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Resumen

Busqueda de compuestos con posible actividad
inhibitoria de enzimas de interés cosmético a
partir de algas del Caribe colombiano.

La proliferacion de las algas marinas en los arrecifes del Caribe colombiano ha causado una
perdida en la biodiversidad de estos ecosistemas. Con el fin de darle un aprovechamiento
a esta biomasa, en este documento se investigd su potencial en la produccién de cosméti-
cos despigmentantes y antienvejecimiento. Este estudio se compone de cinco capitulos que
abarcan aspectos como la revision bibliografica, la extraccion de compuestos quimicos, el
analisis mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y espectrometria de masas (EM),
la evaluacion de la actividad inhibitoria enzimatica, asi como un estudio quimico detallado

de una de las algas més prometedoras.

La revision bibliografica se enfoca en los antecedentes de la industria cosmética en Colombia
y los avances en formulaciones antienvejecimiento . Ademas, se profundiza en las caracteristi-
cas y el potencial de las algas marinas como ingredientes cosméticos. En el segundo capitulo,
se exploran diferentes metodologias de extraccion de algas pardas y rojas, y se llevd a cabo
el perfilado quimico de las muestras seleccionadas usando RMN. El tercer capitulo se centra
en el anéalisis de los extractos utilizando espectrometria de masas (LC-MS/MS) con el fin de
obtener una vision detallada de su diversidad quimica, empleando redes moleculares cons-
truidas en la plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking).

En el cuarto capitulo, se evalud la actividad antioxidante (DPPH) e inhibitoria de los ex-
tractos previamente obtenidos frente a las enzimas tirosinasa, colagenasa y hialuronidasa.
Para los extractos mas promisorios se evalud su actividad citotoxica frente a queratinocitos
humanos inmortalizados (HaCaT) y se encontrd que Dictyopteris justii, un alga colectada en
Providencia, tiene un potencial prometedor para la industria cosmética debido a su actividad
inhibidora de las enzimas de interés y su baja toxicidad. Ademaés, se encontré que algunas
especies de Sargassum también son candidatas para futuros estudios.

Por consiguiente, en el quinto capitulo se realiz6 el estudio quimico de los extractos bu-
tanolicos de muestras de D. justii en diferentes locaciones y en diferentes épocas del ano en
Providencia, encontrando que, sin importar la muestra, la actividad antioxidante y su ca-

pacidad de inhibir las enzimas de interés se mantiene, ademés los compuestos responsables
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de dicha actividad corresponden a los florotaninos. Como conclusion, se destaca el potencial
de estas algas marinas como valiosas materias primas en la industria cosmética, subrayan-

do la importancia de realizar pruebas de seguridad rigurosas antes de su aplicacion comercial.

Esta tesis integra herramientas de machine learning, metabolémica y anélisis multivaria-
do, con el propoésito de explorar el potencial de las algas marinas del Caribe colombiano en
la industria cosmética. Los resultados destacan el extracto de Dictyopteris justic como un
candidato prometedor y resaltan la necesidad de realizar més investigaciones en este campo.

Palabras clave: Productos Naturales Marinos, Algas Pardas, Algas Rojas, tiro-

sinasa, colagenasa, hialuronidasa, perfilado metabélico, Redes moleculares .
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Abstract

Search for compounds with possible inhibitory
activity of enzymes of cosmetic interest from
seaweed from the Colombian Caribbean.

The proliferation of marine algae in the Colombian Caribbean reefs has led to biodiversity
loss in these ecosystems. In order to find a use for this biomass, this document explores its
potential in the production of depigmenting and anti-aging cosmetics. This study consists
of five chapters covering aspects such as literature review, chemical compound extraction,
analysis through Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Mass Spectrometry (MS), eva-
luation of enzymatic inhibitory activity, as well as a detailed chemical study of one of the

most promising algae.

The literature review focuses on Colombia’s cosmetic industry background and advances
in anti-aging formulations. Additionally, it delves into the characteristics and potential of
marine algae as cosmetic ingredients. In the second chapter, various methodologies for ex-
tracting brown and red algae are explored, and the chemical profiling of selected samples was
carried out using NMR. The third chapter analyzes the extracts using mass spectrometry
(LC-MS/MS) to obtain a detailed view of their chemical diversity, employing molecular net-
works built on the GNPS platform (Global Natural Products Social Molecular Networking).

The fourth chapter evaluated the antioxidant (DPPH) and inhibitory activity of the pre-
viously obtained extracts against tyrosinase, collagenase, and hyaluronidase enzymes. For
the most promising extracts, their cytotoxic activity against immortalized human kerati-
nocytes (HaCaT) was evaluated, and it was found that Dictyopteris justii, algae collected in
Providencia, holds promising potential for the cosmetic industry due to its inhibitory activity
on the enzymes of interest and low toxicity. Furthermore, certain species of Sargassum were
also identified as candidates for future studies.

Consequently, the fifth chapter conducted a chemical study of butanol extracts from samples
of D. justiz in different locations and times of the year in Providencia. It was found that,
regardless of the sample, the antioxidant activity and its ability to inhibit the enzymes of
interest remained consistent. Additionally, the compounds responsible for this activity were
identified as phlorotannins. In conclusion, the potential of these marine algae as valuable raw
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materials in the cosmetic industry is emphasized, underscoring the importance of conducting
rigorous safety tests before commercial application.

This thesis integrates machine learning, metabolomics, and multivariate analysis tools to
explore the potential of marine algae from the Colombian Caribbean in the cosmetic in-
dustry. The results highlight the extract of Dictyopteris justii as a promising candidate and
emphasize the need for further research.

Keywords: Marine Natural Products, Brown Algae, Red Algae, tyrosinase, co-

llagenase, hyaluronidase, metabolic profiling, Molecular networks .
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Introduccion

Los productos cosméticos elaborados a partir de ingredientes de origen natural son altamen-
te valorados por los consumidores a nivel mundial. Esta tendencia hace que algunos paises
como Colombia, el cual es el segundo pais con mayor biodiversidad, pueda competir en el
mercado internacional a través de productos innovadores y exoticos. Segin ProColombia,
y el Programa de Transformaciéon Productiva del Gobierno Nacional, para el ano 2032 se
espera que el pais sea reconocido por la produccién y exportacion de cosméticos con base
en ingredientes naturales. Uno de los grupos taxonémicos mas prometedores como fuente de
compuestos de valor cosmético son las algas (tanto pardas como rojas), por tener potencial
como fuente de ingredientes activos y exoticos para el cuidado personal, con alta aceptacion
por parte del mercado. En este contexto, esta tesis corresponde a una primera investigacion
sistemaética sobre algas recolectadas en el Caribe colombiano, que busca hacer una valoracion
de su uso como fuente de ingredientes cosméticos para la elaboraciéon de productos para el

cuidado de la piel.

En esta tesis de Maestria en Ciencias-Quimica se busco aportar respuestas a la pregunta
de investigacion ;Es posible obtener extractos enriquecidos en compuestos inhibidores de
enzimas de interés en la industria cosmética, como la tirosinasa y colagenasa, a partir de
algas pardas abundantes en el Caribe colombiano?. Para lo cual se fij6 como objetivo ge-
neral: Identificar algas pardas y rojas del Caribe colombiano con actividad inhibitoria de
enzimas de interés en la industria cosmética, y caracterizar los compuestos responsables de
la actividad. Como objetivos especificos se buscéd: Evaluar metaboélicamente los extractos de
algas pardas y rojas mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas, caracterizando
los metabolitos mayoritarios presentes. Identificar extractos de algas capaces de producir
inhibicién en enzimas de interés cosmético (por ejemplo: tirosinasa y colagenasa); y seleccio-
nar un extracto promisorio para ser usado en la formulaciéon de cosméticos, e identificar los

compuestos mayoritarios responsables de la actividad del extracto seleccionado.

Este documento se encuentra dividido en 5 capitulos autocontenidos y escritos a manera de
articulo, de tal manera que el lector se pueda concentrar en un solo tema sin necesidad de
leer toda la tesis al mismo tiempo. En el primer capitulo se hace una revisién bibliogréfica
compuesta por tres secciones. En la primera se presentan las generalidades de la industria
cosmética, y los tltimos avances en la busqueda de formulaciones que disminuyan los signos
de la edad, incluyendo los mecanismos para controlar su aparicion. En la segunda seccion,

se hace énfasis en la inhibicion de enzimas que producen cambios en la piel, principalmente
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la tirosinasa y la colagenasa. En la tercera parte, se presentan las caracteristicas que hacen
que las algas marinas, especialmente las algas pardas (filo Ochrophyta, clase Phaeophyceae)
y las algas rojas (filo Rhodophyta), sean una fuente prolifica de metabolitos con aplicacion
en la industria cosmética. Esta presentacion incluye los estudios previamente realizados con
especies del Caribe colombiano, asi como el potencial de estos compuestos como ingredientes

cosméticos en la formulacion de productos con propiedades antienvejecimiento.

En el capitulo 2 se estudiaron diferentes metodologias de extracciéon que permitieran obtener
un panorama de la composicién quimica de las algas en estudio (fingerprinting). Monito-
reando por resonancia magnética nuclear (RMN), tanto 'H como HSQC, HMBC y COSY,
se encontrd que la extraccion de algas pardas que genera extractos enriquecidos en cierto tipo
de compuestos, de acuerdo con su polaridad, y faciles de disolver en los diferentes solventes
deuterados es la metodologia que consiste en extraer el alga liofilizada con una mezcla de
metanol: agua (1:1), seguido de su secado y resuspension en butanol: agua (1:1) generando
los extractos WB y WW, respectivamente; el residuo del alga fue extraido con una mezcla
de diclorometano: metanol (1:1) para obtener el extracto FO. Para las algas rojas fue nece-
sario hacer un paso adicional a la fraccion WW, extrayendo con metanol frio para recuperar
algunos compuestos altamente polares de interés en estas algas.

Posteriormente, aplicando estas metodologias de extraccion, se llevo a cabo el perfilado qui-
mico de 27 muestras de algas pardas (81 extractos) y 12 (48 extractos) muestras de algas
rojas, colectadas en el Caribe colombiano (San Andrés, Providencia, Bart, Santa Marta y
la Guajira). Estas algas se seleccionaron entre las mas de 100 muestras disponibles por ser
muy abundantes, y se priorizaron teniendo en cuenta su taxonomia, reportes de actividad
enzimatica encontrados en la literatura y sus registros en el listado de ingredientes cosmé-
ticos aprobados por la Comision Europea (Coslng). El perfilado por RMN'H permitié la
construccion de un modelo HCA (Hierarchical Cluster Analysis) para cada uno de los ex-
tractos, y con base en éstos se priorizaron algunos extractos representativos de cada claster
para hacer su estudio en RMN bidimensional. Estos espectros 2D fueron usados para dere-
plicar compuestos en cada grupo de extractos con més certeza. En las fracciones organicas
se encontraron: Lipidos (dcidos grasos, esteroles, fosfolipidos y glicerolipidos), poliésteres
(PHB); y Pigmentos (clorofilas, carotenoides). En las fracciones butanoélicas se identificaron
terpenoides (sesquiterpenos, meroditerpenos, dolastanos y germacrenos), compuestos fenoli-
cos, acidos grasos, glicerolipidos y carbohidratos. Finalmente, en la fraccion WW y WM se
observo la presencia de aztcares, polisacaridos sulfatados y otros ficocoloides (agarosa, por

ejemplo).
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En el capitulo 3, buscando complementar el perfil metaboélico de estas muestras, se llevo a
cabo el analisis de estos extractos por LC-MS/MS. Se analizaron los extractos FO de las
algas pardas y rojas por ESI en modo positivo; mientras los extractos WB se analizaron
por ESI tanto en modo positivo como negativo. Los datos fueron procesados por MZmi-
ne, y cargados a la plataforma GNPS (https://gnps.ucsd.edu/) buscando construir redes
moleculares (Molecular mass networking) que dieran una idea de la diversidad quimica de
cada uno de los extractos; asi como hacer la derepliacién de los compuestos contenidos en
éstos. La dereplicacion se hizo a varios niveles, usando base de datos especializadas como
CMNPDB (https://www.cmnpd.org/); la comparacion de los espectros de MS/MS con los
reportados en la bibliografia (FBMN y mirror plots); ademas del uso de herramientas de
asociadas al GNPS de data mining and machine learning (MS2LDA; NAP; Dereplicator+;
MolNetEnhancer y MolDiscovery). La caracterizacion del espacio quimico se hizo usando
los niveles de taxonomia quimica propuestos por ClassyFire. Esto permiti6 una descripcion
més completa de la composicion quimica de las muestras seleccionadas. Para cada uno de
los extractos se describi6 el grupo principal de compuestos que contiene, asi como la distri-
bucién de estos compuestos dentro de cada género. En este punto es importante resaltar que
el nimero de compuestos encontrados por comparacion directa de los espectros de MS/MS
fue limitado, lo que coincide con los pocos estudios de la quimica de algas que han sido

compartidos en el GNPS.

En el capitulo 4 se hizo la valoraciéon de la actividad inhibitoria de enzimas de interés cos-
mético. Dado el elevado ntimero de extractos, éstos se debieron priorizar haciendo uso de
dos criterios de seleccion. El primer criterio fue el perfil metaboélico previamente obtenido;
mientras el segundo fue la actividad antioxidante evaluada mediante ensayo con DPPH en
bioautografia. De esta forma, se eligieron 28 extractos de algas (32 de algas pardas y 24 de al-
gas rojas) por tener propiedades antioxidantes y la presencia de compuestos como polifenoles
(flavonoides, saponinas, terpenoides fendlicos y demas), meroditerpenoides, aminoacidos ti-
po micosporina (MAAs), oligosacaridos y derivados glicosilados, entre otros. Estos extractos
fueron sometidos a ensayos in vitro de inhibiciéon enzimatica frente a las enzimas tirosinasa,
hialuronidasa y colagenasa. Los extractos de las algas pardas Dictyopteris justii (YP9201)
y zonale (EP6801); y del alga roja Bostrchya sp. (OM1043) presentaron la mejor actividad
inhibitoria y son buenos candidatos para su estudio quimico. También se evalu6 la presencia
de metales pesados en las muestras activas encontrando que se ajustan a los esperado en
términos de seguridad. La muestra Stypopodium zonale (EP6801) no fue seleccionada para
continuar con su estudio debido su citotoxicidad frente a queratinocitos humanos inmortali-
zados (HaCaT); no obstante, esta especie presenta variacion en su composicion de acuerdo
con su lugar de colecta por lo que se debe valorar la seguridad del organismo colectado en
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diferentes lugares del Caribe colombiano antes de ser descartada del todo. En cuanto a la
muestra de alga roja Bostrychia sp. (OM1043) no se priorizo porque la cantidad de muestra
es limitada y por la presencia de compuestos halogenados en sus extractos, encontrados en
LC-MS/MS. Por lo que es necesario realizar ensayos de seguridad para continuar con su
estudio. La muestra de Sargassum (GP10101) también es citotoxica y aun falta por evaluar
la muestra (GJ9701) para saber si es candidata para continuar con sus estudios de caracte-
rizacion quimica. Finalmente, se concluy6 que Dictyopteris justii (YP9201) es la que tiene
el mejor potencial como fuente de un extracto activo para la industria cosmética, debido a
su baja toxicidad y su alto potencial como inhibidor de las enzimas de interés (tirosinasa,

colagenasa y hialuronidasa).

En el capitulo 5 se hizo el estudio quimico del extracto WB de Dictyopteris justii, el cual
fue el mas activo. Los ejercicios de dereplicacion de los extractos de esta especie indican
la presencia de Feofitina a, acidos grasos, fucosterol, glicerolipidos, polifenoles, y manitol;
estando los dos ultimos, junto con algunas grasas, en el extracto activo WB. Lo anterior pa-
rece sugerir que los compuestos activos podrian ser los fenolicos presentes, de acuerdo con los
reportes de la bibliografia. Con el fin de establecer si diferentes muestras de D. justii tienen
la misma composicion quimica, se analizaron por LC-MS/MS los extractos de 6 muestras
colectadas en diferentes lugares y épocas del ano y se evalud su actividad antioxidante y la
capacidad de inhibir la enzima tirosinasa y hialuronidasa. Se determiné que la producciéon
de estos compuestos no depende de estas variables. Adicionalmente, se compararon los ex-
tractos de D. justii con los de D. delicatula, y se determind que estos compuestos no estan
presentes en las muestras de D. delicatula, vy por lo tanto los compuestos de interés no son
producidos por otras especies del mismo género encontradas en Colombia. Los compuestos
activos fueron inicialmente caracterizados como florotaninos por LC-MS/MS. Es importante
destacar, que la elucidacion estructural completa de los compuestos activos se realizara en
trabajos futuros, para complementar la informaciéon obtenida en este documento y realizar
la extraccion de este tipo de compuestos usando disolventes con bajo potencial toxico y con

un riesgo bajo para la salud humana.

En conclusion, esta tesis es la integracion de herramientas de Machine learning, data mining
tools, metabolomica y analisis multivariado (MDVA), con el fin de construir un perfil meta-
bolico de 39 muestras de algas pardas y rojas, e integrar esté informacion con resultados de
actividad enzimatica, con el fin de explorar su utilidad para la industria cosmética y que pue-
dan ser utilizados en el futuro, como materias primas con un valor agregado. Se encontrd que
el extracto del alga parda D. justii, colectada en Providencia, inhibe las enzimas tirosinasa,

colagenasa y hialuronidasa de manera potente. Los compuestos que componen principalmen-
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te este extracto son polifenoles como los florotaninos, que poseen actividad antioxidante, y
cuyos reportes en literatura los identifican como inhibidores de este tipo de enzimas. Asi
mismo algunas especies de Sargassum, colectadas en la guajira, son buenas candidatas para
continuar el estudio como fuente compuestos con actividad cosmética, pero se debe verificar
su seguridad. El producto més notable de la tesis fue identificar los extractos de algas abun-
dantes en Colombia que podrian ser usados en la industria cosmética, en préximos estudios
se deben caracterizar estos extractos y dar los pasos para que efectivamente se incorporen a

las formulaciones cosméticas.
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1. La industria cosmética y el uso de
productos naturales marinos derivados
de algas en el cuidado de la piel.

Este capitulo es una revision bibliografica que se compone de tres secciones. En la primera
se presentan las generalidades de la industria cosmética, y los ultimos avances en la bisque-
da de formulaciones que disminuyan los signos de la edad, incluyendo los mecanismos para
controlar su aparicién. En la segunda seccion, se hace énfasis en la inhibicion de enzimas que
producen cambios en la piel, principalmente la tirosinasa y la colagenasa. En la tercera par-
te, se presentan las caracteristicas que hacen que las algas marinas, especialmente las algas
pardas (filo Ochrophyta, clase Phaeophyceae) y las algas rojas (filo Rhodophyta), sean una
fuente prolifica de metabolitos con aplicacién en la industria cosmética. Esta presentacion
incluye los estudios previamente realizados con especies del Caribe colombiano, asi como el
potencial de estos compuestos como ingredientes cosméticos en la formulacion de productos

con propiedades antienvejecimiento.

1.1. Laindustria cosmética y el desarrollo de productos
funcionales.

De acuerdo con la Comision de la Comunidad Andina, un producto cosmético es “toda sus-
tancia o formulacion destinada a ser puesta en contacto con las partes superficiales del cuerpo
humano (epidermis, sistema piloso y capilar, unas, labios y érganos genitales externos) o con
los dientes y las mucosas bucales, con el fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos,
modificar o mejorar su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los olores

corporales”|1].

El mercado de los productos cosméticos en Latinoamérica produce cada ano mayores ingre-
sos. Siendo los cosméticos usados para el cuidado de la piel los productos que méas ingresos



2 Capitulo 1

generan, especialmente aquellos que buscan tratar las afectaciones de la piel causadas por el
paso del tiempo y la exposiciéon a agentes externos, para evitar problemas de salud a largo
plazo. En Colombia|2| las ventas del sector cosmético han registrado un incremento anual
del 7% hasta el ano 2019. Se esperaba que para el ano 2020 los ingresos alcanzaran 4.171
millones de dolares|2|, |3]; no obstante, estas cifras no se lograron a causa del impacto ne-
gativo sobre la economia que tuvo el coronavirus SARS-CoV-2, causante de la enfermedad
COVID-19}4]. Sin embargo, el gobierno colombiano ve en el mercado cosmético una herra-
mienta que podria ayudar a la reactivaciéon econémica del pais. En este &mbito, la entidad
Colombia Productiva (creada por el Ministerio de Industria, Comercio y Turismo) junto con
la ONUDI y la confederacion suiza, han publicado el programa GSP(Q Colombia que incluye
capacitaciones y dos guias con el fin de incentivar la exportacién de ingredientes naturales
para cosméticos, y los requisitos que deben cumplir éstos para ser llevados al mercado euro-
peo y suizo|3|, [5|, para aprovechar las oportunidades que dara el mercado de los productos

cosmeéticos en los proximos afos|3].

11.1. Generalidades.

El estrés, la exposicion a la luz UV, los malos habitos alimenticios y el paso del tiempo
causan deterioro de la piel, hiperpigmentacion y la apariciéon de arrugas. Estos danos a su
vez causan problemas que van desde la aparicién de céncer tipo melanoma, hasta la posibi-
lidad de desarrollar trastornos psicologicos debido al cambio en la apariencia de la piel|6].
Asi, la necesidad de retrasar estos efectos nocivos, y el conocimiento que se tiene acerca de
estos procesos, ha impulsado la bisqueda de compuestos naturales o sintéticos que puedan
ser utilizados como ingredientes activos que cumplan con esta funcion|5|. Los compuestos
naturales como ingredientes cosméticos han sido altamente apreciados por los consumidores,
y por tanto tienen un gran impacto en el mercado de productos para la piel, por lo que hoy
en dia su uso es una tendencia en esta industrial3).

Los consumidores han optado por adquirir cosméticos formulados con base en ingredientes
naturales, debido al impacto ambiental negativo producido por los compuestos derivados del
petroleo; la mayor conciencia ambiental de los consumidores; los riesgos para la salud que
los derivados del petroleo poseen como por ejemplo el sindrome de sensibilidad quimica miul-
tiple; y al aumento en el nimero de compuestos sintéticos prohibidos|7]. Aunque la fuente
del ingrediente utilizado para la formulaciéon no determina la seguridad del producto, pues
algunos ingredientes naturales pueden presentar reacciones adversas, muchos consumidores

tienen la percepcién que los productos fabricados con materias primas de fuentes naturales
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son seguros, lo que determina sus habitos de consumo. Por tal razon, la industria cosmética
ha experimentado una revolucion, dando grandes avances en la identificacién de nuevos in-
gredientes naturales activos, asi como de excipientes, con una buena eficacia y seguridad que
ha sido probada cientificamente|8]. Con este contexto, el sector ha encaminado sus esfuerzos
en trabajar de la mano con comunidades y pequenas empresas, para asi acceder responsa-

blemente a este tipo de insumos|3].

En los tltimos anos, se han desarrollado una nueva linea de productos en este mercado, cono-
cidos como cosmecéuticos, los cuales son productos cosméticos con propiedades funcionales
demostradas cientificamente|9]. Multiples investigaciones han permitido conocer los meca-
nismos mediante los cuales se dan algunas de las afectaciones mas comunes de la piel, como
la hiperpigmentacion, el cancer de piel, las infecciones microbianas, la cicatrizaciéon de heri-
das, y las arrugas asociadas con el dafio solar y el envejecimiento|3|, |10]. Para contrarrestar
esos problemas, la industria cosmética ha ideado algunas estrategias, como la formulaciéon de
productos con filtros solares para evitar el cancer de piel; el empleo de ingredientes activos
que inhiban o regulen la actividad de la enzima tirosinasa, causante de la hiperpigmentacion;
y la enzima colagenasa (MMP-1) y la elastasa, las cuales causan las lineas de expresion y las
arrugas, debido a que degradan las fibras de colageno y elastina respectivamente; y el uso

de sustancias antimicrobianas para disminuir la aparicion del acné|10].

1.1.2. La piel y sus principales caracteristicas.

La piel es un material vivo heterogéneo, compuesto por tres capas conocidas como la epider-
mis, la dermis y la hipodermis, que sufren cambios con el paso de la edad (figura |11]. La
epidermis es una estructura estratificada compuesta por queratinocitos diferenciados, que
migran hacia la superficie, desde la capa basal hasta el estrato cérneo; su funcién princi-
pal es formar una barrera lipidica, dar un soporte mecanico a la piel y bloquear el ingreso
de microorganismos externos. La dermis es una capa compuesta por una red de colageno,
fibras elésticas, glicoproteinas y proteoglicanos que proporcionan un soporte a las fibras y
las células dérmicas, como los fibroblastos, fibrocitos y las células estructurales de los vasos
sanguineos y linfaticos. Por ultimo se encuentra la hipodermis, la cual contiene los adipocitos
y un tejido conectivo graso suelto, el cual tiene como funcién almacenar energia y proteger
la piel de danos, debido a que le facilita la movilidad al deslizarse[12]-[14].
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Figura 1.1.: Comparacion de la piel joven (izquierda), y piel envejecida por la disminucion
de las fibras estructurales (derecha). Adaptado de Amaied et al., 2015[14].

1.2. Mecanismos para el manejo de los signos de la edad.

La piel es un 6rgano metabdlica e inmunolégicamente activo, susceptible de ser influencia-
do por factores internos como la genética, el género y la edad; y factores externos como la
exposicion al sol, la contaminacion, la dieta y el estilo de vida[§]. Esto hace que a medida
que el ser humano envejece, la piel se vuelva seca, escamosa, y menos agradable al tacto. La
exposicion solar causa la aparicion de lentigos o manchas solares; y el desarrollo de arrugas,
debido a la pérdida de las fibras de colageno y elastina en la dermis, conocida como elastosis
solar, seborrea, queratosis actinica y demés. Con la edad, la piel también se vuelve menos
agradable en apariencia. Todos estos cambios causan “ansiedad por envejecimiento” e im-
pactan negativamente la salud mental de la poblaciéon mayor, razéon por la cual es necesario
disminuir el impacto del tiempo sobre la piel, y envejecer de manera controlada, para mejorar
la calidad de vida, ﬂ§||
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La pigmentacion de la piel y la pérdida de la estructura dérmica, son las mayores afectacio-
nes clinicas asociadas con el envejecimiento cutaneo|15|. En la actualidad existen diversas
medidas preventivas, estrategias cosmetologicas, agentes terapéuticos, topicos y sistémicos;
y procedimientos invasivos|16|. En las siguientes secciones se presentan detalles sobre estas
afectaciones asociadas al envejecimiento, y algunos ingredientes cosméticos usados con el fin

de controlarlo.

1.2.1. Pérdida de la estructura cutanea.

La matriz extracelular que compone la dermis tiene tres constituyentes principales, el 80 % de
su peso seco corresponde a coldgeno en una piel joven|[17], el cual le proporciona resistencia
a la traccion y resistencia mecénica; entre el 2-4 % es elastina, que proporciona elasticidad
a la piel; y entre el 0.1-0.3% corresponde a macromoléculas de proteoglicanos, los cuales
son parte esencial de la hidratacion de la piel y la senalizacion biologica. Esta matriz se
degrada constantemente por acciéon de las enzimas proteoliticas llamadas metaloproteinasas
de matriz (MMPs), y se reemplazan los componentes por nuevas moléculas. Las MMPs do-
minantes son las colagenasas, las gelatinasas y las estromelisinas. Entre las colagenasas, la
MMP-1, la mas abundante, junto con las colagenasas MMP-8, MMP-13 y MMP-18 rompen
el colageno intersticial. Las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 degradan las fibras de coldgeno
de la membrana basal; asi como el colageno estructural desnaturalizado. Las estromelisinas
(MMP-3, MMP-10, MMP-11 y MMP-19) degradan el colageno y los proteoglicanos de la
membrana basal, y las glucoproteinas de la matriz|14], |1§].

Por otro lado, la hialuronidasa es una enzima presente en la dermis, que despolimeriza el
acido hialurénico (HA), cuya degradacion es importante para evitar el crecimiento de te-
jido anormal y de tumores. Un aumento excesivo en la actividad de esta enzima hace que
la degradacion del HA aumente y se produzca una deshidratacion de la piel, debido a que
aumenta su permeabilidad, esto hace que aparezcan pliegues y arrugas. La inhibicién de esta
enzima es importante, debido a que permite regular el anabolismo y catabolismo del HA,
manteniendo la piel suave e hidratada|l9).

El envejecimiento intrinseco, el cual es inherente al desgaste causado por el paso del tiempo
mediado por la genética del individuo, produce adelgazamiento de la epidermis y la dermis,
reduce la capacidad de sintesis de los fibroblastos, y causa la desaparicion progresiva del
tejido eléstico propio de la dermis|20|. Ademas, el coldgeno disminuye, y las fibras que se

mantienen se vuelven més densas y tensas, esto se debe a que hay un aumento en la expresion
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de las enzimas que degradan el colageno, y una disminucién en la capacidad de proliferacion

de las células derivadas de la piel, como los fibroblastos y los queratinocitos|18§].

A todas estas causas se suma el envejecimiento extrinseco causado por la exposicion a factores
externos, como la polucion, la dieta, y especialmente la radiaciéon solar, que favorece los
cambios de textura en la superficie de la piel, esto se debe al incremento en la formacion de
radicales libres y el aumento de la actividad de las MMPs en la dermis, lo cual se traduce en
una mayor velocidad de degradacion de la matriz extracelular|18|. La combinacion de todos
estos factores da como resultado la visualizacion de lineas de expresion y arrugas, estos signos

se extienden a través de las capas de la piel como se observa en la figura [L.2]20].

Epidermis
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,/ Fibras de colageno reticuladas v Fibras de colageno reticuladas
/ Matriz extracelular elastica ‘ Fragmentacién de la elastina
J Fibroblastos dérmicos funcionales ‘ Produccién de proteasas
V4 Mantenimiento de la homedstasis Mantenimiento de la homeéstasis de
de la matriz extracelular X la matriz extracelular

Figura 1.2.: Cambios en la estructura de la dermis con el paso del tiempo y la exposiciéon a
los rayos UV. Adaptado de Freitas et al., 2017.[20].

El fotoenvejecimiento causado por la exposicion excesiva a la radiacion UV, es el factor que
impacta de forma mas severa la salud de la piel. La sobreexposicion a fuentes de radiacion

como el sol, causa la generacion de radicales libres (ROS), a través de la escision homolitica
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de las moléculas, lo cual inicia la rotura en las cadenas de ADN, la peroxidacion lipidica,
las respuestas inflamatorias, la aparicion de signos de envejecimiento, como la pigmentacion
desigual y las arrugas, y en casos extremos, cancer|21], [22|. Adicionalmente, los rayos UV
aumentan la actividad de las MMPs, las cuales, degradan el colageno, la elastina y la fibro-
nectina, e inhiben la producciéon de procolageno tipo I|21]. En la figura se esquematiza
un modelo del dano que causan los rayos UV, cuando penetran en el tejido conectivo de la
piel. La radiacion UV genera ROS, los cuales activan los factores de crecimiento, que son
proteinas que promueven la proliferacion celular, y los receptores de citocinas en la superficie
de las principales células de la piel, fibroblastos y queratinocitos, estos factores a su vez ac-
tivan cascadas de transduccion de senales que inducen la sintesis del factor de transcripcion
AP-1, el cual promueve la transcripcion de los genes de las MMPs, e inhiben la formaciéon
de los promotores del coldgeno en los fibroblastos. Cuando las MMPs son sintetizadas, son
secretadas por las células de la piel y descomponen las proteinas de la matriz extracelular,
las cuales no pueden ser reparadas adecuadamente, y causan la apariciéon de afectaciones
en la superficie cutanea|22|, [23]|. Es importante aclarar que el metabolismo oxidativo y el

envejecimiento intrinseco, también producen radicales libres pero en menor proporcion|23|.
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Figura 1.3.: Mecanismo de alteracion de la produccion de coladgeno causado por el fotoen-
vejecimiento. Adaptado de Hwang et al., 2011.[23].
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Para disminuir el impacto del envejecimiento en la piel, existen tres abordajes: el primero
es el de la prevencion, que consiste en evitar la exposicion al sol, especialmente entre las
10:00 a.m. y las 4:00 p.m., usar accesorios como sombreros, gafas de sol y ropa que cubra
la mayor parte del cuerpo; y utilizar protectores solares de amplio espectro, todo esto con
el fin de evitar el danio de la radiaciéon UV sobre la piel. El segundo abordaje es utilizado
en las etapas iniciales o cuando los signos de envejecimiento son leves, este incluye el uso
de cosméticos con retinoides para mejorar la apariencia de las arrugas; antioxidantes, como
la vitamina C, la vitamina E y los polifenoles, sustancias para promover la sintesis del
colageno, como los estrogenos; y sustancias que permitan disminuir la sintesis o inhibir las
MMPs, principalmente la colagenasa. En la Tabla[I.1]se presentan algunos de los ingredientes
cosméticos mas conocidos para el tratamiento de estos signos de la edad. En general, un
ingrediente incorporado a un cosmético antiedad puede tener como funcién: a) la humectacion
de la piel, b) la actividad antioxidante, ¢) favorecer el recambio celular, d) estimular la sintesis
del colageno, e) disminuir la degradacion de las principales fibras de la piel. Cuando los
signos de envejecimiento son muy notorios se usa el peeling quimico, con sustancias como
acido tricloroacético, acido salicilico y acido glicolico; cirugia cosmética laser, tecnologia de
radiofrecuencia, toxinas botulinicas y aumento de tejidos utilizando rellenos de colageno

bovino[24].

Tabla 1.1.: Ingredientes cosméticos comtinmente utilizados para tratar los signos de la edad.

Ingrediente cosmético ‘ Mecanismo de accién
Vitamina C Posee actividad antioxidante, bioestimula
la sintesis de colageno y funciona como
fotoprotector
Acido hialurénico Fomenta la humectacion y la lubricacion
de la piel
Licopeno Actividad antioxidante e inhibe la
MMP—l
Extracto de Aloe vera Aumenta la produccién de procolageno y
disminuye la sintesis de la MMP-1[28]
Extracto de Calendula officinalis Inhibe la MMP-2 y MMP-9, disminuye la
pérdida de agua transepidermal|29
Extracto de Centella asiatica Induce la sintesis de colageno tipo I|30
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El hombre ha buscado en la naturaleza compuestos con el potencial de tratar los signos del
envejecimiento, en los tltimos anos se ha incrementado el estudio cientifico de la actividad
antioxidante y antiedad de extractos obtenidos a partir de los recursos naturales, muchas
veces basados en el conocimiento tradicional, o en el conocimiento previo de ciertas espe-
cies|31]. Para evaluar los extractos se usan ensayos como los que se encuentran enlistados
en la tabla con el fin de identificar aquellos que puedan ser usados en la formulacion
de productos dermocosméticos. Estas técnicas de deteccion in wvitro son una herramienta
rapida y racional, que disminuye el nimero de experimentos in vivo y disminuye los riesgos
relacionados con los ensayos en seres humanos; lo cual reduce los gastos de investigacion y
desarrollo|32|, y sobre todo son una alternativa a los ensayos con animales, que el consumidor

de cosméticos valora ampliamente.



10

Capitulo 1

Tabla 1.2.: Métodos para la evaluacion de la eficacia de ingredientes cosméticos.

Actividad

Antioxidante/captacion
de radicales libres

Ensayo

Captura de electrones o radicales (DPPH, ABTS, FRAP) y

captacion de peroxido de hidrogeno.

Evaluacién de la estabilidad oxidativa mediante la medicién

de dienos conjugados.

Evaluacion de la actividad quelante de un metal.
Inhibiciéon de la enzima catalasa.

Oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Analisis antioxidante en células (SCAA).

Disminucion de la
degradacion de la

matriz

extracelular|10],

Inhibicién de la colagenasa, elastasa y hialuronidasa.
Ensayos con fibroblastos.
Actividad de telomerasa en células humanas.

Analisis de la superficie por métodos 6pticos y biométricos.

Blanqueamiento de la

piel-

Inhibicion de la enzima tirosinasa.
Inhibicion de producciéon de melanina (MSH).

Expresion del gen relacionado con la expresion de melanocitos.

Los avances en el conocimiento de los mecanismos mediante los cuales se dan las afectaciones

en la piel, han hecho posible identificar ingredientes inhibidores de determinadas enzimas por

parte de la industria cosmética, de la misma forma que lo hace la industria farmacéutica.

En la Tabla se encuentran resaltadas aquellas enzimas que pueden ser utilizados como

objetivos moleculares en ensayos de inhibicién, con el fin de obtener ingredientes antiedad.

En el desarrollo de los objetivos de esta tesis se hace énfasis en dos de ellas: la colagenasa,
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que degrada la matriz extracelular, de la cual se hablara en esta seccidon; y la tirosinasa,

enzima importante en la sintesis de la melanina, que se tratard en la siguiente seccion.

La colagenasa (MMP-1) es la enzima principal que contribuye a la degradacion de la matriz
extracelular, y a varios procesos de remodelacion tisular en la dermis|38], es responsable de
la degradacion del colageno tipo I, y su produccion es inducida por la exposicion excesiva y
acumulada a los rayos ultravioleta[39](Figura [L.4)).

NH, NH,
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Figura 1.4.: Ejemplos de ingredientes cosméticos| inhibidores de la colagenasa. a) palmitoil
tripéptido-5[40], b) acido maltobiénico[41] y ¢) miristoil tetrapéptido-34[42],
con nomenclatura INCI (International Nomenclature Cosmetic Ingredient) y

la marca registrada.

Los inhibidores de colagenasa pueden ser ingredientes cosméticos para el tratamiento del
envejecimiento de la piel, disminuyendo la degradacion del colageno y manteniendo su es-
tructural43|. En el mercado, ya se usan algunos inhibidores de esta enzima, por ejemplo
péptido sintéticos como el palmitoil tripéptido-5 (Figura ), el cual es un péptido pa-
tentado que disminuye las lineas de expresion, comercializado por la empresa DSM para la
formulacion de productos para el cuidado facial[40]; o el miristoil tetrapéptido-34 (Figura

1.4k), sintetizado y comercializado por la empresa estadounidense TRI-K Industries Inc. para
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la formulacion de emulsiones, aceites y cremas antiedad[42]. Otros productos, como el acido
maltobionico (Figura ), obtenido a partir de las plantas, y comercializado por la empre-
sa china Spec-Chem Industry Inc., también es comercializado como un ingrediente antiedad
que inhibe las MMPs, y que puede ser usado en la formulacion de productos cosméticos con

concentraciones entre 0.5-6.0 %[41].

Para obtener ingredientes activos antiedad novedosos, que puedan ser usados en formulacio-
nes con buenas caracteristicas de seguridad y eficacia en el producto terminado, se realizan

principalmente los siguientes experimentos:

e Seleccionar una fuente del ingrediente cosmético sustentable: esto puede ser un producto de
sintesis o una fuente natural que permita la obtenciéon de compuestos o extractos de forma
sustentable[44]. En el caso de trabajar con fuentes naturales, se debe planear la limpieza
y extraccion del material, utilizando procedimientos que puedan ser escalados en la indus-
tria[45]. Durante el proceso de extraccion se recomienda realizar ensayos de seguridad con el
fin de evaluar la viabilidad del ingrediente elegido[44].

e Cuando se busca obtener ingredientes que disminuyan la pérdida de la estructura cutéanea,
se realizan ensayos de inhibicién enzimética usando enzimas como colagenasa, elastasa, y
hialuronidasa, que degradan colageno, elastina y acido hialurénico respectivamente, o ensa-
yos de actividad antioxidante[19], [44].

e Realizar ensayos in vitro en cultivos celulares de fibroblastos, debido a que este modelo
tiene gran capacidad de respuesta y permite la viabilidad celular, la homeostasis en la matriz
extracelular, y si hay cambios en la produccion de colageno y elastinal44], [46]. También es
necesario realizar ensayos de penetrabilidad en la piel, con el fin de determinar si las molécu-
las activas pueden atravesar las capas de la piel, y llegar a su objetivo, o si se hace necesario
el uso de mecanismos de liberacién de los ingredientes activos, para esto pueden utilizarse

membranas sintéticas o naturales disenadas para este tipo de ensayos|44].

e Después de confirmada la actividad del posible ingrediente, se debe valorar el perfil de
seguridad de éste, el cual se puede construir a partir de ensayos in vitro para evaluar la
toxicidad, absorcion dérmica, irritacion en la piel y los ojos, sensibilidad, genotoxicidad, car-
cinogenicidad, y efectos fototoxicos|47].

e Por tltimo, se pueden realizar ensayos clinicos in vivo en humanos con el fin de asegurar

la eficacia del ingrediente cosméticol44].
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1.2.2. Pigmentacion indeseable de la piel.

El color de la piel, de los ojos y del cabello esta dado por la melanina, la cual es un con-
junto de biopolimeros, como la eumelanina, feomelanina y algunos pigmentos mixtos, que
se produce a partir de la oxidacién del aminoédcido L-tirosina, mediante el proceso conocido
como melanogénesis. En este proceso se forman pigmentos macromoleculares de color oscuro
en los melanocitos y las células epiteliales del pigmento retiniano|48|. La tirosinasa (TYR)
cataliza tanto la oxidacién de la L-tirosina como de la L-Dopa a dopaquinona. A partir
de la dopaquinona, las reacciones de autooxidacion, favorecidas en condiciones fisiologicas,
producen los compuestos poliméricos responsables de la coloracion de la piel (feomelanina y
eumelanina) y la hiperpigmentacion mediante dos rutas: a) La eumelanogenesis, en la cual
se producen los compuestos de color negro o marrén, y b) la feomelanogénesis, mediante la
cual se producen compuestos de color rojizo (Figura .
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Figura 1.5.: Ruta de biosintesis de la melanina (eumelanina y feomelanina). Adaptado de
Chang et al., 2009.]49|
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La funcién principal de estos pigmentos en la piel es regular la biosintesis de la vitamina
D3, incrementar la resistencia de ésta a las quemaduras solares, debido a que actiia como
filtro UV y termorregulador, y disminuir la apariciéon de tumores. Este proceso tiene lugar
en los melanosomas|50|. Los melanosomas son organulos dentro de los que se sintetiza mela-
nina, y se encuentran dentro de las células conocidas como melanocitos, éstas se comunican
a través de dendritas con los queratinocitos, las cuales son las células que predominan en
la epidermis|51]. Después de que la melanina es sintetizada dentro de los melanocitos, los
melanosomas que la contienen son transferidos a los queratinocitos de diferente formas: por
exocitosis, citofagocitosis, fusion de membranas plasméticas, y transferencia por vesiculas
de membrana[52]. El exceso y distribucién anormal de la melanina en la piel, causada por
la sobreexposicion al sol, los cambios hormonales, los trastornos de tiroides y algunos trata-
mientos farmacologicos[53|, hace que aparezcan zonas més pigmentadas (pecas, melasmas,

lunares, etc.) consideradas como un problema estéticol48], [49].

Existen diferentes mecanismos de acciéon para disminuir la pigmentacion en la piel a lo largo
de la sintesis de la melanina, que se ilustran en la Figura [1.6] entre los que se encuentran la
inhibicion de la transcripcion de la tirosinasa (TYR) o la inhibicion de ésta, la cual cataliza
el paso limitante del proceso de melanogénesis; la inhibiciéon de la enzima peroxidasa, o la
accion antioxidante, la destruccion de los melanocitos (M) por la produccion de radicales
libres, y la dispersion de la melanina, usando aceleradores del tiempo de renovacién epidér-
mica, algunos conocidos como exfoliantes, o interfiriendo con los organelos que contienen

melanina, como los melanosomas|35|, [53].
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Figura 1.6.: Esquema de la sintesis de melanina y posibles mecanismos de acciéon de los
compuestos usados en el tratamiento de la hiperpigmentacion. Adaptado de

Briganti et al., 2003.

Los agentes despigmentantes tradicionales, como la hidroquinona y los corticosteroides son
muy efectivos, pero en los ultimos anos han presentado problemas de seguridad por ex-
posicion a largo plazo, como ocronosis, atrofia y carcinogénesis; por lo cual, han sido
restringidos para su uso en productos cosméticos despigmentantesﬂgﬂ. En la tabla se pre-
sentan alternativas que han sido utilizadas en la formulaciéon de productos cosméticos, estas
pueden actuar antes, durante o después de la sintesis de la melanina.
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Tabla 1.3.: Ingredientes cosméticos usados como despigmentantes y mecanismos de ac-

cién.

Ingrediente cosmético ‘ Mecanismo de accién
Acido kojico Quelacion del cofactor de la tirosinasa
(Cu*") [53)
Niacinamida Inhibicién de la transferencia de los

melanosomas desde los melanocitos a los
queratinocitos [50]

Arbutina Inhibicién competitiva de la enzima
tirosinasa [57]
Alfa hidroxiacidos (acido glicolico, acido Exfoliacion, efecto queratolitico ﬂ@ﬂ

lactico, acido malico al 10 %)

Flavonoides (ej.: quercetina, kaempferol) Actividad antioxidante e inhibidores de la

tirosinasa y dispersion de la melanina [59],

[60]

Acido ascorbico Reduce y bloquea las cadenas de oxidaciéon

en los procesos de melanogénesis,
interacttia con el cobre |61

Se han identificado algunos compuestos en fuentes naturales que tienen actividad frente a los
trastornos de hiperpigmentacion de la piel, y un uso potencial en la formulacion de cosmé-
ticos. De hecho, algunos ya son utilizados como ingredientes cosméticos, como se observa en
la tabla[I.3] Por otro lado, la naturaleza ofrece una gran variedad de extractos y compuestos
aislados, con dicho potencial. Este es el caso de compuestos como: la leojaponina (Figura
), el cual es un diterpeno aislado a partir de la planta Leonurus japonicus, que disminu-
ye significativamente la produccién de melanina inhibiendo moderadamente la actividad de
la tirosinasa. También se han identificado lactonas como la 6-n-pentil-a-pirona (Figura
), aislada a partir de una cepa del hongo Myrothecium sp. recuperado de la superficie del
alga verde Enteromorpha compressa; y amidas como las talasotalamidas A y B (Figura
), las cuales son derivados de N-acildeshidrotirosina producidos por Thalassotalea sp.
PP2-459, una bacteria Gram negativa aislada de una instalaciéon de acuicultura de bivalvos
marinos. Estos son s6lo unos pocos ejemplos de compuestos obtenidos de diversas fuen-
tes naturales novedosas, que han sido descubiertos y que se encuentran en fases iniciales de

estudio.
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Figura 1.7.: Ejemplos de compuestos con potencial despigmentante aislados a partir de fuen-
tes naturales|63]-[65].

Para evaluar el potencial de inhibir la melanogénesis que tienen los compuestos, tanto de
fuentes naturales como sintéticas, se han desarrollado protocolos estandarizados. Uno de
los mas conocidos es el método que mide el efecto sobre la melanogénesis conocido como
STOPR (Standardized Testing of Pigmentation Regulators), el cual ha sido actualizado des-
de su primera propuesta, y permite identificar compuestos bioactivos y hacer una mayor
caracterizacion de su mecanismo de accion. Este método incluye los siguientes ensayos|36],

[37]:

e Seleccion preliminar de posibles compuestos reguladores de la pigmentacion, utilizando
tirosinasa purificada, y realizando estudios de cinética enzimatica|36|. Adicionalmente, tam-
bién se pueden realizar estudios de actividad antioxidante e inhibicion de la peroxidasa|35|.
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e Evaluacion de los compuestos preseleccionados sobre melanocitos de cultivo, para medir
la proliferacion y viabilidad celular, el contenido total de melanina acumulada y potencial

melanogénico|36], [37].

e Proliferacion y viabilidad celular en modelos de co-cultivo de melanocitos y queratinocitos,

para evaluar la transferencia de melanosomas|36], [37].

e Pruebas sobre epidermis reconstruida para evaluar la pigmentacion después de aplicar es-

timulos como radiacion UV o exposicion a mediadores proinflamatorios|36], [37].

e Pruebas in vivo usando como modelos biologicos el pez cebra o roedores, con algunas li-
mitaciones debido a la prohibicién de uso de animales en experimentacion por parte de la
industria cosmética, y en humanos voluntarios como el analisis espectrofotométrico, indice
de pigmentacién y corneomelametria, después de comprobar la seguridad de estas sustan-
cias|36], [37].

Adicionalmente, se pueden realizar ensayos in silico, como el docking molecular, la seleccién
virtual basada en farmacoéforos y el modelamiento; utilizando la estructura cristalina de la
tirosinasa o modelos homologos a esta, estas técnicas tienen como ventaja su bajo costo.
Aunque no es posible verificar diversos mecanismos de accién, si es posible determinar el

tipo de unién de una molécula con esta enzimal37).

1.3. La biodiversidad colombiana como fuente de
ingredientes cosméticos: una mirada hacia el mar.

Los productos cosméticos elaborados usando ingredientes naturales son altamente valorados
por los consumidores a nivel mundial[3]. Colombia es un pais con una enorme biodiversi-
dad|66], que cuenta con recursos para hacer un aprovechamiento sostenible de la naturaleza.
Por estas razones, el pais puede competir en el mercado internacional a través de productos
cosméticos innovadores basados en la biodiversidad.

Segiin ProColombia, y el Programa de Transformaciéon Productiva del Gobierno Nacional,
para el ano 2032, se espera que el pais sea reconocido por la producciéon y exportacion de
cosméticos con base en ingredientes naturales|3|, aunque este objetivo no se cumplira debido
al cambio en las tendencias del mercado de la industria cosmética, en Colombia, se han rea-
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lizado esfuerzos y se han creado programas como safe+, con el fin de cumplir los estandares
internacionales y seguir aumentando la importancia econémica de este sector, que ain es

considerado “un sector de clase mundial” por parte del Gobierno Nacionall|3].

Como una iniciativa del clister de cosméticos de la cdmara de comercio de Bogota y la Uni-
versidad Nacional de Colombia, mediante el proyecto “Diseno de un sistema de informaciéon
cientifica de la biodiversidad colombiana con potencial aplicacion al sector cosmético”, se
busca reunir la informaciéon obtenida por diversos grupos de investigacion en el pais sobre
especies nativas de la biodiversidad colombiana, que tengan un potencial uso cosmético, y
puedan ser registradas en los listados de ingredientes permitidos como en el International
Nomenclature of Cosmetic Ingredients (INCI). Como resultados preliminares, los investi-
gadores encontraron 86 especies nativas, de las cuales 52 pueden ser sometidas a pruebas
de seguridad y eficacia, con el objetivo de registrarlas en los listados. Este proyecto atun se

encuentra en su primera fase|67], [68].

Por otro lado, investigadores del grupo Grupo de Investigacion en Sustancias Bioactivas
(GISB) de la Universidad de Antioquia lograron listar plantas latinoamericanas con poten-
cial de ser usadas como ingredientes cosméticos|69]|. Para esto hicieron una revision en el
listado de ingredientes cosméticos aprobados por la Comision Europea (Coslng), el cual con-
tiene la informacion sobre sustancias cosméticas e ingredientes que pueden ser utilizados
en la formulacion de productos cosméticos|70]. Este listado incluye compuestos naturales
y sintéticos, y extractos obtenidos a partir de fuentes naturales|71]|. Usando la informacion
encontrada en el Coslng, y realizando ensayos in vitro para evaluar la actividad fotoprotec-
tora, antioxidante y la capacidad de inhibir enzimas como la tirosinasa, colagenasa, elastasa
y hialuronidasa, los investigadores identificaron las especies vegetales de la biodiversidad
latinoamericana con potencial uso en la industria cosmética, las cuales se puede realizar un
uso comercial sostenible a corto plazo. Entre estas especies se encuentran ejemplos como
Theobroma cacao (Cacao), Biza orellana (Achiote), Fugenia stipitata (Araza) y Passiflora
quadrangularis (Badea)|69).

Lo anterior demuestra que si hay esfuerzos realizados en el pais que buscan darle un mayor
aprovechamiento a la biodiversidad colombiana en la industria cosmética. Estos esfuerzos
han usado principalmente plantas como nuevas fuentes de ingredientes cosméticos; no obs-
tante, se destaca la falta de investigacion en los ecosistemas marinos colombianos, los cuales
cuentan con recursos valiosos y han sido poco explorados|72|. Colombia tiene acceso a dos
océanos, con una gran diversidad de organismos marinos, que se encuentran en hébitats

diversos y competitivos, y que ofrecen una rica fuente de metabolitos|73|, estos compuestos
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pueden proveer proteccién contra factores ambientales, y por lo tanto podrian ser investi-
gados para su aprovechamiento como ingredientes cosméticos naturales. Por lo cual, en la

siguiente seccion se discute el potencial de las algas marinas en la industria cosmética.

1.3.1. Las algas marinas y su potencial como fuente de ingredientes
cosméticos.

A nivel mundial, durante los tltimos anos, debido al desarrollo de herramientas biotecno-
logicas, ha tomado una gran importancia una gama de productos clasificados dentro de un
concepto conocido como cosmética azul o cosmética marina. Este término agrupa princi-
palmente los productos obtenidos a partir de algas marinas, los cuales son reconocidos por
producir buenos resultados en el tratamiento y la prevencion de afecciones en la piel[74]. La
industria del cuidado de la piel ha utilizado compuestos de origen marino como aditivos o
agentes estabilizantes, gracias a sus propiedades fisicoquimicas; o como ingredientes activos
para dar propiedades funcionales a los productos cosméticos (Figura |75]. Por tal razon,
se han usado en la formulacién de productos para el cuidado de la piel como emolientes, an-
tiirritantes, protectores solares y productos para el cuidado del cabello. Sin embargo, menos
del 1% de las especies identificadas de estos organismos son usadas en la industria alimen-
taria, farmacéutica y cosmética|76|.

La producciéon y aprovechamiento a gran escala de las algas marinas a nivel mundial sigue
creciendo, siendo China, Asia y la Republica de Corea los mayores productores de algas ma-
rinas cultivadas|77|. Ademas, resaltan empresas con productos novedosos como Biotechnica,
que cosecha el alga parda Ascophyllum nodosum de la costa del Atlantico Norte de Irlanda,
para la produccion de dos productos conocidos como AlgaFlex y SeaPhos, que son utilizados
en la industria agricola como biofertilizantes|78|; Seaweed Solutions, propietaria de una de
las granjas de algas méas grandes de Europa ubicada frente a la isla de Froya en Noruega,
y que suministra algas pardas como Saccharina latissima y Alaria esculenta como materia
prima para la industria alimentaria[79]; y por tltimo BiotechMarine, con sede en Francia,
ha desarrollado una técnica de cultivo de células de macroalgas conocida como Celebrity?™
que se basa en recolectar y cultivar células de macroalgas en fotobiorreactores para producir
biomasa a escala industrial[80], por medio de este método han obtenido liofilizados de célu-
las gametofitos de algas pardas y biomasa de algas rojas, que pueden ser incorporadas en

formulaciones cosméticas|81], [82].
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Figura 1.8.: Moléculas producidas por las algas marinas, y usos en la formulacién de cos-
méticos. Adaptado de Lopez-Hortas et al., 2021.

Los cultivos de algas marinas han tomado gran importancia debido a su impacto positivo
en el cambio climéatico, ya que las algas son fuente de carbono azul. Esto se refiere a que
estos organismos pueden capturar el diéxido de carbono, almacenarlo y convertirlo en otras
fuentes de energia. Adicionalmente su uso como materia prima en industrias que producen
alimentos, biopolimeros, biocombustibles, entre otros; puede incentivar la economia en las
regiones costeras. Estos cultivos no necesitan despejar grandes cantidades de tierra, y apro-
vechan los nutrientes que provee el mar, por lo cual en algunos paises ya son parte de las
estrategias de seguridad alimentaria de los gobiernos. Ademas, pueden ayudar balancear el

pH del agua del océano, suplir oxigeno y aportar a la conservaciéon de la vida marina.

Segun el listado taxonémico de especies de macroalgas marinas del Caribe colombiano, que
contiene el Sistema de informacion sobre Biodiversidad Marina (https://siam.invemar.org.co/)),
se han reportado 349 especies de algas rojas, 164 especies de algas verdes y 72 especies de
algas pardas. Entre estas especies se encuentran en el listado de ingredientes cosméticos
CoslIng: 13 especies de algas rojas, 9 especies de algas verdes y 4 especies de algas pardas.


https://siam.invemar.org.co/
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Colombia no aparece en las estadisticas de investigacion, aprovechamiento o cultivo de algas
a nivel mundial. Esto se debe a la falta de conocimiento para el desarrollo de tecnologias de
cultivos de algas marinas en mar abierto; la baja financiacién que permita la investigacion y
el crecimiento de este sector econémico; la ausencia de profesionales que apoyen estos desa-
rrollos; y la dificultad en el acceso que se tiene a ciertas zonas del pais, como es el caso de la
region pacifica, para el desarrollo de actividades que permitan identificar, estudiar y buscar
un aprovechamiento de los recursos de esa zona|85|. A pesar de estas limitaciones, se han
realizado cultivos piloto de algas marinas cultivadas en mar abierto en Colombia, usando
algas de los géneros Hydropuntia, Gracilaria, Hypnea, Kappaphycus y Fucheuma, con el fin
de dar un aprovechamiento de la biomasa que puede producir el pais|85|. Dentro de los ejem-
plos mas destacados se encuentra el trabajo del “Grupo de Bioprospecciéon y Biotecnologia”
de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, que ha desarrollado un proyecto piloto de cultivo de
algas rojas sobre lineas flotantes en Providencia, y la obtenciéon de productos alimenticios
basados en sus derivados|86|. La fundacion “Verdes Horizontes” en la bahia de Fray Domingo
(Departamento del Atlantico) realizé ensayos de cultivo del alga roja Gracilaria verrucosa
usando estructuras artesanales|87], y los ensayos realizados por Camacho et al., en la costa
de Santa Marta, quienes cultivaron Hypnea musciformis con el fin de obtener carragenina a

partir de la biomasa recolectada|88].

Con lo anterior, se resalta el potencial que tiene Colombia para dar un aprovechamiento a
las algas marinas; pero también pone de manifiesto que hace falta investigacion en esta area;
no sélo con el objetivo de conocer biologica y quimicamente estos organismos, sino también
de proponer aplicaciones que puedan ser la base de negocios sustentables y amigables con el
medio ambiente, que aporten al crecimiento de la economia nacional, como es el caso de la

industria cosmética.

En general, las algas marinas son una buena fuente de carbohidratos, proteinas, lipidos y
minerales[89]. De acuerdo a las publicaciones realizadas, donde se estudia el metabolismo
secundario de las algas, se observa que las algas rojas y las algas pardas producen una ma-
yor cantidad de metabolitos secundarios que las algas verdes|90]. Lo cual se puede explicar
porque las algas verdes crecen rapidamente como estrategia de supervivencia, y en entornos
con bajo impacto en su expresion genética de metabolitos secundarios, a excepcion de al-
gunos ambientes tropicales[90|, [91]. Por tal razon, las siguientes subsecciones hacen énfasis
en presentar las algas pardas (filo Ochrophyta, clase Phaeophyceae), y las algas rojas (filo
Rhodophyta) como fuentes prolificas de metabolitos interesantes para la industria cosmética.
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1.3.2. La quimica de las algas pardas y su relacion con la industria
cosmética.

Las algas pardas son organismos fotosintéticos que pertenecen al dominio eucariota y al reino
Chromista, estan incluidas en el filo Ochrophyta, y la clase Phaeophyceae. Se caracterizan
por poseer pigmentos como las clorofilas a y ¢, carotenoides y fucoxantina, los cuales son
responsables de su coloracion|92]. Se han descrito alrededor de 1500 especies a nivel mun-
dial. Crecen en aguas poco profundas y frias, algunas son de unos pocos centimetros y otras

alcanzan longitudes de hasta 100 metros. Pueden soportar la exposicion del aire[93].

En general las algas pardas producen polisacaridos complejos, alcoholes superiores y carbohi-
dratos, como la laminarina, que son usados por ellas como fuentes energéticas. Las paredes
celulares estan constituidas por celulosa y acido alginico|94]. Estas algas han sido utilizadas
en la industria alimentaria, principalmente en China y Japon, por ser fuente de vitaminas,
minerales, polisacaridos, proteinas, fibra y yodo[94]. A partir de éstas se extraen ficocoloides,
utilizados en las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria, como agentes viscosantes

y emulsificantes|76], [95].

También producen metabolitos exclusivos, o de muy restringida distribucion dentro de este
taxa, como polisacaridos sulfatados, dentro de los cuales se destacan los fucoidanos, carote-
noides, polifenoles como los florotaninos, y diterpenos. Algunos extractos enriquecidos con
estos compuestos han sido estudiados por presentar propiedades de interés para la industria
cosmética, debido a que presentan actividades antioxidantes, antiarrugas, despigmentantes,

y favorecen el crecimiento del cabello [96], [97].

