifelarina A (2) posee
caracteristicas idéneas de fotoprotector UVA y podria ser utilizada sinérgicamente con
fotoprotectores UVB en formulaciones destinadas a proteger a la piel de la radiacion UV.
Dichos compuestos poseen caracteristicas de permeabilidad adecuada para se
entregadas en el estrato cérneo de la piel, por lo cual se podrian constituir en principios
activos para el desarrollo de formulaciones destinadas a la prevenciéon de padecimientos

asociados a la radiacion solar, entre ellos el cancer de piel.
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6.Conclusiones

El estudio quimico del extracto acetdnico del hongo liguenizado Everniastrum cirrhatum
condujo al aislamiento y caracterizacion de los compuestos: acido salazinico (1),
pseudocifelarina A (2), &cido atrarico (3), atranorina (4) y acido usnico (5). Los compuestos

2 y 5 son por primera vez reportados para la especie y el género.

El &cido salazinico (1), la atranorina (4) y el &cido asnico (5) resultaron ser agentes duales
con propiedades antioxidantes, cuyo mecanismo involucra la reduccion de iones férricos y
la inhibicion de la peroxidacion de lipidos primordialmente, y con propiedades
fotoprotectoras UVB y UVA vy caracteristicas de permeabilidad adecuada para se
entregadas en el estrato cérneo de la piel, constituyéndose en agentes promisorios para
formularse como productos para proteger a dicho érgano frente a la radiacién UV y con

ello, convirtiéendose en posibles agentes preventivos de cancer de piel.

La pseudocifelarina A (2) posee caracteristicas idoneas de un fotoprotector UVA que
podria ser utilizada sinérgicamente con otros fotoprotectores en formulaciones destinadas

a proteger a la piel de la radiacién UV.

Este trabajo constituye una contribucion cientifica al conocimiento de las propiedades
bioldgicas de los hongos liguenizados del paramo de Sumapaz, y de su potencialidad como

fuente de agentes bioactivos.



10 Busqueda de antioxidantes y/o fotoprotectores en un hongo liquenizado del paramo de

4 Sumapaz, Colombia, como posibles agentes preventivos de cancer de piel.

7.Recomendaciones

Segquir explorando las propiedades fotoprotectoras y antioxidantes de los compuestos 1, 4
y 5, mediante ensayos que involucren lineas celulares y material genético sometido a
estrés oxidativo por radiacion UV a fin de comprobar su efecto protector sobre estos, asi
como evaluar la citotoxicidad de estos con miras a determinar su posible toxicidad.

Confirmar la estereoquimica del &cido Usnico, para determinar el enantiémero con las

actividades biolégicas evaluadas.

Realizar algunos estudios de formulacion que puedan ser evaluados en estudios
preclinicos in vivo, a fin de desarrollar estas sustancias como ingredientes activos en

formulaciones destinadas a la proteccion solar.

Segquir estudiando la especie Everniastrum cirrhatum, como fuente de compuestos con

actividades bioldgicas.
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9.Anexo: Espectros de los liguenoquimicos aislados del
Everniastrum cirrhatum
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Figura 9 - 1. Espectro de infrarrojo (KBr) &cido salazinico (1)
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Figura 9 - 19 Espectro de infrarrojo (KBr) del acido usnico (5).
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