En general, la estructura de la pared celular de las algas pardas se compone de dos partes: la
primera es una fase que desempena el papel de esqueleto, y esta compuesta principalmente
por celulosa, ésta es comun en todas las algas marinas|98|; y la segunda parte, compuesta
por alginatos, la laminarina y los fucoidanos, esté presente en la matriz extracelular de las
algas pardas|99.

Los alginatos son derivados del 4cido alginico (Figura ), utilizados como estabilizantes y
agentes gelificantes en la industria cosmética|100]; la laminarina consiste de residuos (1—3)-
p-D-glucopiranosa altamente ramificados (Figura ), que brinda propiedades antienveje-
cimiento debido a que tiene actividad antioxidante y antiinflamatoria, con efectos positivos

sobre los fibroblastos y los keratinocitos|101]; mientras que los fucoidanos son polimeros de
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monosacéridos sulfatados, enlazados por enlaces glucosidicos (1—3) y (1—4) principalmente
de residuos de a-L-piranosa (Figura ) En algunos casos, los fucoidanos también contie-
nen diversas cantidades de manosa, galactosa y glucosa, lo cual depende de la especie que
los produce[100], [102], estos compuestos tienen actividad antioxidante, inhiben las enzimas
colagenasa y elastasa, y tienen actividad despigmentante|75|. Los fucoidanos extraidos de
las algas pardas Undaria pinnatifida y Fucus vesiculosus, son extraidos y comercializados
por la empresa australiana Marinova, para ser utilizados en la formulacion de productos

nutracéuticos, cosméticos y farmacéuticos|103].

Las algas pardas también producen carotenoides, los cuales son moléculas isoprenoides, lipo-
filicas utilizadas en la industria como colorantes naturales, adicionalmente tienen actividad
antioxidante y antiinflamatoria[75]. El carotenoide mas abundante producido por las algas
pardas es la fucoxantina (Figura , el cual es de interés en la industria cosmética, debido
a que reduce el estrés oxidativo causado por los rayos ultravioleta, y tiene actividad despig-
mentante|75|. Por otro lado, los florotaninos son polimeros del floroglucinol que, dependiendo
del enlace quimico formado entre los monoémeros, pueden ser clasificados en cuatro subclases:
fuhaloles y fluoroles (enlace éter), fucoles (enlace fenilo), fucopfloretoles (enlace éter y fenilo),

y ecoles y carmaloles (enlace dibenzodioxina), como se presentan en la Figura|l.10[99], [104].



26

Capitulo 1

Polisacaridos
o) ,/
Os
HO HQ,  OH OH )
o . -0 OH
/Oll- o . HO © o OH 1) Q
° . OH ‘0580 °
HO OHO OH 0,80 0SQy
OH OH
a) Acido alginico b) Laminarano c) Fucoidano
. J
Carotenoides oH

HO

HO

e) Florotaninos

d) Fucoxantina

Ry

OH

Floroglucino
Ecklonia cava

Ecklonia cava

g) Meroditerpenoides
(0]

OH HO
o}

o5

Epiloliolido
Dictyota coriacea

o} OH /@i OH
o HO
Dieckol

Eckol

Ecklonia cava

Acido sargaquinoico

1,9-dihidroxicrenulido
Dictyota coriacea
/

mética.

Sargassum sagamianum HO.

Sargacromenol

Sargassum sagamianum
Figura 1.9.: Compuestos producidos por las algas pardas de interés para la industria cos-



1.3 La biodiversidad colombiana como fuente de ingredientes cosméticos: una
mirada hacia el mar. 27

Bifuhalol

Fuhaloles

\Qi HO, OH
H OH
Fucoles Fucofloretoles
: ‘ OH
HO OH

Trifucol Fucofloretol B
Ecoles

\Q/Tnﬂoretohldrcmcarmalo/ Eckol

Figura 1.10.: Subclases de florotaninos encontrados en las algas pardas.|105]

Los extractos de algas pardas son utilizados principalmente como antioxidantes, debido a
que poseen altos contenidos de compuestos con esta actividad. Estos extractos también inhi-
ben la expresion de MMP-1 en los fibroblastos, por lo cual pueden utilizarse para prevenir y
tratar el deterioro de la piel. Algunos compuestos aislados a partir de Ecklonia cava, un alga
parda muy estudiada en Japon, como el fluoroglucinol, eckol y dieckol (Figura ) inhiben
la tirosinasa y disminuyen la produccién de la melanina, por lo cual pueden utilizarse en

productos despigmentantes|76|.

Estos organismos, particularmente del género Dictyota, son reconocidos como fuente de diter-
penos (Figura con diferentes nucleos, cuya estructura depende del lugar donde ocurre
la primera ciclacion del precursor biosintético geranil-geraniol. El grupo I esté constituido
por germacrenos prenilados; el grupo II, se subdivide en dos subgrupos: el ITA, que esta
constituido por los dolabellanos, y IIB, que incluye los dolastanos y secodolastanos. Por 1l-

timo, el grupo IIT que esta conformado por diterpenos tipo xeniano y dichotomano[106], [107].
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Figura 1.11.: Grupos de terpenos clasificados de acuerdo con la primera ciclacion elgeranil-
geraniol. Adaptado de Texeira et al., 1988[108|.

Como ejemplo de diterpenos con actividad de interés para la industria cosmética se pueden
citar: el 1,9-dihidroxicrenulido y el epiloliolido (Figura ), aislados de extractos etanolicos
de Dictyota coriacea, que inhiben la sintesis de la melanina, esto ha sido evaluado en células
de melanoma B16F10, adicionalmente este tipo de compuestos no presentaron citotoxicidad

frente a células sanas|109].

Finalmente, algunas especies de Sargassum, como S. sagamianum, producen meroditerpe-
noides, los cuales son diterpenos policiclicos de biogénesis mixta caracterizados por tener
un ntcleo de metil-hidroquinona, enlazado a una cadena de isopreno|110|, como el acido
sargaquinoico y el sargacromenol (Figura ) que pueden ser usados como compuestos fo-
toprotectores y antienvejecimiento|72|, [111].

En Colombia, son pocos los estudios sobre la composiciéon quimica de los extractos de algas
pardas presentes en el Caribe colombiano. Pardo et al., realizaron un estudio de especimenes
de algas de la tribu Dictyoteae, recolectados en Santa Marta y en las costas brasilenas de
Rio de Janeiro, en el cual identificaron la presencia de diterpenos, que pueden ser utilizados
como marcadores quimiotaxonomicos|112]. Ademas, determinaron la actividad antiviral de
los dollabellanos extraidos a partir de Dictyota pfaffii colectada en Brasil, esta especie esta
presente en Colombia|l13]. Por otro lado, Rubiano et al, aislaron diterpenos a partir del
mismo género de algas del Caribe colombiano y probaron su actividad como inhibidores de
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biofilm|106]. Ademés, Echavarria et al. evaluaron la actividad antioxidante y el contenido
de compuestos fendlicos de extractos obtenidos con metanol y con hexano, de especies de
Dictyota y Sargassum, siendo la especie Sargassum cymosum, colectada en Santa Marta, la
que mejor actividad presento[114]. Pero atin falta explorar el potencial que tienen las algas

pardas en la industria, especialmente en la formulacién de productos cosméticos.

En el mundo, la riqueza metabolica de estos organismos ha sido explorada, no sélo con el
fin de obtener ingredientes cosméticos. También se ha identificado que algunos extractos de
especies de algas pardas presentan actividad leishmanicida|l15]|, antioxidante|116|, antitu-
moral|99], [117], antiviral|118|-|121], antifouiling[122]-[124], entre otras.

1.3.3. La quimica de las algas rojas y su produccion de ingredientes
cosméticos.

Las algas rojas son organismos que pertenecen al dominio eucariota y al reino Plantae, estan
incluidas en el filo Rhodophytal|84]; y su coloracion se debe a la clorofila a y las ficobilinas,
adicionalmente pueden contener carbonato de calcio dentro de sus paredes celulares. Existen
descritas alrededor de 4000 especies a nivel mundial. Crecen en aguas poco profundas tanto
frias como templadas, en forma de filamentos, laminas y en algunos casos como parésitos de

otras algas|93|.

Las algas rojas producen ficocoloides como la carragenina y el agar; aminoacidos tipo mi-
cosporina (MAAs); pigmentos, como las ficobilinas; y bromofenoles (Figura 1.12)[125]. Adi-
cionalmente, también son ricas en aminoacidos, proteinas, vitaminas, dcidos grasos y mine-
rales[124].

En la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética, los ficocoloides que producen las algas
rojas son utilizados como agentes viscosantes, gelificantes y estabilizantes, para la formula-
cion de emulsiones y suspensiones|125|. La agarosa (Figura ), principal componente del
agar, es un polimero de (1—3)-5-D-galactopiranosil-(1—4)-3,6-anhidro-a-L-galactopiranosa,
que puede cambiar levemente su estructura dependiendo de la especie y factores externos
que impacten sobre su sintesis, y es muy utilizado debido que puede tolerar temperaturas
hasta los 250°C. Algunas algas rojas, del orden Gigartinales, también producen carragenina,
este es un polimero catiénico compuesto por residuos alternados de galactosa, con dos tipos
de enlaces a(1-3) y ((1-4)[125]. Las carrageninas mas usadas son k-, - y A-carragenina

(Figura [L.12p), por ser consideradas compuestos seguros para su uso en cosméticos y ser
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biodegradables, por tal razén son muy utilizados en diversas formulaciones, a pesar de sus
dificultades de extraccion|126].

Por otro lado, las algas rojas también pueden producir porfirano (Figura MC), el cual es
un polisacarido sulfatado lineal representado como [—3)-f-D-galactopiranosa-(1—4)-a-L-
galactopiranosa-(1—|n debido a que esta formado por estos dos monémeros, enlazados de
forma alterna. Tiene actividad despigmentante, antioxidante y antiinflamatoria|127]. Adicio-
nalmente, es utilizado en cosméticos, debido a que provee humedad y suavidad a la piel, y
controla la produccion de grasa sobre ésta|128|.

Los aminoécidos tipo micosporina (MAAs) son compuestos altamente polares, sintetizados
por la ruta del acido shikimico, para protegerse de la radiacion solar. Son utilizadas como
estimulantes de la proliferacion celular y como protectores solares debido que absorben en
un rango entre 310 a 360 nm|[129]. Existen extractos ricos en estos compuestos estan dispo-
nibles en el mercado; por ejemplo: Helioguard™ 365[130], el cual es obtenido a partir del alga
Porphyra umbilicalis, y contiene MAAs como porfira-334 y shinorina (Figura [1.12d) cuya

absorcion maxima es a 335 nm[131].

Ademas, estas algas producen ficobilinas, que son ficobiliproteinas, utilizadas como coloran-
tes naturales, pues tienen color rojo, ademés toleran la exposicion a la luz, cambios de pH y
temperaturas extremas. Se usan en la fabricacién de labiales y delineadores de ojos, y tienen
actividad antioxidante, antinflamatoria, antiviral, entre otras[126|. La R-ficoeritrina (Figura
1.12p), es el compuesto que se obtiene en mayor cantidad de las algas rojas, aunque existen

otros como la C-ficocianina, y la B- ficoeritrina|132].

También producen bromofenoles (Figura ), los cuales son compuestos producidos por
las algas como mecanismo de defensa. Son polifenoles con diferente grado de bromacion,
que depende de la especie que los produzca. Se producen en bajas cantidades y pueden ser
responsables de las propiedades organolépticas de las algas|125]. Son buenos inhibidores de
enzimas, como la tirosinasa o la anhidrasa carboénica, también tienen actividad antimicro-
biana; sin embargo, algunos causan desordenes en el sistema endocrino, tienen toxicidad

neurologica y genotoxicidad, pero pueden ser degradados utilizando radiacion UV|[133].

Para el caso de las algas rojas en Colombia también se han adelantado diversos estudios, que
incluyen la evaluaciéon de la actividad antioxidante y el contenido de compuestos fenoélicos
de muestras de Laurencia sp. colectadas en Santa Marta por parte de Echavarria et al.[114].

Ademas, Monsalve-Bustamante et al. obtuvieron, a partir de Gracilariopsis tenuifrons, ex-
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tractos con potencial para ser utilizados como fotoprotectores, pues absorben en rangos entre
300-320 nm, adicionalmente esta alga es buena fuente de f-carragenina y alginato|[134], y
por ultimo, Rozo et. al de la Universidad Jorge Tadeo Lozano han realizado diversos estu-
dios usando el alga Hypnea musciformis, a partir de la cual identificaron (—)-epicatequina
y floretina, responsables de la actividad antioxidante de extractos obtenidos a partir de H.
musciformis, utilizando fluidos supercriticos|135|. Adicionalmente, realizaron la evaluacion
de la actividad fotoprotectora y humectante de emulsiones formuladas utilizando extractos de
la misma alga|136|, y han patentado un procedimiento para extraer y purificar k-carragenina
obtenida a partir de la misma|137]. Por altimo, es importante resaltar que las algas rojas, son
las mas utilizadas en los cultivos piloto en el pais. Siendo Hydropuntia, Gracilaria, Hypnea,
Kappaphycus, y Fucheuma, las protagonistas en estos ensayos, en lugares como la Guajira,
Santa Marta y el Magdalenal85|.
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Figura 1.12.: Compuestos producidos por las algas rojas. Polisacaridos: a) agarosa, b) k-,
- y A-carragenina|l26|, c¢) porfirano|13§|, d) aminoécidos tipo micosporina:
porfira-334, shinorina|139], e) ficobilinas: R-ficoeritrina[132] y f) bromofeno-
les[133].
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1.4. Conclusiones.

La industria cosmética es un sector econémico en desarrollo a nivel mundial, y con un gran
potencial de crecimiento en Colombia. Por lo cual, la obtencién de ingredientes que se pue-
dan usar en la formulacion de estos productos, de forma amigable con el medio ambiente,
es vital para hacer el aprovechamiento sostenible de la biodiversidad del pais. El desarrollo
de nuevas tecnologias, y el nuevo conocimiento sobre los cambios en la piel, permite hacer
estudios de bioprospeccion, dirigidos a encontrar moléculas que permitan combatir los princi-
pales problemas cuténeos que se dan con el paso del tiempo, o la exposicion prolongada al sol.

La riqueza metabdlica producida por los organismos marinos es una fuente de ingredientes
activos novedosos, siendo las algas marinas de interés para esta tesis, especialmente las algas
pardas y las algas rojas, debido a la abundancia de estas en los ecosistemas marinos, la
producciéon de metabolitos como florotaninos, polisaciridos, diterpenoides, aminoécidos tipo
micosporina, entre otros, y que pueden ser una fuente sustentable a largo plazo. Adicional-

mente, ya cuentan con una amplia aceptaciéon por parte de los consumidores.

En el mercado internacional, la cosmética marina ha tomado relevancia, y muchos compues-
tos producidos por las algas son usados en esta industria, pero en Colombia, se han realizado
pocas investigaciones en este tema. Por lo cual, este trabajo de investigacion es un aporte al
conocimiento del potencial que tienen estos organismos, como base para la formulaciéon de
cosméticos funcionales, y podra ser usado como insumo inicial en el futuro desarrollo de esta

industria en Colombia.
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2. Perfilado metabdlico de algas pardas y
rojas colectadas en el Caribe
colombiano utilizando Resonancia
Magnética Nuclear.

En el grupo de investigacion se cuenta con una colecciéon de més de 100 muestras de algas del
Caribe Colombiano. Para decidir cuales de ellas estudiar inicialmente se seleccionaron aque-
llas que estuvieran disponibles de manera abundante, y se priorizaron teniendo en cuenta
su taxonomia, reportes de actividad enzimética encontrados en la literatura, y sus registros
en el listado de ingredientes cosméticos aprobados por la Comision Europea (Coslng). Asi
fueron preseleccionadas 27 muestras de algas pardas y 12 muestras de algas rojas, colectadas
en el Caribe colombiano en lugares como San Andrés, Providencia, Bard, Santa Marta y la

Guajira.

El siguiente reto fue establecer una metodologia de extraccién que fuera facilmente realizable
con esta cantidad de muestras, asi como reproducible. Se estudiaron diferentes metodologias
de extraccion reportadas en la literatura, buscando una permitieran obtener un panorama
lo mas completo posible de la composicion quimica de las algas en estudio (fingerprinting).
Después de miiltiples ensayos se pudo establecer que la extraccion del alga liofilizada con una
mezcla de metanol: agua (1:1), seguido de su secado y resuspension en butanol: agua (1:1),
generando los extractos WB y WW/| respectivamente; seguido de la extraccion del residuo
del alga con una mezcla de diclorometano: metanol (1:1) para obtener el extracto FO, fue
la mas efectiva par algas pardas. Para las algas rojas fue necesario hacer una extracciéon
adicional de la fraccion con WW usando metanol frio, para recuperar algunos compuestos
altamente polares de interés en estas algas. La efectividad de la metodologia se comprobd
haciendo uso de modelos de PCA (Principal component analysis) construidos con los datos
de RMN'H, que permitieron observar que los extractos se agrupan entre si de acuerdo con su

polaridad, y que existe una diferencia marcada entre los extractos de polaridades diferentes.
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Aplicando estas metodologias de extraccion, se llevo a cabo el perfilado quimico de 27 mues-
tras de algas pardas (81 extractos) y 12 muestras de algas rojas (48 extractos), colectadas en
el Caribe colombiano (San Andrés, Providencia, Bart, Santa Marta y la Guajira). El perfila-
do por RMN'H permiti6 la construccién de un modelo HCA (Hierarchical Cluster Analysis)
para cada uno de los tipos de extractos, y con base en éstos se priorizaron algunos extractos
representativos de cada cluster para hacer su estudio en RMN bidimensional. Estos espectros
2D fueron usados para dereplicar con mas certeza los compuestos presentes en cada grupo
de extractos. En las fracciones orgéanicas se encontraron: Lipidos (4cidos grasos, esteroles,
fosfolipidos y glicerolipidos), poliésteres (PHB); y Pigmentos (clorofilas, carotenoides). En
las fracciones butanolicas se identificaron terpenoides (sesquiterpenos, meroditerpenos, do-
lastanos y germacrenos), compuestos fenolicos, acidos grasos, glicerolipidos y carbohidratos.
Finalmente, en la fraccion WW y WM se observo la presencia de azicares, polisacaridos

sulfatados y otros ficocoloides.

2.1. Introduccion.

Los productos naturales son moléculas con un peso inferior a 3000 Da, producidas por una
fuente biologica, cuya produccion se limita a una familia taxonémica|l|. Estas moléculas no
son biosintetizadas por las vias metabolicas generales, y no tienen relacion directa con el cre-
cimiento, desarrollo o la reproducciéon. Los organismos que las producen pueden utilizarlas
para controlar relaciones ecologicas como la defensa contra la depredacion; la competencia
por el espacio o por el alimento; la comunicacion; la caza, entre otras interacciones biologi-
cas|2|, |3]. La importancia de estudiar estos compuestos se debe a su potencial debido a sus
diversas propiedades fisicoquimicas y biolégicas, que los hace interesantes para la industria
farmacéutica, cosmética, alimentaria e incluso agricola, donde son utilizados en la formula-
cion de medicamentos, aceites, ceras, perfumes, agentes saborizantes, colorantes y muchas

otras aplicaciones comerciales|4].

La busqueda cléasica de compuestos activos a partir de los productos naturales comienza con
la obtencién de extractos crudos, seguido de un ensayo de actividad bioloégica o screening,
con el fin de seleccionar aquellos extractos activos, que pueden contener compuestos pro-
metedores. Estos extractos son fraccionados con el fin de aislar e identificar las moléculas
activas|b|. No obstante, esta metodologia puede llevar al aislamiento de moléculas redun-
dantes, y suele ser dispendioso y demorado. Una de las alternativas metodolégicas actuales
es la metabolémica, en la que se busca analizar e identificar un ntmero elevado de los
metabolitos producidos por diversas muestras bioldgicas, con el fin de obtener informacién
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precisa sobre los metabolitos presentes en los extractos, mediante procesos de derreplica-
cion, a través de los cuales se puede distinguir entre compuestos conocidos y desconocidos
mediante la comparacion con bases de datos, y encontrar nuevos productos naturales|5|, [6].
Este conocimiento de los compuestos presentes en la mezcla permite priorizar los extractos a

estudiar y asi llevar a cabo el aislamiento de los compuestos de interés (activos, por ejemplo).

En general se puede decir que la metabolémica es un conjunto de técnicas que buscan identifi-
car, cuantificar y comparar un gran nimero de metabolitos encontrados en diversos sistemas
biolégicos, combinando la quimica analitica de alto rendimiento, y el anélisis estadistico
multivariado (MDVA)[7]. En la literatura se han identificado dos enfoques principales: la
metabolomica dirigida, cuyo fin es cuantificar metabolitos o tipos de compuestos previa-
mente definidos (por ejemplo lipidos, o flavonoides); y la metabolémica no dirigida, que es
utilizada con el fin de identificar, y eventualmente cuantificar, la mayor cantidad de me-
tabolitos presentes en muestras biologicas|8|. Es claro que no existe una tnica técnica que
permite cuantificar e identificar todos los metabolitos presentes en una muestra.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas,
combinada con algunas técnicas cromatogréficas, son las principales técnicas analiticas usa-
das en los estudios de metabolomical9]. La Resonancia Magnética Nuclear presenta ventajas
como su robustez, nivel de reproducibilidad, la estabilidad del instrumento, la facilidad para
la automatizacion, la sencillez en la preparacion de las muestras y la simplicidad de los pro-
tocolos de preparacion|9)], que favorece el uso de esta técnica en estudios metabolémicos. Por
otro lado, la espectrometria de masas presenta mejor sensibilidad, mayor deteccion de diver-
sos metabolitos, y se pueden encontrar mayor cantidad de bases de datos y software para

el procesamiento de los datos (Tabla[2.1)), por lo cual ambas técnicas son complementarias|9).
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Tabla 2.1.: Comparacién entre la resonancia magnética nuclear RMN y la espectrometria

de masas como herramientas analiticas en un estudio metabolémico@].

Ventajas de RMN Desventajas de la espectrometria de
masas
No destructivo Destructivo
Instrumento robusto Instrumento sensible
Tiempo de inactividad del instrumento Tiempo de inactividad del instrumento
minimo frecuente
Excelente reproducibilidad Reproducibilidad moderada
Preparacion de la muestra simple Preparacion de la muestra compleja

No requiere cromatografia Requiere cromatografia

No necesita derivatizacion quimica previa | En algunos casos se necesita derivatizacion

al analisis quimica
Espectros predecibles Espectros dificiles de predecir
Permite la determinacion precisa de la Tan solo permite una determinacion de la
estructura estructura de manera parcial
Féacil automatizacion Dificultad para automatizar
Desventajas de RMN Ventajas de la espectrometria de
masas
Sensibilidad pobre a moderada (nM) Alta sensibilidad (nM)
Cobertura modesta de metabolitos Gran cobertura de metabolitos
minoritarios
Costo alto del instrumento Costo moderado del instrumento
Requiere liquidos criogénicos No requiere liquidos criogénicos
Bases de datos limitadas Gran cantidad de bases de datos
disponibles
Menor disponibilidad de software Gran disponibilidad de software

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) permite detectar simultaneamen-
te los metabolitos primarios presentes que se encuentran de forma mayoritaria en los extrac-
tos, y diversos metabolitos secundarios. Adicionalmente, el area de las sefiales en RMN'H,
es directamente proporcional a la cantidad de compuesto presente en la muestra, por lo cual
permite comparar la concentraciéon de un metabolito en los diferentes extractos. Por tltimo,

por medio de RMN, usando técnicas bidimensionales es posible elucidar estructuras sin rea-
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lizar mas pasos de fraccionamiento|10].

Utilizando las senales obtenidas en RMN, que han sido previamente obtenidas para los
extractos de muestras bioldgicas de acuerdo con el diseno experimental del estudio meta-
bolémico, y después de realizar un procesamiento de los datos, se obtienen matrices que
consisten en filas (muestras) y columnas (cubos), que pueden ser utilizadas en dos tipos de

analisis multivariados: los métodos no supervisados y los métodos supervisados|11].

El primer tipo de anélisis es la aplicaciéon de métodos no supervisados, que consiste en reducir
dimensiones y visualizar los datos, sin tener en cuenta ninguna informacion de los mismos|11].
Por medio de estos métodos es posible evaluar la calidad de los datos, identificar sesgos en
el diseno y caracterizar valores atipicos. Los métodos mas utilizados en metabolémica son el
modelo PCA (Principal Component Analysis), que describe el espacio correspondiente a la
mayor varianza de los datos, y el modelo HCA (Hierarchical Cluster Analysis), que permite
agrupar perfiles segiin su semejanza sin ningin conocimiento previo, mostrando similitudes
en el espacio multidimensional en un sélo grafico[12]. El segundo tipo de anélisis se basa en
métodos supervisados, en el cual se busca construir herramientas matematicas, con el fin
de usar el perfil metabolico para predecir una variable respuestalll]. El método mas comin
es el modelo PLS (Partial Least Squares Regression) que corresponde al espacio de mayor
covarianza entre los datos de RMN o espectrometria de masas y la variable de respuesta (la
actividad biolégica por ejemplo)[12].

En este capitulo se presenta el desarrollo de una metodologia de extraccion, y el estudio
metabolomico, de 27 muestras de algas pardas y 12 muestras de algas rojas colectadas en el
Caribe colombiano. Como herramienta analitica se us6 resonancia magnética nuclear (RMN),
buscando obtener el perfil metabolico de todas las muestras, que serd complementado con los
analisis realizados por medio de espectrometria de masas en el capitulo 3. Se busco que la ru-
ta de extraccion /fraccionamiento se hiciera en la minima cantidad de pasos, y que se lograran
obtener fracciones enriquecidas en diferentes tipos de compuestos que ademaés facilitaran su
analisis espectroscopico. Asi mismo, se buscd obtener extractos completamente solubles en
los solventes deuterados que se pueden utilizar para hacer la adquisiciéon de datos en RMN.
Los datos obtenidos fueron analizados por medio de modelos PCA y HCA, con el fin de
observar la varianza entre los datos de los diferentes tipos de extractos y agrupar las mues-
tras de acuerdo con su similitud de perfil quimico. La identificacién de algunos compuestos
presentes en los extractos se realizo por medio de derreplicacion usando RMN'H y RMN-2D.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Materiales y equipos.

En la obtencion de los extractos se usaron los solventes: metanol calidad HPLC (Merck),
diclorometano calidad RA (PanReac AppliChem) y n-butanol calidad RA (PanReac Appli-
Chem), estos dos ultimos fueron utilizados previa destilacion. El agua destilada, y desionizada
utilizada, fue suministrada por el Instituto de Biotecnologia-IBUN del sistema de purifica-

cion de agua Sartorius arium® Advance RO.

Las muestras fueron preservadas en un congelador Refrimarca® a -20 °C; y los extractos
fueron congelados a -80°C en un ultracongelador vertical Panasonic MDF-U33V-PA. Para
lioflizar las muestras se us6 un equipo LABCONCO FreeZone™ 4.5L, y los extractos fueron

obtenidos usando un bano de ultrasonido Elmasonic EASY, un Centrivap® Concentrator

de LABCONCO® y un rotavapor Hei-VAP Precision de HEIDOLPH®.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), fueron obtenidos en un equipo Bruker
Avance de 400 MHz, utilizando tubos desechables (Wilmad LabGlass) y cloroformo deute-
rado (C'DCl3) al 99.5% (Merck), metanol deuterado (CD3OD) al 99.8 % (MERCK) y oxido
de deuterio (D20) al 99.9% (Merck) como disolventes.

2.2.2. Obtencion de extractos crudos.

= Recolecta del material.

El material de estudio fue recolectado en Providencia, San Andrés, Barti y la Guajira me-
diante buceo auténomo. La colecta se hizo de manera manual, centrandose tinicamente en
algas muy abundantes en la zona de buceo. Se recolectaron entre 50-800 g de cada especie,
sin depredar el recurso en la zona. Las muestras se almacenaron en bolsas resellables, se
congelaron y transportaron hasta el laboratorio manteniendo estas condiciones para evitar
su descomposicion. En el caso de las muestras recolectadas en la Guajira no se pudo con-
gelar y fue necesario secarlas al sol directamente en campo para poder transportarlas. La
identificacion de los especimenes de algas se hizo mediante claves taxonémicas|13|, por parte
de los bidlogos Dra. Briggite Gavio, M.Sc. Felipe De La Roche: y M.Sc. Natalia Rincon-Diaz.

Las muestras fueron codificadas usando un codigo de seis caracteres, en el cual la primera
letra corresponde al género de la muestra asignado al momento de la colecta, la segunda letra

corresponde al lugar, y los siguientes cuatro ntimeros corresponden a ntimeros dados a cada
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una de las muestras de forma exclusiva. En la Tabla [2.2] se encuentran las letras asignadas

a cada género; asi como la letra asignada al lugar de colecta.

Tabla 2.2.: Géneros y lugares de colecta de las muestras que hacen parte de la coleccion del

grupo de investigacion.

Algas pardas
D: Dictyota

Algas rojas
H: Hypnea

‘ Lugar de colecta
S: San Andrés

Y: Dictyopteris

I Liagora

M: Santa Marta

G: Sargassum

O: Bostrychia

B: Baru

E: Stypopodium

W: Ceramium

P: Providencia

N: Padina

V: Gracilaria

J: Guajira

R: Canistrocarpus

Q: Acanthophora

L: Lobophora

LA: Laurencia

U: Turbinaria

Sa: Spyridia

s Seleccion del material de estudio.

El laboratorio de productos naturales marinos cuenta con una coleccién de 110 muestras de
algas pardas y 27 muestras de algas rojas recolectadas en el periodo entre 2014 a 2021, en
diversos lugares del Caribe colombiano, como se describi6 en la seccion anterior. Con el fin
de hacer una selecciéon de la muestra lo menos sesgada posible se construy6 una matriz con la
ponderacion de diferentes criterios. Los criterios utilizados fueron cantidad de muestra; estu-
dios previos realizados en el laboratorio de los géneros a los cuales pertenece cada muestra;
estado de la muestra recolectada; ntimero de articulos en la literatura que muestren alguna
actividad de interés para especies de los géneros de las muestras; registro de la especie (o su
género) en el listado de ingredientes cosméticos CosIng. La matriz de eleccion se construyo
con estos criterios que fueron clasificados en tres niveles de criticidad (Nameros 1,3 y 9).
El ntimero 1 corresponde a un criterio de poca relevancia. El nimero 3 corresponde a un
criterio importante, pero no determinante; mientras el nimero 9 corresponde a un criterio de
mayor relevancia. Con estos criterios se calcul6 el ponderado para cada una de las muestras
(Ecuacion 2.1), preseleccionando aquellas cuyo ponderado fue mayor a 139 para las algas

rojas y 161 para las algas pardas (anexo 2.1).
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Ecuacion 2.1.:Formula para calcular el valor del ponderado para cada muestra.

6
Ponderado = Z Xn - Wy (2.1)

n=1

Donde n es el criterio por evaluar, x es el valor de criticidad dado para cada criterio al
evaluar todas las muestras y w es el factor de ponderacién correspondiente.

Antes de realizar los extractos, las muestras seleccionadas fueron suspendidas en una solucién
de agua y sal marina (36 g/L), esto con el fin de facilitar su hidratacion, la limpieza de la
arena y de retirar otros epifitos presentes. Aquellas muestras que no pudieron ser limpiadas
convenientemente fueron rechazadas para este estudio.

» Determinaciéon del método de extracciéon de las algas pardas.

Metodologia 1: Diclorometano-Metanol 1:1.

En estudios previos realizados en el grupo de investigacion, Pardo et al.|14] y Rubiano et
al.|15] obtuvieron diterpenos a partir de muestras de algas pardas de la tribu Dictyoteae y
de Dictyota pinnatifida respectivamente|14], [15], utilizando una mezcla de diclorometano y
metanol (DCM:MeOH 1:1), seguida de una extraccion liquido-liquido con diclorometano y
agua (DCM:H20)|15]. Esta metodologia, que se describe a detalle a continuacion (Figura
, fue el punto de partida para el desarrollo de una metodologia en esta tesis que per-
mitiera obtener la mayor cantidad de compuestos a partir de las algas pardas seleccionadas
(Metodologia 2).

Se pesaron aproximadamente 3 g de tres algas pardas de los géneros Padina (NB2301), Sar-
gassum (GP10101) y Stypopodium (EP6801), se liofilizaron durante 36 horas y se colocaron
en 50 mL de DCM:MeOH (1:1), se realizé una extraccion en el ultrasonido durante 30 min,
se retird el solvente y se repitio este paso tres veces. Todo el extracto obtenido fue concen-
trado en el rotavapor y se realizé una extraccion liquido-liquido utilizando DCM y H5O, las

fracciones (FO y WW) se secaron, se pesaron y se preservaron en el congelador.
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3 g de alga parda

Liofilizar
DCM:MeOH (1:1)
ultrasonido X3
1g alga/20 mL solvente

Extraccion liquido-liquido
DCM:H50 (1:1)

l l

Figura 2.1.: Metodologia 1 planteada para la extraccion de algas pardas.

Metodologia 2: Extraccion usando metanol y agua previo a la extraccién con

diclorometano..

Se decidié incluir un paso de extraccion adicional con el fin de obtener compuestos de pola-
ridad alta, asf se inicia la extraccion con una mezcla de metanol y agua, el extracto obtenido
se somete a extraccion liquido-liquido con n-butanol y agua, con el fin de aislar los compues-
tos mas polares y remover las sales presentes. El residuo del alga se somete a una segunda
extraccion con diclorometano y metanol para aislar los compuestos de polaridad media, los

detalles de esta metodologia se describen a continuacion y se resumen en la figura [2.2]

Se pesaron aproximadamente 3 g de tres algas pardas de los géneros Padina (NB2301), Sar-
gassum (GP10101) y Stypopodium (EP6801). Luego cada una de las muestras fue liofilizada
durante 36 horas, y se pesaron nuevamente. Las muestras fueron trituraron y extraidas con
20 mL una mezcla de MeOH:H20 (1:1) por cada gramo de alga seca, todas las muestras se
colocaron en un bano de ultrasonido durante 1 hora, controlando que la temperatura dentro
del bano no aumentara mas de 30°C. Se retir6 el solvente y se colocd nuevamente la misma
cantidad de la mezcla de extraccion, y se repitié el proceso en el ultrasonido dos veces mas.
Los extractos (M) obtenidos en los tres pasos de extraccion se filtraron, se juntaron y fueron
concentrados en el rotavapor. Mientras que el residuo de cada una de las algas fue separado
para el siguiente paso de extraccion.En el cual, se realiz6 una extraccion utilizando 20 mL

de una mezcla de DCM:MeOH (1:1) por cada gramo de muestra, de la misma forma que en
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el procedimiento descrito anteriormente para obtener los extractos FO.

En el paso siguiente se busco registrar los espectros RMN de los extractos FO y M; no obs-
tante, estos tltimos no daban soluciones homogéneas. Por lo anterior se decidi6 hacer una
extraccion liquido-liquido de la fraccion M utilizando 15 mL de butanol y 15 mL de agua.
Esto permite separar las sales y los azticares de los otros compuestos polares y poder obtener
soluciones homogéneas de los extractos en los respectivos solventes deuterados.

3 g de alga parda

Liofilizar
MeOH:H,0 (1:1)
ultrasonido X3
1g alga/20 mL solvente

A
Residuo alga

Extraccion liquido-liquido DCM:MeOQOH (1:1)
BuOH:H,0 ultrasonido X3
1g alga/20 mL solvente

Y

Figura 2.2.: Metodologia 2 planteada para la extraccion de algas pardas.

= Determinaciéon del método de extracciéon de las algas rojas.

Metodologia 3: Metanol al 25 %..

Dentro de los ingredientes activos més interesantes para la industria cosmética que producen
las algas rojas se encuentran los compuestos polares, por tal razon, se eligié una mezcla
de solventes de esta polaridad como se plantea en la metodologia 3 (Figura [2.3]), para estu-

diar las algas rojas.

Se liofilizaron 2.5 g de tres algas rojas de los géneros Hypnea (HM1049), Acanthophora
(QM1041) y Gracilaria (VM1048). El material seco y pesado de cada alga se extrajo con 20
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mL de una soluciéon de metanol al 25% por cada gramo de alga seca, mediante sonicacién
por 15 min. El solvente se retir6 y se repitié el proceso dos veces mas. Todo el extracto
obtenido fue concentrado en el rotavapor, y resuspendido en metanol puro, se centrifugo a
4000 rpm durante 10 min. Al final, se separ6 el sobrenadante (extracto WM) que fue secado

en el rotavapor; y el solido precipitado (extracto WW) se sec6 en un desecador con silica gel.

3 g de alga roja

Liofilizar
MeOH (25%)
ultrasonido X3
1g alga/20 mL solvente

Extracto

preliminar

Resuspender en MeOH 100%
Centrifugar 4000rpm/10 min

| |

Figura 2.3.: Metodologia 3 planteada para la extracciéon de algas rojas.

Metodologia 4: Extraccion usando metanol y agua previo a la extraccién con

diclorometano.

Esta metodologia se basé en la metodologia 2 con algunas modificaciones de la metodologia
3 (Figura , como se describe en esta seccion.Las muestras liofilizadas, se maceraron y
se extrajeron con una mezcla de MeOH:H20 (1:1), haciendo uso de ultrasonido durante 1
hora, y controlando que la temperatura dentro del bano no superara los 30°C. El proceso
se hizo por tres veces, los extractos obtenidos se reunieron y se secaron. El extracto seco
se resuspendié en 15 mL agua y se sometié a una particion liquido-liquido con 15 mL de
butanol, que permiti6 la recuperacion del extracto WB. A continuacion, la fracciéon acuosa
obtenida fue secada, y resuspendida en metanol puro y frio. Estd mezcla se centrifugd a
4000 rpm durante 10 min, y se recuper6 un precipitado, que se denominé fraccion WW; y

una porciéon soluble en metanol que se denominé extracto MW, que fue concentrada en el
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rotavapor y conservada en el congelador.

Los residuos de las algas fueron extraidos con una mezcla de DCM:MeOH (1:1), haciendo
uso de ultrasonido por 1 hora, y controlando que la temperatura no aumentara més de 30°C.
El extracto obtenido (FO) fue secado en el rotavapor y guardado en el congelador.

2.5 g de alga roja

Liofilizar
MeOH:H,0 (1:1)
ultrasonido X3
1g alga/20 mL solvente

Residuo alga

Extraccion liquido-liquido
BuOH:H,0

EXTRACTO
WB

Extracto
preliminar

Resuspender en MeOH 100%
Centrifugar 4000rpm/10 min

DCM:MeOH (1:1)
ultrasonido X3
1g alga/20 mL solvente

EXTRACTO

FO

Figura 2.4.: Metodologia 4 planteada para la extraccion de algas rojas.
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2.2.3. Analisis de los extractos mediante RMN.

» Obtencion de los espectros RMN'H.

Usando la metodologia 2 para las algas pardas y la metodologia 4 para las algas rojas, se
obtuvieron los extractos cuya masa y rendimientos se encuentran en el anexo 2.2. Estos ex-
tractos fueron analizados por RMN'H, de la siguiente forma: se disolvieron 10 mg de cada
uno, en los siguientes solventes deuterados: los extractos organicos (FO) fueron analizados
en CDCls, los extracto butanélicos (WB) en CD30D vy los extractos acuosos (WW) y me-
tanolicos (WM) en DO.

Cada grupo de espectros de RMN'H fue adquirido con los pardmetros que se encuentran
en la tabla usando la secuencia de pulsos conocida como noesyprld. Para los extractos
més representativos (ver méas adelante), ademas de los espectros RMN!H, se obtuvieron los

espectros HMBC, HSQC y 'H-'H COSY.

Tabla 2.3.: Parametros de adquisicion de los espectros de RMN'H en un equipo Bruker 400

Hz.
Algas pardas ‘ Algas rojas ‘
FO WB WW FO WB WW
Solvente CDCls | CD3sOD | D3O CDCl3 | CD3sOD | DO D20
Ntimero de 32 128 64 32 64 64 64
scans

Temperatura 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Frecuencia del | 400,13 | 400,13 | 400,13 | 400,13 | 400,13 | 400,13 | 400,13

espectrémetro

= Tratamiento preliminar de los datos.

El procesamiento de los espectros de RMN'H se realizo usando el software MestReNova,

utilizando los parametros que se encuentran en la tabla [2.4]



64 Capitulo 2

Tabla 2.4.: Parametros del tratamiento de los espectros RMN'H en MestRenova.

ACTIVIDAD PARAMETRO
Ajuste de fase Modo automatico
Correccion de linea base Whittaker Smoother
Calibracion del espectro Extractos organicos (7.260 ppm), extractos
butanolicos (3.310 ppm), Extractos
acuosos y metanolicos (Respecto a la senal
del agua D20 en el espectro sin supresion)
Eliminacion de zonas de los espectros Extractos organicos (7.350-7.250 ppm),
extractos butanolicos (3.334-3.295 ppm) y
(4.709-4.985 ppm), extractos acuosos y
metanolicos (4.709-4.985 ppm)
Apodizacion Gaussian 3.000 GB[Hz|
Binning 0.0-12.5 ppm Bin width: 0.04 ppm
Method: sum

La matriz obtenida en formato .csv fue ajustada en Microsoft Excel, se separaron los datos
en columnas, y utilizando la funcion =si|A1<0; 0; A1] se reemplazaron todos los valores ne-
gativos de la matriz por ceros. Adicionalmente, las filas correspondientes a cada muestra se
triplicaron, con el fin de hacer coincidir el formato de la matriz con el formato del programa
MetaboAnalyst 5.0, y se agregd una columna donde se coloco el género o el tipo de extracto

al que corresponde cada muestra.

= Estudio metabolémico no dirigido de los extractos, mediante los modelos
PCA y HCA en la plataforma MetaboAnalyst 5.0.

La matriz modificada fue cargada en la plataforma MetaboAnalyst 5.0 a la cual se puede
acceder mediante el siguiente link: (https://www.metaboanalyst.ca/)[17], en la plataforma
se usaron los pardmetros que se encuentran en la Tabla para obtener los PCA y HCA

correspondientes para cada grupo de muestras.


https://www.metaboanalyst.ca/
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Tabla 2.5.: Parametros de trabajo en MetaboAnalyst 5.0.

ACTIVIDAD PARAMETRO
Upload Spectral Bins, Samples in rows (unpaired)
Data Filtering None
Sample Normalization Normalization by sum
Data transformation None
Data Scaling Pareto
Distance Measure Pearson
Clustering Algorithm Average

2.3. Resultados y discusion.

2.3.1. Seleccion del material de estudio.

La matriz de eleccion construida con el propoésito de seleccionar las muestras més promisorias
incluyo los siguientes criterios: cantidad de muestra (mayor a 150 g) y estado de la muestra
recolectada; que poseen mayor relevancia por lo cual tienen un factor de ponderacién de 9,
ntmero de articulos en la literatura que muestren alguna actividad de interés para especies
de los géneros de las muestras cuyo valor de ponderacion es 3; estudios previos realizados en
el laboratorio de los géneros a los cuales pertenece cada muestra y registro de la especie (o
su género) en el listado de ingredientes cosméticos CosIng que tienen menor relevancia y un

factor de ponderacion de 1.

Habiendo definido estos criterios, se asign6é una puntuaciéon para cada una de las muestras,
evaluando cada criterio, y se calcul6 el valor ponderado para cada una. De esta forma, se

preseleccionaron 51 muestras de algas pardas y 12 muestras de algas rojas.

En el caso de las algas pardas, fueron descartadas 24 muestras que son estudiadas por otros
estudiantes del grupo de investigacion. Por lo cual, se realiz6 el proceso de extraccion para

27 muestras de algas pardas, cuyas principales caracteristicas se encuentran en la Tabla [2.6]
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Tabla 2.6.: Descripcion de las algas pardas seleccionadas.
Cédigo Identificacién taxonémica Fecha colecta Lugar de
colecta
NB2301 Padina gymnospora 2018/04/15 Bara
GS4701 Sargassum 2019/05/10 San Andrés
polyceratum
DP6101 Dictyota mertensii 2019/09/16 Providencia
GP6201 Sargassum buzifolium 2019/09/17 Providencia
RP6701 Canistrocarpus 2019/11/11 Providencia
crispatus
EP6801 Stypopodium zonale 2019/11/11 Providencia
UP7101 Turbinaria turbinata 2019/11/11 Providencia
EP7201 Stypopodium zonale 2019/11/11 Providencia
RP7301 Canistrocarpus 2019/11/11 Providencia
crispatus
LP7401 Lobophora sp. 2019/11/11 Providencia
DP7901 Dictyota mertensii 2019/11/11 Providencia
DP8001 Dictyota pinnatifida 2019/11/11 Providencia
EP8601 Stypopodium zonale 2019/11/11 Providencia
DP8701 Dictyota mertensii 2019/11/11 Providencia
YP9201 Dictyopteris justii 2019/11/11 Providencia
GS9301 Sargassum 2021/02/12 San Andrés
polyceratium
GS9501 Sargassum 2021/02/12 San Andrés
polyceratium
GJ9601 Sargassum sp. 2021/02/29 Cabo de la Vela
GJ9701 Sargassum sp. 2021/02/29 Cabo de la Vela
(GS9801 Sargassum sp. 2019/05/10 San Andrés
LP10001 Lobophora variegata 2021/09/26 Providencia
GP10101 Sargassum 2021/09/28 Providencia
UP10301 Turbinaria turbinata 2021/09/28 Providencia
EP10901 Stypopodium zonale 2021/09/28 Providencia
NP11301 Padina gymnospora 2021/09/28 Providencia
RP11401 Canistrocarpus 2021/09/28 Providencia
crispatus
DP12201 Dictyota sp. 2021/09/26 Providencia
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En términos generales, se eligieron muestras que corresponden a 8 géneros, entre los cuales se
encuentran Padina sp. NB2301 colectada en Barti, NP11301 colectada en Providencia; Sar-
gassum sp. como GS4701, GS9301 y GS9501 de San Andrés, GP6201, GP10101 de Providen-
cia, y GJ9601 y GJ9701 de la Guajira; Dictyota sp, que incluye DP6101, DP7901, DP8001,
DP8&701 colectadas en Providencia, Canistrocarpus sp. como RP6701, RP7301, RP11401 de
Providencia, Turbinaria sp. que incluye UP7101 y UP11301 de Providencia, Stypopodium
sp. EP6801, EP7201, EP8601 Y EP10901 de Providencia, Lobophora sp. LP7401 y LP10001
de Providencia y Dictyopteris sp. YP9201 de Providencia, teniendo una gran variedad en el
grupo de estudio. Algunos géneros como Padina, Sargassum, Dictyota y Turbinaria presen-
tan reportes de especies usadas en la formulacién de productos cosméticos de acuerdo con
el CosIng[18], y se han reportado estudios de interés cosmético de muestras de estos géneros

con actividad antioxidante, despigmentante, antibacterial, entre otras.[19]-|21].

Las caracteristicas de las 12 muestras de algas rojas seleccionadas se reportan en la tabla
2.7} Se eligieron muestras de 8 géneros de algas rojas, que incluyen Ceramium sp. WJ1005
de la Guajira, Spyridia sp. SaP1013 colectada en Providencia, Liagora sp. IS1501 colectada
en San Andrés, Laurencia sp. con LAM1038 y LAM1040 Acanthophora sp. con muestras
como QM1039, QM1041 Y QM1042; Bostrychia sp. OM1043 Gracilaria sp. con VM1045
y VM1048, e Hypnea HM1049, estas tultimas colectadas en Santa Marta. Algunas especies
de los géneros Ceramium, Gracilaria e Hypnea se encuentran en el Coslng[18| y presentan

actividades de interés para la industria cosmética como fotoproteccion y antioxidante|22],
[23].
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Tabla 2.7.: Descripcion de las algas rojas seleccionadas.

Identificacion Fecha colecta

taxondémica

Lugar de colecta

WJ1005 Ceramium nitens 2021/01/28 Cabo de la Vela
SaP1013 Spyridia sp. 2021/09/28 Providencia
LAM1038 Laurencia sp. 2021/11/28 Santa Marta (Playa
del amor)
QM1039 Acanthophora sp. 2021/11/28 P.Blanca-Rodadero
LAM1040 Laurencia sp. 2021/11/28 Santa Marta (E.
submarino)
QM1041 Acanthophora sp. 2021/11/28 Santa Marta
(Muelle de la
Rosita)
QM1042 Acanthophora sp. 2021/11/28 Santa Marta (E.
submarino)
OM1043 Bostrychia sp. 2021/11/29 Santa Marta (Punta
Gaira)
VM1045 Gracilaria sp. 2021/11/29 Aeropuerto
VM1048 Gracilaria sp. 2021/11/29 Aeropuerto
HM1049 Hypnea musciformis Santa Marta
IS1501 Liagora ceranoides 2020/12/22 San Andrés

2.3.2. Determinacion del método de extraccion

= Algas pardas.

Las algas marinas han sido fuente de compuestos tutiles para la industria farmacéutica, co-
mo se ilustré en el capitulo 1. A partir de algas pardas se han aislado compuestos como
polisacaridos sulfatados, como los fucoidanos; carotenoides; polifenoles, como florotaninos; y
diterpenos, . A partir de algas rojas se han aislado una gran cantidad de ficocoloides
como la carragenina y el agar; aminoécidos tipo micosporina (MAAs); y pigmentos, como las
ficobilinas; y bromofenoles. Dentro de los compuestos mas interesantes para la industria
cosmética, y por tanto para este trabajo, se encuentran las MAAs, que suelen ser extraidas
con metanol en diferentes concentraciones. Con base en lo anterior, resulta claro que un

solo solvente, o una tunica mezcla de ellos, no seré suficiente para extraer los compuestos
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que pueden ser de interés para este estudio. Por la razén anterior, se hicieron ensayos con
diferentes solventes y mezclas de ellos. Utilizando la informacién obtenida en estudios previos
realizados en el grupo de investigacion|15], se planted la primera metodologia de extraccion.
Para corroborar la utilidad de esta metodologia se hizo el ensayo con tres especimenes de los
géneros Padina (NB2301), Sargassum (GP10101) y Stypopodium (EP6801) que se encontra-
ban en el laboratorio. Los rendimientos obtenidos se encuentran en la Tabla 2.8

Las dos fracciones (FO y WW) obtenidas para cada alga fueron estudiadas por resonancia
magnética nuclear RMN'H (Figura 2.5). Se observé que las sefales dominantes en el ex-
tracto FO corresponden a acidos grasos insaturados (dg 5.5, 2.1-2.8, 2.0, 1.3 y 0.8 ppm)|27]
mientras que para el extracto WW las sefiales mas intensas corresponden a azucares (6 3,84
(dd), 3.64 (dd), 3.73 y 3.76)[28], lo que indica que por medio de esta metodologia se obtienen
principalmente metabolitos primarios, dificultando la obtencion de extractos enriquecidos en

los compuestos de interés, para realizar los ensayos de actividad biologica posteriores.

Dados los resultados obtenidos por la metodologia 1, se buscé hacer un paso previo a la
extraccion con DCM:MeOH; para ello se hizo una extraccién preliminar con una mezcla
de MeOH:H50 (1:1), con el fin de obtener alli los compuestos més polares. Estos extractos
son complejos y no son solubles en los solventes usualmente empleados en RMN'H, pues se
observo la aparicion de precipitados. Asi, se evidenci6 la necesidad de hacer una particién
liquido-liquido de estos extractos polares usando agua y butanol. En la primera (WW) se
espera obtener sales, azicares y polioles; mientras en la fase butanolica (WB) se esperaba
obtener compuestos fenolicos y florotaninos. Posteriormente al residuo del alga se le extrajo
con DCM:MeOH, obteniendo el extracto orgénico (FO), en el que se espera encontrar com-

puestos con polaridad mas baja como diterpenos y grasas.

Los rendimientos de cada extracto fueron diferentes para cada una de las muestras Tabla
donde las muestras de Stypopodium presentaron los mejores rendimientos cercanos al 4 %;

mientras las muestras de Sargassum presentaron los rendimientos mas bajos de en torno del

2%.
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Tabla 2.8.: Rendimiento (en mg y porcentaje) de la extraccion realizada usando la metodo-

logia 1y 2 para las algas pardas. Los rendimientos estan expresados con respecto

al peso del alga liofilizada.

Metodologia 1 Metodologia 2
t?o & 0 0 . Q wp Q 0 . O QO wp
2 =8 | 2 =g ES| 2 = 2 = 2
T% EY|EE|EE|EY|EE| EE| EE
O Q cs cs Qo cs cs cs

= (2% Zo | ZE |EF Z¢o  2g | i:
== = =5 25| = = =
13.9 27.5 112.1 73.8 511.2

NB2301 1.70 5.68
(0.82%) | (1.62%) (1.97%) | (1.30%) | (9.0%)
2.6 20.2 98.3 105.9 602.4

GP10101 1.88 5.02
(0.14%) | (1.07%) (1.96 %) | (2.10%) | (12%)
49.6 36.6 232.5 107.9 309.8

EP6801 1.87 2.67
(2.65%) | (1.96 %) (8.71%) | (4.04%) | (11.6%)

En la ﬁgura se observan los perfiles por RMN'H de los extractos FO, WB y WW obteni-
dos mediante la metodologia 2 para la muestra de Stypopodium (EP6801). Se puede observar
que los tres extractos son claramente distintos, tal y como se pretendia, siendo el FO rico en
compuestos tipo acido graso insaturado; el WB en terpenos y compuestos arométicos, y el
WW en derivados de azﬁcares. Esta separacion durante la extraccion es muy importante
para los bioensayos que se hardn mas adelante en la tesis, y que buscan identificar los com-
puestos responsables de la actividad biologica. En el anexo electronico 2.3.1, se encuentran
los espectros de RMN'H de las fracciones FO, WB y WW, de las muestras GP10101 Y
NB2301, donde se pueden hacer apreciaciones similares. Por tal razén, estd metodologia de
extraccion fue seleccionada para estudiar las 27 muestras de algas pardas seleccionadas.
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Figura 2.5.: Espectros RMN'H de los extractos de algas pardas obtenidos mediante la me-
todologia 1 de extraccion: a) EP6801WW (D20), b) EP6801FO (CDCl3) y de
los extractos obtenidos mediante la metodologia 2: ¢) EP6801-WW (D20), d)
d) EP6801-WB (MeOD) y e) EP6801-FO (CDCl3).

= Algas rojas.

Las algas rojas son ampliamente reconocidas por la produccién de coloides, lo que dificulta
la extraccion de los metabolitos secundarios, en el sentido de moléculas pequenas (Small
molecules). Para los ensayos de extraccion se seleccionaron tres algas rojas abundantes en el
ecosistema donde se recolectaron, Santa Marta, y que corresponden a las muestras Hypnea
sp. (HM1049), Acanthophora sp. (QM1041) y Gracilaria sp. (VM1048). La metodologia 3
ensayada inicialmente es un método de extraccion usualmente encontrado en literatura, que
busca la recuperacion de compuestos muy polares como los polifenélicos y los aminoacidos

tipo micosporina (MAAs)|16].

La siguiente metodologia planteada (metodologia 4) fue adaptada de la anterior, e incluyo
una extraccion adicional con solvente organico (DCM:MeOH) para recuperar compuestos
poco polares. Adicionalmente, el extracto WW seco fue extraido con metanol puro y frio, y
centrifugado, lo que permitio recuperar dos fracciones: la porcion soluble en metanol (extrac-
to MW), que debe contener compuestos altamente polares, pero no iénicos; y el precipitado
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(extracto WW), que debe contener sales y azucares. De esta forma se obtuvieron cuatro

extractos para cada alga roja, cuyos rendimientos se encuentran en la Tabla

Tabla 2.9.: Rendimiento (en mg y porcentaje) de la extraccion realizada usando la metodo-

logia 3 y 4 para las algas rojas. Los rendimientos estan expresados con respecto
al peso del alga liofilizada.

Metodologia 3

Metodologia 4

© —_ O 9~ O [ Py Q (@) — O — O —
s | B2 EN | EX 2B TR IR | ER
05 | S8 | 2@ Ew | §8 | E 5| £Ew| £ | EW
T |EY|BE|BE|ER BE|BE|BE|BE
&) T = 2 2] T = 2] 2] 2] 3]
=1 E5 |32 82 |35|2 5822 it
== | = = == | = = = =
FIM1049 191 44.5 181.4 353 14.3 21.4 12.6 22.9
' (3.6%) | (14.9%) ' (0.4%) | (0.6%) | (0.4%) | (0.6%)
23.2 4.7 12.5 37.7 165.0 206.3
M1041 0.74 2.15
« (3.1%) | (0.6%) 0.6%) | (1.7%) | (7.7%) | (9.6 %)
29.9 137.6 20.5 38.4 371.2 226.0
VM1048 | 0.74 3.88
(4.0%) | (18.6 %) 0.5%) | (1.0%) | (9.6%) | (5.8%)

Todos los extractos obtenidos, fueron analizados por medio de RMN'H. Al comparar los
espectros de las fracciones obtenidas mediante la metodologia 3 y los obtenidos mediante la
metodologia 4, se evidencia que los primeros son mas complejos y menos definidos que los
obtenidos mediante la metodologia 3. Por ejemplo, las fracciones acuosas (WW) obtenidas
por la metodologia 3 son méas anchas y menos definidas que las fracciones obtenidas median-

te la metodologia 4, lo que puede ser consecuencia de una mayor presencia de sales en la
metodologia 3.

La fraccion WM obtenida mediante la metodologia 4 no presenta senales para metilenos
acumulados (0g 1.2, y 0.90 para CHjs terminal) que si presenta la fraccion WM obtenida
mediante la metodologia 3 (Figura . Lo anterior confirma que las fracciones WM de la
metodologia 4 son mas limpias. En ambas fracciones WM se observa la presencia de dos
tripletes en 07 3.0 y 3.9 que sugiere la presencia de dos metilenos unidos a heterodtomos,

como en la etanolamina. La presencia de cadenas lineales largas, como de acidos grasos, se
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da en las fracciones FO y WB, en la ésta tltima se observan senales entre 2 y 4 ppm que
sugiere la presencia de compuestos un poco mas polares. En el anexo electronico 2.3.1, se
encuentran los espectros de RMN'H de las fracciones FO, WB WM, vy WW, de las muestras
QM1041 y VM1048, donde se pueden hacer apreciaciones similares. Por tal razon, esta me-
todologia 4 fue escogida para hacer el estudio metabolémico de todas las muestras de algas
rojas seleccionadas, pues permite obtener compuestos con diferentes polaridades y espectros

menos complejos.
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Figura 2.6.: Espectros RMN'H de los extractos obtenidos mediante la metodologia 3 de
extraccion: a) VM1048WW (D20), b) VM1048WM (MeOD) y de los extractos
obtenidos mediante la metodologia 4: ¢) VM1048-WW (D20), d) VM1048-WM
(MeOD), e) VM1048-WB (MeOD) y f) VM1048-FO (CDCly).
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» Estudio metabolémico no dirigido de los extractos, mediante el modelo
PCA.

Con el fin de determinar si las metodologias seleccionadas en la secciéon anterior, disenadas
con el propodsito de obtener extractos enriquecidos en compuestos con diferentes polaridades
y mas abundantes que producen las algas; se pueden utilizar para el estudio de muestras
de diferentes géneros, y si las diferencias entre los tipos de extractos son significativas para
poder usarlos posteriormente en los diversos ensayos biologicos planteados en esta tesis, se
realizé un estudio metabolémico utilizando las 27 muestras de algas pardas y 12 muestras
de algas rojas seleccionadas anteriormente, con el cual se construyeron dos modelos PCA
(Figura y Figura para observar la varianza entre los grupos de extractos FO, WB,
WM, y WW de todas las muestras seleccionadas, buscando determinar si hay agrupaciones
entre los diferentes tipos de extractos obtenidos sin importar el grupo taxonémico al que
pertenecen las muestras. Los espectros de RMN'H usados en estos analisis se encuentran en

el anexo electronico 2.3.3.

Figura 2.7.: Anélisis de componentes principales (PCA) de los datos de RMN de los ex-
tractos de a) las algas pardas orgénicos FO (rojo), butanolicos WB (verde) y
acuosos WW (azul).
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Figura 2.8.: Anélisis de componentes principales (PCA) de los datos de RMN de los extrac-
tos de las algas rojas organicos FO (rojo), butandlicos WB (verde), metanolicos

WM (azul oscuro) y acuosos WW (azul cian).

En el caso de las algas pardas, los extractos WB y FO, comparten alguna similaridad (Figura
. Esto se debe a que las algas pardas son ricas en acidos grasos, los cuales son obtenidos
en los dos tipos de extractos. Mientras que los extractos WW, forman un grupo bien definido

en el PCA y presentan diferencias significativas con respecto a los otros grupos de extractos.

El modelo PCA construido para las algas rojas (Figura se observa que los extractos los
extractos FO presentan pocas diferencias entre si y no estan contenidos en el grupo de los
extractos WB, el cual es mas disperso. Adicionalmente, los extractos WM y WW, presentan
una similaridad alta, esto se debe a que estos extractos son obtenidos al fraccionar el extracto
acuoso obtenido después de la extraccion liquido-liquido utilizando n-butanol y agua. Los
extractos WM son completamente solubles en agua y en metanol deuterados, mientras que el
extracto WW, tiene compuestos que se precipitan como las sales y azticares, pero comparten

algunas senales con los extractos WM.
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2.3.3. Analisis metabdlico de los extractos FO.

= Analisis HCA de los extractos FO de algas pardas y rojas.

Para clasificar los extractos de acuerdo con su similitud en la composiciéon quimica, facilitan-
do el proceso de dereplicacion, se construyeron modelos HCA utilizando los mismos datos,
para cada conjunto de extractos obtenidos. Esto permite ver diferencias y similitudes entre
extractos, y priorizar subconjuntos de muestras para anéalisis posteriores, usando una apro-

ximacion integrativa.

Con el fin de estudiar el tipo de compuestos que producen las muestras de interés, se dividi6
el grupo de extractos en cluster, de acuerdo con lo observado en cada HCA. De esta forma,
se escogieron una o dos muestras representativas de cada cluster, y se analizaron por medio
de RMN-2D, esto permiti6 dereplicar de manera general los compuestos mas abundantes
encontrados en todas las muestras, disminuyendo el volumen de trabajo, y haciendo una
caracterizacion mas eficiente. Los espectros RMN-2D de todas las muestras analizadas se

encuentran en el anexo 2.3.4.

Para comenzar, se construyé un HCA con los extractos organicos obtenidos a partir de las
algas pardas, el cual se dividi6 en 4 cluster (Figura . Las muestras de los géneros Stypo-
podium, Turbinaria, Padina y Canistrocarpus se agrupan entre si, mientras que las muestras
de los géneros Dictyota, Sargassum y Lobophora se distribuyen en diferentes cliusteres, y su
posicion no esté relacionada con el lugar en el que fueron colectadas.
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Figura 2.9.: Analisis de clister jerarquico (HCA) de los datos de RMN'H de los extractos
organicos FO de las algas pardas seleccionadas.

Con los datos obtenidos a partir de los extractos orgénicos de las algas rojas, se construyo el
HCA (Figura 2.10), en este se observa que las muestras de los géneros Laurencia, se agrupan
entre si. Mientras que los deméas géneros no presentan un orden especifico. Cabe destacar
que el grupo de algas rojas tiene una menor cantidad de muestras, por lo cual no es posible
identificar patrones entre los clisteres. De igual forma que el caso anterior, este grupo se
dividi6 en tres clisteres de acuerdo con la Figura 2.10.
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Figura 2.10.: Analisis de cluster jerarquico (HCA) de los datos de RMN'H de los extractos

organicos FO de las algas rojas seleccionadas.

= Dereplicacion de los compuestos mas abundantes de FO.

La identificacion de compuestos en mezcla (en extractos, por ejemplo) es un desafio y un
objetivo de la quimica de productos naturales actual. Pues este proceso, conocido como
dereplicacion, ahorra tiempo y permite priorizar los extractos a estudiar28. Con el fin de
identificar los compuestos mas abundantes en las fracciones organicas, tanto de las algas
rojas como pardas, se seleccioné al menos un extracto de cada clister, y se le registraron sus
espectros de RMN-1D (RMN'H) y 2D (HSQC, COSY, HMBC y J-resolved), realizando un
ejercicio de dereplicacion manual, para lo cual se tuvo en cuenta los reportes de compuestos
para cada una de las especies estudiadas (por eje. https://www.cmnpd.org/). Los espectros
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RMN bidimensionales se encuentran en la seccion de anexos de este documento. A continua-
cién, se presentan los principales tipos de compuestos identificados mediante esta técnica. La
metodologia empleada us6 principalmente la informacion proporcionada por el experimento

HSQC que no solo da la informacion del nicleo 'H sino también de 13C.

Lipidos.

Para las algas marinas se ha reportado la presencia de lipidos (figura . Entre los cuales
se resaltan algunos compuestos como acidos grasos poliinsaturados (PUFAs); acidos grasos
w-3, como el acido eicosapentaenoico, el acido a-linolénico, y el acido docosahexaenoico;
y acidos grasos w-6, como el 4cido araquidonico, los cuales se suelen encontrar en menor
proporcion|29]. Asi mismo, acidos grasos ramificados como el acido fitanico, pueden ser en-
contrados en baja concentracion, producto de la degradacion del fitol[30]. También se han
aislado esteroles, como el fucosterol ampliamente distribuido en algas pardas; y el colesterol
que predomina en las algas rojas. Otros compuestos de este tipo que pueden encontrarse en
algas son el brassicasterol, sitosterol, calinasterol y desmosterol en bajas proporciones|31|. En
algunas especies de algas se pueden encontrar compuestos que contienen fragmentos del gli-
cerol, como los fosfolipidos incluyendo derivados de la fosfatidilcolina|32], y los glicerolipidos.
Las algas marinas sintetizan tres tipos de glicolipidos principalmente, los monogalactosildia-
cilgliceroles (MGDG), los digalactosildiacilglicéridos (DGDG) y los sulfoquinovosildiacilgli-
céridos (SQDG)[33]. Teniendo en cuenta la informacion anterior se realizé una busqueda de

estos compuestos en los extractos organicos (FO).



80

Capitulo 2

a) PUFA (?-3) e
j: Acido a-linolenico.

/\/\/=\/=\/\/\/\)LOH

b) PUFA (?-6) e
j: Acido linoleico.

c) PUFA (2-9) e
j: Acido oleico.

)\/\/k/\)\/\)\/(i
OH
d) Acido graso saturado ramificado e
j: Acido fitanico.

Glicerolipidos.

18:349.12,15

16:3A7.10.13

N

sn-1
n-2
sn-3

g) monogalactosildiacilglicerol (MGDG).

OH

J

Figura 2.11.: Lipidos que pueden ser encontrados en los extractos organicos de las algas.

Acidos grasos.

A manera de ejemplo, para la identificacion de acidos grasos se usé la muestra GS9501-FO.

Para esta muestra se observan senales caracteristicas de protones y carbonos de 4cidos grasos
en el experimento HSQC (Figura[2.12)). Tales como metilenos « y § al carboxilo en d7 2.28/
d¢c 34.3 y 1.68/25.7; cuyo acoplamiento se confirma en COSY. Adicionalmente, se observa la

presencia de una senal intensa en oz 1.25/ d¢ 29.76, que indica una gran cantidad de meti-

lenos lo que es caracteristico de los acidos grasos. Asi mismo, las senales en dg 1.29/22.6 y

1.25/31.9 corresponden al metileno w-2 y w-3, respectivamente; en acidos grasos saturados e

insaturados (con excepcion de los w-3). Por ultimo, la senial del metilo terminal de la cadena

se encuentra en 0y 0.88/14.2, que puede corresponder a acidos saturados, w-6 y w-9. La

presencia de acidos w-3 no parece ser abundante, por la ausencia de su senal caracteristica

en oz 0.98/14.1. En la muestra GS9501-FO también se observa la presencia de acidos grasos
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insaturados, juzgados por la presencia de protones olefinicos en dz 5.33/129.8 y 5.35/128.2,
los cuales acoplan con d g 2.80/25.6 que corresponde a un proton bis-alilico, caracteristico de
acidos grasos polinsaturados (Figura [2.11p), y los protones alilicos en dg 2.01/27.3. Todas
estas sefiales confirman la presencia de acidos grasos saturados e insaturados|34].

Adicionalmente, se pueden ver sefiales para un grupo isopropilo en d 0.86 (d, J, CHz)/22.66
y 0.83 (d, J, CH3)/19.76 que acopla en COSY con una senal de metino en dz 1.36/32.8 .
Estas sefiales son caracteristicas de los acidos grasos ramificados (Figura[2.11k). Todas las se-
fiales atribuibles a los acidos grasos estan resaltadas en azul en el espectro HSQC Figura[2.12]

Esteroles.

En el HSQC de la muestra GS9501-FO también se observa la presencia de senales atribuibles
a esteroles, tal y como se discute a continuacion. La presencia de 6 metilos en dg 0,68 (s)/
dc 11.9; 0.97(d, J = 6.8)/22.3; 0.97(d, J = 6.8)/22.3; 0.98(d, J = 6.8)/18.8; 1.00 (s)/19.5;
y 1.57(d, J = 7.7)/13.3 son caracteristicos del fucosterol (figura [2.11))[35], cuya presencia
se verifica por las senales para el proton carbinolico C-3 en 6y 3.5(m)/71.8, y los protones
olefinicos en d 5.17(q, J = 6.5)/115.44; y 6 5.34 (m)/121.73 caracteristicos de los protones
H-28 y H-6 de este esterol insaturado en la cadena. Adicionalmente, se ven las seniales del
metino C-25 en dg 2.20/34.8, que acopla en COSY con los H3 26 y 27; del metino C-20 en
dp 1.40/36.37, que acopla en COSY con los H3 21; y del metileno H2-7 en §7 1.98/31.88
que muestra un crosspeak en COSY con el protén olefinico H-6. Asi mismo, se observan
senales para los metilenos H2-2 y H2-4 en 0y 1.50 y 1.82/31.6; y 2.22 y 2.27 /42.2, que
son atribuidas por sus acoplamientos en COSY con el protén carbinodlico H-3. Los protones
diasterotopicos del metileno C22 dg 1.10 y 1.40 / 6¢ 35.3 y C23 6y 1.87 y 2.04/ 6¢ 25.9
que fueron asignados observando el HSQC. Todas las senales atribuidas al fucosterol estan
resaltadas en amarillo en el espectro HSQC Figura 2.12]
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Figura 2.12.: Espectro HSQC del extracto GS9501-FO. a) Ampliacion region entre 10.0 y
80.0 ppm. b) Ampliacion region entre 80.0 y 155.0 ppm.
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Glicéridos.

Por tltimo, en el HSQC de la muestra YP9201-FO (Figura se observan dos senales con
multiplicidad caracteristica en 07 4.15/62.2 y § 7 4.28/62.2, que corresponden a los metilenos
conocidos como snl y sn3 en los glicéridos. Estos protones en el COSY acoplan con una senal
en &7 5.26/68.9 que corresponde al metino sn2, caracteristico del glicerol[34]. Este fragmento
puede hacer parte de compuestos como triacilgliceroles (Figura 2.11f), fosfolipidos (Figura
2.11jg) y otros derivados del glicerol, pero no se observan correlaciones de estos protones con
los carbonos « de los 4cidos grasos encontrados en el HMBC. Todas las senales atribuidas a
los glicéridos estan resaltadas en ocre en el espectro HSQC de la Figura [2.13]
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Figura 2.13.: Espectro HSQC del extracto YP9201-FO (Ampliacion region 0.0-80.0 ppm).

Poliésteres.

Los polihidroxialcanoatos (Figura son poliésteres biodegradables, cuya produccién ha
sido asociada a las algas marinas por algunos autores. Mas recientemente se ha establecido
que estos biopolimeros son sintetizados por bacterias como Azotobacter sp. y Cobetia sp. que
se pueden encontrar asociadas a las algas y que usan los residuos de moléculas producidas
por éstas, por ejemplo, el alginato, como sustrato para realizar la sintesis de este tipo de
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compuestos|36], [37].

PollhldrOX|aIcanoato 3

LA

a) Polihidroxibutirato (PHB)

Figura 2.14.: Polihidroxibutirato (PHB).

En el espectro RMN'H y el HSQC (figura del extracto GS9501-FO se observan dos
senales para los dos protones diasterotopicos de un metileno en dg 2.47 (dd, J = 15.5, 5.8
Hz/ ¢ 40.95) y 2.60 (dd, J = 15.5, 7.5 Hz/ dc 40.95), que corresponden a los protones
del carbono « respecto a un grupo carboxilo (d¢ 169.15) segtin el HMBC. A su vez estas
senales correlacionan en el COSY con una senal de protén carbinoélico esterificado en g
5.26 (ddd, J= 15.5, 5.8 / d¢ 67.56), esta senal a su vez correlaciona con un metilo en dg
1.27 (d, J=6.35 Hz / d¢ 19.98). Estas senales son iguales a las reportadas en literatura para
el polimero poli-S-hidroxibutirato conocido como polihidroxibutirato(PHB) (Figura
[38], [39]. Este compuesto hace parte de los polimeros conocidos como polihidroxialcanoatos.
Todas las senales atribuidas al PHB estan resaltadas en naranja en en el espectro HSQC del
extracto GS9501-FO (Figura [2.15).
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Figura 2.15.: Espectro HSQC del extracto GS9501-FO (Ampliacion region 0.0-80.0 ppm).

Pigmentos.

Las algas marinas producen diferentes tipos de pigmentos. En el caso de las algas pardas
producen las clorofilas a y ¢, feofitina a y b, fucoxantina y otros carotenoides, los cuales
son responsables de su coloracion (Figura E. mientras que las algas rojas producen
principalmente clorofila a y ficobilinas como la R—ﬁcoerltrlna.. Estos compuestos pueden

ser encontrados en los extractos FO y WB.
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a) Feofitina.
R=CHj Feofitina a.
R=CHO Feofitina b.
p3’ P4 P6
\ J

Carotenoides. N

b) Fucoxantina.
\ J

Figura 2.16.: Pigmentos encontrados en los extractos de las algas pardas.

En el espectro HSQC de la muestra GJ9701-FO (Figura , que corresponde a un alga
parda, es posible observar tres senales en d g 8.55/ 0 93.3; 9.39/97.6 y 9.52/104.6 los cuales
son caracteristicas de los metinos «, 5 y 7, que hacen parte del anillo tetrapirrélico de los
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compuestos tipo clorofila (Figura ) La ausencia de senales entre dz 11.0 y 11.5, tipica
del grupo aldehido, permite descartar que esta muestra tenga feofitina b que contiene estos
compuestos carbonilicos en su estructura. Adicionalmente los protones de las aminas secun-
darias, que hacen parte de este anillo, se observan en dp -1.60(s) y -1.42 (s). Asi mismo,
se pueden observar senales en 0y 3.23/11.4 (C71), 3.40/12.2(C21), y 3.69/12.2 (C121), que
corresponden a los metilos que se encuentran sobre el anillo de porfirina, y que correlacionan
con los carbonos del pirrol, de la siguiente forma: La senal en 3.40/12.2(C21), correlaciona
en HMBC con é¢ 141.0(C1), 132.0(C2) y 136.1(C3); la senal en 0y 3.23/11.4 (CT71), co-
rrelaciona en HMBC con d¢ 155.1 (C6), 136.0 (C7) y 145.8 (C8); mientras la senal en dg
3.69/12.2 (C121), correlaciona en HMBC con ¢ 129.04 (C13) y 138.0 (C11)]42|. Finalmente,
el equilibrio conformacional presentado por el doble enlace entre los carbonos C31 y C32,
permite observar dos senales g 6.19/122.79 y § 6.31/122.79, las cuales corresponden a los

isomeros Z y F, respecto a este doble enlace.

También se resaltan las senales de los metilos en dg 0.78/ ¢ 19.7; 0.79/19.8; 0.84/22.82 y
dp 1.50/28.9, el metileno en dp 4.48/ 6¢ 61.6 y el metino en dy 5.12/ §¢ 117.9, que son
caracteristicas del grupo fitol|30], [42], el cual es una cadena hidrocarbonada muy comun en

las clorofilas. Todas las senales atribuidas a la feofitina a estén resaltadas en verde en en el
espectro HSQC del extracto GJ9701-FO (Figura [2.17)).

Adicionalmente, se realiz6 una descripcion del perfil metabolico por dereplicacion, de al me-
nos una muestra representativa de cada uno de los clusteres del HCA, correspondiente a los
extractos orgénicos de las algas pardas y las algas rojas, los compuestos encontrados en los
espectros de estds muestras (anexo electronico 2.3.5), se encuentran listados en la tabla[2.10]
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Figura 2.17.: Espectro HSQC del extracto GJ9701-FO. a) Ampliacion region 0.0-75.0 ppm.
b) Ampliacion region 65.0-130.0 ppm.
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Tabla 2.10.: Compuestos dereplicados a partir de los espectros RMN'H y RMN-2D en los
extractos FO.

Muestra Compuestos Encontrados
Extractos organicos de algas pardas
Cluister 1
GJ9701 Feofitina a, fucosterol, acidos grasos
GS9501 Fucosterol, acidos grasos, PHB
LP7401 Feofitina a, fucosterol, acidos grasos
Cluster 2
YP9201 Feofitina a, fucosterol, acidos grasos,
glicerolipidos
GP10101 Feofitina a, fucosterol, acidos grasos,
glicerolipidos
Clister 4
NB2301 Acidos grasos
RP11401 Fucosterol, acidos grasos
Cluster 5
DP7901 Fucosterol, acidos grasos, glicerolipidos
UP7101 Fucosterol, acidos grasos
EP8601 Acidos grasos, feofitina a
Clister 1
QM1039 Acidos grasos
Clister 2
LAM1038 Acidos grasos
Cluster 3
[S1501 Acidos grasos, PHB

Usando la informacion de la Tabla[2.10]y el resumen de sefiales por compuesto que se encuen-
tra al final de este capitulo, se identificaron los compuestos de las sefiales mas representativas
en los espectros RMNlH y se resume en el capitulo 4. Esta informacion fue usada para
la eleccion de los extractos que se evaluaron. Los resultados para los demés cliaster pueden

ser consultados en el anexo electrénico 2.3.6.
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Figura 2.18.: Espectros RMN'H apilados de los extractos organicos (FO) de las muestras Dictyopteris YP9201, Sargassum
GJ9601, GJI701, GS4701, GS9801, GS9501, GP6201, Lobophora LP7401 y Dictyota DP12201, que se agruparon

en el cluster 3 de los extractos FO.
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2.3.4. Analisis metabdlico de los extractos de polaridad media WB.

= Analisis HCA de los extractos WB de algas pardas y rojas.

El HCA construido con los datos de los extractos butanoélicos de las algas pardas, se dividié
en 5 clisteres (Figura. Las muestras de los géneros Dictyota y Canistrocarpus, se agru-
pan entre si como era de esperarse debido a su producciéon de diterpenos. Adicionalmente,
las muestras de Turbinaria y Stypopodium también se agrupan entre si, mientras que las
muestras de los géneros Sargassum, Padina y Lobophora se distribuyen en diferentes cliste-
res, y su posicion no esta relacionada con el lugar de la colecta.

Canistrocarpus ——{UP10301-WB
Dictyopteris L |UPT101-WE [
Dictyota INP11301-WB
Lobophora {RP11401-WE 7
Padina — IRP6701-WB

Sargassum IRPT301-WB
Stypopodium |DP8001-WB
Turbinaria DE7T901-We T

—: DP6101-WB

{DP8701-WB
|DP12201-WB _

I |LP7401-WB
L |GS9501-WB W

EPZ601-WB
i EP10301-WB
|EPG801-WB

L EPT201-WB |
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i H B B R EEN
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: INB2301-WB
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] T ] ] ] |
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Figura 2.19.: Analisis de claster jerarquico (HCA) de los datos de RMN'H de los extractos
butanolicos WB de las algas pardas seleccionadas.
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En el caso del HCA construido para las algas rojas, se observa que las muestras de los géneros
Laurencia y Acanthophora se encuentran en los mismos clusteres, mientras que las demés
muestras se distribuyen en la grafica sin un patron especifico, este HCA también se dividié
en 3 clisteres como lo muestra la Figura [2.20]

8 Acanthophora -
= Bosirychia | NE
= Ceramium I
= Gracilaria | om1043-wB
= Hypnea 1
= Laurencia — | -
® Liagora 1
= Spyridia
|
I —t
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|s
| _
!IS1501 WE
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I T T L) ]
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Figura 2.20.: Analisis de clister jerarquico (HCA) de los datos de RMN'H de los extractos
butanolicos WB de las algas rojas seleccionadas.

= Dereplicaciéon de los compuestos mas abundantes de los extractos WB.

1. Terpenoides.
Las algas pardas (filo Ochrophyta, clase Phaeophyceae)41l poseen cuatro subclases:
Discosporangiophycidae, Ishigeophycidae, Dictyotophycidae y Fucophycidae.43 De las
cuales, las iltimas dos se encuentran registradas en Colombia.
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Dictyotophycidae estd compuesta por cuatro érdenes, pero en Colombia sélo se tiene
registros para el orden Dictyotales, que incluye especies de los géneros Dictyota, Lo-
bophora, Padina, Spatoglossum, Dictyopteris, Stypopodium y Canistrocarpus. Mientras
que Fucophycidae contiene doce érdenes de los cuales tan solo cinco tienen registros
en Colombia, estos son el orden Fucales que tiene dos géneros con un gran ntmero
de registros: Turbinaria y Sargassum; el orden Ralfsiales con un registro del género
Neoralfsia; el orden Sphacelariales con registros del género Sphacelaria; el orden Ec-
tocarpales que contiene géneros abundantes como Hincksia y Cladosiphon y el orden

Scytothamnales que contiene los géneros Asteronema y Bachelotiaceae|43).

Dentro del orden Dictyotales, se encuentra la familia Dictyotaceae, conocida por una
gran produccién de metabolitos, especialmente moléculas terpenoides, sintetizadas a
partir de la via del mevalonato (MVA) y la via independiente del mevalonato a través
de la via del metiléritritol fosfato. Estas moléculas estan conformadas por unidades
de isoprenoide (cinco carbonos), y se clasifican de acuerdo con el ntiumero de unidades

incorporadas en la estructural44], [45].

En la familia Dictyotaceae es muy comin encontrar compuestos con tres o cuatro
unidades de isoprenoide, los cuales son conocidos como sesquiterpenos y diterpenos
respectivamente|44]|. Ademas, estos compuestos tienen gran importancia para las algas
que pertenecen a este orden, pues son considerados como marcadores quimiotaxono-
micos. De las muestras seleccionadas para realizar este estudio (tabla [2.6)), se tienen
especies del género Dictyopteris conocido por producir sesquiterpenos, Lobophora y
Stypopodium producen meroditerpenos y sesquiterpenos, Canistrocarpus que produce
Secodolastanos, y Dictyota que produce tres grandes grupos de compuestos dependien-

do de su especie: Germacrenos prenilados, dolabellanos y dolastanos, y xenianos|44].

Por otro lado, dentro del orden de las fucales, se eligieron muestras de los géneros
Sargassum y Turbinaria para este estudio (tabla , de los cuales solo el género Sar-
gassum es conocido por producir meroterpenoides|46|, [47].
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Figura 2.21.: Ejemplos de moléculas terpenoides encontradas en

algas pardas y rojas.
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En el caso de las algas rojas (filo Rhodophyta), son conocidas por producir diterpe-
nos, sesquiterpenos y especialmente moléculas terpenoides halogenadas, pero no tie-
nen la misma importancia quimiotaxonémica, que en el caso de las algas pardas. De
las muestras seleccionadas (Tabla , se destaca el género Laurencia por su pro-
duccion de haloterpenos y sesquiterpenos halogenados[48| y el género Hypnea aril-

meroterpenoides|49).

La presencia de diterpenos en géneros de algas pardas como Dictyota, y la informacion
reportada sobre los esqueletos carbonados méas comunes, le permitié a Rubiano et al.
definir sefiales diagnosticas en los espectros RMN'H y HMBC. De acuerdo con la Fi-
gura |15]7 las cuales son utilizadas en la dereplicacion de compuestos que puedan
tener estas subestructuras.

Correlaciones en HMBC:
S2 CH,/5C 40.5

$3 5H 2.2/5C 170
S4 CH,/5C65.9

i

Figura 2.22.: Ejemplos de ntcleos encontrados en el género Dictyota y correlaciones diag-
nosticas en el HMBC, adaptado de Rubiano et al.|50], [51]
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En el espectro HSQC de la muestra de Canistrocarpus crispatus RP11401-WB (Figura
2.23a), se observan sefiales de metabolitos comunes como éacidos grasos en dp 0.86/
50 18.7, 5H 2.22/ 50 33.16, 5H 2.83/ (SC 25.1 y (SH 5.14/ 50 124.6; manitol en 5H
3.65-3.80/ d¢ 63.7, g 3.70/ d¢ T1.7y o 3.77/ ¢ 69.8. La presencia de senales de
metinos en o7 3.71/ ¢ 71.6, 6 3.80/ 6o 74.8, 05 3.95/ 0¢ 75.9, g 4.22/ §¢ T1.8 y
dp 4.22/ §¢ 73.4 puede asociarse con la presencia de polioles y glicerolipidos comunes
en este tipo de extractos. De acuerdo con la Figura en el espectro HMBC (Figu-
ra ) se observan senales de metilos 0y 1.62/ d¢ 16.39-16.88, o 1.68/ d¢ 34.93,
o 1.69/ 0¢ 24.5y 6 1.80/ d¢ 15.1 que correlacionan con carbonos olefinicos en §¢
124.5-130.3, 124.59, 130.49, 141.12 y 141.23 respectivamente, que corresponden a la
subestructura S1, que son metilos sobre dobles enlaces. En el HMBC (figura [2.23p)
también se observan sefiales de metilos desplazados dg 2.04/ 6¢ 19.94 y dg 2.14/ é¢
19.6 que correlacionan con carboxilos en d¢ 170.43, estas senales son caracteristicas
de la subestructura S3, que corresponden a los grupos acetilo en los diterpenos, por
ejemplo en los dolastanos (Figura [2.21k).
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Figura 2.23.: a)Espectro HSQC del extracto RP11401-WB (Ampliacion region 0.8-5.5 ppm).
b)Espectro HMBC del extracto RP11401-WB (Ampliacion region 0.0-9.5

ppm).
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Figura 2.24.: Espectro HMBC del extracto DP8001-WB (Ampliacion region 0.0-9.5 ppm).

En el espectro HMBC de la muestra de Dictyota pinnatifida DP8001-WB (ﬁgura
se observan las senales de dos metilos d 1.61/ d¢ 25.3 y g 1.68/ d¢ 24.5 que acoplan
con un carbono olefinico ¢ 130.4 y d 5.12/ d¢ 124.7, caracteristico de la subestruc-
tura S1. La senal del metileno dp 2.03/ §¢ 26.7 también correlaciona con la senal del
metino dg 5.12/ 0¢ 124.7 en el HMBC y en el COSY, esta misma senial correlaciona
en el COSY con dos protones diasterotopicos dg 1.59-1.98/ 6o 24.9.

Estas senales son tipicas de una cadena alifdtica con una insaturacion. Otras senales
diagnosticas encontradas en este espectro son oy 4.92/ §¢ 112.6 que corresponde a un
metileno olefinico y 0 1.61/ d¢ 16.4 enlazado a un carbono olefinico. Las senales en-
contradas, son caracteristicas de germacrenos prenilados (figura [2.21() cuya presencia
ha sido confirmada en esta especie.

Para el alga parda Dictyota mertensii se han reportado guayanos prenilados. En
el HSQC (Figura [2.25)) de la muestra DP7901-WB se encontraron senales de acidos
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grasos (Tabla 2.14) y las siguientes senales que son caracteristicas y al ser comparadas
con la literatura se encontré que corresponden al dictyol H: 5 metilos, el primero
o 1.61/ d¢ 25.3 que en el HMBC (Figura acopla con un carbono enlazado a un
oxigeno d¢ 86.7; dos metilos d 1.45(s)/ 0¢ 22.4y 0 1.51/ §¢ 22.5 que acoplan con
un carbono enlazado a un oxigeno d¢ 86.7, el cuarto metilo 0 1.79 / ¢ 16.0 acopla
con un carbono olefinico §¢ 141.2; y el quinto metilo dz 1.97 / ¢ 22.8 acopla con un
carbonilo §¢ 171.1. Dos metilenos d 1.29 / 6¢ 30.4 y o 1.29 / d¢ 23.73 que acoplan
con el carbono d¢ 86.7, dos metilenos 0y 4.74/ d¢ 107.2 y un metileno olefinico &g

4.74/ d¢ 107.2 que correlaciona con dg 2.65/ d¢ 47.3.
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Figura 2.25.: Espectro HSQC del extracto DP7901-WB (Ampliacion region 0.8-6.8 ppm).
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Figura 2.26.: Espectro HMBC del extracto DP7901-WB (Ampliacion region 0.0-9.5 ppm).

2. Meroditerpenos.

El espectro de RMN'H de la muestra EP8601-WB se observan las siguientes sefiales
para cinco metilos en dz 2.06 (s), 1.01 (s), 0.95 (s), 0.90 (s), 0.78 (s), y 0.69 (d, J =
6.5 Hz); adicionalmente se observan senales en oy 6.37 (s), 3.21 — 3.12 (m), y 2.75
(d, J = 16.4 Hz) que indican la presencia de anillos aromaticos y heteroatomos. Al
hacer una revision de los compuestos reportados para el género Stypopodium se eviden-
cia la presencia de meroditerpenos, que cumplen con las caracteristicas antes
enunciadas, es decir cuatro metilos singlete, uno doblete, y una senal singlete para
anillo aromético. Entre los compuestos probables (stypotriol y stypodiona) los datos
experimentales son bastante parecidos a los reportados para el stypotriol (220 MHz,
CDClg), las diferencias podrian ser consecuencia de las diferencias en el disolvente
usado. Basandose en esta informacion, se revisan los espectros bidimensionales con el
fin de determinar, si es el mismo compuesto. Las principales correlaciones encontradas
en los experimentos HMBC se presentan en la Figura lo que permitio establecer
que el compuesto mas abundante del extracto butandlico es el meroditerpeno stypo-
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triol, la presencia de la orto-quinona, un compuestos producto de su oxidacion, también
parece evidenciarse por la presencia del singlete en 0z 5.85 (s)[25] no obstante, senales
entre 077 5.8 y 6.2 también pueden ser asociadas a los compuestos fen(’)licos, .
En el espectro HSQC se confirma que éstas se correlacionan con carbonos sp?, pero no

da informacién concluyente.
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Figura 2.27.: a)Espectro HMBC del extracto EP8601-WB. a) Ampliacion region 0.0-8.0
ppm. b) Stypotriol y correlaciones en el espectro HMBC.
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. Compuestos polifendlicos.

En el capitulo 1 se resalta la presencia de multiples compuestos fendlicos producidos
por las algas. La presencia de florotaninos de produccion exclusiva en las algas pardas
y de bromofenoles, flavonoides, terpenoides fenélicos y aminoacidos tipo micosporina

(MAAS) es usual en este tipo de muestras[25] (Figura [2.28). Por lo cual, se espera la
presencia de este tipo de compuestos en los extractos més polares (WB y WW).

Flavonoides ~
OH

OH

Q o
HO OH HO OH
a) Floroglucinol O O
HO

) OH HO OH

OH
c) Acanthophorin B
HO OH g

&
b) Floretoles Bromofenole \

ej: Trifloretol B.

HO
T o
Br Br
OH (0]
o OH
Br OH
Br OH

HO o)

d)2,4-bromofenol e) Lanosol

c) Eckoles L )

Figura 2.28.: Ejemplos de compuestos fendlicos encontradas en algas pardas y rojas.

Es asi, como en el HSQC del extracto WB de la muestra de Dictyopteris justic YP9201-
FO (figura , se observaron senales de 4cidos grasos (0g 0.92/ d¢ 13.1, 6y 1.31/
dc 224, 6 1.31/) 0¢ 29.4, 0 2.06/ 6¢ 26.8, ég 2.34) d¢ 33.6, o 2.85/ d¢ 25.3,
dr 5.36/ d¢ 129.3), carbohidratos (multiples senales entre oz 3.5-4.0/ ¢ 60.7-74.0) y
compuestos fenolicos (g 5.96/ 0 94.8, 07 6.04/ d¢ 94.7), aunque no es posible dere-
plicar la estructura de este compuesto en el extracto debido a su baja concentracion y

la presencia de pocas senales.
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Figura 2.29.: Espectro HSQC del extracto YP9201-WB (Ampliacion region 0.0-9.0 ppm).

En el experimento HSQC de la muestra de Lobophora LP7401-WB (Figura , se
observa la presencia minoritaria de un carotenoide, identificado como fucoxantina por
la presencia de las siguientes sefiales caracteristica de ella en RMN'H 677 7.34 (d, J:10.9
Hz, H-10), 6.82 (dd, J:13.2, 11.9 Hz, H-15), 6.68 (d, J:14.9 Hz, H-12), 6.50 (d, J:11.7
Hz, H-14), 6.38 (d, J:15.1 Hz, H-12"), 6.31 (d, J:11.5 Hz, H-14"), 6.15 (d, J:11.3 Hz,
H-107), y 2.67 — 2.55 (m, 1H). Las sefiales restantes parecen estar presentes, pero estan
solapadas con las otras senales del espectro.
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Figura 2.30.: Espectro HSQC del extracto LP7401-WB (Ampliacion region 0.0-11.0 ppm).

4. Polisacaridos y azticares monoméricos.

Como se mencioné en el capitulo 1, las algas pardas son fuentes de ficocoloides como
agarosa y porfirano y las algas rojas de carragenina. En las algas pardas también se
encuentran azicares monomeéricos como el manitol, que son productos de la fotosinte-
sis. Este aziicar tiene como funcién en las algas la osmorregulacion, el almacenamiento
y regulacion de los radicales libres (ROS) y los polisacaridos sulfatados que hacen
parte de la composicion de la pared celular de estas (figura . Este tipo de com-
puestos tienen estructuras muy variadas y pueden ser encontrados en los extractos de
polaridad mas alta (WB, WW y WW).
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Figura 2.31.: Ejemplos de polisacaridos y aziicares encontrados en las algas marinas.

En el HSQC de la muestra GJ9701-WB (figura se sehales anchas en oy 4.21/
0c 64.1, que corresponden a los metilenos conocidos como snl y sn3 en los glicéridos.
Estos protones en el COSY acoplan con una senal en dg 5.32/71.5 que corresponde al
metino sn2, caracteristico del glicerol|34]. Este fragmento puede hacer parte de com-
puestos como triacilgliceroles (figura[2.11f), fosfolipidos (figura2.11f) y otros derivados
del glicerol, la presencia de senales para &cidos grasos confirma esta posibilidad. Las
cuales se observan en el experimento HSQC para los metilenos v y § al carboxilo en
dm 2.35/ §¢ 34.6 y 1.60 /25.7; cuyo acoplamiento se confirma en COSY’; los metilenos
acumulados en dg 1.29/ 0¢ 30.7; las senales en dy 1.29/ §¢ 23.5y 61.29/ 6¢ 32.8
que corresponden al metileno w-2 y w-3; las senales en dg 0.90/14.29 son del metilo
terminal en acidos grasos acidos saturados o w-6 o w-935; la presencia de acidos w-3
se observa por el cross peak en df 0.96/ d¢ 14.3. La presencia de acidos grasos insa-
turados se juzga por los protones olefinicos en dg 5.35/129.1 y 5.34/130.9, los cuales
acoplan con dp 2.83/25.7 que corresponde a un protéon bis-alilico, caracteristico de
acidos grasos polinsaturados (Figura ), y los protones alilicos en d7 2.03/27.9.
Todas estas senales confirman la presencia de acidos grasos saturados e insaturados|34].
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En este espectro HSQC también se observa la presencia de aztcares, a juzgar por la
gran cantidad de senales entre dy 3.4y 4.1; vy ¢ 68.0 y 75.0 ppm; ademés de la senal
para los protones anoméricos en dg 4.75/100.0. En algas de este género son comunes
los polisacéaridos sulfatados, pero no parecen estar presentes en este extracto porque
éstos suelen dar seniales entorno de dp 4.8/78-85.0 que no se observan en el HSQC|[56].
Asi mismo, se descarta la presencia de fucopiranosas por la ausencia del metilo doblete
entorno de dg1.1 que deberia acoplar con protones carbin(’)licos. El estudio de po-
lisacaridos no se aborda en esta tesis porque hacer parte de otros trabajos de maestria

del mismo proyecto.
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Figura 2.32.: Espectro HSQC del extracto GJ9701-WB (Ampliacion region 0.0-6.0 ppm).
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Por dltimo, en el experimento HSQC de la muestra de Turbinaria UP10301-WB se
observa la presencia de senales para acidos grasos insaturados por los metilenos acu-
mulados en dgy 1.29/ 0 28.9; la senales en 6y 0.92/ d¢ 13.11 del metilo terminal,
los protones de los metilenos v y § al carboxilo dg 2.34/ 0033.7 (2.29/ d¢ 35.2) y
1.62 / d¢ 24.6, los protones olefinicos en d 5.37/128.0 y 5.35/129.4; y los protones
alilicos 0 2.2/ d¢ 27.8. Adicionalmente, se observa la presencia de una gran canti-
dad de metilos en oy 0.71/ d¢ 10.86; 1.00/21.28; 1.01/18.39; 1.62/14.83; y 1.68/24.56
que sugieren la presencia de terpenoides. Una bisqueda de la quimica reportada para
Turbinaria, muestra la presencia de esteroles y cetoesteroides oxigenados que explican
la presencia de los metilos|58|. La presencia de los protones carbinélicos se observa en
dg 3.41/ 0¢ 71.65. Los esteroides reportados suelen tener 29 atomos de carbono, e

28) v A28 ademas del doble enlaces en A%, lo que explica la gran

insaturaciones A24(
cantidad de senales observadas para dobles enlaces, incluyendo un metileno termina
en dp 5.03/111.43 y 4.98/111.43, ademas de metinos en d 5.16/124.10; 5.34/121.10;
5.56/129.42; 5.56/134.45 y 5.60 /135.97. Finalmente, en el experimento HMBC se ob-
serva un cross peak entre los protones del metileno olefinico termina en 6y 5.03 y
4.98 con un carbono en d¢ 88.0 que son caracteristicos de un carbono cuaternario que
soporta un perdxido|58|, los esteroides referidos de Turbinaria contienen este tipo de
arreglos en C-24. La presencia de cetonas insaturadas se evidencia por el acoplamiento

entre 077 3.65 y 2.35 con los carbonos « en §¢ 175.9 ppm.

En resumen, en la Tabla se resumen los compuestos encontrados en los extractos

analizados mediante RMN-2D, cuyos espectros se encuentran en el anexo electrénico
2.3.7.
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Tabla 2.11.: Compuestos dereplicados en las algas seleccionadas a partir de los espectros
RMN'H y RMN-2D en los extractos WB.

Muestra ‘ Compuestos Encontrados
Extractos butanodlicos de algas rojas

Clister 1
UP10301 Acidos grasos, esteroles y cetoesteroles
Cluster 2
RP11401 Dolastanos, manitol, polioles, acidos grasos
DP8&8001 Germacrenos prenilados
DP7901 Guyano prenilado (Dictyol H), acidos
grasos
Cluster 3
LP7401 Fucoxantina, 4cidos grasos
Cluster 4
EP6801 Stypotriol, o-quinona, acidos grasos
Cluster 5
GP10101 Fucoxantina
GJ9701 Polisacarido sulfatado, acidos grasos
YP9201 Compuestos fenolicos, acidos grasos,
carbohidratos

2.3.5. Analisis de extractos de polaridad alta WW y WM.

= Analisis HCA de los extractos WW de las algas pardas y rojas.

En el caso del HCA de los extractos acuosos de las algas pardas (Figura, las muestras
no se agrupan con alguna tendencia, sino que se distribuyen en el grafico sin importar el
género o el lugar de la colecta, y comparten la mayoria de las senales, Los extractos WW son
ricos en azucares, sales y sedimentos que son comunes en todas las muestras y su diferencia-
ciéon puede estar dada por la intensidad de sus sefiales, como se observa en la Figura [2.34]
Adicionalmente también se puede observar que a pesar de que la cantidad de muestra para
todos los extractos analizados en este documento es la misma. En espectros la linea base
tiene mucho ruido, esto se debe al hecho de que los compuestos que pueden ser analizados
por RMN, como los azticares, se encuentran en baja concentracion; y la mayor cantidad de la
masa de extracto corresponde a sales y sedimentos. Las seniales mas intensas en los extractos
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WW, corresponden al manitol ( §g 3.61-3.81/ d¢ 63.3, o 3.72/ d¢ 69.3 y dg 3.69/ ¢
70.7), compuesto que fue dereplicado a partir del extracto EP8601WW (Figura [2.35)).

Canistrocarpus oo -
Dictyopteris | ; 559801-WV
Dictyota |DPB001-WW

Lobophora E RP7301-WW
Padina |GS9301-Ww
Sargassum | |DPBTO1-WW
Stypopodium |DPE101-WW
Turhinaria |IRPETO1-WW
| GS9501-WwW
—1 |DPT901-WW
ILPT401-WW
|GS4701-WwW  —
! |DP12201-WW
|LP10001-WW
'[ JUPT101-WW

- INP11301-WW
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|GJ9601-WW

1 |RP11401-WW
lYP9201-WW

|EPBEO1-WW
—1 |GJIT01-WW
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|GPE201-WW
JUP10301-WW _

4 3 2 1 1]

Figura 2.33.: Analisis de cluster jerarquico (HCA) de los datos de RMN'H de los extractos

acuosos WW de las algas pardas seleccionadas.
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Figura 2.34.: Espectros RMN'H apilados de un extracto WW representativo por cada clis-
ter, de las muestras de Sargassum (GS9801) del cluster 1, Turbinaria (UP7101)
del cluster 2 y Stypopodium (EP8601) del cluster 3.
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Figura 2.35.: Espectro HSQC del extracto EP8601-WW (Ampliacion region 0.0-6.0 ppm).

Para las algas rojas, el HCA muestra los mismos resultados que en el caso anterior (Figura
. La agrupacion de las muestras no esta dada por sus caracteristicas y es completamente
aleatoria. Al comparar extractos que pertenecen a los diferentes clusteres se encontrd que
comparten la mayoria de las senales, y al igual que los extractos pardos, las lineas base tie-
nen mucho ruido (Figura . Es importante mencionar que los extractos WW de las algas
rojas, son el precipitado al suspender el extracto producto de la particion en metanol frio y
centrifugar, con el fin de eliminar sales, azticares y otros precipitados que puedan afectar los

resultados de los ensayos de actividad biologica.
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= Acanthophora

= Bostrychia =

= Ceramium WJ1005-WW

= Gracilana

® Hypnea aM1041-WW L =

= Laurencia

= Liagora VM1048-WW

= Spyridia _
SaP1013-WW
151501-WwW
VM1045-WW

— M
LAM1038-WW
QM1039-WW
HM1049-WW
OM1043-WW
LAM1040-ww [~ W
QM1042-WW
I I I 1
3 2 1 ]

Figura 2.36.: Analisis de cluster jerarquico (HCA) de los datos de RMN'H de los extractos
acuosos WW de las algas rojas seleccionadas.
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Figura 2.37.: Comparacion de los datos de RMN'H de los extractos acuosos WW de un
alga seleccionada por cada cluster. Cluster 1: Acanthophora (QM1041), claster
2:Gracilaria (VM1045) y cluster 3: Bostrychia (OM1043).

Por todas las razones antes mencionadas, los extractos WW no fueron analizados por LC-
MS/MS, debido a que la presencia de sales en estas muestras va a interferir la ionizaci()n,
y tampoco se incluyeron dentro de los extractos a los cuales se les evalu6 la actividad anti-

oxidante y de inhibiciéon enzimatica.
= Analisis HCA de los extractos WM de las algas rojas.

Por 1ltimo, con lo datos de los extractos WM de las algas rojas se construyé un HCA que
se divide en 3 clusteres (Figura [2.38)), en donde se observa que los extractos de Laurencia
y Gracilaria se encuentran en el mismo claster, mientras que las demés no presentan un

patron de agrupacion asociado al género o al lugar de colecta.
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Figura 2.38.: Analisis de clister jerarquico (HCA) de los datos de RMN'H de los extractos
acuosos WM de las algas rojas seleccionadas.

= Dereplicacion de los compuestos mas abundantes de los extractos WM de

algas rojas.

La muestra de Hypnea musciformis (HM1049) contiene senales triplete en oz 3.0 (t, 6.7Hz)
/ 0c 544y 6 3.93 (t, 6.7 Hz)/ 0¢ 54.6), que sugiere la presencia de dos metilenos unidos
a heteroatomos, como en la etanolamina (figura [2.39). Los desplazamientos en hidrégeno

coinciden con lo reportado para este compuesto, pero los de carbono no lo hacen. Por lo que
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se sugiere la presencia del fosfato de etanolamina o algtin otro derivado. En cualquier caso

los desplazamientos de estos carbonos dependen del pH, y en este trabajo no se controlo.

Adicionalmente, se observa la presencia de carbohidratos, juzgados por sus sefiales anoméri-
cas, 0 5.04 (d, 2.2Hz )/6¢ 99.9 v 657 4.95(bs)/ d¢ 99.9, metilenos hidroxilados en dz 3.71/
dc 62.56 v o 3.93/ d¢ 58.6, asi como una gran cantidad de metinos oxigenados dp 4.02/
dc 72.1, 6 391/ 6¢ 70.9; 6 3.84/ o¢ 72.1; 6y 3.78/ d¢c T1.2 y 6 3.79 / d¢ 70.2. No
obstante estas senales no corresponden a la glucosa o la k-carragenina como era de esperarse
para este género.
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Figura 2.39.: Espectro HSQC del extracto HM1049-WW (Ampliacion region 1.5-6.0 ppm).

Por ultimo, en la Tabla se encuentra un resumen de los compuestos encontrados para
los extractos WM de las algas rojas. Los espectros RMN-2D se encuentran en el anexo
electronico 2.3.8.
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Tabla 2.12.: Compuestos encontrados en extractos metanolicos de algas rojas.

Muestra Compuestos Encontrados

Extractos metandlicos de algas rojas

Clister 1
LAM1038 Aztcares y aminoacidos
VM1048 Aztcares y aminoacidos
Cluster 2
HM1049 Compuestos nitrogenados, carbohidratos

2.3.6. Resumen de la produccion de compuestos en los diferentes
extractos de algas pardas y rojas, y su utilidad en la industria
cosmética.

Como se resalta a través de todos los capitulos de este documento. Los compuestos producidos
por las algas marinas mas interesantes para la formulacion de cosméticos, con propiedades
antioxidantes, despigmentantes y antienvejecimiento, son los lipidos, compuestos aromati-
cos, esteroles, aminoacidos tipo micosporina (MAAs), terpenoides fenolicos, y polisacaridos
como los alginatos y fucoidanos[62]. Teniendo en cuenta lo anterior, en la Figura se
encuentra un resumen de los compuestos dereplicados usando RMN-2D, que tienen potencial
como ingredientes activos. Dentro de los cuales se encuentran compuestos interesantes como
los acidos grasos que son usados en la industria como antioxidantes|63], el fucosterol y otros
esteroles que inhiben la tirosinasa, los diterpenos y meroditerpenoides a los cuales se les
ha reportado principalmente su actividad como compuestos antibacterianos y carotenoi-
des como la fucoxantina, que tiene actividad antioxidante e inhibe la tirosinasa.

En la Tabla se encuentran las senales caracteristicas en RMN de los compuestos con
potencial uso en la industria cosmética, a partir de las cuales se puede hacer la dereplicacion
rapida de estos compuestos en otros extractos que se deseen ensayar.
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Figura 2.40.: Compuestos dereplicados observados en los diferentes extractos de algas pardas y rojas.
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Tabla 2.13.: Senales caracteristicas de los compuestos més abundantes encontrados en los
extractos de las algas estudiadas (s-singlete, d-doblete, dd-doble doblete, J-

Constante de acoplamiento).

Compuesto 1H ppm (m, J HSQC (‘H-13C) Asignacion
Hz)
Derivados de glicerol
Glicerol 4.15 62.2 snl
4.28 62.2 sn3
5.26 68.9 sn2
Lipidos
Fucosterol 0.68 (s) 11.95 C18
0.97 22.34 €26, C27
0.98 18.83 C21
1 19.46 C19
1.57 13.29 C29
3.5 71.8 C3
5.17 115.44 C28
5.34 121.73 C6
2.2 34.84 €25
1.4 36.37 C20
1.25; 1.98 31.88 C7
2.22; 2.27 42.42 C4
1.5; 1.82 31.62 C2
1.82; 1.07 37.49 C1
0.92 49.99 C9
1.15; 2.01 39.44 C12
1.03 29.05 C8
1.53, 1.27 21.2 C11
1 57.48 C14
1.6, 1.3 24.7 C15
1.8; 1.24 27.82 C16
1.12 55.9 C17
1.4 36.21 C20
1.13;1.90 39.67 22
1.99;2.03 25.9 C23
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Compuesto

1H ppm (m, J

HSQC ('H-'3C)

Asignacion

Acidos grasos

Feofitina a

Hz)
0.86 22.66 CHs (Grupo ISO)
0.88 14.2 CHjs (4cido graso
insaturado)

1.25 31.93 _(CHa)- (Q3)
1.25 29.76 ~(CHa)-
1.29 22.66 CH;-CH- (Q3)
1.36 32.86 CH (grupo iso)
1.68 25.73 -(CHp)-p a C=0
2.28 34.27 CHs carbono «
2.8 25.65 CH (bis-alilico)
5.11 124.32 —HC=CH"
5.33 129.88 —HC=CH"
5.35 121.82 —HC=CH
5.36 128.51 —HC=CH"
0.78 19.76 P71
0.79 19.84 P11
0.84 22.82 P15,1 y P16
1.5 28.88 P15
3.23 11.38 H71
3.4 12.18 H21
3.69 12.18 H121
3.69 19.52 H81
3.81 53.22 H134
4.21 51.33 H17
4.46 50.41 H18
4.48 61.6 P1
5.12 117.87 P2
6.26 64.75 H132
6.19 122.79 H3-(22)
6.31 122.95 H3-(2E)
8.55 93.28 H20

9.39 (S) 97.56 H5

9.52 (S) 104.57 C10
7.96 129.2 H31
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Compuesto 1H ppm (m, J HSQC ('H-'3C) Asignacion
Hz)
Fucoxantina 0.94 28.2 17
1.02 24.6 16
1.07 32.4 17*
1.20 20.6 18
1.33 31.2 16*, 18%*
1.83 13.8 19*
1.92 11.3 19
1.99 12.2 20, 20%
2.04 20.9 CH3CO
6.10 (s) 103.6 8*
6.31 (d, 11.7 Hz) 14*
6.38 (d, 15.5 Hz) 12%
6.48 (d, 15.5 Hz) 14
6.8 (dd, 14.3 Hz) 15%
7.3 (d, 11 Hz) 10
Dictyol H 1.61 25.3 CHj;
1.45 22.4 0=C—CHj
1.51 22.5 CHs
1.79 16.0 HCHC=CH—-CH,
1.97 22.8 CHj;
1.29 30.4 CHy
1.29 23.7 CHoy
4.74 107.2 CHs (olefinico)
2.65 47.3 CHs
1.98 52.7 CH
2.65 47.3 CH
2.68 47.3 CH
Otros
PHB 1.27(d, 6.35 Hz) 19.98 1 (CHs)
2.47 (dd, J = 15.5,
5.8 Hz)
2.60 (dd, J = 15.5, 40.95 3 (CHg
7.5 Hz, 1H) Diasterotopicos)
5.26 67.56 3 (CH)
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2.4. Conclusiones.

Se estableci6 una metodologia de extraccion para las algas pardas y rojas basada en el
uso de solventes con diferente polaridad. Lo anterior buscando que la extraccion refleje los
metabolitos presentes de todas las polaridades. Asi, se obtuvieron extractos organicos (FO)
de baja polaridad; extracto de compuestos de polaridad media-alta con butanol (WB); y
extractos altamente polares en agua (WW). Esta metodologia se desarrolld para las algas
pardas, en el caso de las algas rojas se obtuvieron extractos organicos (FO), butanoélicos
(WB), acuosos (WW), y metanodlicos (WM) estos tltimos buscando evitar la alta presencia
de polimeros en las algas rojas que se concentraban en las fracciones WW. Mediante estudio
por RMN se pudo establecer que los extractos obtenidos a partir de esta metodologia se
encuentran enriquecidos en algunos metabolitos y que estos son menos complejos que los
extractos obtenidos por las otras metodologias ensayadas y reportadas en la literatura. Los
modelos PCA construidos con los datos de RMN de estos extractos permitieron observar
que los extractos se agrupan entre si de acuerdo con su polaridad, y que se diferencian de
los extractos de polaridades diferentes, confirmando las similitudes en composicion entre
extractos de la misma polaridad, y que hay diferencias significativas con extractos de otras

polaridades.

La seleccion de una muestra para estudio quimico frente a un gran niimero de muestras dispo-
nibles es un reto grande. La dereplicacion del extracto, que permita conocer el perfil quimico
a grandes rasgos, es una alternativa para abordar el problema. Los modelos de HCA cons-
truidos con los datos de RMN, permiten seleccionar solo algunos extractos representativos de
cada clister en el que se desee profundizar. El uso de espectros de RMN bidimensionales, y
la comparacion de éstos con los datos de literatura, permite conocer la composicion quimica
de cada extracto. Asi, a partir de estos datos se pudo establecer la presencia de compuestos
como: acidos grasos, esteroles, glicolipidos y pigmentos en los extractos FO. En los extractos
WB se encontraron compuestos como diterpenoides, fucoxantina, polisacaridos, y compues-
tos fenolicos. En los extractos WW se encontraron aztcares, como el manitol; en los extractos
WM se obtuvieron aztcares y compuestos nitrogenados. En algunos casos se pudo identificar
el compuesto sin lugar a duda, dependiendo de la pureza del extracto obtenido; mientras
en otros casos solo se pudo establecer el tipo de compuesto presente. En cualquier caso,
mediante esta aproximacion siempre fue posible conocer qué tipo de compuestos tiene cada
extracto. Esta informacion seré integrada con los resultados de LC-MS/MS en el capitulo 4,

para obtener una descripcién completa del perfil quimico de cada uno de los extractos.
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3. Perfil metabdlico de algas pardas y
rojas colectadas en el Caribe
colombiano, utilizando Cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS).

Resumen

En este capitulo se busca complementar el perfil metabélico de las muestras de algas pardas
y rojas seleccionadas en el capitulo 2, para lo cual se emplearon anélisis por cromatografia 1i-
quida acoplada a espectrometria de masas en tdandem (LC-MS/MS). Se evalu6 la posibilidad
de realizar la dereplicacion de forma manual comparando con una base de datos de productos
naturales marinos (https://www.cmnpd.org/) o mediante el uso de herramientas asistidas de
data mining tools y machine learning (MS2LDA; NAP; Dereplicator+; MolNetEnhancer y
MolDiscovery) encontradas en la plataforma GNPS (https://gnps.ucsd.edu/). Realizando la
dereplicacion manual de los compuestos que hacen parte del extracto FO de una muestra de
Stypopodium zonale (EP6801), y comparandola con el uso de las herramientas encontradas
en el GNPS. Esto demostro la complejidad de realizar la dereplicacion de forma manual. A
partir de aqui, se analizaron los extractos orgénicos (FO) de las algas pardas, y los extractos
organicos (FO) y metanolicos (WB) de las algas rojas por ESI en modo positivo, y los extrac-
tos WB por ESI en modo positivo y negativo. Los datos fueron procesados por MZmine, y
cargados a la plataforma GNPS (https://gnps.ucsd.edu/) buscando construir redes molecu-
lares (Molecular mass networking) que dieran una idea de la diversidad quimica de cada uno
de los extractos; asi como hacer la derepliaciéon de los compuestos contenidos en éstos. La
dereplicacion se hizo a varios niveles, usando base de datos especializadas como CMNPDB;
la comparacion de los espectros de MS/MS con los reportados en la bibliografia (FBMN
y mirror plots); ademéas del uso de herramientas de asociadas al GNPS de data mining y
machine learning (MS2LDA; NAP; Dereplicator+; MolNetEnhancer y MolDiscovery). La ca-
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racterizacion del espacio quimico se hizo usando los niveles de taxonomia quimica propuestos
por ClassyFire. Esto permitié una descripcion més completa de la composicion quimica de
las muestras seleccionadas. Para cada uno de los extractos se describi6 el grupo principal de

compuestos que contiene, asi como la distribucion de estos compuestos dentro de cada género.

Se identificaron extractos con compuestos: lipidos, compuestos aromaticos, esteroles, ami-
noacidos tipo micosporina (MAAs), terpenoides fenolicos, que pueden ser de interés para la

industria cosmética.

3.1. Introduccion.

Empleo de HPLC-MS/MS en el perfilado metabdlico.

La combinacion de técnicas analiticas para la construccion del perfil metabdlico de un con-
junto de muestras permite identificar fuentes de moléculas de interés en etapas tempranas de
la investigacion, evitar el reaislamiento de compuestos, y disminuir los recursos invertidos en
la bisqueda de compuestos activos, enfocandose en muestras que tienen un verdadero poten-
cial[l]. Es asi, como en el capitulo 2 de este documento, se presenta un estudio metabdlico
construido a partir de resonancia magnética nuclear (RMN) de las muestras de algas pardas
y rojas seleccionadas, dereplicando los compuestos més abundantes por comparacion manual
con bases de datos, y agrupando aquellos extractos con espectros similares. En este capitulo
se hace uso de la espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) para complementar este

perfil metabolico, usando las herramientas que se describen a continuacion.

La espectrometria de masas ha tomado gran relevancia en la metabolémica debido a la sensi-
bilidad de esta técnica, su gran cobertura de metabolitos y la cantidad de software disponible
para el analisis de estos datos|2]. Los fragmentos (MS?) obtenidos a partir de iones desco-
nocidos pueden ser usados en una comparacion directa con la informaciéon consignada en
bases de datos (Por eje. Massbank, Metlin, HMDB, NPatlas etc.), analizados mediante he-
rramientas de machine learningﬂ (SIRIUS, CFM-ID, MolDiscovery) o estudiados mediante
herramientas de mineria de datoeﬂ (data-mining tools) como es el caso de las redes molecu-

lares y MS2LDA para el descubrimiento de subestructuras|4].

! Machine learning: Métodos computacionales para el manejo de conjuntos grandes de datos
mediante el desarrollo de algoritmos, que permiten un aprendizaje automatizado con el fin de
descubrir patrones en los datos y obtener informacion facil de procesar|3].

2Data mining tools: Herramientas para la extracciéon de informacién relevante pero que no es
evidente, que se encuentra oculta en grandes conjuntos de datos|3].
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El analisis de los datos obtenidos mediante HPLC-MS/MS a partir de las algas estudiadas, se
realiz6 en 2 etapas. La descripcion de las herramientas utilizadas en cada etapa se encuentra

a continuacion:

Etapa 1: Analisis del espacio quimico y dereplicacion de compuestos mediante
la construcciéon de redes moleculares en la plataforma GNPS.

Existen dos métodos para la generacion de redes moleculares a partir de los datos de MS/MS.
El primero es conocido como MN clésica (Molecular networks o redes moleculares), en el cual
los archivos en formato mzmlL, exportados del software de manejo del equipo, son cargados
en la plataforma GNPS directamente, para generar las redes moleculares. El segundo método
conocido como Feature-based molecular Networking-FBMN (figura , consiste en utilizar
una herramienta antes de cargar los datos a la plataforma (ej.: MZmine, OpenMS metaboSca-
pe, entre otras), y obtener una tabla de cuantificacién en formato .txt, un resumen espectral
MS? en formato .mgf y un archivo edges msannotation (.txt); los cuales son cargados en la
plataforma GNPS para obtener las redes moleculares. La diferencia fundamental entre las
dos aproximaciones es que en FBMN se tiene en cuenta no sélo los espectros de masas (como

en MN) sino también los tiempos de retencion de los picos|d|, [6].

En este estudio se utilizo MZmine 3.2.8 (http://mzmine.github.io/), para realizar el pre-
procesamiento de los datos. Todo comienza con la deteccion de datos (Mass Detection), que
permite generar una lista de masas, convertir los datos en graficos de barras (centroides) y
definir un nivel de ruido. A continuacion, se construye un EIC (cromatograma ionico extrai-
do), mediante la herramienta Chromatogram ADAP builder que consiste en un algoritmo que
muestra la intensidad de la sefial de un valor m/z especifico, dentro de una tolerancia defini-
da, en cualquier tiempo de retencion. Usando la funcion Local Minimum Resolver, los picos
que coeluyen parcialmente son separados y se generan features individuales, que son filtrados
(Isotope filter) para conservar solo la informacion sobre el is6topo méas intenso en la lista de
features. Un feature es una senal tridimensional que se compone de el tiempo de retencion,
la relacion m/z y la intensidad del pico. Las listas de features generadas para cada mues-
tra son alineadas y se construye una matriz de datos por medio de Aligment-Join Aligner.
Por tltimo, se utilizan los médulos Metacorrelate y Ion Identify Networking para agrupar los
features e identificar las diferentes especies de iones que puede originar la misma molécula|7].
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Para cumplir con la primera etapa, el uso de la plataforma de acceso abierto GNPS ( Global
Natural Product Social Molecular Networking) es fundamental. Esta plataforma permite el
almacenamiento y andlisis de espectros MS/MS, con el fin de visualizar e interpretar el es-
pacio quimico de las muestras. La construccion de estas redes moleculares toma como base
las similitudes estructurales de las moléculas presentes en las muestras, dichas similitudes
pueden ser cuantificadas, al comparar entre si los espectros de LC-MS/MS de cada molé-
cula presente en las muestras. De esta manera, moléculas estructuralmente muy parecidas
haran parte de una sola subred (cluster), dentro de las redes moleculares de la muestra. Para
esto, los espectros fragmentacion MS? de un mismo pico cromatografico (mismo tiempo de
retencién y mismo ion molecular) se agrupan en un espectro MS? consenso. Mediante un
algoritmo de correspondencia, estos espectros son simplificados como vectores, los cuales son
utilizados para calcular un valor de coseno, que determina la similitud en la fragmentacion
entre cada posible pareja de espectros consenso, lo que permite la determinacion del grado de
similaridad espectral entre ellos. El valor de coseno puede variar entre 0 si no existe similitud,
y 1 si los espectros son idénticos. El resultado de esta comparacion se puede visualizar como
una subred o claster, donde cada nodo es un espectro MS? consenso asociado a un tiempo
de retencion (idealmente un tinico compuesto). Adicionalmente, la plataforma permite hacer
derreplicacion automatizada de espectros, al comparar con datos de bases de datos ptublicas
y una base de datos construida con la informacion suministrada por los usuarios|6]. De esta
manera se pueden identificar compuestos individuales publicados por otros autores.

Los espectros de fragmentacion son las huellas dactilares caracteristicas de los compuestos,
a partir de estos se pueden obtener subconjuntos de picos de fragmentos que corresponden
a subestructuras quimicas que comparten ciertas clases de moléculas. El GNPS cuenta con
diversas herramientas para facilitar la dereplicacion, las cuales son:

e MS2LDA: permite descomponer los datos de fragmentacién molecular experimentales en
Mass2Motifs, los cuales son conjuntos de fragmentos o pérdidas de masa concurrentes, es-
tos Mass2Motifs son comparados con espectros MS/MS de compuestos de referencia, dando
como resultado la clase del compuesto a la que pertenece la molécula a partir de la cual se
obtuvo ese patron de fragmentacion|8]. Esta clase es descrita mediante el sistema de clasifi-

cacion de 11 niveles de quimica taxonémica conocido como ClassyFire|9).

e NAP (Network Annotation Propagation): Mediante las redes espectrales propaga
informacion de las coincidencias, para mejorar la clasificacién de estructuras candidatas de
fragmentacion in silico, y obtencion de informacion de nodos vecinos|10].
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e Dereplicator Varquest: Permite la anotacion de péptidos conocidos utilizando los datos
MS/MS y un arbol de fragmentacion in silico basado en la ruptura de enlaces carbono-
nitrogeno (C-N). La combinacion de este con Varquest permite dereplicar variantes de pro-
ductos naturales peptidicos conocidos en la base de datos del GNPS|11].

e Dereplicator-+: permite la dereplicacion de metabolitos conocidos en la base de datos del
GNPS, utilizando los datos MS/MS y un arbol de fragmentacion in silico, construido a partir
de fragmentos obtenidos por la ruptura de enlaces carbono-carbono (C-C), carbono-nitrogeno
(C-N) y carbono-oxigeno (C-O), y realizando fragmentaciones en multiples etapas|12].

e MolNetEnhancer: Flujo de trabajo que combina los resultados de las redes moleculares,
MS2LDA, las herramientas in silico (Dereplicator Varquest, Dereplicator+ ) y Las anotacio-

nes de clase quimica realizadas usando la ontologia quimica ClassyFire|13).

e MolDiscovery: es un modelo probabilistico que permite construir arboles de fragmen-
tacion proponiendo las rupturas de enlaces C-N, C-C y C-O mas probales , y comparando

estas con bases de datos in silico que contienen datos de MS/MS de small molecules|14].

Etapa 2: Comparacion directa con bases de datos o interpretacion manual de los

patrones de fragmentacion.

La interpretacion manual, o la dereplicaciéon con bases de datos es una tarea dispendiosa,
debido a la cantidad de datos que se obtienen de cada extracto[l5]. La derreplicacion de
compuestos mediante bases de datos consiste en buscar en éstas moléculas que coincidan con
cierta masa molecular, nimero de carbonos o fragmentos de una estructura, usando otros
datos relevantes como propiedades fisicas o datos taxonémicos|16]. En la bibliografia actual
se estan haciendo ingentes esfuerzos por mejorar la mineria molecular, la anotaciéon quimica
y las herramientas de clasificaciéon; no obstante, la anotacion de las estructuras quimicas
sigue siendo el principal reto en la metabolomica (en su fase de dereplicacion) basada en
espectrometria de masas, ya que la mayorfa de las identificaciones de estructuras se basan
en aquellas previamente anotadas o reportadas. Ademas de las limitaciones causadas por las
condiciones experimentales, que pueden llevar a artefactos y/o espectros de baja calidad, se
puede introducir un sesgo en el analisis durante las predicciones estructurales basadas en
estructuras quimicas disponibles en bases de datos piblicas, ya que éstas aiin son limitadas,
y usualmente se especializan en unas clases de compuestos particulares|13|. Es necesario te-
ner presente que la informaciéon de espectrometria de masas para algas no es tan abundante
como para otros organismos (microorganismos, sobre todo), por lo que es posible que la
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dereplicacion solo permita identificar unos pocos compuestos del universo grande de picos
(compuestos) presente en la muestra.

Por otro lado, para realizar la interpretaciéon manual de estos datos, se identifica el pico
de ion molecular, se calcula la formula molecular (se puede aplicar la regla del nitrogeno),
se calculan las diferencias de masas entre iones prominentes, reconociendo series de iones
o diferencias de masas comunes, buscando la presencia de grupos funcionales y formando
estructuras parciales de la molécula, hasta llegar a una propuesta estructural, que va acom-
panada de busquedas de datos de estructuras en articulos que refieran a los organismos

estudiados (algas en este caso)|17].

En este capitulo se busco hacer el perfilado metabolico de los extractos apolares (FO) y
polares (WB y WM) de algas pardas y rojas abundantes en el Caribe Colombiano. Tratando
de identificar aquellos extractos que tienen composiciones similares entre si, por medio de
redes moleculares; y estableciendo la identidad de los compuestos presentes a nivel de tipo de
compuesto, usando herramientas de derreplicacion como MS2LDA; y eventualmente identi-
ficando algunos de los compuestos presentes en los extractos. La certeza en la identificacion
de los compuestos se discute en cada caso. Todo esto buscando caracterizar la composicion
quimica de los extractos que muestren una mayor actividad (capitulo siguiente), siendo este

el objetivo principal de esta tesis.

3.2. Materiales y métodos.

Las algas analizadas, y los extractos a analizar, fueron los mismos que se describieron en el

capitulo anterior. Se mantiene también la misma codificacion.

3.2.1. Materiales y equipos.

Para el analisis de los extractos organicos, butanélicos y metanoélicos por LC-MS/MS, se
utilizo acetonitrilo grado MS (Merck), agua tipo 1 (conductividad 0.55 ps/cm), acido formi-
co grado MS (Merck) y formiato de amonio grado MS (Merck). Como calibrante se uso el
formiato de sodio de Sigma Aldrich o una solucién de yoduro de sodio (2 pg/pL en isopro-

panol/agua 50:50) recomendados por los fabricantes de los equipos.

Los equipos utilizados fueron un equipo UHPLC Thermo Dionex Ultimate 3000 acoplado a
un espectrometro de masas Bruker Impact IT UHR-Q-TOF de la Universidad de Antioquia;
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y un cromatografo Acquity UPLC H-Class acoplado a un espectrometro de masas Waters
XEVO G2-XS QTOF y una fuente de ionizaciéon por electrospray (ESI).

Para el analisis cromatografico de los extractos orgénicos se utilizé la columna KINETEX

1.7 pm, C18, (50 x 2.1lmm); mientras que para los extractos butanélicos y metanolicos se
emple6 una columna SYNERGI Hydro 4.0pm, C18, (150 x 2.0 mm) de Phenomenex.

3.2.2. Analisis por UHPLC-MS/MS.

Para el analisis de los extractos obtenidos se prepararon soluciones de 1 mg/mL, utilizando
como solvente una mezcla de acetonitrilo y agua 1:1 (grado LC-MS), a continuacion, fue-
ron colocadas en un bano de ultrasonido durante 10 minutos y filtradas por membranas de
0,22pm de PTFE. Cada una de las soluciones fue inyectada por triplicado. Adicionalmente,
se inyectaron blancos de los solventes de extraccion (BuOH, MeOH, HoO y DCM) que fueron
tratados de la misma manera que las muestras. Como control de calidad (QC) se utiliz6 una
mezcla de todos los extractos correspondientes a cada grupo (por eje. FO de algas rojas, FO
de algas pardas etc.) que se prepar6 con micropipeta tomando una alicuota de cada una de

las muestras y mezclandolas bien.

Para analizar los extractos no polares FO se utilizo la columna KINETEX (1.7um, C18, 50 x
2.1mm), empleando un volumen de inyeccion fue de 10pL, manteniendo un flujo 0.4mL /min,
la temperatura de la columna se fijo en 40°C, mientras temperatura del porta muestras en
15°C. Se usaron como eluentes agua grado MS con 0,1 % acido formico (Fase A) y acetonitrilo
grado MS acidificado con 0,1 % acido formico (calidad MS) (Fase B). El anéalisis cromatogra-
fico inici6 con 50 % de la fase B por 3 minutos, luego se increment6 hasta el 99 % de la fase
B en 14 minutos, y se mantuvo asi por 1 minuto adicional. Luego se retorn6 a 50 % de la
fase B en 1 minuto donde se mantuvo por otro minuto. Estas condiciones son modificaciones

sobre el estandar del GNPS[11]. Estas muestras fueron analizadas por ESI en modo positivo.

Para los extractos polares WB se us6 la columna SYNERGI Hydro (4.0pm, C18,150 x 2.0
mm) haciendo inyecciones de 10l de cada muestra a analizar, manteniendo el flujo de la
columna en 0.4mL/min, temperatura de la columna 40°C y la temperatura de del porta
muestras 15°C. Se usaron como eluentes los mismos anteriores, usando el siguiente gradien-
te: se inici6 con 25 % de la fase B por 2 minutos, luego se incrementé a 80 % de la fase B en
3 minutos donde se mantuvo por 3 minutos; luego se incrementé al 100 % de B en 1 minuto;

y alli se mantuvo por 3 minutos adicionales. Finalmente se retorno al 25 % de la fase B en 1
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minuto donde se mantuvo por otros 2 minutos. Estas muestras fueron analizadas mediante

ESI en modo positivo y negativo.

Para los extractos WM se us6 la columna SYNERGI Hydro (4.0pum, C18,; 150 x 2.0 mm). Se
hicieron inyecciones de 10ul de cada muestra a analizar, manteniendo el flujo de la columna
en 0.4mL/min, temperatura de la columna 40°C y la temperatura de del porta muestras 15°C.
Se usaron como eluentes A: acido férmico al 0,1 % y formiato de amonio 2 Mm (pH 2.6) y B:
acetonitrilo/agua (8:2) + acido formico al 0,1 %, utilizando un gradiente que comienza 3 %
de B y sube a 5% en 2 min, se mantiene en este porcentaje durante 3 min y aumenta a 10 %
en 1 min, a continuacion, sube nuevamente hasta 40 % en 3 min y hasta 60 % en 2 min. Por
ultimo, sube hasta 98 % en 2 min y se mantiene durante 1 min, para volver a las condicio-
nes iniciales en 1 min mas. Estas muestras fueron analizadas mediante ESI en modo positivo.

Para los analisis por LC-MS/MS se us6 ESI en modo positivo y negativo segtin corresponda.
El escaneo de masas se realizo en el rango de m/z 50-2000 Da. Adicionalmente, los pardme-

tros empleados en el espectrometro se evidencian en la Tabla [3.1] y son los sugeridos por el
GNPS para equipos Bruker y Waters[11].

Tabla 3.1.: Condiciones del espectrometro de masas empleadas (anexo 3.1).

Parametros de la Parametros de la

fuente de iones fuente de iones

(Bruker) (Waters)

Voltaje del capilar 4500 V Voltaje de capilar 2.5 Kv

Temperatura fuente 200°C Voltaje de cono 20V

de iones

Flujo del gas 9L /min Temperatura de la 120°C
fuente

Presion del gas 2 bar Temperatura de 350°C

nebulizador desolvatacion
Flujo del gas del cono 50L/h
Flujo del gas de 800L/h
desolvatacion
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3.2.3. Preprocesamiento de los datos en Mzmine 3.

Una vez obtenidos los datos, en el software de manejo de datos de los equipos (Data Analysis
para Bruker y SCIEX OS para Waters), se realizo la calibracion de los resultados usando la
senal del calibrante, que aparece entre 0.1 y 0.4 minutos, y los datos fueron exportados en
el formato. mzML.

Los espectros calibrados fueron analizados en el Software de acceso libre MZmine en su
version 3.2.8 (http://mzmine.github.io/)), para esto se siguio el programa de trabajo reco-
mendado por el GNPS, siguiendo los pasos descritos en la introduccién. Para obtener una
tabla de cuantificacion en formato txt, un resumen espectral MS2 en formato .mgf y edges
msannotation (.txt). Los parametros usados para el procesamiento de los datos se encuentran

en el anexo 3.2.

3.2.4. Construccion de las redes moleculares en GNPS.

Los archivos. mgf, .quant . edge obtenidos al procesar los datos en MZmine 3.2.8, junto con
la descripcion de las muestras (metadata.tzt) fueron cargados en la plataforma GNPS, usan-
do el workflow FBMN. De esta forma se obtiene un archivo en Excel (IIN), el resumen de la
dereplicacion en GNPS (feature) y un archivo. graphml en el cual se puede visualizar la red
en el programa Cytoscape 3.9.1. Cada vez que se ejecuta una herramienta dentro del GNPS
(Dereplicator, Dereplicator+, MolNetEnhancer, MolDiscovery), se obtiene como resultado
una tabla que puede ser descargada en formato .csv. Esta informaciéon puede ser consultada
utilizando los enlaces que se encuentran en la tabla [3.2] La informacion fue unificada en
un tnico archivo de Excel que se encuentra en el anexo 3.5 codificado de acuerdo con la
tabla [3.2] En este archivo de Excel dividido por hojas, se encuentran los datos de identi-
ficacion de los nodos no redundantes (IIN), la cuantificacién por cada pico (QUANT), los
compuestos dereplicados de acuerdo con FBMN (feature), la clasificacion de los compuestos
segin ClassyFire (MolNetEnhancer) y los resultados en tablas de la dereplicacion con las
herramientas Dereplicator Varquest, Dereplicator+, y MolDiscovery, donde se encuentran los
score obtenidos para cada compuesto dereplicado y la identificacion del tipo de aducto del
ton parent. Toda la informacion fue resumida para cada feature en la hoja final nombrada
RESUMEN.

Por tltimo, haciendo uso de herramienta de integracion de datos de diferentes recursos en el
GNPS (MolNetEnhancer), es posible agrupar las caracteristicas mas especificas de los nodos,
combinando la informacion de las herramientas Dereplicator+, Varquest, disponibles para el
analisis de datos en modo positivo; NAP y MS2LDA que puede ser usada para datos adqui-


http://mzmine.github.io/
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ridos en modo positivo y negativo, de esta forma se puede obtener un archivo .graphml, que

permite observar el espacio quimico dividido en clister que pueden ser coloreados de acuerdo

con la clasificacion quimica taxonémica dada por ClassyFire. Por ultimo, de forma manual,

los datos encontrados en la red INN que elimina los nodos redundantes son combinados con

la red obtenida mediante MolNetEnhancer para construir las figuras que se encuentran en

este documento (por ejemplo, la Figura tabla |3.11]).

Para hacer la dereplicaciéon el GNPS cuenta con una biblioteca espectral asociada a las si-

guientes bases de datos:

BERKELEY-LAB

BILELIB19
BIRMINGHAM-UHPLC-MS-NEG
BIRMINGHAM-UHPLC-MS-POS
BMDMS-NP

CASMI

DEREPLICATOR IDENTIFIED LIB
DRUGS-OF-ABUSE-LIBRARY
ECG-ACYL-AMIDES-C4-C24-LIBRARY
ECG-ACYL-ESTERS-C4-C24-LIBRARY
GNPS-COLLECTIONS-MISC

GNPS-COLLECTIONS-PESTICIDES-
NEGATIVE

GNPS-COLLECTIONS-PESTICIDES-
POSITIVE

GNPS-D2-AMINO-LIPID-LIBRARY

GNPS-EMBL-MCF

GNPS-FAULKNERLEGACY

GNPS-IOBA-NHC

GNPS-LIBRARY

GNPS-MSMLS

GNPS-NIH-CLINICALCOLLECTION1

GNPS-NIH-CLINICALCOLLECTION?2

GNPS-NIH-NATURALPRODUCTSLIBRARY

SMALLMOLECULEPHARMACOLOGICALLY

GNPS-NIST14-MATCHES

GNPS-PRESTWICKPHYTOCHEM

GNPS-SAM-SIK-KANG-LEGACY-
LIBRARY

GNPS-SCIEX-LIBRARY

GNPS-SELLECKCHEM-FDA-PART1

GNPS-SELLECKCHEM-FDA-PART?2

HCE-CELL-LYSATE-LIPIDS

HMDB
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= IQAMDB = MONA

» LDB_NEGATIVE »« PNNL-LIPIDS-NEGATIVE

» LDB POSITIVE
- = PNNL-LIPIDS-POSITIVE

= MASSBANK
= PSU-MSMLS
= MASSBANKEU
» RESPECT
= MIADB
= MMV _NEGATIVE = SUMNER
= MMV _POSITIVE « UM-NPDC

Las redes moleculares obtenidas fueron visualizadas en el programa de acceso libre Cytosca-
pe version 3.8.2 (https://cytoscape.org/). Para realizar la representacion grafica del espacio
quimico de los extractos comparados, se utilizaron las redes colapsadas (IIN), descargadas
dentro de la carpeta de archivos de ejecucion de FBMN, estas redes colapsan todos los fea-
tures que corresponden a iones originados por la misma molécula neutra en un solo nodo
"molecular". Para mejorar la informacion estructural quimica dentro de la red, se incorporé
informacion de anotaciones de estructura in silico del GNPS como MS2LDA, Network An-
notation Propogation (NAP CCMS2 V 1.2.5) , Dereplicator+ (V 1.0.0), Varquest (V.1.2.8)
y se incorporaron a la red utilizando el flujo de trabajo del GNPS MolNetEnhancer|13|. Las
anotaciones de clase quimica se realizaron utilizando la ontologia quimica ClassyFire|9]. Adi-
cionalmente, se realiz6 el analisis de estos datos por medio de la herramienta MolDiscovery
(V 1.0.0), que incluye mas informacion de los features a partir de busquedas en bases de
datos de small molecules y se construyeron tablas resumiendo los datos obtenidos para cada

feature (anexo 3.3).

Por tltimo, se puede acceder a los workflow realizado para cada lote de muestras, mediante los
enlaces que se encuentran en la tabla[3.2] Adicionalmente, en el enlace https://drive.google.com/
se encuentran todas las redes y tablas construidas para facilitar su visualizacion, identifica-

das por el codigo de la Tabla Se puede acceder a estos enlaces sin crear una cuenta en
el GNPS.


https://cytoscape.org/
https://drive.google.com/drive/folders/1Ts0l56T6BJl763pyw9yNu10kmFotEN-N?usp=sharing
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Tabla 3.2.: Enlaces de los Workflow realizados en el GNPS (https://gnps.ucsd.edu/)) de
los lotes de muestras organicos (FO), butanolicos (WB) y metanolicos (WM).
DESCRIPCION CcOD ENLACE DE ACCESO
ALGAS PARDAS
Extractos FO, modo | E056 | =746b802133fad74tbaaee8e796dca28¢c

positivo
Extractos WB, modo | E055 | =da28994b23df41a0bc36d1f90{64010c¢
positivo
Extractos WB, modo | E054 | =0bbc2fde6a54475dab8bd21fef08c939
negativo

ALGAS ROJAS

Extractos FO, modo | E061 | =6b62967149514d5cbdcfb05¢78e9adle
positivo
Extractos WB, modo | E065 | =b40a76{5440e41a2927b31530559eab4
positivo
Extractos WB, modo | E059 | =cc69b42ecd7844778ddd6{538ch0848a,
negativo
Extractos WM, modo | E060 | =13b6d3468e0b487095eed6009814adc6
positivo

3.3. Resultados y discusion.

En el capitulo 2 se pudo caracterizar la composiciéon quimica de las algas mediante su perfila-
do por Resonancia Magnética Nuclear (RMN); asi mismo, se identificaron clisteres (analisis
HCA) que agrupan las algas de acuerdo con su composicion quimica juzgada a través del
perfilado por RMN. El empleo de RMN para el perfilado presenta multiples ventajas como
robustez, alto nivel de reproducibilidad, sencillez en la preparacion de las muestras, y sobre
todo que refleja la concentracién molar de los compuestos, es decir los compuestos més
abundantes daran las senales mas intensas. En contraparte el analisis por RMN esta limitado
a los compuestos méas abundantes, y los productos naturales minoritarios no son facilmente
observados por esta técnica. Asi, en este tercer capitulo se hizo uso de la espectrometria de
masas para perfilar las muestras de algas buscando obtener ventaja de su mayor sensibilidad,
y a que al ser usada con un HPLC se logra una mayor capacidad para la deteccion de los
metabolitos. Adicionalmente, hay una buena disponibilidad de bases de datos y herramientas
que facilitan los procesos de dereplicacion. En términos generales no se puede decir que una
técnica sea superior a la otra sino mas bien que son complementarias.


https://gnps.ucsd.edu/
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=746b802133fa474fbaaee8e796dca28c
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=da28994b23df41a0bc36d1f90f64010c
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=0b5c2f4e6a54475da58bd21fef08c939
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=6b62967149514d5cbdcfb05c78e9a41e
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b40a76f5440e41a2927b31530559eab4
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=cc69b42ec47844778ddd6f538cb0848a
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=13b6d3468e0b487095eed6009814adc6
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3.3.1. Perfil metabélico por HPLC-MS/MS.

Las algas liofilizadas fueron extraidas con solventes de diferentes polaridades para obtener
extractos de baja polaridad (FO), de polaridad media alta (WB y WM) y de alta polari-
dad (WW). El anélisis de estos extractos requiere de condiciones cromatograficas diferentes,
y apropiadas para cada uno de ellos, por lo que una comparaciéon directa de éstos no se
puede hacer. De otro lado, los analisis espectrométricos de estos extractos requieren tam-
bién de condiciones diferentes; asi, los extractos apolares fueron analizados por ESI en modo
positivo, mientras los polares (WB, y WM en el caso de las algas rojas) fueron analiza-
dos por ESI tanto en modo positivo como en modo negativo (para WM solo se us6 modo

positivo, ya que son muy pobres y no justifico su anélisis en modo negativo, ver méas delante).

A manera de ejemplo, en la figura [3.2] se pueden observar los TIC obtenidos extractos FO,
WB y WM adquiridos en modo ESI positivo para la muestra HM1049, que corresponde a
Hypnea musciformis. Los tiempos de retenciéon no se pueden comparar directamente porque
cada extracto se corri6 con gradientes diferentes. Los labels que aparecen en la parte superior
de cada pico corresponden a la m/z del parent ion, que en general es el [M+H]|", pero que
en algunos casos puede corresponder a fragmentos. Se puede observar claramente que los
extractos son muy diferentes entre si, tal y como se habia observado en RMN en el capitulo
anterior. Asi mismo, se observa que los extractos WB y FO son bastante complejos, mien-
tras los extractos WM son menos complejos. Igualmente, se observan los TICs (figura )
obtenidos para los blancos de solvente empleados, los picos observados en los blancos son de
mucha menor intensidad que en las muestras; y fueron restados de manera manual. Es de
notar que en el caso de WM solamente los picos mas polares (de menor tiempo de retencion)
son realmente de la muestra y no del blanco de corrida. Adicionalmente, se presentan los
resultados de los anélisis para el extracto WB para la muestra HM1049 usando ESI en modo
positivo y ESI en modo negativo (figura ), se puede observar que en este ultimo modo
se detecta una mayor cantidad de compuestos como era de esperarse para los compuestos
presentes en este tipo de extractos (por ejemplo compuestos fenolicos y acidos)[18].
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Figura 3.2.: Analisis por HPLC-MS/MS de diferentes extractos de Hypnea musciformis a)
TICs obtenidos extractos FO (trazo negro), WB (trazo naranja) y WM (tra-
zo azul) adquiridos en modo ESI positivo para la muestra HM1049. b) TICs
obtenidos para el blanco de FO (trazo negro) y para el extracto FO (trazo
amarillo) de la muestra HM1049. ¢) TICs obtenidos para la muestra WB en

modo positivo (trazo azul) y negativo (trazo amarillo) de la muestra HM1049.

De otro lado, durante el analisis de los extractos se observaron diferentes grados de comple-
jidad en las muestras (figura . A manera de ejemplo se tomoé un representante de cada
uno de los clusteres del HCA construido con los datos de RMN'H para los extractos buta-
nolicos WB de las algas pardas (ver capitulo 2). Se observan muestras poco complejas con
pocos picos dominantes, por ejemplo, uno para el caso de Lobophora (trazo verde, Figura
3.4d), o tres para el caso de Stypopodium zonale (trazo negro, figura 3.3.e). Asi mismo se
observan muestras con una gran cantidad de picos mayoritarios como el caso Dictyopteris
(trazo azul), que es incluso mas compleja que Canistrocarpus (trazo naranja), pues tiene
una gran cantidad de senales para tiempos de retencién superiores a 10.5 minutos, mientras
Canistrocarpus no tiene senales después de ese tiempo de retencion.
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Figura 3.3.: Cromatogramas (TIC) de los extractos WB de las muestras de algas pardas (a)
Dictyopteris YP9201 (trazo azul); (b) Turbinaria UP10301 (trazo amarillo);
(c) Canistrocarpus RP11401 (trazo naranja); y (d) Lobophora LP7401 (trazo
verde); (e) Stypopodium zonale EP8601 (trazo negro).

El perfilado quimico (chemical profiling) se define como la deteccion sistemaética, identifica-
cion y/o cuantificacion de un conjunto de metabolitos. Dependiendo del objetivo, se puede
realizar como un anélisis global, en el cual se busca identificar la mayor cantidad de molé-
culas posibles en una muestra, idealmente todas (que con la tecnologia disponible atin no es
posible); o como un perfilado especifico que busca encontrar un nimero o tipo especifico de
compuestos e identificar sus estructuras quimicas|19|. La primera es conocida como metabo-
lic fingerprinting y la segunda como metabolomic profiling|20|. Para lograr estos objetivos
se utiliza un sistema analitico que permita obtener datos espectroscopicos (LC-MS/MS o
RMN) y compararlos con bases de datos de productos naturales, este proceso es conocido

como dereplicacion.
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La dereplicacion se puede hacer de varias maneras de acuerdo con la metodologia analitica
empleada. La aproximaciéon mas bésica consiste en buscar los datos de m/z del parent ion
en bases de datos, que pueden ser generales, o especificas para el tipo de organismo estudia-
do. Esta busqueda se puede hacer de forma manual, utilizando las herramientas disponibles
en las bases de datos (valores de masa molecular, férmulas moleculares, datos taxonémicos
u otros filtros), se puede tener en cuenta las masas en alta resolucion y/o la formula mo-
lecular obtenida a partir de esta|l9]. También se pueden usar los datos de fragmentacion
MS? experimentales consignados en las bases de datos, comparando los valores de m/z de
al menos 6 fragmentos (este parametro se puede modificar) del espectro experimental con
los consignados en las bases de datos. Para valorar la similitud del patrén de fragmentacion
experimental y el encontrado en la base de datos, se pueden usar parametros como el valor
del coseno dado por la simplificacion de los datos experimentales a un vector comparado con
la informacion de la base de datos, entre més cercano sea el valor 1 mayor sera la similitud,
o el mirror plot que compara visualmente los dos patrones de fragmentacion (el espectro
de referencia de GNPS con el espectro desconocido encontrado en la muestra). Mediante
herramientas de mineria de datos (data mining tools)|5|, esta busqueda se puede realizar de
manera automatizada en la base de datos publica del GNPS, construida por los usuarios|5].
Por ultimo, existen herramientas de dereplicacion basadas en machine learning, cuya utilidad

se explicara mas adelante.

A manera de ejemplo de estos procesos de dereplicacion se mostraré el estudio de los ex-
tractos de Stypopodium zonale EP6801. En la tabla se muestran los resultados de la
dereplicacion de los 20 picos mas abundantes del extracto FO, usando los dos procedimien-
tos de dereplicacion nombrados anteriormente. Para esto, se consulté en la base de datos
Comprehensive Marine Natural Products Database (https://www.cmnpd.org/) que incluye
compuestos de origen marino que hayan sido publicados en las revisiones seriadas de la Re-
vista Natural Products Reports bajo el titulo de Marine Natural Products|21|, es necesario
notar que alli solo se consignan compuestos con reportes de actividad biologica. Como cri-
terios de busqueda se us6 la masa molecular (molecular mass) y el termino Phaeophyceae
en organismo (Organism name). El valor de la masa molecular se obtuvo restando 1.0078
(masa del 'H) al valor experimental del parent ion, que se obtiene al procesar los datos en
MZmine. Es importante mencionar que en la mayoria de los casos el parent ion corresponde
al [M+H]*, sin embargo, también se pueden detectar aductos como [2M+H]|", [M+Na|*,
[IM+K]* o [M+NH4]" que pueden ser eliminados en las redes moleculares (archivo IIN) en
la plataforma del GNPS, como se describe més adelante. La tolerancia en el valor de la masa

molecular depende de la base de datos consultada, en este caso se usé 0.3 u. De esta forma se


https://www.cmnpd.org/
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dereplicaron 11 de estos picos (Tabla[3.4)). En este punto es importante enfatizar que este tipo
de biisqueda solamente indica la presencia de un compuesto con una masa molecular similar
(0 igual si se usa el parametro formula molecular) a la reportada en la base de datos especia-

lizada en Productos Naturales Marinos, no se tuvo en cuenta la fragmentacion del parent ion.

Para subsanar la debilidad anterior, también se realiz6 la busqueda en la plataforma GNPS,
haciendo uso del FBMN, de los datos de MS/MS obtenidos mediante el procesamiento en
MZmine. Los fueron datos exportados al GNPS, alli se eliminaron todos los datos de los
fragmentos que tengan una diferencia de 17 Da, que pueden ser ocasionados por la pérdida
de moléculas de agua en las estructuras; y se eligieron los 6 fragmentos mas abundantes, cuya
diferencia sea de 50 Da, para cada ion parent con el fin de elegir aquellos fragmentos més
representativos que describen cada feature (molécula). Por ultimo, se fij6 una tolerancia para
los parent ion, y los iones fragmento, de 0.02 Da, mucho mas exigente que en la btisqueda en
CMNPDB, y exigen una muy buena calibracion del equipo de HPLC-MS/MS. Estos datos
fueron comparados frente a los datos que hacen parte de la biblioteca espectral asociada
al GNPS, que han sido subidos por los usuarios y procesados de la misma forma. Como
criterio de inclusion en los resultados de la bisqueda se usaron aquellos que tengan un valor
de coseno mayor a 0.7, y que coincidan los 6 fragmentos mas abundantes. Cabe destacar
que todos los parametros previamente descritos pueden ser modificados por el usuario de la
plataforma. De esta forma, al realizar este procedimiento para el extracto FO de Stypopo-
dium zonale EP6801 se dereplicaron tan s6lo 3 compuestos que se encuentran en la Tabla
[3.4] El alto nivel de exigencia en los parametros de dereplicacion usados en esta plataforma,
garantiza una buena confianza en los resultados de identificaciéon de los compuestos. Aca
es importante mencionar que esta plataforma del GNPS no incluye una gran cantidad de
datos de compuestos obtenidos a partir de algas, lo que puede explicar el bajo niimero de
compuestos dereplicados. Esta ausencia de datos de Productos Naturales Marinos pone de

manifiesto la necesidad de alimentar la base de datos del GNPS con éstos.

La derreplicacion usando GNPS permitio la identificacién de 4 compuestos que corresponden
a derivados de la pheophytina y la pheophorbida, asi como de Floroglucinol acetilado. Cuan-
do se emplea la base de datos CMNPDB se encuentran derivados de polifenoles acetilados,
flavonoides, diterpenoides, esteroides y carotenos. Es importante mencionar que al menos
10 features no devuelven estructuras. Lo que indica que esta poderosa herramienta analiti-

ca aun no puede ser explotada convenientemente por la falta de datos en las bases disponibles.

Un ejemplo de las diferencias en los resultados obtenidos por estas dos aproximaciones es la
dereplicacion del feature 5697 (m/z 871.5731, Tr= 19.4min) (, que se observa en la fraccion el
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extracto FO de Stypopodium zonale EP6801. Al ser buscado en la base de datos especializada
en productos naturales marinos CMNPDB se obtiene el polifenol fucophlorethol; adicional-
mente al buscar en la base de datos HMDB (https://hmdb.ca/) usando como criterio la
masa exacta se encuentran 66 entradas para glicerofosfolipidos, mientras que en la bisqueda
del GNPS se sugiere la presencia de la pheophytin A. Dada la polaridad del extracto donde
se obtiene este feature, la posibilidad de que se trate del fucophlorethol es muy baja, ya que
este polifenol debe ser de naturaleza polar. Adicionalmente, al observar el patron de frag-
mentacion de este feature 5697 (Figura 4a), se encuentra que los fragmentos mas abundantes
son 871.5728, 593.2746 y 533.2541, los cuales coinciden con los valores m/z reportados en
literatura para la Pheophytin en modo positivo (Figura 4b)[22|. Para el fucophlorethol sélo
se encuentran los datos de fragmentaciéon en modo negativo y no coinciden con el patréon
de fragmentacion obtenido (Figura 4c)[23|. Todo esto permite concluir que el feature 5697
corresponde a la pheophytin A, y que la base de datos del GNPS es mas fiable para este caso.

No obstante, el feature 5101 (m/z 871.5726, y Tr 18.0), también fue dereplicado como
pheophytin A en el GNPS. Que este feature tenga un tiempo de retencion diferente al prime-
ro, sugiere la presencia de dos isémeros de la pheophytin A en la muestra sin que se pueda
establecer cudl es cual. La pheophytin A5 se ha reportado con la misma masa. La compara-
cion directa de los cosenos obtenidos en el GNPS para los features 5101 y 5697, fue de 0.88
en ambos casos. Los mirror plots obtenidos para ambos features (figura [3.4(d, e) coinciden
en los fragmentos principales reportados para la pheophytin A, por lo que no se puede de-
terminar cudl es la pheophytin A, pero si establecer que son isémeros como pheophytin A5

o un epimero de ésta.

Lo anterior muestra la dificultad de estas dos aproximaciones, donde la base de datos
CMNPDB no permite la comparacién de los datos de MS/MS de manera directa, se de-
be buscar en la literatura si el dato tiene reportado este espectro; mientas la FBMN no
contiene una gran cantidad de datos de productos naturales marinos en general, y de algas

en particular.


https://hmdb.ca/
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Figura 3.4.: Dereplicacion del feature 5697 del extracto EP6801-FO a) Patron de fragmen-
tacion MS? experimental, b) Pheophytin A (870.56592)[22] y c) Fucophlorethol
(870.12796)[23], d) Mirror plot que compara el patron de fragmentacion de la
Pheophytin A con el patron de fragmentacion del feature 5697, €) Mirror plot
que compara el patron de fragmentacion de la Pheophytin A con el patron de
fragmentacion del feature 5101.



Tabla 3.3.: Dereplicacion de 20 picos méas abundantes en HPLC-MS/MS usando ESI en modo Positivo para la fraccion FO
de S. zonale EP8601 por busqueda de espectros de MS/MS en GNPS y de parent ion en CMNPDB. (Pagina

152-154)
RT m/z del
. parent Abundancia FBMN (GNPS)
{min) )
ion
4779 17.2 | 903.5631 232487 0 diphlorethopentafuhalol A
5159 18.1 | 887.5682 172242 0
5,7-dihydroxy-2-pentadecylchromen-4-one, 5(R),16(S)-diacetoxyspata-
3223 12.8 | 3892690 162661 0 13,17-diene
(2E)-5,7-dihydroxy-2-pentadecylidenechromen-4-one,
dictyodiacetal, crenulacetal C, crenulacetal D,
[(1R,3aR,5Z,9E,11R,12aR)-11-acetyloxy-1-hydroxy-3a, 10-dimethyl-1-
2688 11.0 | 407.2794 107331 Acylated phloroglucinol propan-2-yl-2,3,4,7.8,11,12,12a-octahydrocyclopenta[11]annulen-6-
yllmethyl acetate, secospatacetal E, dictyocrenulol, spiralisone C,
dolabelladiencl A, dolabelladienol B, dolabelladienol C
209 04 486.3582 102619 0 =
5481 18.8 | 887.5678 100941 0 -
5697 194 | 871.5731 71080 Pheophytin A fucophlorethol
2-methyl-6-[(2E,6E,10E)-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2,6,10,14-
1046 48 3952946 62643 0 tetraenyl]cyclohexa-2 5-diene-1,4-dione, indicarol acetate,
sargaol, dichotenol ,(Z)-sargaquinone
5101 18.0 | 8715726 50614 Pheophytin A fucophlorethol
5160 18.1 609.2703 43836 0 -
1308 64 393.2789 38533 0 }[{2R,3R,48,58)—ﬁ{dimethylarsowlmemyl )-3,4-dihydroxyoxo Ian—2_—y|]0xy—2—
hydroxypropane-1-sulfonic acid, hydroperoxyacetoxycrenulide
3656 14.2 | 834.5667 37237 0 -
(2R)-2-[(3E,7E)-10-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)-4 8-dimethyldeca-3,7-dienyl]-
2.8-dimethyl-3,4-dihydrochromen-6-ol, taondiol, 2-[(2E,6E,10E)-9-hydroxy-
1047 4.8 412.2972 KYAVE 0 3.7,11,15-tetramethylhexadeca-2,6,10, 14-tetraenyl]-6-methylbenzene-1,4-
diol, 2-[(2E,6E,9E)-11-hydroxy-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2,6,9,14-
tetraenyl]-6-methylbenzene-1,4-diol,




m/z del
parent Abundancia FBMN (GNPS)

ion

shared RT

name (min)

2-[(2E 6E,9E)-11-hydroxy-3.7 11, 15-tetramethylhexadeca-2,6 9, 14-
tetraenyl]-6-methylbenzene-1 4-diol, 2-[(2E.6E,10E)-13-(3,3-dimethyloxiran-
2-y1)-3,7,11-trimethyltrideca-2 .6, 10-trienyl]-6-methylbenzene-1 4-diol,
(TR, 2R,118,14R, 15R,185 20R)-1,8,11,15,19, 19-hexamethyl-10-
oxapentacyclo[12.8.0.02,11.04,9.015,20]docosa-4(9),5,7-triene-6,18-diol,
stypodiol, epistypodiol, isoepitaondiol, epitaondiol, 3R-dydroxyergosta-
5,24(28)-dien-16-one, sargachromanol C, sargachromanol L, 25 3a-
epitaondiol, (65,10E)-13-[(2R)-6-hydroxy-2,8-dimethyl-3,4-dihydrochromen-
2-yl]-2,6,10-trimethyltrideca-2,10-dien-5-one, stigmasta-5,24(28)-dien-3a-ol,

paradoxhydroquinone, dictyoptesterol B

[(4R,5aR 6R 9aS,10aR)-4-acetyloxy-9a-hydroxy-5a, 10a-dimethyl-9-
methylidene-3-propan-2-yl-1,2.4 5 6,7 8,10-octahydrobenzo[flazulen-6-yl]
2081 94 405.2636 31663 0 acetate, dictyotriol A diacetate, [(4R,55,5a5,9a5,10aR)-5-acetyloxy-9a-
hydroxy-5a,10a-dimethyl-9-methylidene-3-propan-2-yl-1,2 4 5 6,7,8,10-

octahydrobenzo[glazulen-4-yl] acetate,
secospatacetal D

5491 18.8 | 609.2702 20529 0 =
4778 17.2 | 625.2653 29237 0 -
5108 18.0 | 593.2750 28251 Pheophorbide A

(10E,14E)-12-hydroxy-16-(2-hydroxy-5-methoxy-3-methylphenyl)-2 6,10,14-
tetramethylhexadeca-2,10,14-trien-5-one, (2E 6E,11R,12R}-12-hydroxy-1-
(2-hydroxy-5-methoxy-3-methylphenyl)-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-
2.6, 14-trien-5-one, (2E,67 11R,125)-12-hydroxy-1-(2-hydroxy-5-methoxy-3-
methylphenyl)-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2_6,14-trien-5-one,
(2E,6E,10E)-1-(2-hydroxy-3-methoxy-3-methylphenyl)-3,7,11,15-

402 1.3 443 2793 27476 0 tetramethylhexadeca-2 6,10 14-tetraene-5,12-diol, atomaric acid,
bifurcarenone, cystoseirol B, cystoseirol C, cystoseirol D, cystoseirol E,
bifurcarenone, amentol, cystoseirol D, amentadione, (2E)-bifurcarenone,
amentaepoxide, (6E,10E,14E)-12-hydroxy-16-(2-hydroxy-5-methoxy-3-
methylphenyl)-2,6,10,14-tetramethylhexadeca-6,10, 14-trien-5-one,
(2E,5R 6E,10E,12R)-1-(2-hydroxy-5-methoxy-3-methylphenyl)-3,7,11,15-
tetramethylhexadeca-2 6,10, 14-tetraene-5 12-diol, (10R,13R_17R)-17-[{2R)-




m/z del
parent Abundancia FBMN (GNPS)
ion

shared RT

name (min)

5-hydroperoxy-5-propan-2-ylhept-6-en-2-yl]-10 1 3-dimethyl-
1,26,7,8911,12,14,15,16,17-dodecahydrocyclopenta[a]phenanthren-3-
one, sargachromanol F stypotriolaldehyde, thunbergol A, thunbergol B,
meroterphenol A, meroterphenol B, cystodione H, cystone A, dictyopterisin
G, dictyopterisin F, dictyopterisin F dictyopterisin J
3-[(2R,3R 45,55)-5-(dimethylarsorylmethyl)-3,4-dihydroxyoxolan-2-ylloxy-2-
hydroxypropane-1-sulfonic acid, hydroperoxyacetoxycrenulide
(2R)-2-[(3E,7E)-10-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)-4 8-dimethyldeca-3,7-dienyl]-
2 8-dimethyl-3,4-dihydrochromen-6-ol, taondiol, 2-[(2E.6E,10E)-9-hydroxy-
3,711, 15-tetramethylhexadeca-2 6,10, 14-tetraenyl]-6-methylbenzene-1 4-
diol, 2-[(2E.6E,9E)-11-hydroxy-3,7 11, 15-tetramethylhexadeca-2 6.9, 14-
tetraenyl]-6-methylbenzene-1 4-dial,
2-[(2E,6E,9E)-11-hydroxy-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2 6.9, 14-
tetraenyl]-6-methylbenzene-1 4-diol, 2-[(2E 6E,10E)-13-(3,3-dimethyloxiran-
917 40 4122971 25041 0 2-y1)-3,7, 1'1-trimethyltrideca-2 6, 10-trienyl]-6-methylbenzene-1,4-diol,
(1R,2R,115,14R 15R,185,20R)-1,8,11,15,19,19-hexamethyl-10-
oxapentacyclo[12.8.0.02,11.04,9.015,20]docosa-4(9),5,7-triene-6,18-diol,
stypodiol, epistypodiol, iscepitaondiol, epitaondiol, 3p-dydroxyergosta-
5,24(28)-dien-16-one, sargachromanol C, sargachromanal L, 2B,3a-
epitaondiol, (65, 10E)-13-[(2R)-6-hydroxy-2 8-dimethyl-3 4-dihydrochromen-
2-yl]-2,6,10-timethyltrideca-2,10-dien-5-one, stigmasta-5,24(28)-dien-3a-ol,
paradoxhydroquinone, dictyoptesterol B

2608 10.8 | 393.2787 25476 0
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Para superar este tipo de problemas en la dereplicacion, los desarrolladores del GNPS han
lanzado herramientas que permiten el manejo de grandes cantidades de datos buscando
la caracterizacion de posibles estructuras a partir de los datos de MS/MS. Logrando una
identificacion aproximada de las moléculas que no pueden ser dereplicadas por comparacion
directa de los fragmentos de los espectros de MS/MS. Este logro requiere el uso de algoritmos
complejos con alcances limitados. Es asi como dentro de la plataforma GNPS se puede usar
la herramienta MS2LDA, la cual construye Mass2Motifs, que son conjuntos de fragmentos
construidos a partir de la descomposicién de los datos suministrados, que pueden ser com-
parados con patrones de fragmentacion de compuestos de referencia que tienen patrones de
fragmentacion concurrentes|8|. En la tabla se presentan dos descriptores de taxonomia
quimica CF_Class y CF_ Parent, propuestos por classyfire |9], para los compuestos proba-
bles sugeridos por MS2LDA. Estos descriptores suministran caracteristicas que describen los

compuestos y permiten recopilar informacion para facilitar la elucidacion estructural|9].

Segun ClassyFire (CF) los compuestos quimicos se pueden clasificar en diferentes niveles,
de manera analoga a la clasificacion taxonémica de los seres vivos. En este documento, se
usaran los descriptores: “CF  class”, que corresponde a una categoria quimica que caracte-
risticas estructurales especificas dadas por el sistema; y el “CF _Parent”, que corresponde a
la categoria definida por la caracteristica estructural méas grande que describe el compues-
tol9]. Por ejemplo, en la dltima entrada en la tabla 3.4, se encuentra el feature 917 (m/z
412.2971, Tr:4.0 min) que de acuerdo con “CF _class” corresponde a un fatty acyl (acilo gra-
so) y “CF_Parent” lo describe como un Very long-chain fatty acids (acido graso de cadena
larga). Una dereplicacion posterior usando las herramientas que se describen mas adelante
lo identifica como 3-Hydroxyhezadecadienoylcarnitine (masa exacta: 411.2984) que tiene las
caracteristicas antes descritas.

Al analizar el extracto FO de Stypopodium zonale EP6801 se obtuvo una descripcion, usan-
do MS2LDA, para 19 picos. Es decir solamente uno no pudo ser clasificado. Dentro de
los compuestos sugeridos se encuentran moléculas descritas en el CF_ Parent como glicero-
fosfolipidos (1,2-diacylglycerol-3-phosphates y 1-acyl,2-(1Z-alkenyl)-glycerophosphocholines),
fenilpropanos (Phenylpropanes), dimetoxibencenos (Dimethoxybenzenes), hidropirimidinas
(Hydropyrimidines), acidos grasos de cadena larga (Very long-chain fatty acids), esteroles

(Cholesterols and derivatives y Androstane steroids) y clorinas (Chlorins).

También existen herramientas bioinforméticas de dereplicacion de estructuras in silico, que
permiten dereplicar compuestos a partir de drboles de fragmentaciéon y la comparacién con
bases de datos asociadas a estas como GNPS, HMDB y KNApSAcK. En este documento se
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usaron tres de este tipo de herramientas: Dereplicator Varquest que realiza la dereplicacion
para péptidos y derivados, construyendo arboles de fragmentacion a partir de la ruptura de
enlaces C-N|11]; el Dereplicator’ es una variacion de la herramienta anterior, debido a que
hace la construccion de los arboles de fragmentacion a partir de rupturas de enlaces C-C,
C-N y C-O|12]; y por ultimo, MolDiscovery que realiza la construccion de los arboles de
fragmentacion a partir de un modelo probabilistico que determina qué tipo de enlaces C-C,
C-N y C-0O, deben romperse para producir los fragmentos més abundantes dentro de los

patrones de fragmentacion|14].

Para continuar con el mismo ejemplo, en el extracto FO de la muestra Stypopodium zonale
EP6801 (Tabla se dereplicaron 2 picos mediante Dereplicator Varquest que correspon-
den a péptidos; mientras que en Dereplicator” y MolDiscovery se dereplican 5 picos, dando
compuestos similares las dos plataformas y que corresponden a derivados de la feofitina y la

feoforbida, de macrolidos, esteroides y glicerdlipidos.

Los compuestos sugeridos en la dereplicacion pueden ser diferentes debido a que estas herra-
mientas emplean diferentes algoritmos y niveles de prediccion para dereplicar las moléculas.
Por lo cual se deja a criterio del investigador elegir cuél informaciéon es més confiable de acuer-
do a los datos de los que disponga, por ejemplo, los reportes de literatura para el organismo
estudiado, o la polaridad del extracto. En el caso del extracto FO de la muestra Stypopodium
zonale EP6801 los feature 5101 y 5697 fueron dereplicados como feofitina a y un isémeros
de ella acuerdo con FBMN. Usando Dereplicator+ y MolDiscovery, se encontrdé que para el
feature 5697 se confirma la identidad de la feofitina a con las dos herramientas, mientras
que para el feature 5101 no se dereplica ningtin compuesto. Adicionalmente, se identifica la
presencia de otros derivados de la feofitina como 7-deformyl-7-hydroxymethylpheophytin b/b’
(feature 5481, Tr 18.8, m/z 887.5678), Phaeophytin a 10R-Hydrozy (feature 5159, Tr:18.1min,
m/z 887.5682), Phaeophorbide a (feature 5108, Tr 18.0 min, m/z 593.2750) y Phaeophorbide
a 10-Hydrozy (feature 5160, Tr 18.1 min, m/z 609.2703).



Tabla 3.6.: Dereplicacion de 20 picos méas abundantes en HPLC-MS/MS usando ESI en modo Positivo para la fraccion FO

shared
name

de S. zonale EP8601 por busqueda en herramientas de prediccion. (Pagina 157-158)

RT
{min)

m/z del

parent

CF_class

CF_Dparent

D_Varquest

DEREPLICATOR+

MolDiscovery

ion
Triticum_aestivum_H202_Sfress_ Trltlcum_?:l;f,tll\_.ftumgl;l21(1)21_58tres
4779 172 | 903.5631  Prenol lipids Sulfatides #N/A metabolite_3.7.11.15-Tetramethyl- s_metabotite_2,7, 11, 12-
2E-hexadecenyl_ester L e ==
— hexadecenyl_ester
1,2-
5159 181 | 8875682 G'yr‘:;rio%';c’s diacylglycerol-3- #N/A Phaeophytin_a_10R-Hydroxy Phaeophytin_a_10R-Hydroxy
pholip phosphates
5' 7'-dihydroxy-2'-
Benzene _pentadecylchromone|5,7—
and Dihydroxy-2-pentadecyl-4H-1-
3223 12.8 | 3892690 . Phenylpropanes #N/A benzopyran-4-one|5, 7-dihydroxy-2- #N/A
substituted
R e _pentadecylthromen—40ne|5,?—
dihydroxy-2-pentadecylchromen-4-
one
Carboxylic Dimethoxybenze 10,15-Cyclo-1,3(20),6-
2688 11.0 | 4072794 acids and nes #N/A #N/A phytatriene-1,11,20-triol_1,20-
derivatives Di-Ac
209 04 486.3582 Diazines Hydropyrimidines #N/A #N/A Melearoride_A
Gl h 1.2- S(ﬁ{iu;(cz%ﬁg _tf\ |31 etqgﬁ(; ﬁ(L)R)_ 7-deformyl-7-hyd thyl
'ycerophos ; ; , idehydro- -hydroxy- -deformyl-7-hydroxymethyl-
5481 188 | 887.5678 | ~holipids | diacylglycerol-3- #NIA 17(3)-O-phythyirhodochlorin_15- pheophytin_b/b’
phosphates
acetate_delta-lactone
Glycerophos ) 1.2- ) ) ) )
5697 194 | 871.5731 pholipids diacylglycerol-3- #N/A pheophytin_a|pheophytin-a pheophytin_a|pheophytin-a
phosphates
(3E,7E,11E)-2, 7-dimethyl-2-
(4.8, 12-trimethyltrideca-3.7,11-
trienyl)-2H-chromen-6-ol|2,7-
Very long-chain dimethyl-2-((E,E)-4",8"12"-
1046 48 3952946 | Fatty Acyls fatty acids #N/A trimethyltrideca-3'7',11'-trienyl)-2H- #N/A
1-benzopyran-6-ol|2,7-dimethyl-2-
<(E,E)4' 8" 12"-trimethyltrideca-
37" 11rienyl>-2H-1-benzopyran-
6-ol




shared
name

RT

m/z del

parent

CF_class

CF_Dparent

D_Varquest

DEREFPLICATOR+

MolDiscovery

(min)

on

Triticum_aestivum_H202_Siress_

Triticum_aestivum_H202_Stres
s_metabolite_3,7,11,15-

4779 172 903.5631 | Prenol lipids Sulfatides #N/A metabolite_3.7,11,15-Tetramethyl-
2E-hexadecenyl_ester Ve s ==
— hexadecenyl_ester
1,2-
5159 18.1 | 887.5682 G'yr‘:glri"%hos diacylglycerol-3- #N/A Phaeophytin_a_10R-Hydroxy Phaeophytin_a_10R-Hydroxy
photipids phosphates
5", 7'-dihydroxy-2"-
Benzene _pentadecylchromone|5,?—
and D|hydr0xy—2—pentadegyl—4H—1—
3223 12.8 | 38928690 . Phenylpropanes #N/A benzopyran-4-one|5,7-dihydroxy-2- #N/A
substituted
B E—— pe ntadecyl-chromen-4-one|5,7-
dihydroxy-2-pentadecylchromen-4-
one
Carboxylic Dimethoxybenze 10,15-Cyclo-1,3(20),6-
2688 11.0 | 407.2794 acids and nes #N/A #N/A phytatriene-1,11,20-triol_1,20-
derivatives Di-Ac
209 04 486.3582 Diazines Hydropyrimidines #N/A #N/A Melearoride_A
Gl h 1.2- smu;(cz%ﬁg _tf\ |31 etqgﬁ(; ﬁ(L)R)- 7-deformyl-7-hyd thyl
ycerophos ; ; , idehydro- -hydroxy- -deformyl-7-hydroxymethyl-
5481 188 | 887.9678 | ~holipids | diacylglycerol-3- #NIA 17(3)-O-phythyirhodochlorin_15- pheophytin_b/b’
phosphates
acetate_delta-lactone
Glycerophos ; = . : : :
5697 194 | 871.5731 pholipids diacylglycerol-3- #N/A pheophytin_a|pheophytin-a pheophytin_a|pheophytin-a
phosphates
(3E,7E,11E)-2,7-dimethyl-2-
(4,8, 12-trimethyltrideca-3,7,11-
trienyl)-2H-chromen-6-ol|2,7-
Very long-chain dimethyl-2-((E E)-4'.8' 12'-
1046 48 3952946 | Fatty Acyls #N/A trimethyltrideca-3'.7',11"-trienyl)-2H- #N/A

fatty acids

1-benzopyran-6-ol|2,7-dimethyl-2-
<(E,E)-4" 8" 12'-trimethyltrideca-
3.7 11-trienyl>-2H-1-benzopyran-
6-ol
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3.3.2. Dereplicacion por RMN y dereplicacion por HPLC-MS/MS.

Como se mencion6 al inicio de este capitulo la dereplicacion haciendo uso de los datos de
RMN y de masas puede llevar a resultados diferentes, y complementarios. Para ejemplificar
las diferencias en estas dos metodologias se va a comparar la dereplicacion usando datos de
HPLC-MS/MS y datos de RMN para la muestra WB de Stypopodium zonale EP8601. En
la figura se pueden observar los analisis por HPLC-MS/MS en modo positivo (trazo
negro) y en modo negativo (trazo azul) para la misma muestra, es evidente que en modo
negativo se observa una mayor cantidad de picos, incluso en tiempos de retencién mayores

a 10 minutos que en el modo positivo no se habian observado senales.

Estos resultados contrastan fuertemente con lo observado en el espectro de RMN'H de la
misma fraccion (figura ), que habian mostrado la presencia de un compuesto muy mayo-
ritario, que corresponde meroditerpeno stypotriol, junto con algunas grasas insaturadas y la
quinona del meroditerpeno (figura ) Estos resultados tan diferentes, obtenidos por RMN
y HPLC-MS/MS; son esperados y han sido descritos en la bibliografial24]. Se debe tener en
cuenta que el RMN'H (en su integracién) refleja de mejor manera la concentracién molar
de los compuestos en la muestra, mientras la intensidad de las sefiales en HPLC-MS/MS
es dependiente de la facilidad de ionizacion de los compuestos|25], lo que explica la gran
diferencia en la intensidad de las sefiales en el modo positivo y en el modo negativo (figura
3.5), pues para compuestos polares de tipo fenolico se obtienen mejores ionizaciones en modo
negativo, lo que explica la mayor cantidad de seniales|26]. En general se puede afirmar que
los datos de RMN reflejan mejor la composicion de la muestra, pero sélo permiten observar
los compuestos mayoritarios; mientras los datos de HPLC-MS/MS, particularmente en modo
negativo dada la polaridad de la muestra, permiten ver compuestos minoritarios, pero no

dan idea de la concentracion de ellos en las muestras.
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Figura 3.5.: (A). Cromatogramas (TIC) de los extractos WB de S. zonale EP8601 en modo ESI positivo (trazo negro) y en
modo ESI negativo (trazo Azul); (C) Espectro de RMN 1H (400 MHz, CD30OD) (c) Estructura de meroditerpeno
stypotriol junto con su correspondiente orto-quinona..
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El paso siguiente fue dereplicar en las bases de datos de GNPS los datos del extracto WB
de Stypopodium zonale EP8601. Los datos de HPLC-MS/MS en modo ESI positivo fueron
procesados por el MZmine, que permitié alinear las tres corridas y remover los aductos. Este
software identifico la presencia de 264 features (compuestos diferentes potencialmente), que
fueron subidos a la plataforma del GNPS. En la tabla 3.5 se pueden observar los 20 picos més
abundantes, incluyendo los datos de m/z para el Parent ion, su abundancia, la derreplicacion
en las bases de datos del GNPS (Feature con mirror plot), y los compuestos sugeridos en
la base de datos CMNPDB. Es interesante notar que tan sélo 2 compuestos se dereplican
en las bases de datos del GNPS, lo cual se puede explicar porque los compuestos derivados
de algas no han sido suficientemente explorados por MS/MS y por tanto las coincidencias
son bajas. Esto es particularmente cierto para esta fraccion WB que no contiene metabolitos

de amplia distribucion, como si ocurre en el estudio de la fraccion FO (ver numeral anterior).

Cuando se hizo la dereplicacion usando la base de datos Marine Natural Products DataBase
(CMNPD), se obtuvieron tres coincidencias si se tiene en cuenta el género de la muestra
(Stypopodium en este caso), y ocho si se busca usando el termino Phaeophyceae (algas par-
das). Entre los compuestos encontrados, usando la base de datos CMNPD, se evidencia la
presencia de los derivados de stypotriol que se verificaron por RMN. Ademas de diterpenos
y lipidos prendlicos de amplia distribuciéon en las algas pardas.



Tabla 3.8.: Derepliacion de 20 picos més abundantes en HPLC-MS/MS usando ESI en modo Positivo para la fraccion WB
de Stypopodium zonale EP8601 por medio de comparacion con las bases de datos asociadas al GNPS y busqueda

de coincidencia del valor de masa en Marine Natural Products DataBase. (Pagina 161-162)

Shared Rt m/z de Abundancia Feature con mirror plot Derreplicacion en Derreplicacion amplia en MNPDB?
name (min) parent ion’ (dereplicacion bases de datos MNPDB?
GNPS)
425 TS 4272926 334373 Stypoldione
Stypoquinonic acid
flabellinol
424 753 4092818 163688 No matches sargachromanol P
atomariaocne A
atomarianone B
402 7.38 429 3067 151319 stypotriol
407 7.39 4282996 134057 No matches No matches
434 7.58 472 3722 108548 No matches No matches
557 14.14 139.9917 92090 No matches No matches
408 742 411.2974 76289 14-deoxystypoldione
flabellinone
430 754 153.0595 72243 No matches No matches
494 9.00 395.3029 65252 No matches Indicarol acetate
sargaol
Dichotenol b
(z)-sargaquinone
418 753 257.2327 65011 No matches 1,4-dimethoxy-2-(3-methyl-2-
butenyl)naphthalen
46 Sa-dihydroxycubenol
566 14.69 287.8953 59703 No matches pachydictyol A
y otros 57 isomeros de diterpeno
CaoH3:20
78 353 197 1234 52703 No matches No matches
528 14.02 144 9860 42482 No matches MNo matches
8 074 205.0745 42151 No matches No matches
36 097 2321597 40854 Butyrylcarnitine — 70.00 eV No matches Mo matches




Shared m/z de Abundancia Feature con mirror plot Derreplicacion en Derreplicacion amplia en MNPDB?
name parent ion’ (dereplicacion bases de datos MNPDB?
GNPS)
i_-“:‘ i i !
24 083 241.1601 38333 closest TMAP. match from MNo matches No matches
https://pubs.acs.org/doifabs/10.10
21/acs.analchem._1c04378
« '"_ - b H
240 582 192.1446 36959 _ No matches No matches
59 1.85 3932313 36943 No matches hydroperoxyacetoxycrenulide
316 6.30 288.2966 35535 No matches No matches
561 14.15 111.0238 34353 MNo matches No matches

1 Corresponde al ion [M+H]*

2 3e busco el M (por resta del al ion [M+H]* de 1.00784, la masa atémica del hidrogeno), cruzandola contra Stypopodium en el organismo
3Se buscé el M (por resta del al ion [M+H]*de 1.00784, la masa atomica del hidrégeno), cruzandola contra Phaeophyceae (algas pardas) en el organismo
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Posteriormente, se realizo el mismo analisis para los datos de la corrida por HPLC-MS/MS
en modo negativo. E1 MZmine identifica la presencia de 158 features (compuestos potencial-
mente diferentes), que fueron subidos a la plataforma del GNPS. En la tabla se pueden
observar los 20 picos mas abundantes, y su derreplicaciéon en las bases de datos asociadas
al GNPS (Feature con mirror plot), y en la base de datos CMNPDB. Es interesante notar
que tan solo 1 compuesto se dereplica en las bases de datos del GNPS. Cuando se hizo la
dereplicacion usando la base de CMNPDB la coincidencia sube a tres si se tiene en cuenta el
género de la muestra (Stypopodium en este caso), y a ocho si se busca en Phaeophyceae (algas
pardas). Entre los compuestos encontrados, usando la base de datos CMNPDB, se evidencia
la presencia de los derivados de stypotriol que se verificaron por RMN, pero no se observa el
stypotriol (como mayoritario). Ademas de diterpenos y lipidos prenolicos de amplia distri-
bucién en algas pardas. Son muy pocas las coincidencias entre los datos de los compuestos

identificados cuando se comparan los datos en modo positivo y en modo negativo.

Tabla 3.10.: Dereplicacion de los 20 picos mas abundantes en HPLC-MS/MS utilizando ESI
en modo negativo para la fraccion FO de S. zonale EP8601 mediante compa-
racion con las bases de datos asociadas a GNPS y biisqueda de coincidencias

en el valor de masa en CMNPD (https://www.cmnpd.org)

Rt m/z de Abund  Feature con mirror plot Derreplicacion en Derreplicacion amplia
(min) parent ancia {dereplicacion bases mnpdb? en mnpdb?
ion’ de datos GNPS)
765.5056 651733 0 No matches No matches
308 109 | 817.5339 611654 0 No matches No matches
149 7.2 | 7935330 591358 0 No matches No matches
172 7.6 | 473.3017 567219 0 stypohydroperoxide -
327 13.4 | 3872634 | 428095 0 No matches 5, 7-dihydroxy-2-
pentadecylchromen-4-
ane
(2E)-5,7-dihydroxy-2-
pentadecylidenechrom
en-4-one
180 T7 | 7935326 | 402185 0 No matches No matches
285 106 | 8155184 373287 0 No matches No matches
17 57 | 5532834 353963 0 No matches No matches
38 6.0 | 556.3029 352843 0 No matches No matches
269 10.3 | 763.4870 326707 0 No matches No matches
217 84 | 4433271 288791 0 10-keto-10- -
deisopropyliden-5'a-
desmethyl-5'-

acetylatomaric acid
54 62 | 5813135 254397 0 No matches No matches


https://www.cmnpd.org
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Rt m/z de Abund  Feature con mirror plot Derreplicacion en Derreplicacién amplia
(min) parent ancia (dereplicacion bases mnpdb? en mnpdb?

ion! de datos GNPS)
241750 atomaric acid

stypotriolaldehyde
212 8.3 | 499.3546 | 189764 0 [(2E,BE,10E)-11-
[(2S,45)-4-hydroxy-5,5-
dimethyloxolan-2-yl]-1-
(2-hydroxy-5-methoxy-
3-methylphenyl)-3,7-
dimethyldodeca-2 6,10-
trien-5-yl] acetate

182 7.7 | 8195487 189182 0 No matches No matches
289 10.6 | 789.5023 169675 0 No matches No matches
284 106 | 777.5014 | 166105 0 No matches No matches
189 7.8 | bB63.3562 164965 0 No matches cystophloroketal A-E
294 10.7 | 4032589 | 158981 0 No matches secospatacetal D
dictyotriol A diacetate
52 6.1 | 4812682 148999 0 No matches No matches
192 79 | 4252793 | 148685 0 Stypoldione
stypoquinonic acid
flabellinol
100 6.5 | 3392079 | 148293 | Massbank:AU239460 No matches 5-[(5Z2,82,11Z214Z)-
Canrenone|(9S,145)- heptadeca-5,8,11,14-
10,13- tetraenyllbenzene-1,3-
dimethylspiro[2,8,9,11,1 diol
2.14,15,16-octahydro-
1H- 2-methyl-6-[(2E,BE)-
cyclopenta[a]phenanthre 3,7, 11-trimethyl-5-
ne-17,5 -oxolane]-2" 3- methylidenedodeca-
dione 2.6,10-trienyl]benzene-
1,4-diol
dictyol J

! Carresponde al 1on [M-HJ

2 Se busco el M (por suma del al ion [M-H] de 1.00784, la masa atémica del hidrégeno), cruzandola contra
Stypopodium en el organismo

* Se busco el M (por suma del al ion [M-H] de 1.00784, la masa atomica del hidrégeno), cruzandola contra
Phaeophyceae (algas pardas) en el organismo

Toda la discusion anterior pone de manifiesto que ni el analisis por RMN, ni el uso de es-
pectrometria masas de manera independiente, son suficientes en si mismos (al menos en el
estado del arte actual) para caracterizar completamente una muestra compleja. Asi mismo,
la calidad de la dereplicacion va a depender de la base de datos donde se efectuie, obteniéndo-
se mejores resultados cuando se usan bases de datos especializadas que cuando se usan bases
de datos generales. Es importante tener presente que la busqueda en CMNPDB se hace
de manera manual lo que dificulta el procesamiento de un gran ntimero de muestras (como
es el caso de esta tesis) y tan solo indica que si hay coincidencias con la masa molecular, sin
brindar informacién de la similitud de los espectros de masas.
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Uno de los objetivos del GNPS es el almacenamiento de espectros de LC-MS/MS, por lo
que se requiere que los investigadores de Productos Naturales Marinos alimenten esta base
de datos para facilitar estos procesos de dereplicaciéon. Los compuestos identificados putati-
vamente son diferentes de acuerdo con la herramienta empleada, pues éstas usan diferentes
algoritmos y niveles de predicciéon para identificar las moléculas distintos, por lo cual se deja
a criterio del investigador elegir la informacién que mejor se ajuste a sus datos. Profundizar
en la dereplicacion implicaria revisar toda la bibliografia para la especie estudiada, en caso de
faltar deberia irse a nivel de género, y buscar los espectros de masas y RMN experimentales,
o usar herramientas de predicciéon, para comparar estos datos con los experimentalmente
obtenidos. Este trabajo es enorme y solo tiene sentido en muestras valiosas para el estu-
dio realizado (que en este capitulo 3 no es necesario, pero en el capitulo 5 si se requerird).
Por lo que el uso de las herramientas de prediccion de estructura, por ejemplo Dereplicator,
MolDiscovery y la construccion de redes moleculares puede ayudar en el perfilado de los ex-
tractos sin el desgaste excesivo de la derreplicacion manual de todos los datos de LC-MS/MS.

3.3.3. Construccion de las redes moleculares y caracterizacion de tipos
de compuestos.

La plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) es una he-
rramienta de libre acceso, que tiene como fin el almacenamiento y anélisis de espectros de
LC-MS/MS para un gran numero de muestras. Asi, esta plataforma permite el analisis de
los datos propios, y su comparaciéon con datos publicos, provenientes tanto de bases de datos
publicas como de datos de LC-MS/MS proporcionados por los usuarios del GNPS, e incluso
con datos de investigaciones propias|6|. En este sentido, la creacion de redes moleculares es
el acercamiento computacional méas interesante de la ultima década en productos naturales,
pues permite caracterizar el espacio quimico de un gran niimero de muestras al mismo tiem-

po, ademas de compararlas entre si.

Como resultado de estos analisis se puede visualizar el espacio quimico de una muestra como
graficos compuestos de subredes o clister que a su vez son agrupaciones de nodos (ver por
ejemplo la Figura . Aquellos nodos que no comparten patrones de fragmentacién con
otros son reportados como selfloops. Cada nodo es un espectro MS? consenso asociado a un
tiempo de retencion, que idealmente corresponde a un tnico compuesto. El feature corres-
ponde a los nodos teniendo en cuenta su abundancia, por lo que los dos términos no son

sindénimos, pero se suelen usar indistintamente. Los nodos pueden ser coloreados de acuerdo
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con la caracteristica que se quiera destacar, como por ejemplo género del alga estudiada, o su
actividad biologica. Cuando el nodo es compartido por méas de una muestra, éste se coloreara
con los colores de cada muestra usando una grafica de torta que reflejara la presencia del
compuesto responsable de este espectro MS2 en cada muestra. Cada nodo (feature) tiene un
numero en el centro que corresponde a la identificacion de éste, y que en las tablas anterio-
res se denomina Shared name, y es el que se usa en la plataforma GNPS para visualizar el
producto del ejercicio de dereplicacion. Asi mismo, es el niimero que se usa en las diferentes
tablas de Excel generadas durante los analisis de mass networking. Los nodos se asocian
en redes o clusteres de acuerdo con su similitud en los espectros de MS/MS, que se espera
reflejen similitudes estructurales, por lo que se puede inferir que cada cluster corresponde
a un tipo de compuestos. Por ejemplo, las redes pueden corresponder a compuestos como
esteroides, diterpenos, depsipeptidos ciclicos, oligopéptidos o meroditerpenoides. Dada la al-
ta sensibilidad de esta técnica de LC-MS/MS no es extrano que se identifiquen compuestos
producidos por los microorganismos asociados a las algas estudiadas|28]-|30]. Por lo que el
origen del compuesto identificado debe ser discutido.

Adicionalmente, la plataforma GNPS permite hacer la derreplicacion de forma automati-
zada como ya se discuti6 en las sesiones anteriores. Haciendo uso de herramientas de inte-
gracion de datos de diferentes recursos en el GNPS (MolNetEnhancer), es posible conocer
caracteristicas més especificas de los nodos, combinando la informacién de las herramientas
Dereplicator+, Varquest, NAP y MS2LDA. De esta forma, es posible clasificar los nodos en
11 niveles de taxonomia quimica propuestos por ClassyFire, siendo el nivel “CF _Dparent”,
el mas interesante, debido a que este nivel estda definido por la caracteristica estructural
mas importante que describe el compuesto, cuando un compuesto posee dos caracteristicas
muy relevantes se combinan para describir este compuesto|9], esta descripcion se obtiene en

inglés y se conservara asf a lo largo de este documento, para facilitar las biisquedas del lector.

En resumen, la informacion encontrada en las redes permite observar el tipo de compuestos
producidos por los diferentes géneros de algas escogidos, y determinar si son relevantes o no
para posteriores estudios de actividad, de acuerdo con los reportes de actividad inhibitoria

de enzimas de los compuestos identificados putativamente.

En esta seccion se ilustrara el analisis de los datos de HPLC-MS/MS para cada uno de los ex-
tractos de las algas pardas y rojas. Los analisis se harédn por separado para estas algas ya que
éstas son muy diferentes entre si. Asi mismo, el analisis de las redes se dividira de acuerdo con
la polaridad de los extractos por haberse analizado en condiciones cromatograficas diferentes.
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3.3.4. Perfilado metabdlico por HPLC-MS/MS de Algas Pardas.

El estudio de los perfiles metabolicos de las algas pardas seleccionados se realizdé en dos
partes: 1. Construccion de redes moleculares con los datos de LC-MS/MS de los extractos
organicos (FO) en modo positivo; y 2. Construcciéon de redes moleculares con los datos de
LC-MS/MS de los extractos butanélicos (WB) en modo positivo y en modo negativo en la
plataforma GNPS. Las redes se pueden consultar en los enlaces enlistados en la tabla [3.2]
en el texto solo se mostraran algunas de interés. Para el anélisis de las redes moleculares
se empled el workflow Feature Based Molecular Networking y en la plataforma del GNPS

utilizando los pardmetros que se encuentran en el anexo 3.3.

Las redes moleculares construidas para visualizar la distribuciéon de los compuestos en los
extractos organicos, se realizé utilizando los parametros encontrados en los anexos 3.1 y 3.2.
Las muestras se clasificaron de acuerdo con el género al que pertenecen. De esta forma, se
analizaron en ESI positivo los datos de 8 géneros representados por 1 muestra de Turbinaria,
8 muestras de Sargassum, 4 muestras de Dictyota, 1 muestra de Dictyopteris, 2 muestras de
Canistrocarpus, 3 muestras de Stypopodium, 1 muestra de Lobophora y 1 una muestra de
Padina, en modo positivo.

Para el estudio de los extractos butandlicos, se analizaron los extractos en modo positivo y
negativo, En la construccion de estas redes moleculares se incluyeron 19 muestras distribui-
das en 7 géneros representados por 2 muestras de Turbinaria, 8 muestras de Sargassum, 1
muestra de Dictyopteris, 1 muestras de Canistrocarpus, 4 muestras de Stypopodium, 2 mues-

tras de Lobophora y 1 una muestra de Padina.

Las redes construidas para los extractos FO (figura se compone de 186 nodos agrupados
en 25 clisteres. De estos features, 159 pudieron ser dereplicados con las herramientas antes
descritas, y se encuentran clasificados de acuerdo con CF_DParent de ClassyFire. Estos no-
dos se distribuyen dentro de los diferentes géneros de acuerdo con la tabla[3.11} En esta tabla
se observa que algunos géneros como Padina producen compuestos de amplia distribucion
en las algas, debido a que s6lo tiene un nodo exclusivo de los 30 nodos que produce; mientras
que otros géneros producen compuestos de distribucion restringida, como el género Turbi-
naria que produce 20 nodos exclusivos y solamente 6 compartidos. Esto hace interesante el
estudio de esta muestra por la alta posibilidad de encontrar compuestos o nuevos o de baja

distribucion.

En la red molecular construida en modo positivo para los extractos WB de las algas pardas
(ﬁgura se encontraron 764 nodos, agrupados en 42 claster y 214 selfloops. Lo que sugiere
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una mayor diversidad en composicién quimica que los extractos organicos respectivos. Los
datos obtenidos a partir de la red permiten observar que para este tipo de extractos, el nu-
mero de features (compuestos) producidos de manera exclusiva por cada uno de los géneros
es mayor que el nimero de features (compuestos) que son compartidos (tabla[3.11)). La tnica
excepcion es la del género Padina, asunto que es congruente con lo encontrado para esta
misma especie en los extractos organicos FO que mostré ser la menos diversa de las mues-
tras. De los 764 features de la red de los extractos butanoélicos en modo positivo, el 40.2 %
no pudo ser clasificado, porcentaje que es mucho mayor que el encontrado en la fraccion FO
y que puede ser causado porque en la fraccion WB se suelen encontrar metabolitos con una
distribucién mas restringida que la fraccion FO, donde hay metabolitos mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza (lipidos, por ejemplo), por lo que la posibilidad de identificarlos

disminuye.

En modo negativo se encontraron 2132 features (tabla , muchos més que en modo
positivo (casi el cuadruple), de los cuales no se alcanzé a dereplicar el 35.3%. Lo que po-
ne de manifiesto la gran diferencia de datos disponibles que existe entre estos dos modos
de ionizaciéon. El modo negativo es mas 1til para el andlisis de extractos polares, ricos en
compuestos como polifenoles[26|. Las redes obtenidas en este caso son méas grandes, mos-
trando una mayor complejidad metabolica, y no se observan redes grandes exclusivas para
un género de algas. En general, para cada género de algas es mayor el nimero de features

compartidos que los exclusivos para el género, pero este nimero es grande en todos los casos.
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Tabla 3.11.: Resumen de los datos encontrados en la red molecular de los extractos FO

(modo positivo) y WB (modo positivo y negativo) de las algas pardas y ntimero

de nodos encontrados para cada género.

EXTRACTOS FO EXTRACTOS WB
No. Features No. Features
Modo Positivo Maodo Positivo Modo Negativo

Exclusivos Compartidos  Exclusivos Compartidos  Exclusivos Compartidos
Turbinaria 20 6 65 36 216 301
Sargassum 25 54 80 78 614 957
Dictyota 15 50
Dictyopteris 6 22 98 22 127 162
Canistrocarpus 18 37 81 35 422 574
Stypopodium 17 22 101 40 152 422
Lobophora 8 42 41 55 99 351
Padina 1 29 15 64 89 265
No. nodos sin 27 307 753
dereplicar
No. Nodos totales 186 764 2132

En la Figura se presentan algunos clisteres para la red construida con los extractos FO
de las algas pardas analizados en modo positivo. Los nodos fueron coloreados de acuerdo con
los géneros de la muestra, y se agrupan de acuerdo con el tipo de compuestos dereplicado (1
al 34). Los nodos agruparon en 25 clusteres compuestos por dos o més nodos; y 34 selfloops.
De acuerdo con el descriptor “CFEF _Parent” (numerados en la figura 3.6), estas muestras
contienen glicerofosfolipidos (1,2-diacylglycerol-3-phosphates y Phosphatidylserines); terpe-
noides (Acyclic monoterpenoids, Triterpenoids, Sesquiterpenoids Biflorane and serrulatane
diterpenoids, y Fudesmanolides, secoeudesmanolides, and derivatives); derivados de écidos
carboxilicos (Alpha amino acid esters); compuestos oxigenados (Cyclic alcohols and deriva-
tives), porfirinas (Porphyrins), derivados de acidos grasos (Fatty acid methyl esters, Fatty
acyl glycosides of mono- and disaccharides y Fatty amides), compuestos aromaticos (Benzo-
diozoles y Styrenes), esteroides y derivados (Stigmastanes and derivatives, Cholesterols and
derivatives, Vitamin D and derivatives y Dihydrozy bile acids, alcohols and derivatives),
tetrapirroles (Chlorins) y xantofilas (Xanthophylls). La lista completa de los nodos y su des-
cripcidn se encuentra en el anexo 3.3 y la red completa se encuentra en el anexo 3.4. Dentro
del documento solo se presentaran los datos mas llamativos.
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El cluster més grande de esta red de FO corresponde al No.1, estando conformado por 48
nodos, que se corresponden a muestras de los géneros Dictyota, Canistrocarpus y Turbinaria,
estando las dos primeras mas asociadas. Este cluster es clasificado como Dihydrozxy bile acids,
alcohols and derivatives. La dereplicacion por FBMN mostro la presencia de diterpenos tipo
cembrano para el género Dictyota, que son comunes en este género segun la literatural31|; y
esteroides oxigenados en el caso del género Turbinaria|21], también comunes en estas algas,
que concuerdan con la clasificaciéon propuesta. Por otro lado, se encuentran clisteres que
contienen nodos de alta distribucion en todos los géneros como por ejemplo los clisteres
No. 2 (1,2-diacylglycerol-3-phosphates), No.7 (cyclic depsipeptides), y No. 15 (fatty amides).
Otros clusteres son de distribucion restringida como por ejemplo el No. 5 (very long fatty
acids), No. 12 (Glycerophosphocholines) y No.13 (Phenylpropanes), que son producidos por
el género Stypopodium. Ninguno de los nodos de estos clusteres dereplico en FBMN del GNPS.

Los compuestos de mayor distribucion, juzgados por ser detectados en las muestras de todos
los géneros, corresponden a dos amidas derivadas de acidos grasos (Fatty amides) cuyos no-
dos son 44 y 108; a dos glicerofosfolipidos (1,2-diacylglycerol-3-phosphates) que corresponden
a los nodos 168 y 192; y a un depsipéptido ciclico (Cyclic depsipeptides) que corresponde al
nodo 49. La producciéon de este ltimo es asociada a microorganismos del ecosistema ma-
rino[32).
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Figura 3.6.: Ampliacion de los clisteres mas representativos de las redes moleculares INN de los extractos FO de las algas
pardas y anotacion de acuerdo con la clasificacion “CF Dparent” de los clisteres.

1. Dihydroxy bile acids, alcohols, and derivatives, 2. 1,2-diacylglycerol-3-phosphates, 3. Fatty acyl glycosides of mono- and
disaccharides, 4. Fatty acid methyl esters, 5. Very long-chain fatty acids, 6. Benzodioxoles, 7. Cyclic depsipeptides, 8.
Phosphatidylserines, 9. Vitamin D and derivatives, 10. Sesquiterpenoids, 11. Alpha amino acid esters, 12.
Glycerophosphocholines, 13. Phenylpropanes, 14. Stigmastanes and derivatives, 15. Fatty amides, 16. Trihydroxy bile acids,
alcohols and derivatives, 17. Fatty alcohols, 18. N-acyl-alpha amino acids, 19. Macrolactams, 20. Acyclic monoterpenoids, 21.
Porphyrins, 22. Eudesmanolides, secoeudesmanolides, and derivatives, 23. Xanthophylls, 24. Oligopeptides, 25. Cholesterols
and derivatives, 26. Styrenes, 27. Chlorins, 28. Triacylglycerols, 29. Cyclosporins, 30. Cyclic alcohols and derivatives, 31.
Alpha amino acids and derivatives, 32. Biflorane and serrulatane diterpenoids, 33. Triterpenoids, 34. Cyclic peptides.
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El anélisis de los extractos butandlicos se realizd tanto en modo positivo como en modo
negativo. Esto debido a que los compuestos que se espera estén presenten en estos extractos

polares, polifenolicos, por ejemplo, suelen ionizar méas facilmente en modo negativo|23].

En la red molecular construida en modo positivo, se encontraron 41 tipos de compuestos
de acuerdo con el descriptor “CFEF _Parent” (se da el nombre entre paréntesis y se mantiene
en inglés). Dentro de los que se encuentran derivados de écidos carboxilicos (Acyl carni-
tines, Long-chain fatty acids, Long-chain fatty alcohols, Indolecarboxylic acids and deriva-
tives, Medium-chain hydrozy acids and derivatives), aminoéacidos (Delta amino acids and
derivatives), acilgliceroles (2-monoacylglycerols, Monoalkylglycerophosphoinositols), alcaloi-
des (Harmala alkaloids, Buzus alkaloids), indoles (Indolecarboxylic acids and derivatives),
macrolidos (Macrolides and analogues, Triterpenoids), compuestos nitrogenados (Aldozimes,
Azepines), compuestos oxigenados (Ketones, Eporides), terpenos y terpenoides (Sesterter-
penoids, Fudesmanolides, secoeudesmanolides, and derivatives, Milbemycins, Bicyclic mo-
noterpenoids, Sesquaterpenoids, Triterpenoids, Sesquiterpenoids), Lipidos fenolicos (Prenol
lipids/Thiolanes), lactonas (Gamma butyrolactones), péptidos hibridos (Hybrid peptides),
nucleosidos (Purine nucleosides), quinolidinas y quinolinas ( Quinolidines, Quinoline carboxy-
lic acids), esteroides (3-beta-hydroxysteroids, Cholesterols and derivatives, Vitamin D and
derivatives, Ergostane steroids, Dihydrozy bile acids, alcohols and derivatives, Androgens and
derivatives) y compuestos aroméaticos (P-benzoquinones, diarilheptanoides/Curcuminoids y

Retro-dihydrochalcones).

Al observar la red en funcion del género del alga estudiada (figura , se evidencia que las
tres redes mas grandes, que corresponden a No 1. Prenol lipids ( Thiolanes), No 2. Androgens
and derivatives, y No 3. Acyl carnitines, estdn ampliamente presentes en los géneros Canis-
trocarpus, Lobophora, Turbinaria y Dyctiopteris, y en la tercera red se incluye Stypopodium
y Sargassum. Los Androgens and derivatives (androgenos y derivados) son de origen animal,
de hecho se dereplico la presencia de un derivado de testosterona segin FBMN, y han sido
catalogados como una contaminacion de los ecosistemas acuaticos|33|. Finalmente, también
encontraron clusteres exclusivos para Stypopodium, Turbinaria, Canistrocarpus y Dyctiopte-

ris, siendo para el primer género las redes més grandes.

Para el género Stypopodium se evidencié la produccion de manera exclusiva de Sesquiter-
penoides (red 4); Quinolidinas (red 12), alcoholes grasos (red 13); acidos dihidroxibiliares,
alcoholes y derivados (red 14); 3-beta-hidroxiesteroides (red 15), y P-benzoquinonas. A par-
tir de algas de este género se han aislado terpenoides y compuestos derivados de esteroides,
asi como fenoles grasos (ver CMNPDB), lo que confirma lo propuesto por “CF _Dparent”.
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Para Turbinaria la red sugiere la presencia de alcaloides (red No 7) pero estos compuestos
no han sido reportados para este género (ver CMNPDB). Curcuminoides (red 29) y sesqua-
terpenoides (red 9) son sugeridos para Dictyopteris, que es una especie caracterizada por la
presencia de terpenos (ver CMNPDB). Los compuestos (features) con mayor distribucion
corresponden a los nodos 18, 27, 31, 182, 210 y 627, que no pudieron ser clasificados. Otro
compuesto de alta distribucion corresponde a un epoxido (nodo 197).
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Figura 3.7.: Ampliacion de los clisteres mas representativos de las redes moleculares INN de los extractos FO de las algas
pardas y anotacion de acuerdo con la clasificacion “CF Dparent” de los clisteres.

1. Prenol lipids (Thiolanes), 2. Androgens and derivatives, 3. Acyl carnitines, 4.Sesquiterpenoids, 5. Ketones, 6. Cholestane
steroids, 7. Buxus alkaloids, 8. Long-chain fatty acids, 9. Sesquaterpenoids, 10. Retro-dihydrochalcones, 11. Ergostane
steroids, 12. Quinolidines, 13. Long-chain fatty alcohols, 14. Dihydroxy bile acids, alcohols and derivatives, 15.
3-beta-hydroxysteroids, 16. N-acyl amines, 17. Long-chain fatty acids, 18. Hybrid peptides, 19. P-benzoquinones, 20.
Vitamin D and derivatives, 21. Triterpenoids, 22. Delta amino acids and derivatives, 23. Epoxides, 24. Gamma
butyrolactones 25. Medium-chain hydroxy acids and derivatives, 26. Triterpenoids, 27. Milbemycins, 28. curcuminoids, 29.
Sesterterpenoids, 30. Indolecarboxylic acids and derivatives, 31. 2-monoacylglycerols, 32. Bicyclic monoterpenoids, 33.
Azepines, 34. Cholesterols and derivatives, 35. Monoalkylglycerophosphoinositols, 36. Eudesmanolides, secoeudesmanolides,
and derivatives, 37. Harmala alkaloids, 38. Dihydropyranones, 39. Quinoline carboxylic acids, 40. Purine nucleosides.
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En modo negativo se encontraron 2132 features (tabla[3.11]). Las redes en este caso son més
grandes, mostrando una mayor complejidad metabodlica, y no se observan redes grandes ex-
clusivas para un género de algas. Estos nodos se clasificaron en 111 tipos de compuestos (CF
DParent), algunos de ellos como los terpenos, derivados de 4cidos grasos, fosfolipidos y este-
roles que también fueron detectados en modo positivo. Dentro de los compuestos detectados
en este modo negativo se resalta la presencia de miltiples compuestos de tipo triterpenoide,
los sequiterpenoides tipo edudesmano, y otros sesquiterpenoides, taninos hidrolizables y di-
terpenos. También se observa la presencia de otros compuestos menos abundantes pero que
forman redes multimodales como: derivados del acido bencensulfonico, que puede dar cuenta
de contaminaciones por detergentes; acetogeninas; macrolactamas; esteroides glicosidados y
no glicosidados; isoflavonas; aminoacidos y derivados; derivados del fenol y del naftol; pépti-
dos (ciclicos, lineales y depsipeptidos). Para ver detalles se adjunta el archivo de Cytoscape

en el anexo electrénico 3.4.

Se observa una gran cantidad de sesquiterpenoides de eudesmano para Turbinaria y Canistro-
carpus, como no son de la misma red, los compuestos no estarian estrechamente relacionados.
Otras especies también contienen estos terpenoides. Canistrocarpus tiene varias otras redes
exclusivas que incluyen 2,2-dimetil-1-benzopiranos, otros terpenoides, Piridinilpiperazinas, y

ésteres del acido benzoico, pero estas redes contienen pocos miembros.

Resalta la presencia de compuestos fenolicos, como monoterpenoides aromaticos, produci-
dos principalmente por Stypopodium; isoflavonas y sus glicésidos encontrados en los géneros
Stypopodium, Padina y Sargassum; naftoles y derivados encontrados en todas las muestras;
catecoles encontrados en Dictyopteris, y glicosido de fenol de Stypopodium. Los compuestos
aromaticos e hidroxilados suelen ser importantes en las aplicaciones cosméticas También fue-
ron detectados oligosacaridos en las muestras de Turbinaria, Sargassum, Padina, Lobophora
y Canistrocarpus; y diversos compuestos glicosilados, como glucésidos de lignano, terpenos

glicosidados isoflavonoides glicosidados y otros compuestos fenolicos glicosidados.

3.3.5. Perfilado metabélico por HPLC-MS/MS de Algas Rojas.

El estudio de los perfiles metabdlicos de las algas rojas seleccionados se realizo en tres partes:
1. Construccion de redes moleculares con los datos de LC-MS/MS de los extractos organicos
(FO) en modo positivo; y 2. Construccion de redes moleculares con los datos de LC-MS/MS
de los extractos butanolicos (WB) en modo positivo y en modo negativo, y 3. Construccion
de redes moleculares con los datos de LC-MS/MS de los extractos butanolicos (WM) en

modo positivo en la plataforma GNPS, cuyos resultados se presentan a continuacion.
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Las redes moleculares construidas para visualizar la distribuciéon de los compuestos en los
tres tipos de extractos se realizaron utilizando los parametros encontrados en los anexos 3.1
(MZmine) y 3.2 (GNPS). Se analizaron 8 géneros de algas rojas, que incluyen una mues-
tra de Ceramium (WJ1005), una muestra de Spyridia (SaP1013), una muestra de Liagora
(IS1501), dos muestras de Laurencia (LAM1038 y LAM1040), tres muestras de Acanthopho-
ra (QM1039, QM1041 Y QM1042), una muestra de Bostrychia (OM1043), dos muestras de
Gracilaria (VM1045 y VM1048) y una muestra de Hypnea (HM1049).

La red molecular para FO de las algas rojas mostro la presencia de 719 features (tabla ,
dentro de los cuales los géneros Gracilaria 'y Laurencia contienen la mayor cantidad de nodos,
mientras que el género Ceramium presenta la menor cantidad de nodos. El 70.6 % de los fea-
tures no pudieron ser clasificados, que es un nimero alto porque en este extracto se esperan

compuestos de alta distribucién como los lipidos, que se esperaria estén en las bases de datos.

Al igual que las algas pardas, el anélisis de los extractos butanoélicos se realiz6 en modo
positivo y modo negativo. El analisis de las redes moleculares realizado para estos extractos
WB en modo positivo muestra 3641 features, de los cuales la mayor parte son producidos
principalmente por muestras de los géneros Acanthophora y Hypnea (tabla . En modo
negativo el nimero de compuestos encontrados fue menor (tabla [3.12). Se detectaron 594
features, que se encuentran distribuidos de manera homogénea en todas las muestras. No
se encuentra una explicacion clara del porque el nimero de features detectados en el modo

negativo es menor al del modo positivo.

Para los extractos WM se encuentra el menor nimero de features (306 nodos), de los cuales
93.5 % no pudieron ser dereplicados. Esto puede deberse a que estos extractos presentan
cromatogramas con menos picos (ver ejemplo figura ) 0 que su ionizacién bajo las condi-
ciones de anélisis no es buena, sobretodo atendiendo al hecho de que hay una gran presencia
de sales en estos extractos.
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Tabla 3.12.: Resumen de los datos encontrados en la red molecular de los extractos FO
(modo positivo), WB (modo positivo y negativo) y WM (modo positivo) de las
algas rojas y niimero de nodos encontrados para cada género.

Extractos FO Extractos WB Extractos WM

Modo Positivo Modo Positivo Modo Negativo Modo Positivo

No. Features No. Features No. Features No. Features

Exclusivos Compartidos  Exclusivos Compartidos  Exclusivos Compartidos  Exclusivos Compartidos

Spyridia 68 182 212 340 36 112 4 37
Bostrychia 61 125 14 34 56 41 34 73
Gracilaria 103 254 467 461 53 132 13 42
Liagora 27 100 14 18 43 106 11 40
Laurencia 88 216 657 523 40 132 19 59
Hypnea 31 118 509 199 36 124 22 69
Acanthophora 77 226 801 1135 37 147 40 94
Ceramium 16 60 10 23 19 48 16 54
No. nodos sin dereplicar 508 2238 327 286

No. Nodos totales 719 3641 585 306

La red molecular para FO de las algas rojas (ﬁgura presento6 719 features, que se agrupan
en 36 clasteres, y que corresponden a 34 tipos de compuestos. Dentro de los tipos de com-
puestos dereplicados se encuentran glicerolipidos (1,2-diacylglycerol-3-phosphates, Phospha-
tidylglycerols, Glycosphingolipids, y Triacylglycerols), esteroles y derivados ( Hydrozysteroids,
Phosphocholines, Steroid esters, Steroidal glycosides, Stigmastanes and derivatives), com-
puestos aromaticos (Polyprenyl quinols, 2-benzopyrans, Alkyl-phenylketones, Aromatic mo-
noterpenoids, Benzodioxoles, Benzothiazoles), terpenoides (Diterpene lactones, Aconitane-
type diterpenoid alkaloids, Eunicellane and asbestinane diterpenoids, Sesterterpenoids, Hy-
drozy bile acids, alcohols and derivatives, Triterpenoids), compuestos nitrogenados (1,2-
aminoalcohols, Secondary carboxylic acid amides, Ceramides, Monoalkylamines, Oligopepti-
des, Macrolides and analogues), derivados de acidos grasos (Fatty alcohols, Long-chain fatty
alcohols) entre otros compuestos (Organic metalloid salts, Dialkyl ethers, Tetralins).

En general no se observan redes exclusivas para un solo género de algas rojas, salvo para
el caso de la red No. 3 (glicoesfingolipidos) y algunas de los grupos 8 (Triacilgliceroles) y 9
(Triterpenoides) que son exclusivos de Gracilaria. Entre los 34 tipos de compuestos identifi-
cados (figura[3.8)) las Ceramidas (Red No 1) y las tetralinas (Red No 2) son las més diversas.
Las tetralinas fueron encontradas en todas las muestras de algas rojas colectadas en San-



3.3 Resultados y discusion. 179

ta Marta, y en una muestra colectada en San Andrés. Estos compuestos son derivados del
petroleo utilizados en la elaboracion de combustibles, por lo cual su origen puede deberse a
la contaminaciéon producida por el transporte maritimo|34]. Otros tipos de compuestos de
amplia distribucion son los 1,2-aminoalcoholes (Red No 4), triacilgliceroles (Grupo No 8), y
alquil-fenilcetonas (Red No 27). También se evidencio la presencia de una gran cantidad de
glicoesfingolipidos (Red No 3) exclusivos de Bostrychia; de hidroxiesteroides (No 19) exclu-
sivos para Acanthophora; y de ésteres de esteroides (No 22) exclusivos para Gracilaria.
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Figura 3.8.: Ampliacion de los clisteres mas representativos de las redes moleculares INN de los extractos FO de las algas
rojas, analizados en modo positivo y anotacion de acuerdo con la clasificacion “CF Dparent” de los clusteres.

1. Ceramides, 2. Tetralins, 3. Glycosphingolipids, 4. Secondary carboxylic acid amides, 5. 1,2-aminoalcohols, 6.
Phosphatidylglycerols, 7. Aconitane-type diterpenoid alkaloids, 8. Triacylglycerols, 9. Triterpenoids, 10. Fatty alcohols, 11.
Polyprenyl quinols, 12. Aromatic monoterpenoids, 13. Phosphocholines, 14. 1,2-diacylglycerol-3-phosphates, 15.
Benzodioxoles, 16. 2-benzopyrans, 17. Long-chain fatty alcohols, 18. Diterpene lactones, 19. Hydroxysteroids, 20.Organic
metalloid salts, 21. Organoheterocyclic compounds, 22. Steroid esters, 23. Eunicellane and asbestinane diterpenoids, 24.
Dialkyl ethers, 25. Stigmastanes and derivatives, 26. Steroidal glycosides, 27. Alkyl-phenylketones, 28. Hydroxy bile acids,
alcohols and derivatives, 29. Polycyclic hydrocarbons, 30. Sesterterpenoids, 31. Monoalkylamines, 32. Oligopeptides, 33.
Benzothiazoles, 34. Macrolides and analogues
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En la red de los extractos WB, en modo positivo, se encontraron 41 tipos de compues-
tos (figura , al igual que en los extractos FO, se encontraron gran variedad de acidos
grasos (Fatty alcohols, Long-chain fatty acids, Long-chain fatty alcohols, Very long-chain
fatty acids) y glicerolipidos (1,2-diacylglycerols, Dialkylglycerols, Monoalkylglycerophospho-
cholines, Triacylglycerols y Phosphatidylglycerols) en este tipo de extractos. Adicionalmen-
te, se encontraron compuestos glicosilados (Cardenolide glycosides and derivatives, Diter-
pene glycosides, Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharides, Flavonoid O-glycosides,
Phenolic glycosides, Steroidal glycosides, Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharides),
compuestos terpenoides (Aconitane-type diterpenoid alkaloids, Danudatine-type diterpenoid
alkaloids, Diterpene glycosides, Diterpenoids, Jatrophane and cyclojatrophane diterpenoids,
Monocyclic monoterpenoids, Sesquiterpenoids, Sesterterpenoids, Terpene lactones, Triterpe-
noids), compuestos aroméaticos (Coumarins and derivatives, 1,4-benzodiazepines, 1-hydrozy-
4-unsubstituted benzenoids, Benzene and substituted derivatives, Benzylisoquinolines, Nitro-
benzenes, Polyprenylbenzoquinones y stilbenes); y compuestos halogenados. La presencia de
compuestos halogenados en algas rojas es comiin, pero puede ser problemética para el desa-
rrollo de cosméticos dada su toxicidad.

En la figura se observa que el clister mas diverso es el No. 1, al que pertenecen los triter-
penoides, asi como el clister No. 2, que corresponde a hidrocarburos alifaticos insaturados,
y el claster No. 3 que corresponde a acidos grasos de cadena larga.

Dentro de los géneros con mayor niimero de nodos. El género Laurencia produce una gran
variedad de compuestos polifendlicos diferentes, esto incluye hidrofenantrenos (claster No.4),
cumarinas con su respectivos derivados (claster No.11) y stilbenos (claster No.14). El géne-
ro Gracilaria se destaca por producir multiples compuestos terpénicos como triterpenoides
(cluster No.1), diterpenoides (cluster No.7) y sesquiterpenoides (clister No.9). También llama
la atencion, la produccion de compuestos halogenados por parte de los géneros Acanthophora
y Hypnea (claster No. 8 y 10).
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Figura 3.9.: Ampliacion de los clusteres mas representativos de las redes moleculares INN de los extractos WB de las algas
rojas, analizados en modo positivo y anotacién de acuerdo con la clasificacion “ CF Dparent” de los clusteres.
1. Triterpenoids, 2. Unsaturated aliphatic hydrocarbons, 3. Long-chain fatty acids, 4. Hydrophenanthrenes, 5. Diterpene
glycosides, 6.1,2-diacylglycerols, 7. Diterpenoids, 8. Aryl bromides, 9. Sesquiterpenoids, 10. Polychlorinated biphenyls,11.
Coumarins and derivatives. 12. Phenylmethylamines, 13. Aniline and substituted anilines, 14.Stilbenes.
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En la red molecular construida en modo negativo (figura , se encontraron 36 tipos de
compuestos de acuerdo con el descriptor “ CF_ Parent”. Dentro de los que se encuentran com-
puestos aromaéticos (Stilbenes, Phenylpropanoic acids, Phenylmethylamines, Flavonoid-3-O-
glycosides, Coumarins and derivatives, Bisphenols, 2-polyprenyl-6-methozyphenols), terpe-
noides (Triterpenoids, Sesquiterpenoids, Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane ses-
quiterpenoids, Diterpenoids, Diterpene glycosides), lipidos y esteroides (Phosphosphingo-
lipids, Phosphatidylinositols, Glycosphingolipids, Cholesteryl esters, Cholestane steroids);
compuestos nitrogenados (N-acylpiperidines, N-acyl-L-alpha-amino acids, Delta amino acids
and derivatives, Aralkylamines, Aminocyclitol glycosides, Alpha amino acids and derivatives,
Alpha amino acid amides, Oligopeptides, Cyclic depsipeptides, Pyrimidones), entre otros
(Oligosaccharides, Carbozylic acid esters).

Se encontr6 que los clusteres més grandes corresponden a diterpenoides (claster No. 1),
2. difenilmentanos, (cluster No. 2) y N-alkylindoles (claster No. 3). Estos compuestos son
producidos por todos los géneros estudiados. Adicionalmente, se observo que los Flavonoides-
7-O-glcosidos (cluster No. 5) y Flavonoides-7-O-glcosidos (cluster No. 14) son encontrados
en los géneros Liagora y Spyridia. Las fosfatidiletanolaminas (claster No. 15) y los ésteres
de acidos carboxilicos (cluster 16) son los tinicos compuestos sintetizados de forma exclusiva

por el género Bostrychia.
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Figura 3.10.: Ampliacién de las redes moleculares INN, de acuerdo con la clasificacion “ CF Dparent”, construida en modo
negativo para algas rojas.

1. Diterpenoids, 2. Diphenylmethanes, 3. N-alkylindoles, 4. Oligosaccharides, 5. Flavonoid-7-O-glycosides, 6.
Cerveratrum-type alkaloids, 7. Acyl cholines, 8. Coumarins, 9. Phenylmorpholines, 10. Alpha amino acid amides, 11.
2-polyprenyl-6-methoxyphenols, 12. 2-polyprenyl-6-methoxyphenols, 13. Phosphatidylglycerophosphates, 14.
Flavonoid-3-O-glycosides, 15. Monomethylphosphatidylethanolamines, 16. Carboxylic acid esters, 17. Aralkylamines, 18.
Cyclic depsipeptides, 19. Acetanilides, 20. Phenylpropanoic acids, 21. Triterpenoids, 22. Delta amino acids, 23. Cardenolide
glycosides, 24. Glycosphingolipids, 25. Xanthophylls, 26. Alpha amino acids, 27. Polypeptides, 28. Stilbenes, 29.
Cardiolipins, 30. Cytisine and derivatives, 31. Sesquiterpenoids, 32. Cholesteryl esters, 33. Eudesmane, isoeudesmane or
cycloeudesmane sesquiterpenoids, 34. Macrolides and analogues, 35. Oligopeptides, 36. Hybrid peptides, 37. Eunicellane and
asbestinane diterpenoids, 38. Colensane and clerodane diterpenoids, 39. Diterpene lactones, 40. Polypeptides
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Por tltimo, al analizar los extractos metanolicos en el LC-MS/MS se obtuvieron cromato-
gramas con pocos picos cromatograficos y con una baja ionizaciéon. Lo cual podria deberse
o bien a una cantidad pequena de compuestos en estas fracciones o que la presencia de sales
en ésta interfiere la ionizaeic’)n. Este extracto so6lo se analiz6 en modo positivo porque
la baja cantidad de compuestos detectados no justifico el analisis en modo negativo, aun-
que en este modo podria esperarse una mejor deteccion de compuestos, también es cierto
que la dereplicacion en las bases de datos se hace més dificil como se evidenci6 anteriormente.

En esta fraccion tan sélo se encontraron 120 features, con una tnica red que corresponde a bi-
fenilos policlorados (ﬁgura, los cuales son compuestos sintéticos utilizados ampliamente
en la industria y cuya presencia en los ecosistemas marinos es un problema ambiental[36].
Por otro lado, estos compuestos no son de naturaleza polar por lo que no deberian estar
presentes en la fraccion WM, por lo que es importante profundizar en su elucidacion. No
obstante, estos compuestos clorados fueron detectados principalmente en Bostrychia, pero
para esta especie no han sido reportados compuestos con estas caracteristicas. Si se mira
a nivel de orden (Ceramiales) si se han reportado una gran cantidad de compuestos halo-
genados, pero dominan los bromados, y si bien hay ejemplos de policlorados también son
halogenados (ver CMNPDB)[21]. Se encontré que el 53 % de los features detectados corres-
ponden a compuestos producidos por un solo género (Bostrychia). Se encontraron otros dos
tipos de compuestos: monoterpenoides y lactonas.
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Figura 3.11.: Redes moleculares INN construidas a partir de los datos de los extractos WM

de las algas rojas (modo positivo) y clasificacion “ CF Dparent”.
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De acuerdo con la literatura, las algas rojas producen aminoécidos tipo micosporina (MAAs),
cuyo interés en la industria cosmética va en aumento, porque pueden ser usadas en bloquea-
dores solares y productos antienvejecimiento|37]. Estas moléculas son de naturaleza polar,
por lo cual se esperaba encontrarlas en los extractos WM. Se hizo una revision manual de los
datos buscando los [M+H|" reportados en la literatura para las MAAs méas abundantes en
las algas rojas, particularmente shinorine (|[M+H]|":333) y porphyra-334 (|M+H]|*:347)[38].
Se encontr6 que en la muestra de Bostrychia (OM1043) existe la presencia de dos picos
con tiempos de retencion de 0.95 min y 1.12 min, cuyos patrones de fragmentacion (Figura
3.12)) contienen los fragmentos mas importantes para estas moléculas: (shinorine m/z:255,
241, 230, 211, 199, 197, 186) y (porphyra-334 m/z:303,243,200,197,186), de acuerdo con la
bibliografia|38|. Desafortunadamente, la abundancia de estos compuestos es baja, por lo
cual los espectros de MS/MS contienen mucho ruido. Al procesar los datos en MZmine y
construir las redes moleculares, estos datos son eliminados debido al alto nivel de ruido que
se mezcla con los fragmentos mas importantes, y no se pueden dereplicar en el GNPS, ni
usando las demas herramientas previamente nombradas. Una biisqueda sistemaética de estos

compuestos se esta abordando en el grupo de investigacion por su alto interés en la industria.

a) | D

o

Figura 3.12.: Patrones de fragmentacion experimentales encontrados en el extracto WM del
alga roja Bostrychia (OM1043), dereplicados como a) shinorine (|[M+H]|*:333)
v b) porphyra-334 ([M+H]|":347).
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3.3.6. Resumen de la produccion de compuestos en los diferentes
extractos de algas pardas y rojas, y su utilidad en la industria
cosmética.

Usando el descriptor “CF_Parent” de ClassyFire y la informacion recopilada mediante
MS2LDA para todos los extractos en todas las redes moleculares. Se realizé la construc-
cion de un heat map (mapa de calor) que resume la informacién obtenida a partir de las
redes moleculares, y permite determinar la distribucién de los diferentes tipos de compuestos,
en los tres tipos de extractos obtenidos (FO, WB, WM) de los diferentes géneros de algas
pardas y rojas. Para la construccion de esta gréfica (por ejemplo, tabla se integro la
informacién obtenida para los extractos FO y WM en modo positivo, y para WB en modo
positivo y negativo, en el caso que ese tipo de compuesto pudiese ser detectado en ambos
modos, se contaron los datos con mayor cantidad de reportes y se asignd un color depen-
diendo del modo en el que fue detectado (modo positivo azul y modo negativo rojo). Los
nimeros colocados en la descripcion del mapa de calor (por eje tabla 3.9) entre paréntesis
corresponden al nimero del compuesto ocupado en el mapa de calor. Por tltimo, es impor-
tante mencionar que los extractos WM, solo dereplicaron tres tipos de compuestos, por lo
cual no presentan reportes en la tabla y siguientes.

Adicionalmente, se realiz6 una revision en la literatura, con el propoésito determinar cué-
les son los compuestos producidos por las algas marinas de mayor interés para la industria
cosmética, buscando especificamente antioxidantes e ingredientes antienvejecimiento. En la
bibliografia consultada se encontraron los siguientes tipos de compuestos: lipidos, compuestos
aromaticos, esteroles, aminoacidos tipo micosporina (MAAs), terpenoides fenolicos, polisa-
caridos como los alginatos, y polisacaridos sulfatados como los fucoidanos|39|, [40]. Teniendo
en cuenta lo anterior, se realizdé una biisqueda, dentro del mapa de calor, de algunos de los
compuestos que tienen el potencial como fuente de activos cosméticos. Estos comentarios
fueron tenidos en cuenta en la eleccion de los extractos que se evaluaron frente a las enzimas

tirosinasa, colagenasa y hiluronidasa en el capitulo 4.

Mediante este estudio por LC-MS/MS de las muestras de algas abundantes en el caribe
colombiano se detectd la presencia de 209 tipos de compuestos, de los cuales 18 fueron
encontrados en 10 o més extractos de algas pardas y rojas, mientras 60 de ellos fueron en-
contrados solamente en un género. Se encontrdé que los compuestos de mayor distribuciéon en
todos los géneros estudiados (tabla fueron los sesquiterpenoides (1). Estos compuestos
fueron encontrados en todos los extractos WB, y en la literatura se encuentra una gran va-
riedad de reportes sobre ellos, valiendo la pena mencionar que tienen estructuras diferentes
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a las reportadas para los organismos terrestres|41]|. Los géneros Sargassum, Stypopodium y
Turbinaria son los que mas compuestos de este tipo poseen.

Los depsipeptidos ciclicos (2) son el segundo tipo de compuestos de mayor distribucion entre
las algas estudiadas. Estos compuestos no han sido reportados en algas pardas o rojas; de
hechos, su produccion suele atribuirse a organismos epifitos como microorganismos o ciano-
bacterias|42|. Loa anterior, podria explicar la razon por la estos péptidos fueron encontrados
en la mayoria, tanto en los extractos FO como en los WB. Lo anterior también sucede con
las macrolactamas (4), cuya sintesis se atribuye principalmente a bacterias marinas[43|, y
son detectadas en todos los géneros a excepcion de Bostrychia, Ceramium y Liagora. Los
triterpenoides (3) son el tercer grupo de mayor distribucion en las muestras estudiadas,
fueron encontrados en todos los extractos WB; mientras que compuestos estructuralmente
relacionados como los stigmastenos y derivados (18), principalmente fueron encontrados en

los extractos FO de los géneros de algas pardas.

La produccion de lipidos en las algas marinas es muy comin, debido a que este tipo de com-
puestos permiten la proliferacion estos organismos en entornos diversos y extremos. Muchos
de estos compuestos presentan estructuras complejas y diferentes a las comtinmente encon-
tradas en los organismos del ecosistemas|44|. Por lo cual, es normal encontrar compuestos
como fosfoglicerolipidos (5) y acidos grasos (15) en la mayoria de los extractos.

Las tetralinas (11) son compuestos derivados del petroleo utilizados en la elaboracion de
combustibles, por lo que pueden ser contaminantes presentes en el ecosistema marino de
donde se tomo6 la muestra|34]. Estos compuestos fueron encontrados en todas las muestras,
a excepcion de Ceramium, Dictyopteris, y Liagora colectadas Providencia, la Guajira y San
Andrés respectivamente. Estos especimenes fueron colectados en lugares apartados donde el

impacto de la contaminaciéon puede ser menor.

Las algas marinas son reconocidas a nivel mundial por producir gran variedad de compuestos
de valor nutricional. Por lo cual, es comun encontrar oligopéptidos (7), aminoacidos y deri-
vados (6,14), oligosacaridos (16) dentro de los compuestos de mayor distribuciéon, junto con
la produccion de vitamina D y derivados (22) encontrada en 9 de los 16 géneros estudiados

y la vitamina K (148) encontrada en los géneros Lobophora y Sargassum.



Tabla 3.13.: Compuestos de amplia distribuciéon encontrados en el mapa de calor que representa la cantidad de features que
contiene cada uno de los extractos (FO, WB) encontrados en los 16 géneros de algas pardas y rojas estudiados.
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Teniendo en cuenta que los compuestos fendlicos son muy usados como ingredientes anti-
oxidantes y despigmentantes|39|, se filtraron este tipo de compuestos dentro del mapa de
calor (tabla y se encontraron 40 registros. Se puede observar que la mayor cantidad de
estos se obtiene en los extractos butanoélicos, lo cual era de esperarse debido a su polaridad.
Este dato sera importante en el desarrollo de una metodologia de extracciéon estandarizada
para la formulacién de los cosméticos. Adicionalmente, la mayor cantidad de estos compues-
tos fue detectada en ESI en modo negativo, tal y como se esperaba (tipos de compuestos
resaltados en rojo). Los tres tipos de compuestos con mayor nimero de registros son los
benzodioxoles (10) encontrados principalmente en los extractos FO de las algas pardas; los
cuales han sido aislados principalmente de asociaciones de algas y hongos, y tienen potencial
como fotoprotectores|45], los monoterpenoides aromaticos(19) producidos por 7 algas pardas
y 3 algas rojas, estos compuestos tienen reportes como inhibidores de la enzima tirosinasa
debido a que su estructura es una cadena de poliprenilo unida a un resto de anillo de hidro-
quinonal46|, [47]; y los estilbenos (21), que fueron detectados en 7 muestras de algas rojas
y dos muestras de algas pardas, para estos compuestos de origen marino, no se encontraron

reportes de actividad.

Las algas rojas producen una menor variedad de compuestos polifendlicos que las algas par-
das. Lo anterior basado no sélo en la cantidad de tipos de compuestos encontrados sino
también el numero de features detectados al comparar los datos obtenidos para ambos tipos
de algas.

Adicionalmente, se detectaron acidos fenoélicos, taninos hidrolizables, flavonoides, isoflavonas,
acido cinamico, acido benzoico, flavonoides y lignanos, cuya presencia ya ha sido reportada
por otros autores|46|, [48]. La produccion y el tipo de compuestos fenolicos producidos por
cada especie, se relaciona directamente con el grupo taxondémico al que pertenece el alga
marinal46]. Adicionalmente, la producciéon de compuestos fenolicos también se encuentra
afectada por factores extrinsecos como las condiciones de estrés o necesidad de defenderse de
otros organismos|46|, [49]. Todos estos compuestos han sido reportados como antioxidantes

e inhibidores de las enzimas tirosinasa, colagenasa y hialuronidasa|50]-[53].



Tabla 3.14.: Compuestos de amplia distribuciéon encontrados en el mapa de calor que representa la cantidad de features que
contiene cada uno de los extractos (FO, WB) encontrados en los 16 géneros de algas pardas y rojas estudiados.
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En el caso de los lipidos se filtraron los datos con el fin de identificar los acidos grasos, glicero-
lipidos, esteroides y derivados, dentro de las muestras (Tabla. Este tipo de compuestos
se distribuyen entre los extractos FO y WB, debido a que poseen rangos de polaridad muy
amplios. Los tres tipos de compuestos con mayor cantidad de reportes son los fosfoglicero-
lipidos (5), que se producen en todos los géneros de algas pardas y en 4 de los géneros de
algas rojas estudiados. Los géneros Dictyota y Sargassum tienen una producciéon de este tipo
de compuestos significativamente mayor a la de los demés géneros. Este tipo de compuestos
ha mostrado actividad antibacterianal54]. El segundo tipo de compuestos a destacar son los
acidos grasos de cadena larga (15), los cual son usados en cosmética debido a que permiten
la reconstruccion del cemento intercelular que adhiere las células de la piel, refuerzan la ba-
rrera cutanea y disminuyen la pérdida de agua transepidérmica (TEWL)[55]. El tercer tipo
de compuestos méas abundante son los stigmastenos y derivados (18), que tienen propiedades
hidratantes, funciones de barrera de la piel, actividad antibacteriana y son inmunoestimula-
dores para la piel|[53|. Por tltimo, esteroles como el fucosterol, encontrado cominmente en
las algas pardas, han sido reportados como inhibidores de la tirosinasa|56|.



Tabla 3.16.: Lipidos encontrados en el mapa de calor que representa la cantidad de features que contiene cada uno de los

extractos (FO, WB, WM) encontrados en los 16 géneros de algas pardas y rojas estudiados.
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Los derivados terpenoides (tabla fueron obtenidos en los extractos butandlicos, tanto
de algas rojas como de pardas, en mayor proporciéon. Los tipos de compuestos con mayor
distribucion corresponden a sesquiterpenoides (1), triterpenoides (3) y diterpenos glicosi-
lados (9), cuya distribucion en las muestras fue discutida previamente. La produccion de
estos compuestos en las algas marinas ha sido estudiada principalmente por tener actividad
antioxidante[57], esto debido a que las algas los usan como radical scavenger, ademas tam-
bién se les ha reportado actividad antibacteriana, y antiviral[58|-[60|. Este es el caso de un

terpenoide fendlico conocido como sargachromanol E, el cual inhibe la colagenasal53].

En los extractos WM, se encontraron monoterpenoides biciclicos, especificamente en los

géneros Acanthophora, Gracilaria y Spyridia.



Tabla 3.18.: Derivados terpenoides encontrados en el mapa de calor que representa la cantidad de features que contiene cada
uno de los extractos (FO, WB, WM) encontrados en los 16 géneros de algas pardas y rojas estudiados.
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Dentro de los compuestos que representan riesgos para la salud (tabla , las tetralinas
(11) son compuestos contaminantes encontrados en el ecosistema marino y retenidos por las
algas marinas|34], por lo cual pueden ser un indicador del estado del ecosistema donde fueron
colectadas las muestras. Estos compuestos se encuentran en todos los géneros a excepcion de
Dictyopteris, Ceramium y Liagora. La presencia de compuestos clorados (17,44), principal-
mente en las algas rojas, puede representar riesgos para la salud. Estos compuestos pueden
ser adquiridos por las algas, como es el caso de los PCBs(44)[61|, mientras otros pueden ser
propios del metabolismo del alga, como es el caso del género Hypnea que contiene bromu-
ros de arilo (209)[62]|. Este punto debe ser evaluado si se quiere hacer un aprovechamiento
de esta. Es necesario determinar si la concentraciéon de este tipo de compuestos puede ser
problematica para ser usados como materia prima de extractos activos|34], [36].



Tabla 3.19.: Compuestos encontrados que representan riesgos para la salud, resaltados en el mapa de calor que representa la
cantidad de features que contiene cada uno de los extractos (FO, WB, WM) encontrados en los 16 géneros de

algas pardas y rojas estudiados.
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3.4. Conclusiones.

Mediante LC-MS/MS se observaron diferencias significativas entre los diferentes tipos de
extractos obtenidos (FO, WB, WM) indicando una buena separacion de los metabolitos ex-
traidos. Dada la alta sensibilidad de esta técnica analitica es posible detectar compuestos
que se encuentran en baja concentraciéon ain en muestras que por RMN parecian puras. La
combinacion de las dos técnicas, RMN y LC-MS/MS, hace posible un perfilado quimico mas
completo. Asi por ejemplo, en el estudio del extracto WB de S. zonale (EP6801) por medio
de RMN se encontr6 que contiene dos compuestos abundantes (stypotriol y su o-quinona),
acompanados de unas pocas sefiales de acidos grasos, mientras que en LC-MS/MS se en-
contraron 264 features. Esto se explica porque por RMN se observan los compuestos més
abundantes, mientras que los compuestos encontrados en LC-MS/MS son los que mejor io-

nizan.

La dereplicacion haciendo uso exclusivo de bases de datos es dispendiosa debido a la cantidad
enorme de features obtenidos en cada corrida para cada extracto. Adicionalmente, la falta
de bases de datos especializadas en organismos marinos hace que el éxito de la dereplicacion
sea limitado. La plataforma GNPS proporciona herramientas de Machine Learning y Data
mining tools, con el fin de procesar grandes cantidades de datos. Dentro de los resultados
obtenidos mediante la plataforma, se obtienen las redes moleculares que permiten visualizar
el espacio quimico y ver la distribuciéon de los compuestos en los diferentes géneros. Adi-
cionalmente, mediante la integraciéon de estas herramientas es posible construir listas con

compuestos dereplicados, haciendo que el proceso sea més eficiente.

Para las especies de algas estudiadas fue posible encontrar 209 tipos de compuestos anotados
mediante la taxonomia quimica ClassyFire, a partir de los datos obtenidos para 39 mues-
tras de algas seleccionadas. Adicionalmente, fue posible determinar que compuestos como los
sesquiterpenoides, triterpenoides, fosfoglicerolipidos, aminoacidos, dcidos grasos entre otros,
se encuentran presentes en todas las muestras. Mientras que 60 tipos de compuestos fueron

encontrados Gnicamente en un género.

En los extractos FO de las algas estudiadas se encontr6 la presencia de algunos lipidos que
pueden ser utilizados como protectores de la barrera cutanea, antioxidantes e hidratantes.
En los extractos WB se encontr6 una gran variedad de compuestos fenolicos (como acidos
fenolicos, taninos, flavonoides) ademés de saponinas, y terpenos fenolicos, principalmente en
las algas pardas, que pueden ser usados como ingredientes para la formulaciéon de cosméticos
antiedad. Lo anterior debido a la actividad antioxidante, antiinflamatoria, y a su capacidad
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de inhibir enzimas como la tirosinasa y la colagenasa. En todas las muestras se encontré una
gran variedad de compuestos diterpenoides, por lo cual aquellos extractos que se encuentren
enriquecidos en este tipo de compuestos, pueden ser fuente de compuestos antioxidantes,

antibacterianos, antivirales y antienvejecimiento.

Como una ventaja adicional se encontré que la sensibilidad proporcionada por LC-MS/MS
permite identificar la presencia de compuestos con riesgos potenciales para la salud. Esta
informacion es relevante al momento de determinar si es posible utilizar una muestra en la
producciéon de un producto cosmético. Es importante senalar que la presencia de este tipo de
compuestos puede deberse a la contaminaciéon en el lugar donde crecen las muestras, como
en el caso de los productos derivados del petréleo u otros compuestos toxicos que pudieran
ser producidos por organismos epifitos. En otros casos, estos compuestos también pueden ser

producidos por las algas, como sucede con las moléculas bromadas.
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4. Evaluacion de la actividad inhibitoria
sobre enzimas de interés cosmeético
(tirosinasa, colagenasay
hialuronidasa) de extractos obtenidos
de algas pardas y rojas del Caribe
Colombiano.

En el capitulo 4 se hizo la valoraciéon de la actividad inhibitoria de enzimas de interés cos-
mético. Dado el elevado nimero de extractos, éstos se debieron priorizar haciendo uso de
dos criterios de seleccion. El primer criterio fue el perfil metaboélico previamente obtenido;
mientras el segundo fue la actividad antioxidante evaluada mediante ensayo con DPPH en
bioautografia. De esta forma, se eligieron 28 extractos de algas (32 de algas pardas y 24 de al-
gas rojas) por tener propiedades antioxidantes y la presencia de compuestos como polifenoles
(flavonoides, saponinas, terpenoides fenolicos y deméas), meroditerpenoides,aminoacidos tipo
micosporina (MAAs), oligosacaridos y derivados glicosilados, entre otros. Estos extractos
fueron sometidos a ensayos de inhibicién enzimaéatica in vitro frente a las enzimas tirosinasa,

hialuronidasa y colagenasa.

En el ensayo de inhibicién de la tirosinasa las muestras més activas son los extractos
WB de las algas pardas Dictyopteris justii (YP9201), Stypopodium zonale (EP6801WB),
Sargassum sp (GJ97T01WB) y Turbinaria turbinata (UP7101). Los extractos orgéanicos de
estas algas son menos activos, y ninguno de los extractos de las algas rojas resultaron acti-
vos. En cuanto a los resultados de inhibicién de la colagenasa los extractos mas activos
son los de Dictyopteris justii (YP9201, tanto FO como WB); Stypopodium zonale, colectada
en Providencia (EP10901 y EP6801, tanto WB como FO); y Dictyota sp. (DP12201, solo
en el extracto FO). En los ensayos de inhibicién de la hialuronidasa los extractos més

activos corresponden a los de las algas pardas Stypopodium zonale (EP6801WB), Sargassum
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sp (GP10101, GJ9701 y GS9801, extractos WB y FO) Canistrocarpus crispatus (DP7301
y DP11401, extracto FO), y Turbinaria turbinata (UP7101, extracto FO). Entre las algas
rojas la muestra Bostrychia sp, colectada en Santa Marta, es altamente activa en su extracto
WB y un poco menos, pero activa, en extracto FO.

Entre las muestras méas activas S. zonale (EP6801) no fue priorizada para su estudio debido
a que este extracto es citotoxico frente a células HaCaT segiin el método CCK-8. En cuanto
a la muestra de alga roja Bostrychia sp. (OM1043) no se prioriz6 porque la cantidad de
muestra es limitada, y por la presencia de compuestos halogenados en sus extractos. Por lo
que también serd necesario realizar ensayos de seguridad para continuar con su estudio. La
muestra de Sargassum (GP10101-WB) también es citotoxica y atn falta por evaluar la mues-
tra (GJ9701) para saber si es candidata para continuar con sus estudios de caracterizacion
quimica. Finalmente, se priorizé el extracto de Dictyopteris justii (YP9201-WB) para su
estudio, como fuente de un extracto activo en la inhibicién de la tirosinasa y colagenasa, no
solo por su potente actividad sino porque se encuentra de manera abundante en Providencia

y porque su morfologia facilita tanto su limpieza como manipulacién.

4.1. Introduccion.

Las enzimas son una clase de proteinas especializadas cuya funcién principal es catalizar
reacciones quimicas dentro de la célula, por esta razon las enzimas suelen ser elegidas dianas
farmacolégicas en muchos estudios. Estructuralmente, ellas poseen sitios activos en los cua-
les se unen los sustratos para ser convertidos en productos; y su capacidad para hacer esta
transformacion quimica depende de factores como el pH, la temperatura y la fuerza iénica
entre otros. En los ensayos enziméticos se sigue la formacion del producto de transformacion
en funciéon del tiempo, mediante alguna técnica que permita cuantificar dicho compuesto,

que en muchos casos corresponde a técnicas colorimétricas o fluorimétricas|1], [2].

Un inhibidor enzimético es una molécula que interactiia con la enzima de forma temporal o
permanente, y causa una reduccion en la velocidad a la cual la enzima cataliza la reaccion.
En algunos casos el inhibidor puede evitar que la enzima funcione de manera normal. Existen
tres tipo de inhibicion: la inhibicién competitiva, en la cual el inhibidor tiene una estructura
similar al sustrato y compite con el sustrato por el sitio activo de la enzima; la inhibicion
no competitiva en la cual el inhibidor se une a un sitio activo diferente al sitio activo de la
enzima, lo cual se conoce como sitio alostérico, ocasionando una deformacion en la estructura
de la enzima y no permitiendo que la enzima forme el complejo enzima-sustrato necesario

para catalizar la reaccion; y finalmente, la inhibicién acompetitiva en la cual el inhibidor se
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une al complejo enzima-sustrato formando una especie enziméaticamente inactiva. También
se han descrito inhibidores que se unen de manera covalente con el sitio activo de la enzima,
generando una inhibiciéon irreversible, y causando la inactividad total de la enzima, este tipo

de moléculas son conocidas como venenos enzimaticos [1].

En los siguientes parrafos se describiran tres de las enzimas de mas interés para la industria
cosmética, por ser responsables de la pigmentacion de la piel y de la pérdida en la estructura
dérmica. Una descripcion méas profunda de estas enzimas se puede consultar en el primer

capitulo de esta tesis.
Tirosinasa.

Es una enzima cuyo centro catalitico contiene cobre, y cataliza la ortohidroxilacién del mo-
nofenol, asi como su posterior oxidaciéon a la orto-quinona, a partir de la cual se forma la
melanina. En el cuerpo humano es capaz de catalizar la oxidacion de una gran variedad de
mono y polifenoles, y derivados fendlicos como la adrenalina, tirosina y otros. En las frutas
y vegetales es la responsable del pardeamiento enzimatico[3).

La tirosinasa (TYR) cataliza tanto la oxidacion de la L-tirosina como de la L-Dopa a do-
paquinona. A partir de la dopaquinona, las reacciones de autooxidacion, favorecidas en con-
diciones fisiologicas, producen los compuestos poliméricos responsables de la coloracion de
la piel (feomelanina y eumelanina)|4]. El exceso, y la distribucién anormal de la melanina
en la piel, causada por la sobreexposicion al sol, los cambios hormonales, los trastornos de
tiroides y algunos tratamientos farmacologicos|3|, hace que aparezcan zonas mas pigmenta-
das (pecas, melasmas, lunares, etc.) consideradas como un problema estético[5|, [6]. En el
marco anterior se hace importante el control de la produccion de la melanina; siendo uno de
los mecanismos para lograrlo la inhibicion de esta enzima, y sus inhibidores tienen potencial

como ingredientes activos en cosméticos despigmentantes.
Colagenasa.

Las metaloproteinasas de matriz (MMP), también llamadas matrixinas, son una familia de
enzimas proteoliticas que contienen zinc y calcio. Su funcion es la remodelacion de tejidos
sanos, y la degradacion de los componentes proteicos de la matriz extracelular (ECM), in-
cluyendo coldgenos, elastinas, gelatinas, glicoproteinas de la matriz y proteoglicanos. Se han
descrito 28 metaloproteinasas de matriz. Estas enzimas son excretadas de las células o uni-

das a las membranas plasmaéticas, y su expresion esta fuertemente controlada en condiciones
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fisiologicas normales|7|, no obstante, la pérdida de este control (por condiciones externas o
por el envejecimiento) se puede dar causando dafios en la apariencia de la piel.

La MMP-1, més conocida como colagenasa, tiene como funcién principal la degradacion del
colageno tipo I y por ende de la matriz extracelular. También se le atribuyen varios procesos
de remodelacion tisular en la dermis|8]. Esta MMP-1 puede ser inducida por la exposicion
excesiva o acumulada a los rayos ultravioleta|9], lo que conlleva a un envejecimiento de piel,
por lo que una inhibicién de esta enzima puede derivar en una mejor apariencia de la piel,
mientras que su sobreexpresion no controlada deriva en lineas de expresion y arrugas en la
piel. Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de contar con inhibidores de esta enzima,

disponibles para la formulaciéon de productos antienvejecimiento.

Hialuronidasa.

Las hialuronidasas son un grupo de glucosidasas que alteran abruptamente la homeostasis
del acido hialuréonico (HA) que se encuentra en la matriz extracelular de los humanos, y
que aporta un soporte estructural a la piel[10]. La hialuronidasa actia despolimerizando al
acido hialurénico (HA), cuya degradacion es importante para evitar el crecimiento de tejido
anormal y de tumores. Un aumento excesivo en la actividad de esta enzima hace que la
degradacion del HA aumente, conllevando a una deshidratacion de la piel, por aumento su
permeabilidad, que trae consigo la aparicion de pliegues y arrugas|11]. Compuestos como
alcaloides, polifenoles y esteroides han sido reportados como inhibidores de estas enzimas|4],
[12]. La inhibicion de esta enzima es importante, debido a que permite regular el anabolismo
y catabolismo del HA, manteniendo la piel suave e hidratada|l1], por lo que son ingredientes

activos usados en cosméticos hidratantes y antienvejecimiento.

El objetivo de este capitulo es evaluar la actividad inhibitoria sobre enzimas de interés
cosmético de extractos de algas pardas y rojas (organicos, y butandlicos) pertenecientes a
cada uno de los clusteres identificados en los capitulos anteriores. Lo anterior con el fin de
identificar qué extractos tienen un alto potencial como fuente de compuestos inhibidores de
enzimas con valor para la industria cosmética, y luego dar paso a la caracterizacion quimica

de estos extractos (capitulo 5).
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4.2. Materiales y métodos

4.21. Materiales y equipos.

Para el ensayo de actividad antioxidante se utiliz6 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) de Sig-
ma Aldrich™ | placas de silica gel 60 Fas4 de Merck, y solventes grado RA como metanol,
cloroformo, hexano y acetato de etilo de Merck. Para el ensayo de inhibicién de la tirosinasa
se utilizé como sustrato L-tirosina, y la enzima tirosinasa aislada del hongo Agaricus bisporus.
Para la evaluacion inhibitoria de la enzima hialuronidasa se us6 la enzima aislada de testiculo
bovino, y como sustrato adcido hialurénico, y albumina. Todos los reactivos fueron adquiridos
a Sigma Aldrich”™ . Para los ensayos de actividad inhibitoria de colagenasa y elastasa se
utilizaron los siguientes kits de ensayo: EnzChek”™ Gelatinase/Collagenase Assay Kit, mar-
ca Invitrogen™™; y el kit de ensayo EnzChek”™ Elastase Assay Kit, marca Invitrogen”™ .
Como instrumento de medida de la absorbancia y fluorescencia se uso el equipo Synergy HT

Multi-Mode Microplate Reader (BioTekInstruments, Inc.; Winooski, USA).

4.2.2. Ensayo bioautografico para evaluar la actividad antioxidante
(DPPH) de los extractos enzimaticos.

Los extractos organicos (FO) se disolvieron en diclorometano a una concentracion de 10
mg/mL. Por su parte los extractos butanolicos (WB) y metandlicos (MW) se disolvieron en
metanol y se llevaron a la misma concentracion anterior (10 mg/mL). Se tomaron 10 pL de
cada una de las soluciones y se aplicaron sobre placas de silica gel 60 Fos4. Para el desarrollo
de la cromatografia de los extractos WB y MW se utiliz6 como fase mévil una mezcla de
CHCl3:MeOH, HyO:CH3COOH (60:25:4:3); mientras para las fracciones organicas se empled
como fase movil una mezcla de Hexano:Acetato de etilo (7:3).

Después de la elucion la placa se dejo secar, y se observo al UV (254 y 366 nm). Poste-
riormente, cada placa se asperjé con una soluciéon de DPPH en metanol al 0.2%. La placa
se dejo secar en la oscuridad y se observo después de 5 minutos, registrando los resultados
fotograficamente. Como control positivo se utilizo 1 pL de floroglucinol (Merck) a una con-
centracion de 2mg/mL. Los compuestos con actividad antioxidante se observan con un color

claro sobre un fondo violeta.
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4.2.3. Evaluacion in vitro del efecto inhibidor de los extractos
seleccionados.

Los ensayos de inhibicién enzimética fueron realizados en cooperacion con el “Grupo De Inves-
tigacion En Sustancias Bioactivas” (GISB) de la Universidad de Antioquia, bajo la direccion
del profesor Edison Osorio Durango y la Dra. Karent Elizabeth Bravo (https://goo.su/HPVMCT7Q).
A continuacion, se encuentran los procedimientos realizados que fueron consignados en el in-
forme de servicio No. A024. Los extractos fueron suministrados por la estudiante que suscribe
esta tesis. Los ensayos fueron realizados por la Dra. Bravo y la discusion de los resultados se

hizo en conjunto.
Ensayo de inhibiciéon de la enzima tirosinasa.

La enzima tirosinasa cataliza la oxidacion de la L-tirosina a L-DOPA, que a su vez se oxida
a DOPAquinona, la cual contiene un cromoéforo que puede detectarse a 480 nm, facilitando
la cuantificacion de la actividad de la tirosinasa. Detalles de los procedimientos se pueden
consultar en los trabajos de Bravo et al (2016)[13], [14].

Cada extracto por evaluar fue disuelto en DMSO a una concentracion de 100 mg/mL me-
diante sonicacién. A partir de esta solucion, se prepararon las alicuotas que serian ensayadas,
utilizando como disolvente un buffer fosfato 50 mM, ajustado a pH 6,5. Las concentraciones

de las alicuotas evaluadas fueron de 50 y 250 pg/mL.

Para realizar el screening se emplearon placas de 96 pozos. Se colocan 70 pL de la soluciéon
de extracto (descritas en el parrafo anterior) en un pozo y se adicionan 30 nlL. de tirosinasa
aislada del hongo Agaricus bisporus, que fue preparada en el mismo buffer a una concentra-
cion de 333U /ml. Para iniciar la reaccion, se colocaron 110 nl. de una solucion de L-tirosina
preparada en el mismo buffer a una concentraciéon 2 mM, y se midi6é la absorbancia en cada
pozo durante 45 minutos en un lector de placas Synergy HT Multi-Mode (BioTekInstruments,
Inc.; Winooski, USA). Para determinar el potencial inhibidor de los extractos, se obtuvo la
pendiente de la recta (25 min) de la grafica absorbancia Vs. Tiempo, y se compar6 con la
obtenida para el control mediante ecuacion 4.1. Cada extracto se ensayo por triplicado en dos
concentraciones diferentes (50 y 250 pg/mL) y como control positivo se utilizoé una solucion
de acido kojico (Merck) 100 pM.
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Ecuacion 4.1 Formula para calcular el porcentaje de inhibicién enzimética. Donde, M ontr01 v
M

respectivamente.

son las pendientes de la grafica de absorbancia vs tiempo, de la muestra y el control

muestra

M, ntrol — Mm T
Inhibicion (%) = ( cont ;\’2 st a) x 100 (4.1)
control

Ensayo de inhibicién de la enzima colagenasa.

La inhibicion sobre la enzima colagenasa se midié empleando el kit de ensayo EnzChek™
Gelatinase/Collagenase Assay Kit, marca Molecular Probes de la compania ThermoFischer
Scientific. Como sustrato se us6 colageno tipo I de piel bovina etiquetado con fluoresceina
para formar un péptido no fluorescente. Este sustrato es digerido por la enzima colagenasa
de Clostridium histolyticum para producir péptidos fluorescentes. Por lo cual, el incremen-
to de la fluorescencia es proporcional a la actividad proteolitica de la enzima. A partir de
las soluciones de los extractos en DMSO (100mg/ml) anteriores, se prepararon las alicuotas
a ensayar a una concentracion de 250 pg/mL usando como disolvente un buffer Tris-HCI
0,05M, ajustado a pH 7,6.

En placas de 96 pozos se depositaron 80 pL de la solucion del extracto a evaluar (250 pg/mL),
y 20 pL del sustrato DQ-colédgeno tipo I. Posteriormente, se adicionaron 100 pL. de enzima a
una concentracion de 1U/mL, y se midi6 la intensidad de fluorescencia cada minuto durante
30 min a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision de 515 nm. Lo ante-
rior haciendo uso de un lector de fluorescencia Synergy #7 Multi-Mode Microplate Reader
(BioTekInstruments, Inc.; Winooski, USA). Para determinar el potencial inhibidor de las
muestras, se obtuvo la pendiente de la recta lineal (20 minutos) de la grafica fluorescencia vs
tiempo y se compar6 con la pendiente obtenida para el control (buffer Tris-HC1 0,05M pH
7,6), usando la Ecuacion 4.1. Como control positivo se usé 1,10-fenantrolina (10mM) como
lo indica el kit empleado.

Ensayo de inhibiciéon de la enzima hialuronidasa.

Cada extracto se evalué a 250 pg/ml, y se ensayaron por triplicado. Para el ensayo de hia-
luronidasa, se anadieron 30 pL de solucion de muestra en un tampén de fosfato de sodio
(20 mM, pH 7,0) con cloruro de sodio (77 mM) y albtimina de suero bovino (BSA) (0,01 %,
control) se preincubaron con 90 pli de una solucion de 12 U/mL hialuronidasa de testiculo
bovino durante 10 min a 37 °C en bano maria. Posteriormente, se anadieron 120 pL de sal

sodica de acido hialurénico 0,2 mg/mL (300 mM) a pH 5,35. Cada muestra se incub6 con
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la enzima hialuronidasa de testiculo bovino, y acido hialurénico como sustrato. Esta mezcla
se incub6 a 37°C durante 45 minutos. Luego, se tomaron 100 pl. de la mezcla y se precipi-
taron con 500 pL de solucion de albimina acida (compuesta por albumina de suero bovino
(0,1 %) en acetato de sodio (24 mM) y acético acido (79 mM)) a un pH de 3,75. La mezcla
se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 min, y luego se midi6 la absorbancia a
600 nm. Como control positivo se utilizo galato de epigalocatequina 250 pM. El porcentaje

de inhibicién para esta enzima se calculd usando la Ecuacion 4.2 y Ecuacion 4.3.

Ecuacion 4.2 Formula para calcular la actividad enzimatica. Donde, Abs,yestra ¥ AbSsustrato
son las absorbancias de las muestras a 600 nm del producto de reaccién con la muestra y

con el sustrato sin reaccionar con la enzima usada como control respectivamente.

Ab
Actividad enzimatica (%) = 100 % — <M X 100) (4.2)
Absgustrato

Ecuacion 4.3 Formula para calcular el porcentaje de inhibicion donde AE uestra ¥ AEcontrol

son las actividades enzimaticas con la muestra y con el control respectivamente.

AEmuestra

Inhibicién (%) = [1 -
( ) AEcontrol

} % 100 (4.3)

4.2.4. Determinacion de la concentracion de metales de las algas con
mayor actividad.

Con el fin de evaluar la presencia de metales, que son potencialmente toxicos y cuya presencia
esta controlada en los cosméticos, se contrato el servicio con el Laboratorio de la Corporacion
Universitaria Unilasallista. La cuantificaciéon del mercurio se realiz6 usando un analizador
directo de mercurio por medio del método EPA 7473:2007 de la agencia de protecciéon am-
biental de los Estados Unidos (U.S. Environmental Protection Agency). La cuantificacion de
cobre, zinc, cadmio y plomo se realizd por espectrometria de absorcién atémica de acuerdo
con el informe emitido el 2022-06-10 por parte del laboratorio y que se encuentra en el anexo
4.1.
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4.2.5. Evaluacion de citotoxicidad sobre HaCaT segun método CCK-8.

Los ensayos se realizaron sobre queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT (CLS Cell Li-
nes Service, 300493) proporcionados por el Hospital Universitario San Vicente Fundacion de
la ciudad de Medellin, Colombia. Las células fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) suplementado con un 10 % de SFB y un y Penicilina 100 U/mL —
Estreptomicina 100 pg/mL. El cultivo se mantuvo a 37°C con 5 % de COa. La citotoxicidad
sobre HaCaT de cada una de las muestras, después de 24 h de tratamiento, se evalu6 en un
rango de concentraciones entre 1.91 a 1000 pg/mL, mediante el ensayo CCK-8, usando el
reactivo WST-8 (Dojindo Molecular Technologies Inc.; USA). Mas detalles sobre este ensayo
pueden ser consultados en el informe de resultados suministrado por el laboratorio Grupo de
Investigacion en Sustancias Bioactivas (GISB) de la Universidad de Antioquia, y elaborado

por la Dra. Karent Bravo (anexo 4.3).

4.3. Resultados y discusion.

Uno de los mayores retos en un estudio de bioprospeccion es la selecciéon de muestras a eva-
luar. Este problema se pone de manifiesto en esta tesis porque se cuenta con una colecciéon
de méas de 100 algas colombianas, entre ellas se priorizaron inicialmente 27 algas pardas,
y 12 algas rojas como se discutio en el capitulo 2. No obstante, este ntimero sigue siendo
grande para hacerles ensayos biol6gicos sobre todo si se tiene en cuenta que partir de ellas
cuales se generaron 81 extractos de algas pardas (27 por FO, WB y WW); y 48 extractos
para las algas rojas (12 por FO, WB, WM y WW). Asi se tiene un total de 129 extractos a
partir de las 39 algas colectadas en el Caribe Colombiano, que por su cantidad no pueden ser

evaluados en su totalidad mediante los ensayos de inhibicién de las 3 enzimas seleccionadas.

Inicialmente se descartaron las fracciones WW (acuosas) de cada una de las algas, porque
estos extractos son muy ricos en sales que no los hace interesantes desde el punto de vista
quimico, ni aptas para ser evaluadas en los ensayos de inhibiciéon enzimaticos. También fue-
ron descartados algunos extractos que se recuperaron en muy pequenas cantidades, este fue
el caso de los extractos FO de las muestras de algas rojas, puesto que no seria aprovechables

por la industria cosmética que es el fin altimo de este trabajo.

Con el fin de priorizar las muestras a evaluar en los bioensayos de inhibiciéon de actividad
enzimatica, se decidié emplear la informacion que proviene de los HCA obtenidos mediante
el analisis de los datos de RMN!H (Capitulo 2). Se seleccion6 esta técnica ya que es la que

mejor refleja de manera cuantitativa y cualitativa el contenido metaboélico de un extracto,
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y es de esperarse que los extractos que pertenecen al mismo clister contengan metabolitos
similares, tanto en cantidad como en identidad, y por tanto una actividad inhibitoria enzi-
matica similar. Es claro que esta aproximacion tiene como sesgo la biisqueda de compuestos
activos que estén presentes en cantidades elevadas. La presencia de compuestos minoritarios

pero muy potentes no seria visible con el uso del RMN.

De esta manera se busco seleccionar al menos un miembro de cada uno de los clisteres iden-
tificados para cada tipo de extractos, asi para FO se tienen 4 clusteres para algas pardas
y 3 para algas rojas. En el caso de los extractos WB se identificaron 5 clisteres para las
pardas y 3 para las rojas; mientras que en el caso de WM se tienen 3 algas rojas (para las
pardas estos extractos no se obtuvieron). Esta informacion se integré con los resultados de la
evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos, mediante una bioautografia usando
como revelador el radical DPPH|15], puesto que esta actividad se correlaciona muy bien con
la actividad inhibitoria de la tirosinasa|l6|. El resumen de estos datos esta en las tabla 4.4
y 4.5).

4.3.1. Evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH) y determinacion
de la concentracion de metales de las algas con mayor actividad.

La bioautografia TLC es un método que integra la separacion cromatografica con la eva-
luaciéon in situ de la actividad bioldgica. Esto permite realizar una selecciéon preliminar de
extractos que poseen actividades bioldgicas de interés; asi como dirigir el fraccionamiento de
extractos activos, que conlleve al aislamiento de compuestos activos a partir de extractos de
alta complejidad|17].

La actividad antioxidante se puede evaluar mediante bioautografia usando DPPH como re-
velador, el cual es una radical libre estable, que, al ser disuelto en metanol, produce una
solucion de color violeta intenso. Después de eluir una placa de TLC, en la cual previamente
se han sembrado los extractos a evaluar, se asperja esta soluciéon. El desarrollo de manchas
amarillas contra el fondo violeta se considera como indicio de la presencia de compuestos
antioxidantes, estas manchas amarillas se forman por la reducciéon del DPPH al entrar en

contacto con los compuestos antioxidantes (radical scavenger) presentes|15], |16].

La evaluacion de la actividad antioxidante de todos los extractos obtenidos (FO, WB, WM),
se realizo con el propoésito de identificar aquellas muestras que poseen compuestos antioxi-

dantes, principalmente fenolicos que son conocidos por su potencial como inhibidores de la
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enzima tirosinasa y las metaloproteinasas de matriz (especificamente MMP—l). El fin
de este ensayo fue incluir los extractos activos en el grupo final al cual se le evaluaré la
actividad inhibitoria de las enzimas de interés para este estudio. Las fracciones FO, WB y

WM fueron eluidas con solventes diferentes dada la diferencia en su polaridad.

En la Figura [4.1] se presentan los resultados de la bioautografia de las fracciones WB de al-
gas pardas haciendo uso de DPPH. Se observa que los extractos WB de Stypopodium zonale
(EP8601, EP6801 y EP7201); al igual que Dictyopteris justii (YP9201), poseen actividad
antioxidante juzgados por la presencia de manchas amarillas. En el caso de las muestras de
Stypopodium, la fracciéon con mayor actividad eluye con el frente del solvente, pero también
se observan otras bandas de inhibicién a lo largo de la placa. Mientras que en el caso de
Dictyopteris, la fraccion més activa se retiene en el punto de siembra, y se observan otros
compuestos con una inhibicion ligera a lo largo de la placa. El extracto de Sargassum sp.
GJ9701 obtenido de un alga parda de la Guajira, también presenta actividad antioxidante
en compuestos de baja polaridad. En la tabla [£.1] se resumen los resultados de actividad
antioxidante encontrados para las fracciones FO, WB y WM de las algas estudiadas.

i

EP6801 EP7201 GJ9701 YP9201 EP8601

Figura 4.1.: Ejemplo de bioautografia para la evaluacion de la actividad antioxidante usando
el radical DPPH (0.2 %), de los extractos de algas pardas butanolicos (WB), se
resaltan los extractos con actividad antioxidante. Control positivo: floroglucinol
(fg), fase movil: CHCl3:MeOH, HoO:CH3COOH (60:25:4:3).
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Tabla 4.1.: Resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante mediante bioautografia
TLC con DPPH de los extractos organicos (FO) y butanolicos (WB) de las algas

pardas.
o o - Fraccion butanolica
Localidad Fraccion organica FO= wee
Actividad R activos Actividad Ry activos
Algas Pardas

DP7901 Dictyofa mertensii Providencia No activo - Mo activo -

DP&T01 Dictyofa mertensii Providencia No activo - Mo activo -

DP8001 Dictyota pinnatifida Providencia Mo activo - Mo activo -

DPG101 Dictyofa mertensii Providencia No activo - Mo activo -

RPT301 Canistrocarpus Providencia No activo - No activo -

crispatus
Canistrocarpus _ : i )
RP&T01 crispatus Providencia No activo - Mo activo -
Canistrocarpus . . . .

RP11401 crispatus Providencia Mo activo - Mo activo -
UP10301 Turbinaria turbinata Providencia No activo - Mo activa -

UPT101 Turbinaria turbinata Providencia Mo activo - Mo activo -

EPT201 Stypopodium zonale Providencia Activo 0.00 Activa 0.80

EP6801 Stypopodium zonale = Providencia Activo ey Activo 0.90

EP&G01 Stypopodium zonale Providencia Activo 013,031 Activa 0.80
EP10901 | Stypopodium zonale = Providencia Activo Py Activo 0.90

YP9201 Dictyopteris justii Providencia Activo 0.00 Activo 0.00

Guajira (Cabo . .
GJ9601 Sargassum sp. de Ia Vela) Mo activo - Mo activo -
Guajira (Cabo . . 0.00;
GJ9701 Sargassum sp. de Ia Vela) Mo activo - activo 0.50
Sargassum San Andrés . .

GS4701 polyceratum (Parque Carifio) Mo activo - Mo activo -
GS9801 Sargassum sp. San Andrés No activo - Mo activo -

GS9501 Sargassum San Andres No activo 3 No activo -

polyceratum (Parque Carifio)
Sargassum . : . )

GP6201 buxifoli Providencia No activo - Mo activo -

LP7401 Lobophora sp Providencia Mo activo - Mo activo -
DP12201 Dictyota sp Providencia Mo activo - Mo activo -

Sargassum . . .

GS9301 polyceratum San Andrés Mo activo - Mo activo -
GP10101 Sargassum sp Providencia Mo activo - Mo activo -
NP11301 Padina gymnospora Providencia No activo - Mo activo -

NB2301 FPadina gymnospora | Islas de Rosario No activo - Mo activo -
LP10001 Lobophora variegata Providencia Mo activo - Mo activo -

2 Bluido en Hexano:Acetato de efilo (7:3).
® Eluido en CHCl::MeOH, H20:CH:COOH (80:25:4:3)
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Tabla 4.2.: Resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante mediante bioautografia
TLC con DPPH de los extractos organicos (FO), butanolicos (WB) y metanolicos
de las algas rojas.

S e T Frac:cic'm“tébl.talﬁlica Fract:iénwn::tmdlica
R at:hB:rus LRSI " e aCtIR;DS
Algas Rojas
OM1043 Bosirychia Santa Marta Activo 0.0 Activa 0.0 No activo -
181501 Liagora San Andrés | Mo activo = Mo activo = Mo activo =
QM1039 | Aconthophora | SantaMarta | NO activo - No activo - No activo -
WJ1005 Ceramium Guajira No activo - No activo - No activo -
HM1049 Hypnea Santa Marta | No activo - No activo - No activo -
amM1042 Acanthophora | SantaMarta | MO activo - No activa - Mo activo -
am1041 Acanthophora | Santa Marta | Mo activo - No activo - Mo activo -
LAM1038 L aurencia Santa Marta |~ Mo activo = No activo = Mo activo =
VM1045 Gracilaria Santa Marta | Mo active - Mo activo - Mo activo -
VM1048 Gracilaria Santa Marta | Mo activo = Mo activo = Mo activo =
5aP1013 Spyridia Providencia | Mo activo - Mo activo - Mo activo -
LAM1040 L aurencia Santa Marta | Mo active = No activo = Mo activo =
Floroglucinol Control positivo Activo 0,00 Activo 0,51
Acido oleico Control positivo Activo 0,42

2 Eluido en Hexano:Acetato de etilo (7:3).
® Eluido en CHClxMeOH, H0:CH.COOH (60:25:4:3)

En las tablas y es interesante notar que los extractos organicos (FO), butanolicos
(WB) y metanolicos (WM) de las algas rojas son poco activos; y solamente la muestra Bostry-
chia sp. (OM1043) presenta compuestos antioxidantes cuyo Rf es 0,0. De otro lado, en las al-
gas pardas se observo que solamente las muestras Dictyopteris justii (YP9201), Stypopodium
zonale (EP6801, EP7201, EP8601, EP10901), y Sargassum sp. (GJ9701); resultaron activas.
En general, los compuestos fenolicos se relacionan con la actividad antioxidante en muchos
estudios de composicion quimica de algas. Este tipo de compuestos han sido reportados para
algas pardas, ricas en florotaninos; y en algas rojas, que han mostrado contener bromofe-
noles, flavonoides, terpenoides fenolicos y aminoacidos tipo micosporinas (MAAS), .
Este tipo de compuestos son producidos por las algas como un mecanismo de defensa en
condiciones de estrés, como el periodo de reproducciéon o en respuesta a la radiacion UV.
Adicionalmente, un alto contenido de nutrientes en el agua de mar, especialmente nitrégeno

y fosforo puede disminuir la cantidad producida de estos compuestos, debido a que las algas
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se centran en crecer y no en defenderse. La concentracion de metales influye en la cantidad
de fenolicos producidos por las algas, debido a que ellas algas tienden a exudar fenoles con
el fin de quelar metales como el arsénico, cobre, zinc, cadmio y cromo, como un proceso de
desintoxicacion|22|. Asi resulta evidente que la actividad biologica de las algas depende de
factores intrinsecos y extrinsecos|22|. Lo anterior explica por qué algunas muestras, como por
ejemplo Sargassum sp. (GS4701, GS9801 y GP10101) o Gracilaria sp. (VM1045, VM1048)

no presentaron actividad antioxidante.

Debido a la posibilidad de que aquellas muestras con actividad antioxidante pudieran con-
tener altas concentraciones de metales, se realizo la determinacion de la concentracion de
mercurio, plomo, zinc, cobre, cadmio y arsénico, para las muestras de los cuatro géneros
activos, y se compararon con muestras que no son activas (Tabla . De forma general,
no se observan tendencias que permitan decir que la actividad antioxidante se encuentra
relacionada con concentraciones mayores de metales. Aunque no existe una regulaciéon con
respecto a la concentracion de metales en algas marinas como materia prima para la produc-
cion de extractos activos, pues solo se encuentran concentraciones limite para los ingredientes
activos, que se presentaran méas adelante, con el proposito de catalogar el contenido de estos
metales en las muestras, se compararon con los limites maximos que puede contener una

muestra de alga que se comercializard como alimentonoauthor report 2022.

Asi, se encontré que la concentracion de mercurio en todas las muestras es menor a la repor-
tado por la comision europea, 0.10 mg/kg. La concentracion de plomo en todas las muestras,
a excepcion de Hypnea musciformis es menor al limite de deteccion del método de cuantifica-
cién, aunque no existe un valor exacto reportado a nivel mundial considerado como minimo,
la regulacion francesa recomienda que no supere 5 mg/kg de material seco, por lo cual en el
caso de la muestra de Hypnea, se encuentra muy por debajo de este valor. Lo mismo sucede
en el caso del cadmio para el cual no existe una regulaciéon a nivel mundial, pero la legisla-
cion francesa recomienda que este valor sea menor al 0.5 mg/kgnoauthor report 2022,

recomendacion que cumplen todas las muestras.

Aunque la concentraciéon del cobre no se encuentra regulada, es necesario realizar su cuan-
tificacion debido a que estos metales son indicadores de ecosistemas altamente contamina-
dos|23]. En este caso, la concentracion de cobre se encuentra por debajo de los limites de

cuantificacion, para todas las muestras.

El zinc es un mineral esencial para la salud de los seres humanos, por lo tanto, el contenido

de este no es un inconveniente para el aprovechamiento de estas muestras. Por el contrario,
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las algas son usadas como fuente de este tipo de minerales en la formulaciéon de alimentos
funcionales y suplementos. Este elemento fue cuantificado debido a que también puede
ser quelado por los compuestos fendlicos, pero su concentraciéon no tiene relaciéon con la ac-
tividad de este. Para este caso las algas rojas presentan una mayor concentraciéon de este

metal, siendo Bostrychia la que presenta la mayor concentracion.

Tabla 4.3.: Resultados de la cuantificacion de metales en las muestras de algas con actividad
antioxidante, comparados con dos muestras de algas pardas y rojas que no poseen
la actividad.

Lugar de As Zn Cu
colecta L mg /Kg mg /Kg

Codigo

Muestra SR

Antioxidante

Algas Pardas
. . ) . <L.CM | <LCM | <L.CM
YP9201 Dictyopteris Sl Providencia 2,643 (0.25) | (2,50) | . (2,50) 0,139
Cabo de la <L.C.M <L.C.M
GJ9701 Sargassum Sl Vela 3,576 (0,25) 2,51 (2,50) 0,413
. . . <L.C.M <L.C.M
EP6801 Stypopodium | Sl Providencia 2,704 (0.25) 2,620 _(2.50) 0,099
N . . <LCM | <LCM <LCM
UP10301 Turbinaria NO | Providencia 2,909 (0.25) | . (2.50) | . (2.,50) 0,138
Algas Rojas
. <L.C.M <L.C.M
OM1043 Bostrychia Sl Santa Marta 1,142 (0.25) 16,420 _(2.50) 0,025
HM1049 Hypnea NO | Santa Marta 2,522 0.29 8.29 <|(‘2%3ﬂ) 0.204

Por tltimo, segin la comisiéon europea, un extracto usado en la formulacién de cosméti-
cos debe contener concentraciones menores a 3 mg/kg de plomo, 0.1 mg/kg de mercurio, 3
mg/kg cadmio, y 25 mg/kg arsénico. Aunque la concentracion de estos metales en todas
las muestras es mucho mas baja que estos valores (Tabla, es importante tener en cuenta
que en el proceso de obtenciéon del extracto activo es posible concentrar estos metales, por lo
cual es necesario cuantificar la concentracion de estos en los extractos que se usarén en las
formulaciones de cosméticos. Asi como cuantificarlos en las formulaciones, pues alli se hara

un nuevo proceso de dilucion.
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4.3.2. Eleccion de los extractos que sometidos a los ensayos de
actividad enzimatica.

Con el proposito de elegir aquellos extractos que serdn evaluados mediante los ensayos de
actividad, que en el caso de las algas pardas es frente a las enzimas tirosinasa, colagenasa y
hialuronidasa; mientras para las algas rojas es frente a las enzimas tirosinasa y hialuronidasa,
se construyeron dos tablas resumen (Tabla y 4.10)) en las que se encuentra el resultado
de la actividad antioxidante, la masa de extracto obtenida y los compuestos dereplicados
para cada extracto en RMN y LC-MS/MS. Los extractos fueron organizados de acuerdo con
el claster al que pertenecen en el modelo HCA construido en el capitulo 2, para cada tipo
de extracto. De esta forma, se priorizé al menos un extracto cada claster, que preferible-
mente tuviera actividad antioxidante, que tuvieran la suficiente cantidad de masa para ser
ensayados (>50 mg), y cuya composicion incluyera todos, o la mayoria de los compuestos
dereplicados para ese cluster. Es asi como al observar la Tabla[4.4]se priorizaron los extractos
FO y WB de las muestras de los género Dictyota (DP7901, DP12201, y DP8001, de Pro-
videncia), Canistrocarpus (RP7301, y RP11401, de Providencia), Turbinaria (UP7101, de
Providencia), Stypopodium (EP6801, y EP10901, de Providencia), Dictyopteris (YP9201, de
Providencia), Sargassum (GP10101, GJ9701, GS9801, y GS9501, de Providencia, La Guajira
y de San Andrés); Lobophora (LP7401, de Providencia), y Padina (NP11301 y NB2301, de
Providencia e Islas del Rosario). Se buscé de incluir el mayor nimero de muestras por género

y al menos dos muestras por clister.

En la tabla se encuentra un resumen de la informacion de los extractos de algas rojas.
Donde se observa que los extractos FO y WB para la muestra Bostrychia sp. (OM1043)
fueron priorizados por ser los tinicos con actividad antioxidante. Todos los extractos WM se
analizaron debido a que contienen una cantidad de masa mayor a 100 mg, lo que los hizo
llamativos. Mientras que solamente tres extractos FO (OM1043, IS1501 y WJ1005) v 9 ex-
tractos WB (OM1043, IS1501, QM1039, QM1042, LAM1038, VM1045, VM1048, SaP1013,
LAM1040) fueron priorizados debido a que la cantidad de extracto para los deméas no era
suficiente. Las muestras priorizadas corresponden a los géneros Bostrychia (OM1043, San-
ta Marta); Liagora (IS1501, San Andrés), Ceramium (WJ1005, La Guajira), Acanthophora
(QM1039 y QM 1042, Santa Marta), Laurencia (LAM1038, LAM1040, de Santa Marta), Gra-
cilaria (VM1045 y VM1048, Santa Marta), y Spyridia (SaP1013).



Tabla 4.4.: Actividad antioxidante, masa y compuestos dereplicados de los extractos FO Y WB de las algas pardas. (Péagina
227-232)

No. cODIGO LUGAR F x
z3 COMPUESTOS DEREPLICADOS

Clister ~ Colecta GENERO COLECTA
LC-MS5/MS

EXTRACTOS FO

fut;l::?;i;ul, 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cyclic depsipeptides; Dihydroxy bile acids, alcohols and

DP7901 Dictyota Providencia 0 110.4 derivatives; Eudesmanolides, secoeudesmanolides, and derivatives; Fatty acid methyl esters; Fatty amides;

glif;:;;:i . Macrolactams; Phosphatidylserines; Porphyrins; Sesquiterpenoids

1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cyclic depsipeptides; Dihydroxy bile acids, alcohols and
DP8701 Dictyota Providencia 0 119.9 derivatives; Eudesmanolides, secoeudesmanolides, and derivatives; Fatty acid methyl esters; Fatty amides;
Macrolactams; Phosphatidylserines; Sesquiterpenoids; Styrenes
Acidos 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Acyclic monoterpenoids; Benzodioxoles; Cyclic depsipeptides; Dihydroxy bile
grasos acids, alcohols and derivatives; Fatty amides; macrolactams; Phosphatidylserines; Sesquiterpenoids
1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Alpha amino acid esters; Benzodioxoles; Cyclic depsipeptides; Dihydroxy bile
acids, alcohols and derivatives; Eudesmanclides, secoeudesmanolides, and derivatives; Fatty acid methyl esters;
Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharides; Fatty amides; Macrolactams; Phosphatidylserines; Porphyrins;
Sesquiterpenoids; Styrenes; Xanthophylls
1 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Biflorane and serrulatane diterpenoids; Cembrane
diterpenoids; Cyclic depsipeptides; Cyclosporins; Dihydroxy bile acids, alcohols and derivatives;
Eudesmanolides, secoeudesmanolides, and derivatives; Fatty acid methyl esters; Fatty acyl glycosides of mono-
and disaccharides; Fatty amides; Macrolactams; Phosphatidylserines; Sesquiterpenoids
1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Biflorane and serrulatane diterpenoids; Cembrane
RPE701 Canistrocarpus Providencia 0 152.3 diterpenoids; Cyclic depsipeptides; Cyclic peptides; Cyclosporins; Dihydroxy bile acids, alcohols and derivatives;
Fatty amides; Macrolactams; Sesquiterpenoids; Stigmastanes and derivatives; Xanthophylls

DPE001 Dictyota Providencia 0 174.3

DPE101 Dictyota Providencia 0 146.0

RP7301 Canistrocarpus Providencia 0 192.2

Fucosterol,
RP11401 | Canistrocarpus Providencia 0 146.7 acidos No analizada
grasos
UP10301 Turbinaria Providencia 0 98.3 No analizada
Fucosterol, _ - - N . - . .
TEEIm S Pl o G scidos 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cyclic depsipeptides; Dihydroxy bile acids, alcohols and
e derivatives; Dihydroxy bile acids, alcohols and derivatives; Fatty amides; Triacylglycerols

1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-acyl,2-(1Z-alkenyl)-glycerophosphocholines; Benzodioxoles; Cyclic alcohols

EP7201 Stypopodium Providencia 1 210.3 and derivatives; Cyclic depsipeptides; Fatty amides; N-acyl-alpha amino acids; Oligopeptides; Phenylpropanes;
Sesquiterpenoids; Stigmastanes and derivatives; Very long-chain fatty acids

1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-acyl,2-(1Z-alkenyl)-glycerophosphocholines; Cyclic alcohols and derivatives;

2 EPGE01 Stypopodium Providencia 1 2325 Cyclic depsipeptides; Fatty amides; N-acyl-alpha amino acids; Oligopeptides; Phenylpropanes; Sesquiterpenoids;
Very long-chain fatty acids
acidos 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-acyl,2-(1Z-alkenyl)-glycerophosphocholines; Cyclic alcohols and derivatives;
EP8601 Stypopodium Providencia 1 187.7 grasos, Cyclic depsipeptides; Fatty amides; N-acyl-alpha amineo acids; Oligopeptides; Phenylpropanes; Sesquiterpenoids;
feofitina a Trihydroxy bile acids, alcohols and derivatives; Very long-chain fatty acids

EP10901 Stypopodium Providencia 1 215.9 No analizada




No.

cODIGO

COMPUESTOS DEREPLICADOS

Chister  Colecta GENERO
Feofitina a,
fucosterol
. . . ) acidos 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Chlorins; Dihydroxy bile acids, alcohols and derivatives; Fatty
YPO201 Dictyopteris Providencia 113.5 . B . . .
grasos, amides; Sesquiterpenoids; Stigmastanes and derivatives; Xanthophylls
glicerolipido
s
GJ9601 Sargassum Guajira 65.2 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Fatty amides; Sesquiterpenoids; Vitamin D and derivatives
Feofitina a,
. fucosterol 3 . " ; . . n N o
G19701 Sargassum Guajira 64.1 scidos 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cyclic depsipeptides; Fatty amides; Vitamin D and derivatives
grasos.
1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cholesterols and derivatives; Cyclic depsipeptides; Fatty acid
G54701 Sargassum San Andrés 161.7 methyl esters; Fatty alcohols; Fatty amides; Macrolactams; Sesquiterpenoids; Vitamin D and derivatives;
Xanthophylls
3 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cholesterols and derivatives; Cyclic depsipeptides; Fatty acid
659801 Sargassum San Andrés 24.9 m,ethyl e_sters; F_atty acyl glycosides _uf rfwno— a_nd drsacch_aridi?s; Fatty amides; Malfrnle_m‘tams_; )
Phosphatidylserines; Stigmastanes and derivatives; Trihydroxy bile acids, alcohols and derivatives; Vitamin D
and derivatives
Fucosterol, 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Alpha amino acids and derivatives; Benzodioxoles; Cholesterols and
GS9501 Sargassum San Andrés 117.6 acidos derivatives; Cyclic depsipeptides; Fatty alcohols; Fatty amides; Macrolactams; Sesquiterpenoids; Stigmastanes
grasos, PHB and derivatives; Triterpenoids; Vitamin D and derivatives
1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Alpha amino acid esters; Biflorane and serrulatane diterpenoids; Cholesterols
e sargassum Providencia 20.0 and der]va_tives; Cyclic depsipepti_des; Fa‘Ety acid me‘thyl_esters_; Fatty acyl gl\_mosides of mono- j‘md di_saccharides;
Fatty amides; Macrolactams; Oligopeptides; Phosphatidylserines; Porphyrins; Sesquiterpenoids; Stigmastanes
and derivatives; Trihydroxy bile acids, alcohols and derivatives; Triterpenoids; Vitamin D and derivatives
Feofitina a, 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Alpha amino acid esters; Benzodioxoles; Cholesterols and derivatives; Cyclic
e Lobophora s e fucosterol depsipeptides; Fatty acid methyl esters; Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharides; Fatty alcohols; Fatty
acidos amides; Macrolactams; Phosphatidylserines; Porphyrins; Sesquiterpenoids; Stigmastanes and derivatives;
grasos. Vitamin D and derivatives
DP12201 Dictyota Providencia 129.1 No analizada
1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cholesterols and derivatives; Cyclic depsipeptides; Fatty acid
559301 Sargassum San Andrés 41.6 methyl esters; Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharides; Fatty alcohols; Fatty amides; Macrolactams;
Phosphatidylserines; Stigmastanes and derivatives; Triterpenoids; Vitamin D and derivatives
a Feofitina a,
GP10101 Sargassum Providencia 80.2 Fut':o_sterol No analizada
acidos
grasos.
NP11301 Padina Providencia 69.0 No analizada




Claster

COD!
Colecta

LUGAR
COLECTA

1,2-diacylglycerol-3-phosphates; Benzodioxoles; Cyclic depsipeptides; Fatty acid methyl esters; Fatty acyl

COMPUESTOS DEREPLI

acidos

NB2301 Padina Bard 0 98.1 rasos glycosides of mono- and disaccharides; Fatty amides; Macrolactams; Phosphatidylserines; Porphyrins;
& Sesquiterpenoids; Trihydroxy bile acids, alcohols and derivatives.

LP10001 Lobophora Providencia 0 72.3 No analizada

UP10301

Turbinaria

EXTRACTOS WB

Providencia

a5.2

Modo positivo

Acyl carnitines; Buxus
alkaloids;
Dihydropyranones;
Dihydroxy bile acids,
alcohols and derivatives;
Macrolides and analogues;
Retro-dihydrochalcones;
Sesquiterpenoids; Prenol
lipids

Modo negativo

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-
hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; 4-benzylpiperidines; Alpha amino acid
amides; Androgens and derivatives; Aralkylamines; Aromatic monoterpenoids;
Benzenesulfonic acids and derivatives; Carbazoles; Chlorofluorocarbons; Delta
amino acids and derivatives; Diarylthioethers; Diphenylmethanes; Diterpene
lactones; Diterpenoids; Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane
sesquiterpenoids; Hydroxyquinolines; Isoflavones; Macrolides and analogues;
Naphthols and derivatives; Oligopeptides; Oligosaccharides; Phenylbutylamines;
Phosphatidylinositols; Psoralens; Rhamnofolane and daphnane diterpenoids;
Sesquiterpenoids; Terpene glycosides; Tetralins; Triterpenoids; Xanthophylls

UP7101

Turbinaria

Providencia

Buxus alkaloids;
Dihydropyranones;
Sesquiterpenoids; Prenol
lipids

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-
hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; 4-benzylpiperidines; Alpha amino acid
amides; Androgens and derivatives; Aralkylamines; Aromatic monoterpenoids;
Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons; Delta amino acids
and derivatives; Diarylthioethers; Diphenylmethanes; Diterpene lactones;
Diterpenoids; Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids;
Isoflavones; Macrolides and analogues; Naphthols and derivatives;
Oligopeptides; Phosphatidylinositols; Psoralens; Rhamnofolane and daphnane
diterpenoids; Sesquiterpenoids; Terpene glycosides; Tetralins; Triterpenoids

NP11301

Padina

Providencia

No analizada por LC-MS/MS

RP11401

Canistrocarpus

Providencia

1121

Acidos
grasos,
polioles,
diterpenos,
manitol

Retro-dihydrochalcones;
prenol lipids

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids; Alpha amino acid amides; Androgens and derivatives; Aromatic
monoterpenoids; Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons;
Delta amino acids and derivatives; Diarylthioethers; Diterpenoids; Eudesmane,
isoeudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids; Macrolides and analogues;
Naphthols and derivatives; Oligosaccharides; Rhamnofolane and daphnane
diterpenoids; Sesquiterpenoids; Triterpenoids

RPE701

Drewid "
Fr Ia

Canistrocarp

146.3

No analizada por LC-MS/MS

RP7301

Canistrocarpus

Providencia

198.2

No analizada por LC-MS/MS

DPB001

Dictyota

Providencia

o olo

174.3

No analizada por LC-MS/MS

DP7901

Dictyota

Providencia

=]

76.5

Diterpenos
(dictyol H),

No analizada por LC-MS/MS




cODIGO

No.
Clister Colecta GENERO COMPUESTOS DEREPLICADOS
acidos
grasos
DP6101 Dictyota Providencia 08.6 No analizada por LC-MS/MS
DP8701 Dictyota Providencia 156.7 No analizada por LC-M5/MS
DP12201 Dictyota Providencia 110.8 No analizada por LC-MS/MS
1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids; Alpha amino acid amides; Androgens and derivatives;
. ) o Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons; Diterpenoids;
LP7401 Lobophora Providencia 79.2 Prenol lipids . -
Isoflavones; Macrolides and analogues; Naphthols and derivatives;
Oligopeptides; Oligosaccharides; Phenylbutylamines; Rhamnofolane and
3 daphnane diterpenoids; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; Alpha
amino acid amides; Androgens and derivatives; Benzenesulfonic acids and
. Retro-dihydrochalcones; derivatives; Chlorofluorocarbons; Delta amino acids and derivatives;
G59501 Sargassum San Andrés 61.0 o ~ ) ) B B
Prenol lipids Diarylthioethers; Diterpencids; Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane
sesquiterpenoids; Isoflavones; Macrolides and analogues; Naphthols and
derivatives; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-
. hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; Aromatic monoterpenoids;
Me:::]l;erp Acyl carnitines; Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons; Delta amino acids
EPBA0L Stypopodium Providencia 177.2 (stypotriol y Sesquiterpenoids; Prenol and derivatives; Diarylthioethers; Diterpene lactones; Diterpenoids; Eudesmane,
i lipids isoeudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids; Hydroxyquinolines;
stypodiona) Isoflavones; Macrolides and analogues; Naphthols and derivatives;
Psoralens;Sesquiterpenoids; Triterpenoids
e e e 1 lz—alkenvl],z—aqugcher_ophosphoserinf:s; 1,2—diac?1glyoerol—3—pho?phates; 1-
bile acids, alcohols and hydrox\r_—ei—urlsubstltute_d bt?nzenmds; Aromatic monoterp-enmd_s; )
a T Stypopodium T A derivatives: Benzer}esu_lfon ic .'_:u:l ds a_nd derlvatl_ves; Chloroﬂuorocar_bans; De_lta amino acids
B [ s aer derivatives; Diarylthioethers; Dlterpen_t—: Iactont?s; Diterpenoids; Eudeswane,
lipids isoceudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids; Isoflavones; Macrolides
and analogues; Naphthols and derivatives; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-
Acyl carnitines; Dihydroxy hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; Androgens and derivatives;Aromatic
bile acids, alcohols and monoterpenoids; Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons;
EPG801 Stypopodium Providencia 107.9 derivatives; Delta amino acids and derivatives; Diarylthioethers; Diterpene lactones;
Sesquiterpenoids; Prenol Diterpenoids; Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids;
lipids Hydroxyquinolines; Isoflavones; Macrolides and analogues; Oligopeptides;

Phenylbutylamines; Phosphatidylinositols; Sesquiterpenoids; Triterpenoids




No.
Claster

cODIGO
Colecta

GENERO

LUGAR
COLECTA

COMPUESTOS DEREPLICADOS

Acyl carnitines; Dihydroxy
bile acids, alcohols and

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-
hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; Aralkylamines; Aromatic monoterpenoids;
Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons; Delta amino acids

EP7201 Stypopodium Providencia 95.5 derivatives; and derivatives; Diarylthioethers; Diterpenoids; Eudesmane, isoeudesmane or
Sesquiterpenoids; Prenol cycloeudesmane sesquiterpenoids; Isoflavones; Macrolides and analogues;
lipids Naphthols and derivatives; Oligopeptides; Phenylbutylamines;
Phosphatidylinositols; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-
. hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; Alpha amino acid amides; Androgens and
Acyl carnitines; Retro- L ) - - - .
. ) derivatives; Aromatic monoterpenoids; Benzenesulfonic acids and derivatives;
559801 Sargassum San Andrés 61.9 dihydrochalcones; Prenol . _ ! . .
linids Chlorofluorocarbons; Diarylthioethers; Diterpenoids; Isoflavones; Macrolides
P and analogues; Naphthols and derivatives; Rhamnofolane and daphnane
diterpenoids; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids; Alpha amino acid amides; Androgens and derivatives; Aromatic
" monoterpenoids; Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons;
) 3 Acyl carnitines; Prenol ~ _ _ _ B
LP10001 Lobophora Providencia 70.1 linids Diarylthioethers; Diterpenoids; Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane
p sesquiterpenoids; Isoflavones; Macrolides and analogues; Naphthols and
derivatives; Oligopeptides; Oligosaccharides; Phenylbutylamines; Rhamnofolane
and daphnane diterpenoids; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids; Alpha amino acid amides; Androgens and derivatives; Aromatic
5 Acyl carnitines; Retro- monoterpenoids; Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons;
NE2301 Padina Bari 55.2 dihydrochalcones; Prenol Delta amino acids and derivatives; Diarylthioethers; Diterpenoids; Eudesmane,
lipids isoeudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids; Isoflavones; Macrolides
and analogues; Naphthols and derivatives; Oligosaccharides; Rhamnofolane and
daphnane diterpenoids; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; Alpha
amino acid amides; Androgens and derivatives; Aromatic monoterpenoids;
. Acyl carnitines; Retro- Chlorofluorocarbons; Delta amino acids and derivatives; Diarylthioethers;
659301 Sargassum San Andrés 60.2 ; - A A - -
dihydrochalcones Diterpenoids; Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids;
Hydroxyquinolines; Isoflavones; Macrolides and analogues; Naphthols and
derivatives; Phosphatidylinositols; Sesquiterpenoids; Triterpenoids
1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids; Alpha amino acid amides; Androgens and derivatives;
Cholesterols and A - .
. o ) Aralkylamines; Aromatic monoterpenoids; Chlorofluorocarbons;
554701 Sargassum San Andrés 17.6 derivatives; Epoxides;

Long-chain fatty acids

Diarylthioethers; Diterpenoids; Isoflavones; Macrolides and analogues;
Naphthols and derivatives; Oligopeptides; Oligosaccharides; Rhamnofolane and
daphnane diterpenoids; Sesquiterpenoids; Terpene glycosides; Triterpenoids




No.
Chister

cODIGO
Colecta

GP6201

GENERO

Sargassum

LUGAR
COLECTA

Providencia

Acyl carnitines; Prenol
lipids

COMPUESTOS DEREPLICADOS

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids; Androgens and derivatives; Aralkylamines; Benzenesulfonic acids
and derivatives; Chlorofluorocarbons; Diterpenoids; Isoflavones; Macrolides and
analogues; Naphthols and derivatives; Rhamnofolane and daphnane
diterpenoids; Sesquiterpenoids; Triterpenoids

519601

Sargassum

Guajira

Acyl carnitines; Retro-
dihydrochalcones; Prenol
lipids

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; Alpha amino acid amides;
Aralkylamines; Aromatic monoterpenocids; Benzenesulfonic acids and
derivatives; Chlorofluorocarbons; Diarylthioethers; Diterpenoids; Isoflavones;
Macrolides and analogues; Naphthols and derivatives; Oligopeptides;
Rhamnofolane and daphnane diterpenoids; Sesquiterpenoids; Terpene
glycosides; Triterpenoids

GP10101

Sargassum

Providencia

71.6

Acyl carnitines; Retro-
dihydrochalcones

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1,2-diacylglycerol-3-phosphates; 1-
hydroxy-4-unsubstituted benzenoids; Alpha amino acid amides; Androgens and
derivatives; Aralkylamines; Aromatic monoterpenoids; Benzenesulfonic acids
and derivatives; Chlorofluorocarbons; Diarylthioethers; Diterpenoids;
Isoflavones; Macrolides and analogues; Naphthols and derivatives;
Oligosaccharides; Rhamnofolane and daphnane diterpenoids; Sesquiterpenoids;
Triterpenoids

Gla701

Sargassum

Guajira

Acyl carnitines; Retro-
dihydrochalcones; Prenol
lipids

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids; Alpha amino acid amides; Aralkylamines; Aromatic
monoterpenoids; Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons;
Diarylthioethers; Diterpencids; Isoflavones; Macrolides and analogues;
Naphthols and derivatives; Oligopeptides; Rhamnofeolane and daphnane
diterpenoids; Sesquiterpenoids; Triterpenoids

YP9201

Dictyopteris

Providencia

Acyl carnitines; Prenol
lipids

1-(1Z-alkenyl),2-acylglycerophosphoserines; Androgens and derivatives;
Benzenesulfonic acids and derivatives; Chlorofluorocarbons; Diarylthioethers;
Diterpenoids; Eudesmane, isoeudesmane or cycloeudesmane sesquiterpenoids;
Naphthols and derivatives; Oligopeptides; Psoralens; Sesquiterpenoids;
Triterpenoids




Tabla 4.10.: Actividad antioxidante,
jas.(Pagina 233-235)

masa y compuestos dereplicados de los extractos FO, WB y WM de las algas ro-

No. Cddigo de Lugar de ANTIOXID .
Mas: Ci stos d licados
Cluster colecta colecta ANTE asa (mg) ompuestos dereplicacos
RMN LC-MS/MS
EXTRACTO FO
1,2-aminoalcohols; Alkyl-phenylketones; Benzodioxoles; Ceramides; Diterpene lactones;
anM1042 Acanthophora Santa Marta 0 38.6 Fatty alcohols; Hydroxysteroids; Monoalkylamines; Phosphatidylglycerols; Secondary
carboxylic acid amide; Tetralins
Ceramides; Diterpene lactones; Fatty alcohols; Hydroxysteroids; Monoalkylamines;
am1041 Acanthophora Santa Marta 0 41.9 Tpe ty o \F Xy . kot
a Secondary carboxylic acid amides; Tetralins
VM1048 Gracilaria Santa Marta 0 35.8 1,2-aminoalcohols; Phosphatidylglycerols; Tetralins
SaP1013 Spyridia Santa Marta 0 39.7 1,2-aminoalcohols; Benzodioxoles; Tetralins
151501 Liagora San Andrés 0 24.4 A&:ldo:HgI;a 5 1,2-aminoalcohols; Benzodioxoles; Ceramides
LAM1038 Laurencia Santa Marta 0 813 Acidos grasos 1,2-aminoalcohols; Alkyl-phenylket_onﬁ; Benzodiuxnle_s; Ceramides; Fatty alcohols;
Phosphatidylglycerals; Tetralins
2 ACTETaT — o 0 =24 1,2-aminoalcohols; Alkyl—phenylketf)nﬁ; Benzodmxole:s; Ceramides; Fatty alcohols;
Phosphatidylglycerols; Tetralins
1,2-aminoalcohols; Alkyl-phenylketones; Ceramides; Diterpene lactones; Fatty alcohols;
0M1043 Bostrychia Santa Marta 1 74.2 kyl-pheny > DILerpen ; Fatty
Monoalkylamines; Secondary carboxylic acid amides; Tetralins
1,2-aminoalcohols; Alkyl-phenylketones; Benzodioxoles; Ceramides; Fatty alcohols;
(ILELE Vi SR A e i Phosphatidylglycerols; Tetralins
- WwJ1005 Ceramium Guajira 0 87.3 1,2-aminoalcohols; Secondary carboxylic acid amides
VM1045 Gracilaria Santa Marta 0 42 1,2-aminoalcohols; Monoalkylamines; Secondary carboxylic acid amides; Tetralins
aQm1039 Acanthophora Santa Marta 0 50.7 Acidos grasos, 1,2-aminoalcohols; Ceramides; Fatty alcohols; Secondary carboxylic acid amides
EXTRACTO WB Modo negativo
Acetanilides; Acyclic diterpenoids; Acyl cholines;
Aralkylamines; Cholesteryl esters; Cyclic depsipeptides;
VM1045 Gracilaria Santa Marta o 2488 D|pr_lenyrlmi_athanes; F)|te rpenmd_s; Euml:ellam? and
asbestinane diterpenoids; Flavonoid-7-O-glycosides; N-
alkylindoles; Oligopeptides; Oligosaccharides;
1 Sesquiterpenoids
rerTen s - S T 1 = Aoet_:aniIpo_r.;_Cholestery_i esters; Diphe_m,'lmeth_anes;
} Diterpenoids; N-alkylindoles; Sesquiterpenoids
Acetanilides; Acyl cholines; Aralkylamines; Cholesteryl
LAM1040 Laurencia Santa Marta 0 1419 etanilides; Acyl cholines; Aralkylamines; Cholestery|
esters; Cyclic depsipeptides; Diphenylmethanes;




No.
Cluster

Codigo de

colecta

Lugar de
colecta

ANTIOXID
ANTE

Masa (mg)

Compuestos dereplicados

Diterpenoids; Eunicellane and asbestinane diterpenoids; N-
alkylindoles; Oligopeptides; Oligosaccharides;
Sesquiterpenoids

LAM1038

Laurencia

Santa Marta

120.8

Acyl cholines; Aralkylamines; Cholesteryl esters; Cyclic
depsipeptides; Diphenylmethanes; Diterpenoids;
Eunicellane and asbestinane diterpenoids; N-alkylindoles;
Oligopeptides; Oligosaccharides; Sesquiterpenoids

Qm1041

Acanthophora

Santa Marta

Acyclic diterpenoids; Acyl cholines; Aralkylamines;
Cholesteryl esters; Cyclic depsipeptides; Diphenylmethanes;
Diterpenoids; Eunicellane and asbestinane diterpenoids;
Flavonoid-7-0-glycosides; N-alkylindoles; Oligopeptides;
Oligosaccharides; Sesquiterpenoids

ami1039

Acanthophora

Santa Marta

Acetanilides; Acyl cholines; Aralkylamines; Cholesteryl
esters; Cyclic depsipeptides; Diphenylmethanes;
Diterpenoids; Eunicellane and asbestinane diterpenoids;
Flavonoid-7-0-glycosides; N-alkylindoles; Oligosaccharides;
Sesquiterpenoids

VM1048

Gracilaria

Santa Marta

Acetanilides; Acyclic diterpenoids; Acyl cholines;
Aralkylamines; Cholesteryl esters; Cyclic depsipeptides;
Diphenylmethanes; Diterpenoids; Eunicellane and
asbestinane diterpenoids; N-alkylindoles; Oligopeptides;
Oligosaccharides; Sesquiterpenoids

amio4a2

Acanthophora

Santa Marta

Acetanilides; Acyl cholines; Aralkylamines; Cholesteryl
esters; Cyclic depsipeptides; Diphenylmethanes;
Diterpenoids; Flavonoid-7-0-glycosides; N-alkylindoles;
Oligopeptides; Sesquiterpenoids

WI1005

Ceramium

Guajira

74.1

Acetanilides; Acyl cholines; Aralkylamines; Cholesteryl
esters; Diphenylmethanes; Diterpenoids; N-alkylindoles;
Oligosaccharides; Sesquiterpenoids

SaP1013

Santa Marta

Acetanilides; Acyl cholines; Aralkylamines; Cholesteryl
esters; Cyclic depsipeptides; Diphenylmethanes;
Diterpenoids; Eunicellane and asbestinane diterpenoids;
Flavonoid-7-O-glycosides; N-alkylindoles; Oligopeptides;
Oligosaccharides; Sesquiterpenoids

151501

Liagora

San Andrés

28.2

Acetanilides; Acyclic diterpenoids; Acyl cholines;
Aralkylamines; Cholesteryl esters; Cyclic depsipeptides;
Diphenylmethanes; Diterpenoids; Eunicellane and




No. Codigo de Lugar de ANTIOXID e . . .
Cluster colecta colecta ANTE Masa (mg) Compuestos dereplicados
asbestinane diterpenoids; Flavonoid-7-O-glycosides; N-
alkylindoles; Oligosaccharides; Sesquiterpenoids
Acetanilides; Acyl cholines; Aralkylamines; Cholesteryl
esters; Cyclic depsipeptides; Diphenylmethanes;
HM1049 Hypnea Santa Marta 0 42,1 y ! !
@ Diterpenoids; Eunicellane and asbestinane diterpenoids; N-
alkylindoles; Oligosaccharides; Sesquiterpenoids
EXTRACTO WM
LAM1040 Laurencia Santa Marta 0 439.6 Polychlorinated biphenyls
LAM1038 Laurencia Santa Marta 0 385.8 Polychlorinated biphenyls
1 VM1045 Gracilaria Santa Marta 0 319.8 Bicyclic monoterpenoids; Germacranolides and derivatives; Polychlorinated biphenyls
amM1039 Acanthophora Santa Marta 0 358 Germacranolides and derivatives; Polychlorinated biphenyls
VM1048 Gracilaria Santa Marta 0 269.8 No se hizo el analisis
HM1049 Hypnea Santa Marta 0 194.7 Polychlorinated biphenyls
QM1041 Acanthophora | Santa Marta 0 319.4 Polychlorinated biphenyls
2 OM1043 Bostrychia Santa Marta 0 914.9 Bicyclic monoterpenoids; (_Sermacr_anolides and derivatives;
Polychlorinated biphenyls
WI1005 Ceramium Guajira 0 483.4 Polychlorinated biphenyls
Qw1042 Acanthophora Santa Marta 0 400.4 Germacranolides and derivatives
3 5aP1013 Spyridia Santa Marta 0 151.6 Bicyclic monoterpenoids; Germacranolides and derivatives
151501 Liagora San Andrés 0 38.5 Polychlorinated biphenyls
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4.3.3. Evaluacion de la actividad inhibitoria de enzimas.

El siguiente paso fue hacer la evaluacion de la actividad inhibitoria de las enzimas por parte
de los extractos de algas. Se hizo énfasis en las fracciones butanoélicas por haber mostrado
mayor diversidad quimica (capitulos 2 y 3), y tener actividad antioxidante (tabla [4.1]). Los
porcentajes de inhibicion enzimética fueron calculados de acuerdo con las ecuaciones mos-
tradas en la seccion experimental (ecuaciones 4.1 a 4.3), y son presentados como graficas de
barras. Los intervalos de error corresponden a la desviacion estandar calculada a partir de

los triplicados de cada muestra a cada concentracion.

Los resultados de inhibicién de las enzimas en los ensayos con extractos de algas pardas
se presentan en la Figura [£.2] mientras en la Figura [4.3] se presentan los resultados de los
ensayos con extractos de las algas rojas. En este trabajo se catalogaron como activos aquellos
extractos cuyo porcentaje de inhibicion de la tirosinasa sea mayor al 30 %. En la tabla
se resumen los resultados de actividad biologica.

El ensayo de inhibicién de la tirosinasa (Figura [£.2h) se realiz6 a dos concentraciones de
extracto (50 pg/mL y 250 pg/mL). El tnico extracto evaluado a 50 pg/mL que supera el
40 % de inhibicion de la enzima es el extracto WB de la muestra YP9201, cuyo porcentaje
de inhibicién es 76.16 %, y que corresponde a una muestra del alga parda de Dictyopte-
ris justii recolectada en Providencia. Los extractos evaluados a 250 pg/mL que superan
el 30 % de inhibiciéon son los butanélicos (WB) de las algas: Stypopodium zonale colectada
en Providencia (EP6801WB, 79.14 %); Sargassum sp, colectada en la Guajira (GJ9T01WB,
68.19 %), Dictyopteris justic YP9201WB (97.12 %) y Turbinaria turbinata UP7101 (30.69 %).
En cuanto a los extractos organicos ninguno resulté activo a 50 pg/mL; pero a 250 pg/mL
los extractos activos son los de las algas Sargassum sp., colectada en la Guajira, y codifica-
do como GJIT01FO (43.82%); y Dictyopteris justii, colectada en Providencia (YP9201FO,
66.59 %). En el caso de las algas rojas (Figura 4.3a) no se encontrd ningin extracto que
inhibiera en mas del 40 % la tirosinasa, siendo el extracto de WM de WJ1005 (Ceramium
nitens), el mas activo, pero apenas super6 el 25 % de inhibicion. Con lo anterior queda claro
que los extractos de alga pardas parecen ser mas activos que las rojas como inhibidores de
tirosinasa lo que puede deberse a la presencia de pigmentos, la mayor variedad de lipidos y

otros compuestos fenolicos presentes de forma mas abundante en las algas pardas|26).

En la Figura se muestran los resultados de inhibiciéon de la colagenasa (solo se ensaya-
ron a 250 pg/mL) siendo los extractos de Dictyopteris justii de Providencia (YP9201), tanto
orgéanicos (93.2 %) como butandlicos (100 %), los mas activos. Los siguientes mas activos son
los de Stypopodium zonale, colectados en Providencia y codificados como EP10901 (WB con



4.3 Resultados y discusion. 237

el 45.1%; y FO con el 58.6 %) y EP6801 (WB con el 98 %, y FO con el 36.1%); y Dictyota
sp, colectada en Providencia, y codificada como DP12201 cuya FO inhibe con el 45.8 %. Las
algas rojas no fueron evaluadas por problemas logisticos. Para este caso, en las algas pardas
se encuentran algunos compuestos diterpenoides (por ejemplo plastoquinonas, cromanoles y

cromenos) y polifenoles (por ejemplo los florotaninos) como inhibidores de esta enzimal27],
[28].

Finalmente, en los ensayos de inhibicion de la hialuronidasa (solo se ensayaron a 250 pg/mL)
por parte de los extractos de algas pardas (Figura ), se pudo establecer que el extracto
altamente activo (en los ensayos anteriores) de Dictyopteris justii YP9201 no resulté activo ni
en su fraccion WB (11.34 %) ni en su fraccion FO (22.43 %). Mientras las fracciones WB de las
algas pardas Stypopodium zonale EP6801 (Inhibe con el 80.8%) y Sargassum sp. GP10101
(inhibe con el 91.4%, y su FO lo hace con 35.5%) inhiben potentemente la enzima. Asi
como los extractos FO y WB de las muestras de Sargassum, GS9801(FO con 60 % y WB con
68.7%) colectada en San Andrés, y GJ9701 (FO inhibe con el 55.7% y WB con el 100 %)
colectada en la Guajira. En las fracciones organicas de Canistrocarpus crispatus DP7301
y DP11401, con un 43% y 31.4% de inhibicion respectivamente; de Turbinaria turbinata
UP7101, con 69.9 %; Dictyota sp DP7901, con 32.33 %; y Padina gymnospora NB2301, con
31.6 %. Entre las algas rojas la muestra Bostrychia sp. (OM1043), colectada en Santa Marta,
inhibe con el 100 % en su fraccion WB, y con 38.3% en su fraccion FO. Las demés algas
rojas tienen baja actividad, siendo un poco mas activas en las fracciones organicas que en las
butanolicas. En este punto es notable que las tres fracciones FO de las algas rojas ensayadas
son activas (superior al 30 %); no obstante, no se hicieron mas ensayos con estas fracciones
porque el rendimiento de este extracto en las Rhodophyta es muy bajo y no se disponia
de material suficiente. Este hecho hace que no parezca que este extracto de las algas rojas
como potencialmente utilizables por parte de la industria cosmética. En el caso de las algas
pardas se reportan inhibidores principalmente para esta enzima los florotaninos, alginatos y
fucoidanos|29).
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Figura 4.2.: Grafica de porcentaje de inhibicion de las muestras de algas pardas ensayadas. a) tirosinasa, b) colagenasa, c)

hialuronidasa.
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Figura 4.3.: Grafica de porcentaje de inhibicion de las muestras de algas rojas ensayadas.
a) tirosinasa, b) hialuronidasa.



Tabla 4.13.: Resumen de los resultados de actividad inhibitoria de enzimas de interés cosmético de los extractos de algas

pardas. En azul oscuro se resaltan las muestras activas (méas del 30 %) y en azul claro las muestras sin actividad

inhibitoria.
Cédigo TIROSINASA COLAGENASA HIALUROMNIDASA A. ANTIBACTERIANA
ANTIOXIDANTE s op A PP 5 —
de Género Lugar de colecta (*einhibicién>30) | (%inhibicion>30) | (%inhibicion>30) (S. epidermidis)**
colecta FO WB FO FO WB WB FO | WB WWwW
UP7101 Turbinaria Providencia 0 a 0 0 0 a 1] 0 0
EP6801 Stypopodium Providencia 0
DP7301 Canistrocarpus Providencia 0
DP7901 Dictyota Providencia 0
559801 Sargassum San Andrés 0
G59501 Sargassum San Andrés 0
NB2301 Padina Bard 0
LP7401 Lobophora Providencia 0
GJ9701 Sargassum Guajira 0
YP9201 Dictyopteris Providencia 0
DP2001 Dictyota Providencia 0 0 0 0
RP11401 Canistrocarpus Providencia 0 0 0 - - -
GP10101 Sargassum Providencia 0 0 0 0 0 0
NP11301 Padina Providencia 0 a 0 0 0 0
EP10901 Stypopodium Providencia _ 0 - - -
DP12201 Dictyota Providencia 0 0 0 - - -
UP10301 Turbinaria Providencia 0 0 - - - - - - - - -
RPG&701 Canistrocarpus Providencia 0 0 - - - - - - 0
DP6101 Dictyota Providencia 0 0 - - - - - - 0
DP8701 Dictyota Providencia 0 0 - - - - - - 0
EP8601 Stypopodium Providencia - - - - - - 0
EP7201 Stypopodium Providencia - - - - - - 0
LP10001 Lobophora Providencia 0 0 - - - - - - - - -
GS4701 Sargassum San Andrés 0 0 - - - - - - 0 0 0
GP6201 Sargassum Providencia o 0 - - - - - - a 0 0
GJ9601 Sargassum Guajira 0 0 - - - - - - 0 0 0
559301 Sargassum San Andrés 0 0 - - - - - - 0 0 0




Tabla 4.14.: Resumen de los resultados de actividad inhibitoria de enzimas de interés cosmético de los extractos de algas

Rojas. En azul oscuro se resaltan las muestras activas (més del 30 %) y en azul claro las muestras sin actividad

inhibitoria.
TIROSINASA HIALURONIDASA
Seolriols o HFTCE ANTIOXIDANTE (%inhibicion>30) (%inhibicion>30)
colecta colecta
FO wWB WM FO WB WM FO WB WM
omM1043 Bostrychia Santa Marta 0 0 0 0 0
151501 Liagora San Andrés 0 0 0 0 0 0 0
QmM1039 Acanthophora Santa Marta 0 0 0 0 0 0 0
WJ1005 Ceramium Guajira 0 0 0 - - 0 0
HM1049 Hypnea Santa Marta 0 0 0 - 0 - 0
amMm1io042 Acanthophora Santa Marta 0 0 0 - 0 0 - 0 0
amMmio41 Acanthophora Santa Marta 0 0 0 - - 0 - 0 0
LAM1038 Laurencia Santa Marta 0 0 0 - 0 0 - 0 0
V1045 Gracilaria Santa Marta 0 0 0 - 0 0 - 0 0
V1048 Gracilaria Santa Marta 0 0 0 - 0 0 - 0 0
SaP1013 Spyridia Providencia 0 0 0 - 0 0 - 0 0
LAM1040 Laurencia Santa Marta 0 0 0 - 0 0 - 0 0
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Se puede observar en las tablas resumen (Tabla y Tabla que al menos un extracto
(el WB) de Stypopodium zonale (EP6801) resulté activo contra las tres enzimas. Lo que
sugiere que esta especie seria las mas interesante para estudiar en una aplicaciéon cosmética,
este mismo extracto fue evaluado contra Staphylococcus epidermidis, bacteria de interés en el
control del acné|30], y también posee actividad. No obstante, para esta especie se ha descrito
que es fuertemente citotoxica, como se observa mas adelante. De otro lado, estudios previos
en nuestro grupo de investigaciéon han mostrado que la composicion quimica de la fracciéon
WB de las muestras colectadas en Colombia es diferente a la descrita para el Brasil, y se
identificaron al menos dos quimiotipos diferentes en Colombia|31], por lo que es necesario

hacer la evaluacion de la toxicidad para los dos quimiotipos.

Entre las especies que rindieron extractos que inhiben dos de las tres enzimas trabajadas
se encuentran: Turbinaria turbinata (el extracto WB inhibe la tirosinasa y el extracto FO
inhibe la hialuronidasa); Sargassum Ej. GJ9701 (cuyos extractos FO Y WB inhiben la ti-
rosinasa y la hialuronidasa) y GP10101 (WB inhibe la tirosinasa, y los extractos FO y WB
inhiben la hialuronidasa); Dictyopteris justii YP9201 (Tirosinasa y colagenasa por parte de
ambos extractos WB y FO); y Dictyota DP12201 (el extracto FO inhibe la colagenasa y la

hialuronidasa).

De otro lado si se tiene en cuenta la potencia de la actividad inhibitoria, y no solo el nimero
de enzimas inhibidas se tiene que los extractos mas potentes son los de: Dictyopteris justii
YP9201-WB con un 97.1% y 100 % contra tirosinasa y colagenasa, respectivamente; Sar-
gassum GJ9701WB 100 % contra hialuronidasa y GP1001-WB 91.5 % contra hialuronidasa;
Stypopodium zonale EP6801-WB con 98 % contra colagenasa; y Bostrychia OM1043-WB con

100 % contra hialuronidasa.

En el ensayo de inhibicién de la tirosinasa las muestras mas activas son los extractos WB de
las algas pardas Dictyopteris justii (YP9201), Stypopodium zonale (EP6801WB), Sargassum
sp (GJ9701WB) y Turbinaria turbinata (UP7101). Los extractos orgénicos de estas algas son
menos activos, y ninguno de los extractos de las algas rojas resultaron activos. En cuando
a los resultados de inhibicion de la colagenasa los extractos mas activos son los de Dictyop-
teris justic (YP9201, tanto FO como WB); Stypopodium zonale, colectada en Providencia
(EP10901 y EP6801, tanto WB como FO); y Dictyota sp (DP12201, solo en el extracto FO).
En los ensayos de inhibicion de la hialuronidasa los extractos més activos corresponden a los
de las algas pardas Stypopodium zonale (EP6801WB), Sargassum sp (GP10101, GJ9701 y
GS9801, extractos WB y FO) Canistrocarpus crispatus (DP7301 y DP11401, extracto FO),
y Turbinaria turbinata (UP7101, extracto FO). Entre las algas rojas la muestra Bostrychia
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sp, colectada en Santa Marta, es altamente activa en su extracto WB y un poco menos, pero
activa, en extracto FO.

Al revisar en la literatura, no se encontraron aplicaciones en la industria cosmética de la
especie Dictyopteris justit, pero si se encontraron reportes de actividad antioxidante y de
efecto despigmentante, medido mediante la cuantificacion de melanina sobre células de me-
lanoma, para otras especies como D. pacifica, D. prolifera y D. divaricata, que se encuentran
principalmente en las costas asiaticas|32|. Adicionalmente, el extracto de D. polypodioides
se encuentra autorizado para su uso segin el listado de ingredientes cosméticos aprobados
por la Comisién Europea (Coslng) como emoliente y acondicionador cuténeo, esta especie

es encontrada en las costas europeas|33|, [34].

Para el género Turbinaria se encontraron estudios sobre la especie T. ornata, en los cuales se
demuestra su potencial como fuente de compuestos antioxidantes, inhibidores de la tirosinasa
y con actividad antibacterial (S. epidermis)|35|, este género ya se encuentra registrado en el

CosIng como acondicionador cutaneo|33].

El género Sargassum es uno de los géneros mas estudiados de las algas pardas. Se han repor-
tado diferentes extractos, de especies como S. horneri, S. thunbergii y S. integerrimum, con
actividad despigmentante, inhibidores de la colagenasa en fibroblastos humanos y que tienen
la capacidad de promover la sintesis de procolageno tipo 1|36]. Este género tiene 21 registros
en el Coslng, dentro de los cuales se encuentra la especie S. wvulgare, que se encuentra en
Colombia, para su uso como acondicionador cutdneo. Adicionalmente, los compuestos aisla-
dos a partir de S. siliquastrum, como Sargachromanol d, Sargachromanol e, Sargachromanol
f y la fucoxantina también se encuentran reportados en el Coslng como acondicionadores
cutaneos|33|.

Dentro del género Dictyota se encontraron especies con actividad antioxidante como D. di-
chotoma, cuya actividad es atribuida a compuestos como taninos y flavonoides|37|, y D.
coriacea de donde se aislo el 1,9-dihidroxicrenulido y el epiloliolido, los cuales inhiben la
sintesis de melanina en células de melanoma (B16F10)[38|, esta tltima especie se encuentra

reportada en el Coslng como oxidante|[33].

En el caso del género Stypopodium no se encontraron reportes de actividad relacionados con
la cosmética. Para el género Canistrocarpus solo se encuentran estudios de actividad anti-
oxidante de la especie C. cervicornis|39|. Para estos géneros no se encontraron registros en
el CosIng hasta la fecha.
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En Colombia se han reportado 41 especies de algas pardas segin el listado de Macroalgas
del Caribe colombiano elaborado por Rincon-Diaz, M. N, Gavio, B et al[40]. Al hacer una
bisqueda en el Coslng, de los géneros de algas pardas reportadas, se encontraron 30 registros
(anexo 4.4), de los cuales 4 extractos de las especies encontradas en Colombia, Padina gy-
mmnospora, Padina pavonica, Sargassum vulgare y Turbinaria ornata, estan autorizados para
ser usados como acondicionadores cutaneos y humectantes|33|. Dentro del grupo de muestras
evaluado en esta tesis, se encuentran dos muestras de P. gymnospora (NB2301 y NP11301)
colectadas en Baru y Providencia. Desafortunadamente, estas muestras no tienen actividad
antioxidante y no presentan porcentajes de inhibicién de las tres enzimas evaluadas mayores
al 30 %, por lo cual no fueron consideradas activas, esto puede deberse a que las condiciones
ambientales del lugar donde fueron colectadas afectan la produccion de los compuestos acti-

vos encontrados por otros autores|27).

En el caso del género Bostrychia al que pertenece la muestra mas activa de las algas rojas,
se encontré que producen bostrychinas, las cuales son MAAs; que tienen actividad fotopro-

tectora y antienvejecimiento[41]. Este género no cuenta con reportes en el Coslng.

En Colombia existen 324 registros de diferentes especies de algas rojas|42]. De las cuales
solamente 9 especies se encuentran registradas en el Coslng, estas son Agardhiella Subula-
ta, Botryocladia occidentalis, Chondracanthus teedei, Corallina Officinalis, Digenea simplez,
Galazaura rugosa, Gelidiella acerosa, Hypnea musciformis y Phymatolithon calcareum|33],
[42]. Dentro del grupo de muestras evaluado, se encuentra una muestra de H. musciformis
(HM1049), la cual no tiene actividad antioxidante, ni inhibe las enzimas tirosinasa y hialu-

ronidasa.

4.3.4. Resultados del ensayo de citotoxicidad.

Las células HaCaT, son una linea de queratinocitos humanos inmortalizados espontaneamen-
te que se caracterizan por su alta capacidad para diferenciarse y proliferar in vitro, dandole

una vida 1til al cultivo mas larga y evitando variaciones entre lineas celulares|43|.

Los resultados de la actividad citotoxica medida en ICsq de los extractos butanoélicos de las
muestras de Dictyopteris justic YP9201 y YP17501 (de la cual se hablara en el capitulo 5),
Stypopodium zonale (EP6801), Turbinaria turbinata (UP10301) y Sargassum (GP10101) en

funcion de la concentracion, aplicada sobre el modelo de linea celular HaCaT, se encuentran
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en la Tabla Alli se puede observar que los extractos Stypopodium, Turbinaria y Sargas-
sum mostraron los menores valores de 1Csq, esto implica que solo es necesaria una pequena
cantidad de estos extractos (menos de 4 pg/ml) para provocar la muerte de la mitad de la
poblaciéon celular, siendo el extracto EP6801 el més letal para las células, pues solo 2.1
ng/ml de este extracto son necesarios para inhibir por completo las funciones celulares de la
mitad de la poblaciéon de células.

Por otra parte, los extractos butanoélicos de Dictyopteris justii ensayados (YP9201 y YP17501)
mostraron tener la menor actividad citotéxica contra la linea celular evaluada, como se ob-
serva en la tabla [4.15 Estos resultados permiten continuar con el estudio quimico de estos
extractos, ya que, de manera preliminar n vitro, no parece estar constituido por compuestos
que puedan llegar a ser letales para células humanas, especificamente queratinocitos, lo que

permite suponer que podria ser seguro su uso en un futuro producto cosmético.

Tabla 4.15.: Concentracion inhibitoria 50 (IC50) de los extractos mas promisorios contra la

linea celular HaCaT (citotoxicidad sobre queratinocitos humanos inmortaliza-

dos) usados como ensayo de seguridad.

Codigo . Lugar de Cadigo en el
Extracto Especie Valor de ICso (pg/ml)

Muestra colecta ensayo

YP9201 WB Dictyopteris justii Providencia 92F 1150.7
YP17501 WB Dictyopteris justii Providencia BRIGF 320.3

Stypopodium
EP6801 wWB Providencia EP6801 212
zonale

UP10301 WB Turbinaria Providencia 103F 4.3
GP10101 WB Sargassum Providencia 101F 2.5
OM1043 WM Bostrychia Santa Marta 1043WM > 1000

La muestra de Stypopodium zonale (EP6801) resultd potentemente citotoxica ICsy 2.12
ng/mL), lo que sugiere que no es una buena candidata para un cosmético. No obstante,
se debe verificar con los otros quimiotipos esta observacion. Todo esto pone de manifiesto
la necesidad de evaluar la citotoxicidad de las muestras colectadas en Colombia antes de
descartar esta especie como fuente de compuestos de interés cosmético.
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4.3.5. Seleccion de muestras para estudios quimico.

Entre las muestras anteriores no se selecciond Stypopodium zonale por las razones antes
descritas. En el caso del alga roja Bostrychia sp. (OM1043) se observo la presencia de com-
puestos halogenados (LC-MS/MS) que podrian o ser propios del alga o una contaminacion

ambiental por lo que es necesario verificar su seguridad antes de continuar con los estudios.

Se escogi6 Dictyopteris justic (YP9201) para continuar con este estudio, por ser un alga
abundante y ser encontrada de forma frecuente en la isla de Providencia. Ademés por su
morfologia, esta muestra resalta entre las demas por tener talos laminares, una nervadura
gruesa y por porque su tamano es relativamente grande[34], lo cual favorece el manejo del
material ficologico en futuras aplicaciones industriales. La muestra activa de Sargassum sp.
(GP10101-WB) colectada en Providencia es citotoxica frente a los queratinocitos, por lo cual
es descartada. Falta verificar si el extracto de la muestra de Sargassum sp. (GJ9701-WB)
también es citotoxico, con el proposito de saber si es candidato para continuar con estudios

de caracterizacion quimica en trabajos posteriores.

4.4. Conclusiones.

Al evaluar la actividad antioxidante usando el radical DPPH de los extractos producidos
a partir de 27 muestras de algas pardas y 12 muestras de algas rojas. Se encontré que los
extractos de las algas pardas Stypopodium zonale (EP6801, EP8601, EP7201 y EP10901),
Sargassum (GJ9701) y Dictyopteris justii (YP9201); y el extracto de Bostrychia (OM1043)
contienen compuestos antioxidantes. Debido a los reportes en literatura que asocian esta
actividad con los compuestos fenodlicos, y estéd a su vez esta asociada con la presencia de
metales, se cuantifico la concentraciéon de mercurio, plomo, cadmio, zinc y cobre, y se com-
par6 con muestras de algas pardas y rojas que no poseen la actividad, encontrando que la
concentracion de metales se encuentra entre los limites aceptados y no hubo relaciéon entre la
actividad y la concentracion de dichos metales. Es importante resaltar que a los extractos de
estas muestras que sean empleados en formulaciones, se les debe cuantificar dichos metales

para evitar superar la concentraciéon maxima permitida.

Integrando los criterios de actividad antioxidante y perfil quimico de todos los extractos.
Se eligieron 32 extractos de algas pardas (FO y WB), 3 extractos FO, 9 extractos WB y
todos los extractos WM de las algas rojas; para evaluar su actividad inhibitoria de enzimas
de interés cosmético como la tirosinasa, colagenasa y hialuronidasa. Estos ensayos indicaron
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que las algas pardas son més activas que las algas rojas al comparar su actividad frente a
las enzimas tirosinasa y hialuronidasa. Por otro lado, las algas rojas son activas tinicamente
frente a la hialuronidasa. Esto puede atribuirse al mayor contenido de compuestos fenolicos

y meroditerpenoides presentes en las muestras de algas pardas.

En general se puede observar que los extractos YP9201 (Dictyopteris), GJ9701 (Sargassum),
EP6801 (Stypopodium) y OM1043 (Bostrychia) son los mas activos frente a las enzimas y
poseen actividad antioxidante. La muestra Stypopodium zonale (EP6801) no fue selecciona-
da para continuar con su estudio debido a los reportes de citotoxicidad de los compuestos
aislados a partir de ella en muestras del Brasil|45|, [46], y en este trabajo uno de sus extrac-
tos mostro ser potentemente citotoxico frente queratinocitos humanos. Esta especie presenta
variacion en su composicion de acuerdo con su lugar de colecta por lo que se debe valorar la
seguridad del organismo colectado en Colombia antes de ser descartada del todo. Estudios
previos en el grupo de investigaciéon mostraron la presencia de al menos dos quimiotipos de
esta alga en Colombia|31]. En cuanto a la muestra de alga roja Bostrychia sp. (OM1043)
no se priorizé porque la cantidad de muestra es limitada y por la presencia de compuestos
halogenados en sus extractos, encontrados en LC-MS/MS. Por lo que es necesario realizar
ensayos de seguridad para continuar con su estudio, ya que la presencia de estos compuestos
puede indicar contaminaciéon del ecosistema de donde se colectdé o la produccion de estos
compuestos por parte del alga. Otros trabajos de investigacion en el grupo, que se encuen-
tran en ejecucion, estan valorando especies del género Bostrychia colectadas en otras zonas
de Colombia, incluyendo el Pacifico (en Bahia Solano y Buenaventura) y el Caribe (en San
Andrés), como fuente de MAAs, que ademés de actividad inhibitoria de enzimas (como las
colagenasas) tienen actividad fotoprotectora. Finalmente, se concluy6 que Dictyopteris justii
(YP9201) es la que tiene el mejor potencial como fuente de un extracto activo para la indus-
tria cosmética, cuyo perfil quimico, actividad y su citotoxicidad baja, por lo cual se presenta

su estudio quimico en el capitulo 5.

Se recomienda hacer pruebas de seguridad a los extractos més activos como los ensayos
de citotoxicidad, frente a fibroblastos; toxicidad, fototoxicidad, irritacion, sensibilidad entre
otros y realizar més ensayos de eficacia para evaluar la actividad antioxidante (ABTS, inhi-
bicién de la peroxidasa), y la actividad despigmentante y antienvejecimiento (ensayos sobre
melanocitos, queratinocitos y fibroblastos), pruebas sobre epidermis reconstruida, ensayos in

silico y demés (ver capitulo 1), para los extractos més promisorios.
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5. Estudio quimico del extracto activo de
Dictyopteris justii

Resumen.

En este capitulo 5 se hizo el estudio quimico del extracto WB de Dictyopteris justii. Los
ejercicios de dereplicacion de los extractos de esta especie indican la presencia de feofitina a,
acidos grasos, fucosterol, glicerolipidos, polifenoles, y manitol; estando los dos tltimos, junto
con algunas grasas, en el extracto activo WB. Lo anterior parece sugerir que los compuestos
activos podrian ser los fendlicos presentes, de acuerdo con los reportes de la bibliografia. Con
el fin de establecer si diferentes muestras de D. justi: tienen la misma composicion quimica,
se analizaron por LC-MS/MS los extractos de 6 muestras colectadas en diferentes lugares
y épocas del ano; asi mismo, se evalu6 tanto su actividad antioxidante como su capacidad
de inhibir las enzimas tirosinasa y hialuronidasa. Se determiné que la composicién quimi-
ca de esta especie no depende de estas variables; y todas las muestras rindieron extractos
altamente activos. Adicionalmente, se compararon los extractos de D. justii con los de D.
delicatula, y se determind que los compuestos activos no estan presentes en las muestras de
D. delicatula. Lo que permite concluir que los compuestos de interés no son producidos por
otras especies del mismo género encontradas en Colombia. Los compuestos activos fueron
caracterizados tentativamente como florotaninos por LC-MS/MS. Es importante destacar,
que la elucidacion estructural completa de los compuestos activos se realizaré en trabajos
futuros, para complementar la informacion obtenida en este documento, y realizar la extrac-
cion de este tipo de compuestos usando disolventes con bajo potencial toxico y con un riesgo

bajo para la salud humana.
Contexto.

En los capitulos anteriores se realizo el perfilado metabolico por RMN Y LC-MS/MS (capi-
tulo 2 y 3) de 27 algas pardas y 12 algas rojas. Estos procedimientos permitieron caracterizar
de forma preliminar el tipo de compuestos que contienen estos extractos. En el capitulo 4
se determiné cuéles de estos extractos tienen potencial como inhibidores de las enzimas de
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interés cosmético, es decir aquellas que pueden causar danos en la piel. Asi, se seleccionaron
28 extractos para someterlos a ensayos de inhibicion de tirosinasa, colagenasa y hialuro-
nidasa. Los extractos WB de las algas pardas Dictyopteris justii (YP9201), Stypopodium
zonale (EP6801), Sargassum sp. (GJ9701, GS9801 y GP10101); y del alga roja Bostrychia
sp. (OM1043), fueron los que presentaron la mejor actividad inhibitoria.

El alga parda Stypopodium zonale (EP6801) no fue seleccionada para continuar con su es-
tudio debido a los reportes de citotoxicidad de los compuestos aislados a partir de ella|l],
[2]; sin embargo, esta especie presenta variacion en su composicién de acuerdo con su lugar
de colecta, por lo que se debe valorar la seguridad de los extractos obtenidos a partir de
los organismos encontrados en Colombia|3|. En cuanto a la muestra de alga roja Bostrychia
sp. (OM1043) no se priorizo porque la cantidad de muestra es limitada, y mostro la presen-
cia de compuestos polihalogenados en LC-MS/MS que son potencialmente toxicos|4]. Por
ultimo, las muestras de Sargassum sp. (GJ9701, GS9801 y GP10101) y Dictyopteris justii
(YP9201), cuyos extractos WB agruparon en el claster 5 del modelo HCA construido con
los datos de RMN'H (capitulo 2), lo que quiere decir que tienen un perfil metaboélico simi-
lar, también presentan una actividad alta. Se escogié D. justii para continuar este estudio,
por ser abundante y ser encontrada de forma recurrente en la isla de Providencia. Ademas,
esta muestra resalta entre las demas por tener talos laminares, una nervadura gruesa y por
porque su tamano es relativamente grande|5|, estas caracteristicas la hacen interesante para
futuras aplicaciones biotecnologicas. El estudio quimico de Sargassum sp. (GJ9701, GS9801
y GP10101) se realizara en trabajos futuros.

Asi, en este capitulo se abordara el estudio quimico de diferentes especimenes de Dictyopte-
ris justii colectadas en Providencia en diferentes temporadas; y también se comparara con
una muestra de Dictyopteris delicatula (YS5801) colectada en San Andrés, para determinar
como varia el metaboloma a nivel de género. Finalmente, se hara el estudio quimico de un

extracto de Dictyopteris justii.

5.1. Introduccion.

Dictyopteris (filo Ochrophyta, clase Phaeophyceae) es un género de algas pardas compuesto
por 35 especies, que se encuentra en regiones tropicales y templadas|5|. Son productores de
hidrocarburos C11 (por ejemplo, Cystophoreno) que les otorgan unas caracteristicas orga-
nolépticas agradables, por lo cual algunas son usadas como condimentos (D. plagiogramma)

o en la formulacién de perfumes. También producen compuestos azufrados como el (E)-
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1-[[(E)-3-oxoundec-4-enil|disulfanil|jundec-4-en-3-one, derivados de hidroquinona como dict-
yochromenol, terpenos como dicytopterol, esteroles hidroxilados como la dictyopterisina A,
acidos grasos como el acido 6-acetoxilinoleico y compuestos halogenados en algunos casos (fi-
gura[6]. La produccién de este tipo de compuestos depende de factores ambientales como
la exposicion a la luz, nutrientes disponibles en el ecosistema, temperatura, pH, salinidad,
epibiontes, entre otros|7|. Adicionalmente, Dictyopteris es considerado un grupo polifiléctico,
es decir que no tiene un antepasado comin para todos sus miembros, lo que podria explicar
por qué algunas especies producen un alto contenido de terpenos mientras que otras produ-

cen hidrocarburos C11 de forma abundante, este género fue revisado por Zatelli et al 2018]7].

En Colombia se han encontrado cuatro especies pertenecientes a este género, a saber: D.
hoytii, D. plagiogramma, D. delicatula y D. justii|8]. Las dos tltimas han sido reportadas
para el archipiélago de San Andrés y Providencial8|; y fueron colectadas para el desarrollo

de este trabajo de investigacion.

La especie D. justii es encontrada exclusivamente en el continente americano, especifica-
mente en las islas del Caribe y las costas de Brasil. Esta especie ha sido poco estudiada
desde el punto de vista quimico. Los articulos publicados dan cuenta de la producciéon de
esteroles con funcion ecologica (antiherviboria), de polisacaridos sulfatados con actividad
antioxidante, y de extractos crudos (en cloroformo y metanol) con actividad antimicrobiana
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mycobacterium smegmatis

y Candida albicans|7.

En el caso de la especie D. delicatula, ésta se encuentra en las costas americanas, Africa,
Asia, Australia y Nueva Zelanda. En estas especies se reporta la produccion de hidrocarbu-
ros C11, diterpenos, sesquiterpenos, esteroles, lipidos, acidos grasos, polifenoles, S-caroteno,
a-tocoferol y polisacaridos comunes y sulfatados. Poseen actividad antibacteriana contra S.
aureus, M. smegmatis y S.pyogenes, También se reportan especies con actividad antioxidante
y larvicida frente a Aedes aegypti|7).
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Figura 5.1.: Ejemplos de compuestos aislados de las algas pardas del género Dictyopte-
ris a) Dictyopterol, b) Dictyopterisina F, ¢) Cystophoreno, d) Dictyochrome-
nol, e) (E)-1-[[(E)-3-oxoundec-4-enil]disulfaniljundec-4-en-3-ona, y f) acido 6-

acetoxilinoleico.
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En este capitulo se busco hacer el estudio quimico de Dictyopteris justii recolectada en Provi-
dencia, en diferentes épocas del ano y diferentes locaciones alrededor de la isla, comparando
el perfil metabolico de cada una de las muestras colectadas mediante técnicas de redes mole-
culares. Asi mismo, mediante cromatografia en columna, se fraccion6 el extracto activo para
facilitar el proceso de dereplicacion. Por ultimo, se evalu¢ la actividad inhibitoria de enzimas
y se compararon los extractos butanolicos de una muestra de D. justis con una muestra de
D. delicatula colectada en San Andrés, con el fin de determinar si los compuestos activos,

podrian ser comunes en otras muestras del mismo género.

5.2. Materiales y métodos.

5.2.1. Obtencion de extractos de muestras de Dictyopteris sp.
colectadas en el archipiélago de San Andrés y Providencia.

El material de estudio fue recolectado en Providencia (ver locaciones en la tabla [5.1]). Se
recolectaron entre 300-1000 g de cada espécimen. Las muestras se almacenaron en bolsas, se
congelaron y transportaron hasta el laboratorio, manteniendo estas condiciones para evitar
su descomposicion. La identificacion de los especimenes se realizé mediante claves taxono-
micas|9|, por parte de los biologos Dra. Briggite Gavio, Dra. Monica Puyana y M.Sc. Felipe
De La Roche.
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Tabla 5.1.: Informacion de colecta de las muestras de Dictyopteris justii v D. delicatula

colectadas en diferentes locaciones de San Andrés y Providencia y en diversas

épocas del ano.

cobico  FECHADE  LUGARDE r:‘::;i da OBSERVACIONES DEL LUGAR DE
COLECTA COLECTA P () COLECTA
Dictyopteris justii
Providencia Arena y roca, plano lleno de algas pardas,
YP9201 2019/09/11 (estacion 6) 300 Dictyota y Stypopodium; fuera de la barrera
Providencia Se encontro fijada a la roca.
YP16601 2022/07/26 (Norte) 470 Profundidad: 3 m.
Providencia Se encontro desprendida del sustrato.
YP16801 2022/07/26 (Norte) 1000 Profundidad: 3 m.
Providencia . -
Se encontro desprendida del sustrato, en la
P Zlmaris (I_\Ioreste- =Ll zona intermareal. Profundidad: 3 m.
Pinaculos)
Providencia . .
Se encontré desprendida del sustrato.
YP17401 2022/07/24 (l_\loreste- 350 Profundidad: 10m.
Pinaculos)
YP17501 2021/07/25 Providencia 1000 Se encontré en una terraza prearrecifal

Profundidad: 10m.
Dictyopteris delicatula

Se encontrd sobre un coral muerto.

YS5801 2019/05/10 San Andres 20.5 EEnE

1. Masa de las muestras con agua, arena y epifitos.

5.2.2. Extraccion.

La extraccion se hizo de acuerdo con la metodologia desarrollada en el capitulo 2 para las
algas pardas. Se obtuvieron los extractos de 6 muestras de D. justii y una muestra de D.
delicatula. El material ficologico fue liofilizado, y extraido con una mezcla de MeOH:H20
(1:1) usando un bafio de ultrasonido. Este extracto fue secado y sometido a una extraccion
liquido-liquido con BuOH y HO para obtener los extractos butanélicos (WB) y acuosos
(WW). Adicionalmente, el residuo del alga fue extraido con DCM:MeOH (1:1) para obtener
el extracto orgénico (FO), que fue secado en el rotavapor. Los datos de rendimiento de la

extraccion para cada muestra se resumen en la tabla
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Tabla 5.2.: Rendimiento (en mg y porcentaje) de la extraccion realizada para las muestras
de Dictyopteris sp. Los rendimientos estan expresados con respecto al peso del

alga liofilizada.

CODIGO Masa muestra Masa extracto Masa extracto Masa extracto
liofilizada (g) FO (mg, %) WB (mg, %) WW (mg, %)
Dictyopteris justii
YP9201 56.3 228.2 (0.4%) 620.0 (1.1%) 5020.1 (8.9%)
YP17501 68.4 300.6 (0.4%) 776.9 (1.1%) 7100.0 (10.4%)
YP16601 71 21.3 (0.3%) 50.1 (0.7%) 1000.0 (14.1%)
YP16801 87 28.9 (0.3%) 62.3(0.7%) 1621.0 (18.6%)
YP17301 74 17.5 (0.2%) 56.8 (0.8%) 1100.6 (14.9%)
YP17401 114 42.5(0.4%) 100.2 (0.9%) 2850.0 (25.0%)
Dictyopteris delicatula
YS5801 52 10.5 (0.2%) 21.2(04%) 610.0 (11.7%)

5.2.3. Evaluacion de la actividad antioxidante y enzimatica de los
extractos de Dictyopteris spp.

La evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de Dictyopteris spp. se realizo de
acuerdo con los procedimientos descritos en el capitulo 4 (seccion experimental), haciendo
uso del ensayo bioautogréafico y revelando con DPPH. Estos ensayos se hicieron para los
extractos organicos (FO) y butanolicos (WB).

Los ensayos de inhibicién enzimética frente a las enzimas tirosinasa y hialuronidasa, fueron
realizados por el “Grupo De Investigacion En Sustancias Bioactivas” (GISB) de la Uni-
versidad de Antioquia, siguiendo los procedimientos reportados en el capitulo 4 (seccion

experimental).
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5.2.4. Obtencion del perfil metabodlico de los extractos de Dictyopteris
spp. mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS).

Se realizo el analisis de LC-MS/MS en modo positivo y negativo para los extractos obtenidos
previamente de acuerdo con el procedimiento descrito en el capitulo 3, estos datos fueron
procesados en MZmine 3.2.8, de acuerdo con los parametros que se encuentran en el anexo
5.1 para obtener los archivos Quantification table (.csv)y MS2 file (. mgf). Ademas, se cons-
truy6 un archivo Metadata table (.txt) en Excel en el cual se coloco una descripcion de las
muestras en funciéon de la locacién donde fueron colectadas para facilitar la visualizacion de
los resultados. Para el analisis de las redes moleculares se empled el workflow Feature Based
Molecular Networking (FBMN) en la plataforma GNPS (https://gnps.ucsd.edu)), siguiendo
el procedimiento descrito en el capitulo 3, cuyos parametros se encuentran en el anexo 5.2.
Las redes moleculares obtenidas fueron visualizadas en el programa de acceso libre Cytosca-
pe version 3.9.1 (https://cytoscape.org/.). Para mejorar la informacion estructural quimica
dentro de la red molecular, se incorpor6 informaciéon de anotaciones de estructura in silico
de GNPS: MS2LDA, Network Annotation Propagation (NAP CCMS2 V 1.2.5), Dereplica-
tor+ (V 1.0.0), Varquest (V.1.2.8) y se incorporaron a la red utilizando el flujo de trabajo
MolNetEnhancer.

Las anotaciones de clase quimica se realizaron utilizando la ontologia quimica ClassyFire, y
se construyeron tablas resumiendo los datos obtenidos para cada feature. Ademas, se realizo
el analisis de los datos en modo positivo usando MolDiscovery (V 1.0.0), que incluye més
informacion de los features a partir de biisquedas en bases de datos de small molecules. La

descripcion y capacidades de cada herramienta esté discutido en el capitulo 3.

Adicionalmente, a partir de los mismos datos de LC-MS/MS obtenidos para los 6 extractos
de Dictyopteris justii, se construydé una matriz en formato .txt usando en MZmine. Este
archivo fue subido a la plataforma Metaboanalyst 5.0 https://www.metaboanalyst.ca/ con
el fin de obtener un modelo PCA, para observar la correlacion entre el origen de las muestras
colectadas y su composicion quimica|l0]. Los parametros usados para la construccion de este
modelo se encuentran en la tabla [5.3]


https://gnps.ucsd.edu
https://cytoscape.org/
https://www.metaboanalyst.ca/
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Tabla 5.3.: Parametros para el analisis estadistico de los datos de LC-MS/MS en Metaboa-

nalyst 5.0.
Archivo de subida _Quant.csv (MZmine 3)
Upload Spectral Bins
Samples in rows (unpaired)
Data Scaling AutoScaling

5.2.5. Fraccionamiento de extractos activos.

La muestra YP17501 de Dictyopteris justii, colectada en Providencia, fue seleccionada para
hacer el fraccionamiento por disponerse de una mayor cantidad de material ficologico para
hacer el extracto. El material disponible (382.8 g) fue liofilizado para obtener 89.5g de ma-
terial seco. Este fue extraido con una mezcla de MeOH:HoO (1:1) y secado en el rotavapor;
a continuacion, se realizd una extraccion liquido-liquido usando BuOH:H2O (1:1). La fase
butanolica fue separada, centrifugada a 10000 rpm y secada en el rotavapor. Se obtuvo 1.5
g de extracto WB.

En una columna de Sephadex LH-20 (2.5 cm x 26 c¢m), se sembraron 210 mg del extracto
WB, y se eluy6é con metanol al 100 % a un flujo de 0.5 mL/min, recogiendo 80 fracciones de
3 mL. Estas fracciones fueron sembradas en una placa de TLC de 7X20 cm, que fue eluida
con CHCl3:MeOH:Hy0:CH3COOH (60:25:4:3) como fase movil. La placa fue revelada en
una camara UV (a 265 nm y 310 nm), y posteriormente con DPPH 0.2 % (se us6 como con-
trol positivo floroglucinol). Las fracciones que tienen actividad antioxidante y perfil similar
juzgado al UV se agruparon en 10 fracciones (F1 a F10).

Las fracciones obtenidas (F1 a F10) se analizaron por LC-MS/MS. Los resultados fueron pro-
cesados por MZmine y cargados al GNPS. Su dereplicacion fue hecha con las herramientas
MS2LDA en modo positivo y negativo y Network Annotation Propogation (NAP CCMS2 V
1.2.5), Dereplicator+ (V 1.0.0), MolDiscovery (V 1.0.0)[11] y Varquest (V.1.2.8) solamente
en modo positivo; y de forma manual usando la informaciéon reportada en articulos cientificos.
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5.3. Resultados.

El extracto WB de Dictyopteris justii YP9201 mostro ser el més activo frente a la inhibi-
cion de enzimas de interés cosmético, principalmente contra tirosinasa y colagenasa, como
se concluy6 en el capitulo 4. En este capitulo se busco identificar cuales compuestos son los
responsables de esta actividad.

5.3.1. Caracterizacion quimica de la muestra D. justii (YP9201).

En las siguientes subsecciones se muestran los datos de la caracterizacion quimica recopilados
a partir de dereplicacion usando RMN (capitulo 2) y LC-MS/MS (capitulo 3).

Perfilado de Dictyopteris justic YP9201 usando RMN.

En el capitulo 2 de este documento se construyeron claster HCA a partir de los datos de
RMN'H. Estos clisteres permiten agrupar las muestras de acuerdo con su similitud en los
perfiles metabolicos. El extracto butanolico de la muestra de Dictyopteris justii (YP9201)
se agrupo6 con los extractos de las muestras de Sargassum (GJ9601 y GJ9701) colectadas en
la Guajira; y de Sargassum (GP10101) colectada en Providencia y se dereplicaron los com-
puestos mas abundantes. Adicionalmente, los extractos fueron analizados por LC-MS/MS,

lo que se resume méas adelante.

En la Figura se observan los espectros de RMN'H de los extractos FO, WB y WW
de Dictyopteris justii (YP9201). Se puede observar que los extractos son significativamente
diferentes entre si, mostrando las ventajas de la metodologia de fraccionamiento empleada.
El espectro HSQC de la fraccion orgénica FO permite la identificacion de feofitina a, aci-
dos grasos saturados e insaturados, fucosterol, y glicerolipidos. Todas las senales atribuidas
a estos compuestos se encuentran resaltadas en el espectro HSQC (Figura . En los es-
pectros de RMN del extracto WB se observaron senales para acidos grasos poliinsaturados,
glicerolipidos, carbohidratos y compuestos fenolicos. En el espectro HSQC (figura de
esta fraccion se resaltan las seniales caracteristicas de los compuestos referidos. En la Figura
, se muestra el espectro RMN'H de la fraccion WW, donde se observa la presencia de

manitol y otros azicares no identificados.
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Figura 5.3.:
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Perfilado de Dictyopteris justii YP9201 usando LC-MS/MS.

Mediante los datos cargados en el GNPS para el extracto FO de Dictyopteris justii YP9201
se encontraron 332 nodos. Haciendo uso del “CF Dparent” se logr6 identificar la presencia
de 14 tipos de compuestos, que incluyen: depsipéptidos, dcidos grasos y derivados, glicero-
fosfolipidos, macroélidos y analogos, triterpenoides, esteroles y derivados, glicerolipidos, 4cido
carboxilicos y derivados, macrolactamas, alcaloides, fenoles, derivados de acido fosforico, vi-
tamina D y derivados, y clorinas (figura . Siendo los dos primeros los mas diversos y
contienen el mayor niimero de features. No obstante, cerca de la mitad de los nodos no se
lograron clasificar en ninguno de estos grupos. Dentro de los compuestos anteriormente iden-
tificados, se destacan lipidos como glicerofosfolipidos, triacilgliceroles, diglicéridos, esteroles,
alcoholes, amidas derivadas de acidos grasos y acidos grasos conjugados que son de amplia
distribucion en algas pardas[12]. También se encuentran compuestos como los depsipépti-
dos, que suelen ser producidos por bacterias y cianobacterias|13|; mientras los macrolidos
se han asociado a microorganismos marinos, cnidarios, moluscos, briozoos y tunicados|14].
Este panorama sugiere que varios de estos compuestos pueden ser producidos por organismos
epifitos asociados al alga, méas que por el alga misma, lo que es comin en los organismos

sésiles del mar.
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Figura 5.5.: Redes moleculares construidas a partir de los datos del extracto FO de D. justii YP9201 (modo positivo) y clases

de compuestos dereplicados segin “CF Dparent”
1) Depsipéptidos, 2) Acidos grasos y derivados, 3) Glicerofosfolipidos, 4) Macrolidos y analogos, 5) Triterpenoides, 6)
Esteroles y derivados, 7) Glicerolipidos, 8) Acido carboxilicos y derivados, 9) Macrolactamas, 10) Alcaloides, 11) Fenoles, 12)
Derivados de acido fosforico, 13) Vitamina D y derivados, y 14) clorinas. En cada claster esté el namero del Share name.
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La busqueda de estos compuestos en las bases de datos asociadas al GNPS, con los criterios
que se discutieron en el capitulo 3, permitieron la dereplicaciéon de 10 moléculas con base en
el FBMN, usando un valor de coseno superior a 0.7; y de 195 moléculas en MolDiscovery.
El resumen de todos estos datos se encuentra en una tabla de Excel del anexo electronico
5.3.1, donde se destaca la presencia de compuestos derivados de la clorofila como la feofitina
a y la feoforbida a, ésteres de acidos grasos como el hexadecanoato de metilo, glicerolipidos
como el 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol y ceramidas como la cis-13-docosenamida.

Asi mismo, el extracto WB de Dictyopteris justii (YP9201) fue analizado por LC-MS/MS
tanto en modo positivo como en modo negativo. Esta segunda metodologia se empled para
este extracto ya que los compuestos polares que se esperan para esta fraccion, como fenoles
y acidos, son mas facilmente analizados mediante este modo|15]. El ejercicio de dereplica-
cion en GNPS permitié identificar, en el modo positivo (figura , la presencia de 163
features que se agruparon de acuerdo al CF Dparent en 15 grupos, incluyendo esteroides y
derivados, lipidos de prenol , péptidos ciclicos, macrolactamas, naftalenos, furopiranos, ben-
zodioxoles, sacarolipidos, alcaloides, macrolidos y analogos, sulfoquinovosildiacilgliceroles,
ciclodepsipéptidos, benzimidazoles y alcaloides (Figura . Los dos primeros grupos son
los mas diversos. La busqueda de estos features (compuestos) en las bases de datos permitio
identificar 7 moléculas con base en el FBMN, usando un valor de coseno superior a 0.7;
y de 70 moléculas en MolDiscovery. Esta informacion esté resumida en la tabla del anexo
5.3.2, donde se observa la presencia de el adcido araquidonico y diversos fosfolipidos como la
fosfatidilcolina PC(0:0/20:4).
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Figura 5.6.: Redes moleculares construidas a partir de los datos de D. justii YP9201 (modo positivo) y clases de compuestos
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dereplicados.
1) Esteroides y derivados, 2) Lipidos de prenol, 3) Péptidos ciclicos, 4) Macrolactamas, 5) Naftalenos, 6) Furopiranos, 7)
Benzodioxoles, 8) Sacarolipidos, 9) Alcaloides, 10 y 11) macrolidos y analogos, 12) Sulfoquinovosildiacilgliceroles, 13)
Ciclodepsipéptidos, 14) Benzimidazoles, 15) Alcaloides.
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De otro lado, el anélisis de los extractos WB en modo negativo (ﬁgura permiti6 identifi-
car 64 features, que corresponden a compuestos 11 tipo de compuestos de acuerdo con el CF
Dparent que incluyen oligopéptidos, derivados del acido aminobenzoico, alcaloides, lactonas
esteroidales, acido bencensulfénico y derivados, clorinas, macrolidos y analogos, glicosidos
esteroidales, isoindolonas, hidroxiacidos de cadena media y péptidos ciclicos. La busqueda
de estos features (compuestos) en las bases de datos permitio identificar 8 con base en el
FBMN, usando un valor de coseno superior a 0.7. la bisqueda no se hizo en MolDiscovery
ni en Dereplicator+ porque esta base de datos aiin no es compatible con el modo negativo.
Los datos se resumen en el anexo electronico 5.3.3 donde se encuentran derivados del glicerol

como el Glc-octadecatrienoyl-sn-glycerol.
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Figura 5.7.: Redes moleculares construidas a partir de los datos de D. justic YP9201 (modo
positivo) y clases de compuestos dereplicados.

1) Esteroides y derivados, 2) Lipidos de prenol, 3) Péptidos ciclicos, 4) Macrolactamas, 5)
Naftalenos, 6) Furopiranos, 7) Benzodioxoles, 8) Sacarolipidos, 9) Alcaloides, 10 y 11)
macrolidos y andlogos, 12) Sulfoquinovosildiacilgliceroles, 13) Ciclodepsipéptidos, 14)

Benzimidazoles, 15) Alcaloides.
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Perfilado de Dictyopteris justii YP9201 usando LC-MS/MS.

La fraccion WW no fue analizada por LC-MS/MS porque por RMN se identifico que el
manitol es el compuesto mayoritario y la presencia de sales hace dificil su analisis por esa
metodologia[16].

5.3.2. Comparacion entre los distintos extractos de Dictyopteris justii
mediante analisis multivariado de los datos del LC-MS/MS.

El siguiente paso fue establecer si la composicion quimica observada, asi como su potente
actividad biolégica, para Dictyopteris justii es propia de la muestra YP9201, o si es intrin-
seca de la especie. Para lo anterior se realizé el andlisis por LC-MS/MS de otras muestras
de D. justii colectadas en lugares diferentes de la isla de Providencia, en épocas diferen-
tes, y se compararon con respecto a YP9201. Asi mismo, se realizaron ensayos de actividad
antioxidante e inhibicién enzimética con los extractos de estos especimenes (tirosinasa y hia-
luronidasa), con el fin de determinar si todas las muestras de D. justii que han sido colectadas
en diferentes fechas tienen la actividad, y elegir una muestra para estudiar los compuestos

activos (ver mas adelante).

Se obtuvieron los tres extractos (FO, WB y WW) para cada una de las 6 muestras colecta-
das, todas en Providencia. Los rendimientos de estos extractos son cercanos entre si (Tabla
, siendo el rendimiento para los extractos WB, que se espera sean los més activos, de
entre 1.1 y 0.7%. Esto pareceria indicar que no importa el lugar ni la época de colecta el
rendimiento obtenido es similar. Adicionalmente, se realiz6 la extracciéon de una muestra
de otra especie de Dictyopteris, en este caso D. delicatula colectada en San Andrés, con el
proposito de saber si otras especies del mismo género encontradas en Colombia poseen la

misma actividad, el extracto WB de esta especie presenta un menor rendimiento (0.4 %).

Se analizaron por LC-MS/MS (modo ESI positivo y negativo) cada uno de los extractos
WB de las 6 muestras de D. justii colectadas, por ser los extractos con mayor actividad.
Lo anterior, con el fin de ver la distribuciéon de los compuestos en las diferentes muestras, y
establecer que tan parecidas son entre si. Para esto, se procedioé a hacer un anélisis MVDA
con los datos de LC-MS/MS de las fracciones WB. En la matriz usada se eliminaron los
compuestos redundantes causados por la presencia de aductos (Por ej: [M+H|+, [M+Nal|+,
[M+NHy|+ etc) y se construy6 el PCA (figura [5.8). Este modelo explica el 56 % de la va-
rianza, y esta descrito por dos componentes (PC1 22 %, y PC2 34%). El score plot permite
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observar la agrupacion de las muestras YP16601, YP16801, YP17301 y YP17401. Mientras
que la muestra YP9201, que es la inicialmente estudiada, y la muestra YP17501 (que corres-
ponde a la muestra méas abundante), se encuentran alejadas de las anteriores ocupando los

cuadrantes superior derecho y superior izquierdo, respectivamente.

Scores Plot
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Figura 5.8.: Anélisis de componentes principales (PCA) de los datos de LC-MS/MS adqui-

ridos en modo positivo para los extractos WB de D. justii.

Para saber cuéles son las variables que méas impactan la distribuciéon de las muestras YP9201
y YP17501. Se analiz6 el loading plot (figura que mostro los features que explican esta
distribucion, siendo resaltados en azul los que caracterizan a YP9201; y en verde los de
YP17501. Adicionalmente, se obtuvieron los features que permiten agrupar las muestras
YP16601, YP16801, YP17301, y YP17401, que se destacaron en rojo.
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-

Figura 5.9.: Loading plot (anexo.5.4.3) construido con los datos LC-MS/MS de los extractos
de D. justii. Las variables que discriminan las muestras YP17501 y YP9201
se encuentran resaltadas en verde y azul, respectivamente. Las variables que

agrupan las demas muestras se resaltan en rojo.

El paso siguiente fue dereplicar estos features a través de las herramientas del GNPS pre-
viamente explicadas. Se obtuvo que las variables que impactan la distribucion de YP9201
(la estudiada inicialmente) corresponden a un alto contenido en &cidos grasos, como por
ejemplo hidroxi-57,9E,117,14Z-4acido eicosatetraenoico; lipidos y derivados fosfatados, como
el fosfato de tris(2-butoxietilo). En el caso de la muestra YP17501 los compuestos que lo
caracterizan corresponden a productos de degradacion de las clorofilas como la feoforbida a,
lipidos, esteroides y derivados del glicerol como el 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol. Finalmente, los
compuestos que permiten agrupar las otras muestras que hacen parte del grupo de estudio,
incluyen algunos compuestos como los mencionados anteriormente, ademas de fenoles, xan-
tofilas y compuestos altamente. Con esta informacion se podria inferir que los compuestos
responsables de la actividad no son los que discriminan las muestras, y podria esperarse
que todas las muestras presenten actividad. Esto se evaluara en la siguiente seccion. Este
comportamiento puede ser explicado porque la muestra YP9201 (la estudiada inicialmente)

es un poco mas antigua que los otras, y puede estar menos conservada.
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También se construyo el modelo PCA con los datos de los extractos WB en modo negativo.
En este caso no se observan agrupaciones entre las muestras ni tendencias (figura [5.10). En
este modelo, el 52 % de la varianza es explicada por los componentes PC1 (34.4%) y PC2
(17.6 %). Lo que sugiere que cualquiera de las muestras puede ser escogida para su estudio

quimico y que su composiciéon quimica no es muy diferente bajo esa ionizacion.
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Figura 5.10.: Loading plot (anexo.5.4.3) construido con los datos LC-MS/MS de los extrac-
tos de D. justii. Las variables que discriminan las muestras YP17501 y YP9201
se encuentran resaltadas en verde y azul, respectivamente. Las variables que

agrupan las demas muestras se resaltan en rojo.

5.3.3. Perfilado de los extractos WB obtenidos de diferentes
especimenes de Dictyopteris justii colectados en providencia.
Los datos de los seis extractos de WB de D. justii fueron usados para construir redes mole-

culares. En la figura [5.11] esta la red obtenida en el modo positivo. Se observa la presencia

de 553 features, que se agrupan en 25 clases de compuestos, de acuerdo el “CF Dparent” re-



276 Capitulo 5

saltando la presencia de acidos grasos de cadena larga y alcoholes grasos; glicoesfingolipidos;
pigmentos como las clorofilas (feoforbida a y las clorinas) y xantofilas; fenoles mono y bisusti-
tuidos; diterpenoides y sesquiterpenoides; derivados glicosilados como glicésidos esteroidales;
y compuestos C-glicosilados. En general para cada tipo de compuestos hay representantes de
todas las muestras, lo que sugiere una actividad metabolica similar. El ntimero de features
encontrados para cada muestra es variable, y no todos los features se comparten con las
otras muestras, lo que podria sugerir que las muestras son diferentes entre si, pero no se
debe perder de vista que esta representacion les da el mismo peso a los compuestos mayori-
tarios que a los compuestos minoritarios. El nimero de features presentes es proporcional a
la cantidad de muestra extraida (tabla 5.2), por lo que puede explicarse mas por un asunto
de concentracion en la alicuota analizada que por una cantidad de compuestos propio de la

muestra.

Solamente dos features son compartidos por todas las muestras; no obstante, la identidad
de estos compuestos no pudo ser dereplicada por las diferentes herramientas usadas en este
documento. Pese a lo anterior, si se evidencia la presencia de features de todos los especime-
nes en cada una de las redes mas grandes (por ejemplo redes 1-3) lo que indica que el perfil
quimico de todos los especimenes es similar. Existen uno pocos ejemplos de redes exclusivas
para un espécimen, como por ejemplo la red 4 de andlogos de macrolidos de la muestra
YP17501, que pueden dar razoén del estado de salud o fisiologico de ese espécimen, pero esto
esta fuera del alcance de esta tesis. En cualquier caso esta red esta asociada a analogos de

macroélidos, compuestos producidos principalmente por microorganismos|14].

Usando las herramientas de dereplicacion del GNPS, se encontraron 13 compuestos con base
en el FBMN, usando un valor de coseno superior a 0.7; y de 75 en MolDiscovery. El resumen
de todos estos datos esta en la tabla de Excel del anexo 5.3.4. Entre los cuales resaltan los
derivados de acidos grasos de cadena larga; aminoacidos y derivados; y fenoles monosusti-
tuidos como los de mas amplia distribuciéon. También se observa la presencia de derivados
de la clorofila, como la feoforbida, clorofila cl1, y clorofilida; ademéas de derivados de la fu-
coxantina. Estos compuestos son ampliamente referidos en algas marinas. Otros compuestos
dereplicados han sido informados para otros organismos no relacionados como esponjas mari-
nas, bivalvos marinos, cianobacterias, hongos y bacterias de ecosistemas acuaticos [13], [14],
[17].
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El analisis de las muestras de D. justii en modo negativo, mostré que no hay diferencias
significativas entre las muestras, por lo cual, el nimero de nodos compartidos en las redes
moleculares es mayor (figura . De acuerdo, a los resultados de dereplicaciéon obtenidos
en el GNPS, y usando los grupos de CF' Dparent, las muestras contienen compuestos como
triterpenoides, sesquiterpenoides, diterpenos glicosilados y glicosil-N-acilesfingosinas|7], [18];
entre otros compuestos como quinuclidinas y ciclodepsipéptidos que pueden ser producidas
por otros organismos asociados|13].

Con todo lo anterior, se podria concluir que no importa el origen de la muestra D. justic su
composiciéon quimica no varia significativamente. Por lo cual, el siguiente paso es verificar si
la actividad biolégica contra las enzimas de interés cosmético se mantiene en los extractos

WB de las diferentes muestras.

5.3.4. Comparacion del perfil quimico de Dictyopteris justii con
Dictyopteris delicatula.

En Colombia se han encontrado cuatro especies pertenecientes a este género, a saber: D.
hoytii, D. plagiogramma, D. delicatula y D. justii|8]. En este trabajo solo se encontré de ma-
nera abundante en el arrecife la muestra D. delicatula ademas de D. justii. Para determinar
si existe similaridad en la produccién de compuestos entre estas dos especies se realizdé una
comparacion entre las muestras D. justit YP16801, escogida por ser la muestra mas cercana
al QC en el PCA (figura 5.8), y la muestra D. delicatula YS5801, colectada en San Andrés.
Para esto se construyé una red molecular con los datos de LC-MS/MS en modo positivo y

negativo.

En la red construida con los datos en positivo (Figura , se encontraron 177 features, de
los cuales solamente 14 son compartidos por las dos especies, es decir tan solo el 7.9 % de los
features encontrados. Lo anterior se refuerza al observar que casi todas las redes contienen
features de una sola de las especies (es decir de un tnico color) Ej, redes 1 y 2 de la figura
5.13, donde la primera corresponde a alcoholes de 4cido graso y dominan los compuestos de
D. delicatula; mientras para la red 2 dominan los compuestos de D. justii y son acidos grasos
de cadena larga. Esto sugiere que los extractos WB de las dos especies son diferentes entre si,
que se espera sea el activo como se observo en el capitulo 4. Las redes identificadas, de acuerdo
con CF Dparent corresponden a &cidos grasos, diterpenoides, acidos tricarboxilicos, deriva-

dos de la anilina, entre otros compuestos que no pudieron ser dereplicados por la plataforma.
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Figura 5.13.: Comparaciéon mediante redes moleculares INN de D. justic y D. delicatula

(modo positivo) y clases de compuestos dereplicados.

1) Alcoholes de acido graso, 2) acidos grasos de cadena larga, 3) Diterpenoides, 4)
Triterpenoides, 5) Hidrocarburos insaturados ramificados, 6) Sesterpenoides, 7) Diterpenos,
8) Aminoglicosidos, 9) Lipidos de prenol, 10) Epoxidos, 11) ésteres de acidos grasos, 12)
acetogeninas, 13) Prostaglandinas, 14) 1,2-diacilgliceroles, 15) acidos tetracarboxilicos, 16)
Diterpenos glicosilados, 17) Anilina y derivados, 18) Bifenoles, 19) Taxanos y derivados,
20) hidroxiesteroides.

En las redes moleculares construidas en modo negativo (Figura , se encontraron 205
features. De los cuales, las dos especies comparten 22 features, que equivalen al 10.7 % del
total de los features. Las redes con mayor ntiimero de compuestos corresponden a triter-
penoides y sacarolipidos, donde es dominante D. justii. Por otro lado, las redes 3 (Acido
aminobenzoico) y 4 (acido bencensulfénico y derivados), tienen features de las dos especies,
que pueden deberse a contaminacién ambiental, sobretodo en el caso de la red 4. Finalmente,
esta la red 5 (Amidas de a-aminoacidos) que es exclusiva para D. delicatula. Otros grupos
de compuestos con menos representantes incluyen depsipéptidos ciclicos, dioxolopiranos, di-
terpenos, oligopéptidos, o-benzoquinonas, lipidos de prenol, acidos grasos de cadena larga,

péptidos ciclicos, benzodioxoles, sesquiterpenoides y ciclosporinas.
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Figura 5.14.: Comparaciéon mediante redes moleculares INN de D. justic y D. delicatula

(modo positivo) y clases de compuestos dereplicados.
1)Triterpenoides, 2) Sacarolipidos, 3) Acido aminobenzoico y derivados 4) acido
bencensulfénico y derivados, 5) Amidas de alpha-aminoécidos, 6)Depsipéptidos ciclicos,
7)Dioxolopiranos, 8)Diterpenos, 9)Oligopéptidos, 10)o-benzoquinonas, 11)lipidos de prenol,
12)acidos grasos de cadena larga, 13, 14)péptidos ciclicos, 15)benzodioxoles,
16)sesquiterpenoides, 17)ciclosporinas.

Con lo anterior queda claro que los extractos WB de D. delicatula y D. justii son diferentes
entre si, pero se debe establecer si estas diferencias en composiciéon quimica también se re-

flejan en su capacidad de inhibir las enzimas de interés cosmético.

5.3.5. Evaluacion de la actividad antioxidante e inhibicion de las
enzimas tirosinasa y hialuronidasa.

Con toda la informaciéon anterior se pudo inferir que inferir que los extractos WB de D. justii
no se diferencian significativamente entre si, y cuando lo hacen los compuestos a los que se
asocia la diferencia son acidos grasos y clorofilas, que pueden explicarse también por diferen-
cias en el proceso de fraccionamiento. Con esto podria esperarse una buena actividad en los
extractos WB sin importar de qué espécimen vengan. De otro el extracto de D. delicatula
si es muy diferente al encontrado para D. justii, y podrian esperarse actividades bioldgicas
diferentes entre ellas. Entonces en esta seccién se buscé completar la comparacion del perfil
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quimico de las muestras de Dictyopteris seleccionadas con la evaluacién de su capacidad
de inhibir enzimas como la tirosinasa y hialuronidasa, ademéas de la actividad antioxidante
(DPPH).

Ensayos de inhibicion de enzimas de interés cosmético.

El ensayo de inhibicion de la tirosinasa (Figura se realizd con dos concentraciones de
cada extracto (50 pg/mL y 250 pg/mL). Los extractos butanélicos (WB) ensayados para las
muestras de D. justii muestran porcentajes de inhibicién mayores al 70 % al ser evaluados en
las dos concentraciones, estos resultados son similares a los porcentajes de inhibicion YP9201,
la cual fue la primera muestra abordada en este estudio. Estos porcentajes de inhibicion son
comparables a los obtenidos para el 4cido kojico (100 uM), que es el patron positivo. Lo que
confirma que se esté frente a extractos con una buena capacidad de inhibir la tirosinasa, y

son buenos candidatos para desarrollar un producto cosmético a partir de ellos.

En el caso de los extractos organicos (FO) de las muestras de D. justii, se observa que el
porcentaje de inhibicion de estos extractos oscila entre 15.3 y 98.7% , cuyo valor depende
de la muestra estudiada. En general la actividad de cada espécimen se centra en la fraccion
WB. En los casos en que la fraccion FO es muy activa se deberia explorar si el método de
fraccionamiento no fue suficientemente efectivo o si se debe a la presencia de compuestos
cuya concentracion depende de las condiciones ambientales a las que se encuentran sometidos
los especimenes. Esta problematica se debe abordar en una fase posterior del estudio que

busque la estandarizacion en la obtenciéon de los extractos.

De otro lado los extractos de la muestra D. delicatula (YS5801), tanto FO como WB, presen-
tan porcentajes de inhibicion menores al 16 %. Por lo cual, se puede decir que los compuestos
inhibidores de esta enzima solamente se encuentran presentes en la especie D. justii, y que
D. delicatula carece de esta actividad.
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Figura 5.15.: Gréfica de porcentaje de inhibiciéon de la enzima tirosinasa de las muestras de
D. justii (YP16601, YP16801, YP17301, YP17401, YP17501) y D. delicatula
(YS5801).

En el caso de los ensayos de inhibicién de la enzima hialuronidasa (Figura [5.16]), se observa
que los extractos de D. justii (YP16601, YP16801, YP17301, y YP17401) presentan un
mayor porcentaje de inhibicion (del 100% a 250 pg/mL) con respecto a los extractos de
YP9201, que fueron usados en el screening inicial. Todas las fracciones butandlicas tienen un
porcentaje de inhibicién superior a la mostrada por el patron positivo EGCP1 (250nM, 90.
6 %), con excepcion del extracto YP9201, que es el extracto més antiguo y podria indicar
que no es estable, puesto que los procesos de oxidacion estan involucrados en el mecanismo
de inhibicién, . Del mismo modo que en el ensayo de inhibicién de la tirosinasa, los
extractos butanoélicos tienen una mayor inhibicién que los extractos organicos.

Por otro lado, el extracto WB de la muestra de D. delicatula (YS5801) presenta un porcentaje
de inhibicion bajo (8.5%), el cual es mas bajo que los obtenidos para las muestras de D.
Justii. En el caso del extracto FO el porcentaje de inhibicion si es comparable con las muestras
de D. justii pero muy inferior al control positivo, por lo que el desarrollo de un cosmético a
partir de él no parece muy posible.
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Figura 5.16.: Grafica de porcentaje de inhibiciéon de la enzima hialuronidasa de las mues-
tras de D. justii (YP16601, YP16801, YP17301, YP17401) y D. delicatula
(YS5801).

Evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH) de los extractos de Dictyopteris
spp-

Los ensayos de actividad antioxidante se han correlacionado con los ensayos de actividad
inhibitoria de enzimas (ver mas adelante)[21]. En la figura se puede observar que los
extractos FO y WB de todas las muestras de D. justii tienen compuestos con actividad
antioxidante (en el punto de siembra), mientras que los extractos de la muestra de D. deli-
catula no poseen actividad antioxidante. Estos datos correlacionan bien con lo observado en
los ensayos con enzimas del numeral anterior, y muestran que esta actividad puede ser una
herramienta para juzgar la actividad de los extractos y fracciones en un proceso posterior
de purificaciéon. No obstante, este ensayo es cualitativo, y no es posible determinar si los
extractos WB tienen mayor o menor actividad que los extractos FO. Esto se hace con el fin
de disponer de un ensayo de facil acceso que permita hacer el seguimiento de los compuestos
activos, pero no reemplaza los ensayos de actividad que deberan ser realizados en posteriores
estudios.
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a) Extractos FO. b) Extractos WB.

Figura 5.17.: Bioautografia en placas de TLC para la evaluacion de actividad antioxidante
(DPPH) de los extractos organicos y butanoélicos de las muestras de D. justii
(YP9201, YP16601, YP16801, YP17301, YP17401 y YP17501) y D. delicatula
(YS5801). Control positivo: floroglucinol.

5.3.6. Busqueda de los compuestos activos a partir de Dictyopteris
justii (YP17501)

La muestra D. justii (YP17501) fue encontrada cerca a la isla de Providencia de forma abun-
dante en el afio 2021. Una porcién del alga (382.8 g) fue liofilizada (89.5 g), y se obtuvo el
extracto WB (masa 1.1 g). El extracto WB de esta muestra result6 ser activo en los ensayos
de inhibicién enzimatica tanto en tirosinasa (superior al 80 % a 250pg/mL) como en activi-
dad antioxidante. Por lo anterior, esta muestra fue escogida para realizar el aislamiento y la

identificacion de los compuestos activos que posee esta alga.

Los espectros de HSQC (Figura de YP17501-WB (22.0 mg) mostraron la presencia de
sefiales caracteristicas de acidos grasos insaturados y poliinsaturados en dz 0.92/ §¢ 13.1,
o 1.30/ 0¢ 22.3, 0 1.62/ 6¢ 24.7, 6 2.05/ d¢ 26.3, g 2.34/ 0¢ 33.6, 07 2.84/ ¢ 25.2,
dp 5.36-5.37/ d¢ 127.7-129.5. También se observaron sefiales para glicerolipidos (en 0z 4.25/
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dc 62.59, o 4.4/ d¢ 62.7); digalactosildiacilgliceroles (DGDGs en dg 3.39-3.53/ d¢ 71.0-
75.3, 0 4.26/ 6 103.9, 65 4.80/ J¢ 98.5, O 5.34/ 8¢ 70.3.), y manitol (3 3.67-3.84/
dc 63.5, 0 3.73/ 0¢ 71.6, 6 3.8/ d¢ 69.7). Estos datos fueron dereplicados haciendo una
comparacion con literatura. Estos compuestos también se observaron en otros extractos
(capitulos 2 y 3) de algas que no resultaron activos (capitulo 4), por lo que estos lipidos no
parecen estar relacionados con la actividad inhibitoria observada para el extracto WB de D.
Justit.
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Figura 5.18.: Espectro de HSQC de la fraccion WB de Dictyopteris justii (YP17501).

Adicionalmente, en esta fraccion WB de D. justis (YP17501) se observaron senales en HSQC
para compuestos fenolicos en dg 5.97/ d¢c 94.8, vy o 6.05/ dc 94.7. la presencia de estos
fenolicos fue corroborada en el experimento HMBC (figura por los acoplamientos entre
las senales de protones en § 5.97 con carbonos a oxigenados en d¢ 154.1 y 155.0, y con los
carbonos CH en ¢ 95.32, y de bifenilo en 6o 123.62. De otro lado, el protén en dg 6.05
correlaciona con carbonos oxigenados (fenol) en d¢ 150.7 y 156.7. Mientras, el proton aro-
matico en dg 6.34 correlaciona con los carbonos fenolicos en d¢ 150.9 y 156.9. Estas senales
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son caracteristicas de los florotaninos, que son compuestos polifendlicos producidos exclu-
sivamente por las algas pardas|23|. Este tipo de compuestos muestran espectros complejos,
cuyas senales en el HMBC permiten ver un patron definido de acoplamientos con: a) carbo-
nos aromaticos protegidos entre d 95-105, que son caracteristicos de grupos CH aromaticos
ubicados en la posicion orto respecto a los sustituyentes oxigenados; n b) carbonos entre §¢
120-150 que son senales caracteristicas de los CH de los puentes bifenilo; y ¢) d¢ 150-165
que son los carbonos oxigenados del fenol o de los fenil éteres. Estas seniales se resaltan en
la figura [5.19p.
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Figura 5.19.: Espectro de HMBC de la fraccion WB de Dictyopteris justii (YP17501) y am-
pliaciéon de la zona entre 90-165 ppm. Tomado en MeOD), usando el método de
adquisicion de datos no uniforme (NUS) (sparse sampling: 25 %, hypercom-
plex points: 64, J:5Hz, size of FID 256, 2048 y 368 scans)[24].

En una columna Sephadex LH-20 (2.5 cm x 26 cm) se aplico una pequena porcion del ex-
tracto WB (210 mg), y se eluy6 con metanol, recogiendo 80 fracciones de 3 mL. Para juntar
las fracciones se realiz6 una cromatografia en placa delgada, revelando con UV y con DPPH.
La masa de las fracciones finales se reporta en la tabla [5.4]

Las actividades antioxidantes e inhibidoras de la enzima tirosinasa a menudo se seleccionan
como indicadoras de que un compuesto tiene capacidad antimelanogénesis. Los mecanismos
de muchos de los compuestos activos como antimelanogénicos se dan a través de la actividad

antioxidante y efectos inhibitorios directos sobre la actividad de la enzima|21|. Por tal razon,
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se evalud la actividad antioxidante de las fracciones por medio de un ensayo bioautografico
usando como radical libre el DPPH, como un método para seguir los compuestos activos. Esto
debido a que no era posible en términos logisticos (y econdémicos) hacer el ensayo enzimatico
para cada una de las fracciones (F1 a F10). El resultado de este ensayo se encuentra reportado
en la siguiente tabla:

Tabla 5.4.: Fracciones obtenidas en una columna Sephadex LH-20 eluyendo con metanol, a
partir de la muestra D. justii (YP17501) y actividad antioxidante (DPPH) de

las fracciones.

Fraccion No. tubos Masa(mg) Actividad antioxidante

F1 F11-F20 42,4 No activa

F2 F21-F25 15,7 Activa (Rf:0.7)

F3 F26-F29 14,8 Activa (Rf:0.8)

F4 F30-F35 4,4 No activa

F5 F36-F39 17,5 No activa

F6 FA0-F42 7,8 Activa (Rf:0.0)

F7 FA3-F48 3,3 Activa (Rf:0.0)

F8 FA9-F53 1,0 Activa (Rf:0.0;0.1)
F9 F54-F73 1.1 Activa (Rf:0.0; 0.1; 0.3)
F10 F74-F80 28,9 Activa (Rf:0.0)

Posteriormente, las fracciones fueron analizadas por LC-MS/MS de acuerdo con el procedi-
miento descrito en el capitulo 3 para los extractos butanolicos (WB). Con los datos obtenidos
se construy6 una matriz en MZmine y se analizaron los datos por medio de dos modelos PCA
(5.20p,c). En el modelo construido con los datos en modo positivo, el 73.8 % de la varianza
del modelo se encuentra explicada por las primeras tres componentes (PC1 35.3 %, PC2
26.7% y PC3 11.8 %); mientras en el modelo con los datos en modo negativo (figura ?7b,d),
ésta se encuentra explicada al 63.8% con tres componentes (PC1 31%, PC2 18.3% y PC3
14.5%). Las fracciones activas agruparon entre si, a excepcion de las fracciones F2 y F3, que
presentan compuestos activos con Rf diferentes a las demas fracciones activas (F6 a F10),
por lo que es de esperarse que no se agrupen con los otros activos. En el modelo construi-
do en modo negativo, la fraccion activa F2 no agrupa con las fracciones activas restantes.
Es interesante demas observar que las fracciones activas se diferencian de las no activas, y

las fracciones activas F6 a F'10 se agrupan en ambos casos, y corresponden a muestras activas.
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Figura 5.20.: Anélisis de componentes principales (PCA) de los datos de LC-MS/MS adqui-
ridos en modo positivo y modo negativo, y coloreados de acuerdo la fraccion
eluida (a y b) y de acuerdo con su actividad biolégica (¢ y d).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se construyeron las redes moleculares con los
datos de las fracciones activas en los dos modos de adquisicién de datos. En la figura [5.21]
se presenta la red completa construida con los datos en modo positivo, en la cual el 69.7 %
de los features detectados fueron encontrados exclusivamente en la fraccion 2 (activa con
un rf alto), mientras el resto de los nodos corresponden a nodos compartidos por 2 o mas
fracciones cercanas entre si (Tabla[5.5). Esto mismo sucede en el caso de las redes en modo
negativo, en el que el 32.3% de las features se encuentran en la fraccion 2. En los datos
en modo positivo se encontraron mas features que en modo negativo,lo que es contrario a
lo visto en los ensayos anteriores (capitulo 3). Esto puede explicarse porque en este caso
los datos en modo negativo tienen un nivel de ruido mayor, por lo cual los parametros de
analisis fueron més restrictivos. En la Figura [5.21] se observan las redes construidas con los
datos en modo positivo y en la Figura las redes moleculares en modo negativo para las

fracciones activas.
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Figura 5.21.: Tipos de compuestos encontrados en la red molecular de las fracciones activas analizadas en modo positivo.
1. Diterpenoids, 2. Cardenolide glycosides, 3. Diterpene glycosides, 4. Quinolines, 5. O-glycosyl compounds, 6. Fatty acid
esters, 7. Cinnamic acid amides, 8. Bipyridines and oligopyridines, 9. Ceramides, 10. Pentose phosphates, 11. Dialkyl ethers,
28. Eudesmanolides, secoeudesmanolides, and derivatives, 30. Triterpenoids, 31. Aniline and substituted anilines, 32.
Macrolactams, 33. Ketals, 34. Phenylbutylamines, 35. Acyl carnitines, 36. Pyrido|2,3-d|pyrimidines, 37. C-glycosyl
compounds, 38. Oligopeptides, 39. Phenylbutylamines, 40. Flavonoid-7-O-glucuronides, 41. 1,2-diacylglycerols, 42.
Diphenylmethanes. 43,47. Coumarins, 44. Xanthones, 45. Hydrolyzable tannins, 46. Diarylethers, 48. Naphthalenes, 49.
Biphenols, 50. Epigallocatechins, 51. Saccharolipids.
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Tabla 5.5.: Caracteristicas de las redes moleculares construidas para las fracciones activas

analizadas en modo positivo y negativo.

Modo positivo Modo negativo
L features features
Fraccion
exclusivos | compartidos | exclusivos | compartidos

2 272 116 64 24

3 101 122 3 26

6 18 S 3 26

7 51 120 13 40

8 72 125 35 40

9 130 161 41 24

10 82 170 4 20
Nodos sin dereplicar 488 115
Nodos totales 1042 272

En las redes en modo positivo para las fracciones activas se encontraron 77 tipos de compues-
tos (ver anexo 5.3.6) en la Figura se destacan 51 de ellos. Entre estos, son de especial
interés para esta tesis los compuestos aromaticos, que de acuerdo con el descriptor CF Parent
corresponden a cumarinas, derivados del acido benzoico, bifenoles; asi como compuestos tipo
aminoacidos; y los glicosilados de diterpenos; asi como los ésteres y los alcoholes de acidos
grasos.

En el ensayo de actividad biologica (Figura se hace evidente que hay al menos dos
tipos de compuestos con la actividad antioxidante. En las primeras fracciones activas (F2 y
F3) los compuestos con esta actividad son de menor polaridad (mayor Rf) que los compues-
tos activos de las otras fracciones (F6 a F10); en estos tltimos los compuestos activos son
altamente polares. Esta diferencia entre estas fracciones activas se hace evidente en las redes
mostradas en la Figura[5.21] haciendo evidente que en las primeras hay un alto contenido de
diterpenoides (grupo 1); quinolinas y derivados (grupo 4); y compuestos O-glicosilados (gru-
po 5), macrolidos y andlogos (grupo 12), piperidinas (grupo 13), sesquiterpenoides (grupo
14). Mientras en las fracciones activas mas polares (F6 a F10) se tiene una alta diversidad
de glicosidos de terpenos (grupos 2 y 3), y ésteres de acidos grasos (6); pero también con

la presencia de compuestos aromaticos y fenolicos como: Flavonoid-7-O-glucuronidos (grupo
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40), Difenilmetanos (grupo 42), Coumarinas y derivados (43 y 47); Xanthones (44), Taninos
hidrolizables (45), diarileters (46), Coumarins, Naftalenos (48), Bifenoles (49), y Epigaloca-
tequinas (50).

Es importante resaltar que la resina Sephadex LH-20 permite realizar una cromatografia de
exclusion por tamano en una columna de abierta, cuando se usa una fase isocratica como en
este caso. Esta fase estacionaria es recomendada para la separacion de polifenoles de gran
tamano, como los florotaninos, de pigmentos y compuestos polifendlicos pequenos|25]. Es asi
como en el anexo 5.3.7, se observa que las fracciones F2 y F3 se encuentran enriquecidas en
compuestos con bajo peso molecular con masas entre 130-152, por ejemplo los derivados de
la anilina (red No. 31); mientras que las fracciones F7-F10 contienen compuestos con masas
mayores a 600 que corresponden a glicerofosfolipidos, lignanos, compuestos glicosilados y
polimeros aromaticos. Por medio de la herramienta MolDiscovery fue posible dereplicar los
florotaninos Hydroxypentafuhalol-B (Tr:0.9 min, [M+H|+:671.08195)[26] en las fracciones
F9 y F10; y el Triphlorethohydroxycarmalol (Tr:1.7 min, [M+H]+: 637.07789)|27] en la frac-
cion F10 y no se descarta la presencia de mas compuestos de este tipo, cuya masa molecular
oscila entre 620 y 1258|26].
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Figura 5.22.: Clases de compuestos encontrados en la red molecular de las fracciones activas analizadas en modo negativo.
1. Delta amino acids and derivatives, 2. Steroidal saponins, 3. N-alkylindoles, 4. Aurone flavonoids (Phenol ethers) , 5
Hybrid peptides, 6. 1,2-diacylglycerol-3-phosphates, 7. Cytisine and derivatives, 8. Cardenolide glycosides and derivatives, 9
Androgens and derivatives, 10. Benzofuranones, 11. 1-naphthalene sulfonates, 12. Coumarins and derivatives, 13. Colensane
and clerodane diterpenoids, 14. Fatty acid esters, 15. Cerveratrum-type alkaloids, 16. Cyclic peptides, 17. Flavones.
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De acuerdo con las redes moleculares construidas en modo negativo (Figura [5.22), los ami-
noacidos y alcaloides se encuentran en todas las fracciones. Adicionalmente, en la fraccion
2 se encontraron saponinas (grupo 2), péptidos (grupo 5y 16) y diterpenoides (grupo 13).
Las fracciones activas polares contienen una gran cantidad de amino acidos y derivados
(grupo 1); éteres de fenol (grupo 4); y 1,2-diacilglicerol-3-fosfatos. El segundo grupo es el
mas interesante porque estos compuestos tienen un gran potencial como inhibidores de estas
enzimas. Debido a que MolDiscovery no funciona en modo negativo, se hizo la dereplicacién
manual usando la base de datos CMNPD, de los features con [M-H|" més altos, que fueron
catalogados como “phenol ethers” segin MS2LDA (Tabla [5.6]).
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Tabla 5.6.: Compuestos dereplicados de forma manual en la base de datos CMNPD que

fueron catalogados como éteres de fenol (Phenol ethers).(pagina 295-296)

No. de
c%rl;ﬂ;:lgsgls Mas probables Ejemplo de Estructura
(+0.3)
Modo negativo
CHH
(2R)-2-[(3E,TE)-9-hydroxy-4,8-dimethylnona-3,7- l ol A
343.0005 13 dienyl]-2,8-dimethyl-3 4-dinydrochromen-6-ol HC__J:;I’V
o
{E}-5-(6-hydroxy-2, 8-dimethylchromen-2-yl}-2- \I)
271.9852 11 S B /@/jjm
oM oy
[(2E,6E,10E)-1-(2, 5-dihydroxy-3-methylphenyl)- \Llfl» f‘xﬁ—‘“\l-
3,711, 15-tetramethyl-12-oxohexadeca-2 .6, 10,14- PR
tetraen-5-yl] acetate O .
| f‘o
467.0179 2 ‘ll
methyl (15,25 5R,9R)-2,5,9-trihydroxy-9-(2- ) ';
methoxy-2-oxoethyl)-3,6-dioxo-8-(2,4,6- - EI..C-H
trinydroxyphenoxyhicyclo[3.3.1]non-7-ene-2- ch o e e
carboxylate r- \[:\ H-i-.m. +°
HOT oM o
o OH e
oH
343.0000 13 (2R)-2-[(3E,TE}-9-hydroxy-4,8-dimethylnona-3,7-
' dienyl]-2,8-dimethyl-3,4-dihydrochromen-6-ol o
methyl 2-[5-hydroxy-2-[{6E,10E,135)-13-hydroxy- |
37,11, 15-tetramethyl-12-oxohexadeca-1.6,10,14- o0,
teiraen-3-ylloxyphenyllacetate L
methyl 2-[5-hydroxy-2-[(6E, 10E,128)-12-hydroxy- @”
3,7,11,15-tetramethyl-13-oxohexadeca-1,6,10,14- : ,-E
483.0145 g tetraen-3-ylloxyphenyllacetate BH
' methyl 2-[5-hydroxy-2-[(6E,10Z,125)-12-hydroxy- P
3,711, 15-4etramethyl-13-oxohexadeca-1,6,10,14- 1
tefraen-3-ylloxyphenylacetate 'j:\
methyl 2-[2 5-dihydroxy-3-[(2Z,6E,10E,135)-13- ad
hydroxy-3,7,11,15-tetramethyl-12-oxohexadeca- ;L
26,10 14-tetraenyi)phenyl]acetate
- HO
6. 'E’I‘l;'l'ﬂs;"““ 2-[[(1R,8aR}-1,5,5,8a-tetramethyl-2-methylidene- N
327.0035 compuestos 3.4,4a,6,7,8-hexahydronaphthalen-1- 5
o pue o ylimethyllbenzene-1,4-diol
T47.0458 ninguno
[(2E,GE, 10E)-1-(2 5-dihydroxy-3-methylphenyl)-
37,11, 15-tetramethyl-12-oxohexadeca-2 6, 10,14-
tetraen-5-yl] acetate
467.0191 2
methyl (15,25 5R,9R)-2,5,9-trihydroxy-9-(2-
methoxy-2-oxoethyl)-3,6-dioxo-8-(2,4,6-
trihydroxyphenoxybicyclo[3.3.1]non-7-ene-2-
carboxylate
591.0363 ninguno
607.0315 ninguno
342.9995 ninguno
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No. de
Masa compuestos - _
P R—— CMF;IPDB Mas probables Ejemplo de Estructura
(+0.3)
Modo negativo
343.0005 13 (2R)-2-[(3E,TE)-9-hydroxy-4,8-dimethylnona-3,7- | ol
. dienyl]-2,8-dimethyl-3,4-dihydrochromen-G-al HC__f\j w,
[+]
(E)-5-{6-hydroxy-2,8-dimethylchromen-2-yl}-2- \I)
271.9852 11 e . ,@N
oH OA"‘O
[(2E,6E,10E)}-1-(2, 5-dihydroxy-3-methylphenyl)- \LIJJ\ f‘w’“\»a‘“*i-
3,711, 15-tetramethyl-12-oxohexadeca-2,6,10,14- -
tetraen-5-yl] acetate O -
| t"o
467.0179 2 “ll
methyl (15,25 5R_9R)-2,5 9-trihydroxy-9-{2- ) ':
methoxy-2-oxoethyl)-3,6-dioxo-8-(2,4,6- EIDH
trinydroxyphenoxybicyclo[3.3.1]non-7-ene-2- Lo~ =Y
carboxylate Y ?Oﬁ};ﬁo
Ho” ~F og ‘Lr Lo
OH
343.0000 13 (2R)-2-[(3E, TE)-9-hydroxy-4,8-dimethylnona-3,7-
: dienyl]-2,8-dimethyl-3.4-dihydrochromen-G-ol o
methyl 2-[5-hydroxy-2-[(6E,10E,135)-13-hydroxy- |
3,7.11 15-tetramethyl-12-oxohexadeca-1,6,10,14- 0.0,
tetraen-3-ylJoxyphenyllacetate [
methyl 2-{5-hydroxy-2-[(6E,10E,125)-12-hydroxy- U
3,7.11 15-tetramethyl-13-oxohexadeca-1,6,10,14- - ,-"i
483.0145 g tetraen-3-ylloxyphenyllacetate aH e
' methyl 2-[5-hydroxy-2-[(6E,10Z,128)-12-hydroxy- P
3,711, 15-tetramethyl-12-oxohexadeca-1,6,10,14- o
tetraen-3-ylloxyphenylacetate 'j:\
methyl 2-[2 5-dihydroxy-3-[(2Z,6E,10E,135)-13- aH
ydroxy-3,7,11, 15-tetramethyl-12-oxohexadeca- ,,L
26,10 14-tetraenyiphenyl]acetate
. H,
o oomend® | 24[(1R 8aR}1,5.5,8a-etramethyl-2-methyidene- N
327.0035 comp 3.4,4a,6,7,8-hexahydronaphthalen-1- v
con &nico yllmethyllbenzene-1,4-diol
747.0458 ninguno
[(2E,6E 10E)-1-(2 5-dihydroxy-3-methylphenyl)-
37,11, 154etramethyl-12-oxohexadeca-2,6,10,14-
tetraen-5-yi] acetate
467.0191 2
methyl (15,25 5R,9R)-2,5,9-trihydroxy-9-{2-
methoxy-2-oxoethyl)-3,6-dioxo-8-(2,4,6-
trinydroxyphenoxyhicyclo[3.3.1]non-7-ene-2-
carboxylate
591.0363 ninguno
607.0315 ninguno
342.9995 ninguno
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5.3.7. Compuestos activos encontrados en el extracto WB aislados a
partir de D. justii.

En la seccion anterior, se identificaron los tipos de compuestos presentes en las fracciones
activas (antioxidante). En esta seccion se busco clasificar la informacion obtenida (tabla[5.4)),
con el fin de identificar de los tipos de compuestos encontrados,cuales poseen reportes de
actividad inhibitoria de enzimas en la bibliografia. Es importante destacar, que la identifica-
cion inequivoca de los compuestos activos se abordara en trabajos posteriores, aislando los
compuestos y haciendo los respectivos ensayos enzimaticos. Con la informacién presentada
a continuacion, simplemente se deja planteada la posibilidad de que D. justii sea productora

de los compuestos nombrados.

En la bibliografia consultada, la actividad antioxidante y la capacidad de inhibir las enzi-
mas tirosinasa y hialuronidasa de las algas pardas esta dada principalmente por 5 tipos de
compuestos: lipidos, compuestos arométicos, esteroles, terpenoides fenolicos, polisacaridos
como los alginatos y polisacaridos sulfatados|28|. Segun la clasificacion CF Parent obteni-
da para los features analizados en modo positivo y negativo, al menos 19 se encuentran
dentro de los tipos de compuestos que poseen la actividad. Dentro de los 474 compuestos
dereplicados usando MolDiscovery en modo positivo, se encontraron compuestos como los flo-
rotaninos (Hydroxypentafuhalol-B y Triphlorethohydroxycarmalol), flavonoides (Quercetin-
3-rhamnoside-3’-sulfate) y diterpenos fenolicos como el Sargachromanol F y que son firmes
candidatos a ser responsables de esta actividad (tabla . Para saber si existe un compues-
to mayoritario responsable de la actividad, o si la mezcla de estos compuestos, favorece la
actividad de D. justii, es necesario realizar el aislamiento y la cuantificacién en posteriores
trabajos. En todo caso los compuestos tipo florotanino son los mas abundantes de este grupo

de candidatos porque se ven por RMN en el extracto WB crudo.



Tabla 5.7.: Tipo de compuestos encontrados en las algas pardas con actividad antioxidante, actividad inhibitoria de las

enzimas tirosinasa, colagenasa o hialuronidasa y tipos de compuestos encontrados en las fracciones que pueden
ser responsables de la actividad de las muestras de D. justii.

Tipo de

compuestos

Lipidos

Ejemplos de

Compuestos activos

Acidos grasos
poliinsaturados
(PUFAs)
Glicerofosfolipidos,
glicerolipidos®

Actividad

Antioxidante®®

Tipos de compuestos
encontrados en las
fracciones relacionados
(CF_Parent).
1,2-diacylglycerols, Fatty acid
esters, fatty acid methyl esters,
fatty acyl glycosides of mono-
and disaccharides, fatty
alcohols

Ejemplos de Compuestos
dereplicados en
MolDiscovery

Compuestos
aromaticos

Florotaninos,
Flavonoides, acido
cafeico y
Taninos, 332
flavanoles, flavanoles
glicosidados,
Epicatequina, catecol,
stilbenos y lignanos ¥+
35

Antioxidante®'2,
inhibicion de las
enzimas
tirosinasa®,
colagenasa vy
hialuronidasa®-3

Aniline and substituted anilines,
benzoic acids and derivatives,
biphenols, flavonoid-7-0-
glucuronides, hydrolyzable
tannins, isocoumarins, lignans,
neolignans and related
compounds, aurone flavonoids
(Phenol ethers), coumarins and
derivatives, flavones, O-glycosyl
compounds, diarylethers,
epigallocatechins

Hydroxypentafuhalol-B
(Tr:0.9 min,
[M+H]+:671.08195),
Triphlorethohydroxycarmalol
(Tr:1.7 min,  [M+H]+:
637.07789), Quercetin_3-
rhamnoside-3'-sulfate
(Tr:1.0 min, [M+H]+:
529.06141)

Esteroles

Fenoles

Fucosterol*®

Inhibicion de la
tirosinasa

Ergosterols and derivatives

terpenoides
(cromeno)

sargachromanol E

Inhibicion de la
colagenasa

Sargachromanol F(Tr:8.2
min, [M+H]+: 443.31817)

Polisacaridos
(sulfatados)

Fucoidano, alginato®

Inhibicion de la
tirosinasa,
colagenasa y

hialuronidasa®

Saccharolipids
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5.4. Conclusiones.

Dictyopteris justii (YP9201) es un alga parda encontrada en Providencia, que tiene talos
laminares y un tamano relativamente grande comparado a las demés. Por esas caracteris-
ticas y su ubicacion en un lugar donde no es altamente impactada por la contaminacion
ambiental se convirtié6 en una buena eleccién, entre las muestras mas activas, para culmi-
nar este estudio. La actividad de sus extractos, especialmente el extracto butandlico frente
a las enzimas tirosinasa y colagenasa (97.1% y 100 % respectivamente), y los compuestos
dereplicados mediante RMN y LC-MS/MS (acidos grasos, glicerolipidos, carbohidratos y
compuestos fenodlicos), la describieron desde el comienzo como una muestra con potencial

para la produccion de extractos activos antidespigmentantes y antienvejecimiento.

Se compararon 6 especimenes, colectados en diferentes épocas y en diferentes lugares de la
isla de Providencia, con el fin de determinar si la actividad de esta muestra era constante,
sin importar la ubicacién de la isla donde se encontrara o la época en la que se colectara. El
analisis de los extractos butanolicos usando LC-MS/MS en modo ESI negativo mostré que
son muy parecidas, cuando se hace en modo ESI positvo se pudo observar que el perfil lipidico
y los pigmentos cambian entre muestras, lo cual es de esperarse debido a que la produccion
de este tipo de compuestos depende de las condiciones ambientales. En cualquier caso los
compuestos activos se mantienen ya que todos los extractos presentaron una actividad anti-
oxidante constante y valores de inhibicién de la tirosinasa sobre el 75 %. Adicionalmente, en
este capitulo se encontré que D. justii también es activa frente a la enzima hialuronidasa,
lo que no se habia observado previamente. Esto podria significar que los extractos frescos
presentan valores de inhibicion alrededor del 100 %, pero los mas viejos pierden esta acti-
vidad. Esta observacion pone de manifiesto la necesidad de estudiar la estabilidad de estos

extractos como inhibidores de enzimas.

Con el proposito de ver si la actividad de esta muestra se mantiene en otras especies del
mismo género, se compard su perfil metabodlico y su actividad contra una muestra de D.
delicatula colectada en San Andrés, y se encontrd que su composicion quimica es diferente
y que esta ultima especie no es activa. Por lo cual, solo es posible afirmar que la actividad
de D. justit se mantiene a nivel de especie, en las muestras de Dictyopteris encontradas en

el archipiélago de San Andrés y Providencia.

El fraccionamiento usando una resina Sephadex LH-20, de uno de los extractos activos de D.
gustit (YP17501), y su posterior estudio mediante RMN y LC-MS/MS permitié dereplicar

compuestos como florotaninos, los cuales parecen ser abundantes pues sus senales caracte-
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risticas fueron observadas en el HMBC realizado para este extracto; flavonoides, terpenos
fenolicos entre otros compuestos arématicos que pueden ser responsables de la actividad de
esta alga. Para confirmar esta informacion, es necesario realizar el aislamiento y elucidaciéon
estructural de los compuestos. Por ultimo, es importante realizar la evaluacion de la activi-
dad inhibitoria frente a las enzimas en posteriores estudios, para confirmar la actividad de

fracciones enriquecidas o los posibles compuestos puros que se puedan obtener.
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6. Conclusiones y recomendaciones

En esta tesis de maestria se aborda por primera vez, hasta donde llega nuestro conocimiento,
un estudio sistemético de la quimica de algas del Caribe Colombiano, en biisqueda de extrac-
tos con valor como ingredientes cosméticos. Este recurso es practicamente desconocido desde
el punto de vista quimico para Colombia. Inicialmente se desarrollaron dos metodologias de
extraccion; una para algas pardas y otra para algas rojas. La diferencia se basa en que la gran
cantidad de ficocoloides en las algas rojas exige una extraccion adicional con metanol frio a
partir del extracto polar del alga. La metodologia que consiste en extraer el alga liofilizada
con una mezcla de metanol: agua (1:1), seguido de su secado y resuspension en butanol: agua
(1:1) generando los extractos WB y WW., respectivamente; el residuo del alga fue extraido
con una mezcla de diclorometano: metanol (1:1) para obtener el extracto FO. Para las algas
rojas fue necesario hacer una extraccién adicional de la fraccion con WW usando metanol
frio para recuperar algunos compuestos altamente polares de interés en estas algas.

Se seleccionaron 27 muestras de algas pardas y 12 muestras de algas rojas, colectadas en
el Caribe colombiano (San Andrés, Providencia, Bara, Santa Marta y la Guajira), que cre-
cen de manera abundante en el sitio de colecta. Asi, se logré el perfilado quimico de 81
extractos de algas pardas, y 48 extractos de algas rojas. Estas algas se seleccionaron entre
las més de 100 muestras disponibles por ser muy abundantes, y se priorizaron teniendo en
cuenta su taxonomia, reportes de actividad enzimatica encontrados en la literatura y sus re-

gistros en el listado de ingredientes cosméticos aprobados por la Comisiéon Europea (Coslng).

El perfilado por RMN'H de los extractos de algas rojas y pardas permitié la construccion
de un modelo HCA (Hierarchical Cluster Analysis), que se uso en la priorizacion de algunos
extractos representativos de cada clister para hacer su estudio en RMN bidimensional. Estos
espectros 2D fueron usados para dereplicar compuestos en cada grupo de extractos con mas
certeza. En las fracciones orgéanicas se identifico la presencia de: Lipidos (acidos grasos, este-
roles, fosfolipidos y glicerolipidos), poliésteres (PHB); y Pigmentos (clorofilas, carotenoides).
En las fracciones butandlicas se identificaron terpenoides (sesquiterpenos, meroditerpenos,
dolastanos y germacrenos), compuestos fenolicos, acidos grasos, glicerolipidos y carbohidra-
tos. Finalmente, en la fraccion WW y WM se observo la presencia de azticares, polisacaridos
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sulfatados y otros ficocoloides.

La dereplicacion mediante LC-MS/MS haciendo uso exclusivo de bases de datos es dispen-
diosa, y la falta de bases de datos especializadas en organismos marinos hace que el éxito de
la dereplicacion sea limitado. Por lo cual, el uso de herramientas de Machine Learning y Data
mining tools en la plataforma GNPS, permitié procesar grandes cantidades de datos, que
fueron obtenidos para los extractos FO, WB y WM de las 39 algas previamente seleccionadas,
construir redes moleculares y obtener para todas las especies de algas estudiadas 209 tipos de
compuestos anotados mediante la taxonomia quimica ClassyFire. De esta forma, fue posible
determinar que compuestos como los sesquiterpenoides, triterpenoides, fosfoglicerolipidos,
aminoacidos, dcidos grasos entre otros, se encuentran presentes en todas las muestras. Mien-
tras que 60 tipos de compuestos son de produccion exclusiva en un género. Adicionalmente, se
dereplicaron compuestos como lipidos, esteroles,compuestos diterpenoides, acidos fenolicos,

taninos, flavonoides, entre otros, cuyos usos en la industria cosmética ya han sido reportados.

Con el fin de determinar el potencial de los extractos de algas pardas y rojas abundantes
en Colombia, como fuente de inhibidores de enzimas de interés para la industria cosmética,
se evaluaron 27 muestras de algas pardas y 12 muestras de algas rojas en cuanto a su acti-
vidad antioxidante. Se estableci6 que los extractos de las algas pardas Stypopodium zonale
(EP6801, EP8601, EP7201 y EP10901), Sargassum (GJ9701) y Dictyopteris justii (YP9201);
y el extracto del alga roja Bostrychia (OM1043) contienen compuestos antioxidantes. Asi
mismo, se valoraron 32 extractos de algas pardas (FO y WB); y 12 extractos de algas rojas
(Incluyendo algunos FO, WB y WM) en cuanto a su actividad inhibitoria de enzimas de
interés cosmético como la tirosinasa, colagenasa y hialuronidasa. Estos ensayos indicaron
que las algas pardas son més activas que las algas rojas al comparar su actividad frente a
las enzimas tirosinasa y hialuronidasa. Por otro lado, las algas rojas son activas tnicamente
frente a la hialuronidasa. Esto puede atribuirse al mayor contenido de compuestos fenélicos
y meroditerpenoides presentes en las muestras de algas pardas. Los extractos YP9201 (Dict-
yopteris), GJI701 (Sargassum), GP1001 (Sargassum), EP6801 (Stypopodium) y OM1043

(Bostrychia) son los més activos frente a las enzimas y poseen actividad antioxidante.

Las muestras Stypopodium zonale (EP6801) y Sargassum (GP10101) no fueron seleccionadas
para continuar con su estudio porque resultaron citotoxicas frente a los queratinocitos. En
el primer caso hay que tener en cuenta que esta especie en Colombia presenta diferentes
quimiotipos, por lo que se debe profundizar en su estudio. El segundo caso, pone de presente
la necesidad de estudiar en cuanto a su seguridad las otras especies de Sargassum presentes
en Colombia. Lo anterior, ademés atiende al hecho de que diferentes especies de este género
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son usadas a nivel mundial como ingredientes de cosméticos, y estéan incluidos en la lista del
Coslng. En cuanto a la muestra de alga roja Bostrychia sp. (OM1043) no se prioriz6é porque
mostro la presencia de compuestos halogenados en LC-SM/MS, por lo que es necesario reali-
zar ensayos de seguridad para continuar con su estudio. Adicionalmente, se pudo evidenciar
una baja concentracion de MAAs en el extracto polar de estas especies. Estos compuestos
son muy valorados por la industria cosmética por su actividad inhibitoria de enzimas (como
las colagenasas) y actividad fotoprotectora, por lo cual se recomienda profundizar més en su

obtencion.

Se recomienda avanzar en el estudio quimico, y de seguridad, de otras muestras activas como
las del género Sargassum (GJ9701, y GS9801); Dictyota (DP12201); Ceramium (WJ1005)
y Turbinaria turbinata (UP7101) que mostraron ser activas frente a algunas enzimas. Asi
mismo, se sugiere evaluar en otros ensayos las muestras de los géneros Padina y Hypnea que,

si bien no resultaron activas, sus extractos son altamente valorados por la industria cosmética.

Como resultado del perfilado metabodlico, y de los ensayos de actividad inhibitoria de enzi-
mas se identifico que el alga parda, abundante en la isla de Providencia, Dictyopteris justii
(YP9201) es la mejor candidata para el desarrollo de una formulacion cosmética. Esta alga
parda tiene un tamano relativamente grande que facilita su manipulacién, y crece en lugares
con baja contaminaciéon ambiental, por lo que sus extractos parecen ser limpios, pudiendo
ser un recurso por explotar por los habitantes de la Isla de Providencia. Los ensayos con di-
ferentes especimenes de esta especie, colectados en diferentes épocas y en diferentes lugares
de la isla, permitieron establecer que ni su composiciéon quimica ni su actividad inhibitoria
de enzimas cambia significativamente, presentando una actividad antioxidante constante y
valores de inhibicion de la tirosinasa sobre el 75 % (50 g/mL), y de la hialuronidasa del 100 %
(250 g/mL); no obstante, esta tltima parece perderse durante el almacenamiento. Otras es-
pecies del mismo género colectadas en Colombia no mostraron ser activos. Los extractos
activos, juzgados por RMN y LC-MS/MS, parecen esta enriquecidos en florotaninos y con
presencia de flavonoides, terpenos fenolicos entre otros compuestos arométicos que pueden
ser responsables de la actividad de esta alga. En los ensayos preliminares de seguridad se pu-
do establecer que el extracto activo WB frente a los queratinocitos humanos inmortalizados
son poco toxicos (valores de IC50 de entre 320 y 1150 g/mL). Las muestras de Dictyopteris
justii estudiadas contienen menos de 2.5 ppm de plomo, zinc y cobre, y cantidades inferiores
de 3 g/Kg de mercurio y 0.2 mg/kg de cadmio

Para el desarrollo de un cosmético basado en esta alga se requiere avanzar en una metodolo-

gia estandarizada de extraccion, usando solventes poco toxicos y ambientalmente amigables;



308 Capitulo 6

asi como en la formulacion de este, tema que hace parte de una tesis de maestria en farma-
cia que se desarrolla de manera paralela a esta tesis. Asf mismo, se debe profundizar en la
seguridad del extracto y la formulacion. De otro lado es fundamental estudiar la biologia del
alga con el fin de establecer si es posible cultivarla, en el mar, en acuario o a nivel celular,

para tener un suministro constante de la materia prima.
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A. Anhexos.

Todos los anexos enumerados en cada capitulo, pueden ser consultados en el siguiente enlace
de acceso publico:
https:/ /drive.google.com /drive /folders/ 1IkSDWkpE15RGK8NxUY QR3oqp7gbuhP92Z7usp=sharing
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	Agradecimientos
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Contenido
	Lista de figuras
	Lista de tablas
	La industria cosmética y el uso de productos naturales marinos derivados de algas en el cuidado de la piel.
	La industria cosmética y el desarrollo de productos funcionales.
	Generalidades.
	La piel y sus principales características.

	Mecanismos para el manejo de los signos de la edad.
	Pérdida de la estructura cutánea.
	Pigmentación indeseable de la piel.

	La biodiversidad colombiana como fuente de ingredientes cosméticos: una mirada hacia el mar.
	Las algas marinas y su potencial como fuente de ingredientes cosméticos.
	La química de las algas pardas y su relación con la industria cosmética.
	La química de las algas rojas y su producción de ingredientes cosméticos.

	Conclusiones.
	Bibliografía.

	Perfilado metabólico de algas pardas y rojas colectadas en el Caribe colombiano utilizando Resonancia Magnética Nuclear.
	Introducción.
	Materiales y métodos
	Materiales y equipos.
	Obtención de extractos crudos.
	Análisis de los extractos mediante RMN.

	Resultados y discusión.
	Selección del material de estudio.
	Determinación del método de extracción
	Análisis metabólico de los extractos FO.
	Análisis metabólico de los extractos de polaridad media WB.
	Análisis de extractos de polaridad alta WW y WM.
	Resumen de la producción de compuestos en los diferentes extractos de algas pardas y rojas, y su utilidad en la industria cosmética.

	Conclusiones.
	Agradecimientos.
	Bibliografía.

	Perfil metabólico de algas pardas y rojas colectadas en el Caribe colombiano, utilizando Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS).
	Introducción.
	Materiales y métodos.
	Materiales y equipos.
	Análisis por UHPLC-MS/MS.
	Preprocesamiento de los datos en Mzmine 3.
	Construcción de las redes moleculares en GNPS.

	Resultados y discusión.
	Perfil metabólico por HPLC-MS/MS.
	Dereplicación por RMN y dereplicación por HPLC-MS/MS.
	Construcción de las redes moleculares y caracterización de tipos de compuestos.
	Perfilado metabólico por HPLC-MS/MS de Algas Pardas.
	Perfilado metabólico por HPLC-MS/MS de Algas Rojas.
	Resumen de la producción de compuestos en los diferentes extractos de algas pardas y rojas, y su utilidad en la industria cosmética.

	Conclusiones.
	Agradecimientos.
	Bibliografía.

	Evaluación de la actividad inhibitoria sobre enzimas de interés cosmético (tirosinasa, colagenasa y hialuronidasa) de extractos obtenidos de algas pardas y rojas del Caribe Colombiano.
	Introducción.
	Materiales y métodos
	Materiales y equipos.
	Ensayo bioautográfico para evaluar la actividad antioxidante (DPPH) de los extractos enzimáticos.
	Evaluación in vitro del efecto inhibidor de los extractos seleccionados.
	Determinación de la concentración de metales de las algas con mayor actividad.
	Evaluación de citotoxicidad sobre HaCaT según método CCK-8.

	Resultados y discusión.
	Evaluación de la actividad antioxidante (DPPH) y determinación de la concentración de metales de las algas con mayor actividad.
	Elección de los extractos que sometidos a los ensayos de actividad enzimática.
	Evaluación de la actividad inhibitoria de enzimas.
	Resultados del ensayo de citotoxicidad.
	Selección de muestras para estudios químico.

	Conclusiones.
	Agradecimientos.
	Bibliografía.

	Estudio químico del extracto activo de Dictyopteris justii
	Introducción.
	Materiales y métodos.
	Obtención de extractos de muestras de Dictyopteris sp. colectadas en el archipiélago de San Andrés y Providencia.
	Extracción.
	Evaluación de la actividad antioxidante y enzimática de los extractos de Dictyopteris spp.
	Obtención del perfil metabólico de los extractos de Dictyopteris spp. mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS).
	Fraccionamiento de extractos activos.

	Resultados.
	Caracterización química de la muestra D. justii (YP9201).
	Comparación entre los distintos extractos de Dictyopteris justii mediante análisis multivariado de los datos del LC-MS/MS.
	Perfilado de los extractos WB obtenidos de diferentes especímenes de Dictyopteris justii colectados en providencia.
	Comparación del perfil químico de Dictyopteris justii con Dictyopteris delicatula.
	Evaluación de la actividad antioxidante e inhibición de las enzimas tirosinasa y hialuronidasa.
	Búsqueda de los compuestos activos a partir de Dictyopteris justii (YP17501)
	Compuestos activos encontrados en el extracto WB aislados a partir de D. justii.

	Conclusiones.
	Agradecimientos.
	Bibliografía.

	Conclusiones y recomendaciones
	Anexos.

