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Resumen

Bioprospecciéon de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente
prometedora de farmacos duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

Los paramos son biomas de alta montana sui generis localizados en el neotrépico, cuyos organismos estan
expuestos de forma constante a bajas temperaturas y alta irradiacion. La radiacién solar en su conjunto,
pero en especial la radiacién ultravioleta e infrarroja cercana, ha sido identificada como el factor etioldgico de
problemas de la piel, tales como el fotoenvejecimiento y diversos tipos de cdncer de piel (CP). Los productos
naturales derivados de la flora de los paramos, en particular los hongos liquenizados (HL), han sido poco
explorados; no obstante, debido a que los compuestos de liquenes no solo absorben la radiaciéon UV sino que
tienen actividad antioxidante, es posible proponerlos como una fuente original de compuestos que protejan
de la radiacion solar.

Se evalué la actividad antioxidante y fotoprotectora de varios extractos de HL del paramo de Sumapaz,
donde el extracto de Lobariella sipmanii fue uno de los més activos y con mayor variedad de compuestos.
De este HL se obtuvieron 3 compuestos, reportados por primera vez para la especie. Pseudociferelina A
(1), 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) y orselinato de metilo (3). De ellos, los compuestos
monoarométicos (2 y 3) presentaron absorcién UV-B (FPS = 21,86 + 0,09 y 38,41 + 0,26 a 200 pug/mL
respectivamente) y baja amplitud espectral (Aeit = 333,9 nm y 319,5 nm). Ademds, sus espectros de infrarrojo
cercano son similares a los filtros solares comerciales usados como control y ofrecen protecciéon para esta
region del espectro electromagnético. Mientras que el compuesto 1 presenté un FPS de 9,82 + 0,58 a 200
pug/mL y mayor amplitud espectral (At = 365,8 nm) similar a la de filtros de amplio espectro como el
bemotrizinol (Aeit = 374,2 nm).

Los compuestos 1 y 2 tuvieron actividad captadora de radicales libres (CE5q = 217,1 uM y 342,3 uM
respectivamente) y presentaron un porcentaje de inhibicién de la peroxidacién lipidica a 24 horas comparable
con el BHT (p > 0,05), mientras que el compuesto 3 no presenté actividad antioxidante. Dado que el
estrés oxidativo es uno de los factores que aceleran el desarrollo del CP y otros problemas cutaneos, la
actividad captadora de radicales libres, el poder reductor férrico y la inhibicién de la peroxidacion lipidica de
dos de los compuestos aislados (1 y 2) constituyen ventajas con respecto a los filtros solares comerciales
disponibles actualmente. Asimismo, los compuestos aislados presentan menor potencial de causar alergias,
menor toxicidad y més bajo potencial de bioacumulacién para los organismos acudaticos in silico y estan
dentro de los parametros de seguridad establecidos por la legislacion europea. Lo que los convierte en
alternativas para la fotoproteccion y puede favorecer la bioprospeccién de los HL del neotrépico.

Palabras clave: Bioprospeccion, Fotoproteccién, Lobariella sipmanii, Hongos liquenizados, Paramo
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Abstract

Bioprospection of lichenized fungi from paramo de Sumapaz (Bogota -
Colombia) as promising sources of antioxidant and photoprotective dual drugs

Paramos are sui generis high mountain biomes located in neotropics, whose organisms are constantly exposed
to low temperatures and high sun irradiation. Sun rays, especially ultraviolet (UV') and near-infrarred (NIR)
radiation, have been identified as an aetiological factor of skin problems including photo-aging and some
types of skin cancer (SC). Natural products from Paramos’ flora, particularly lichenized fungi (LF'), have
been scarcely explored; however, lichen substances not only absorb UV radiation, but also have antioxidant
activity. Hence, LF can be proposed as an original source for compounds with photoprotective activity.

Several paramo’s LF extracts have been evaluated for antioxidant and photoprotective activities. Lobariella
sipmanit was one of the most active extracts and has the highest variety of compounds. From this LF
three compounds were obtained for the first time. Pseudocypherallin A (1), 2,4-dihydroxy-3,5,6-trimethyl
methylbenzoate (2) & methyl orsellinate (3). Monoaromatic compounds (2 and 3) presented UV-B and
near infrared radiation absorption (SPF = 21.86 + 0.09 & 38.41 + 0.26 at 200 pug/mL) and low spectral
amplitude (Aqit = 333.9 nm & 319.5 nm). Moreover, their NIR spectra were similar to commercially
available sunscreens; thus, also offered protection in this region. Whereas compound 1 had SPF value of 9.82
+ 0.58 at 200 pg/mL and higher spectral amplitude (Aix = 365.8 nm), similar to modern wide-spectrum
sunscreens like bemotrizinol (Ae = 374.2 nm).

Compounds 1 and 2 had scavenging activity (ECsq = 217,1 pM and 342,3 uM respectively) and exhibit
lipid peroxidation ihnibition percentages in 24 hours similar to BHT (p > 0,05), while compound 3 had not
presented any antioxidant activity. Oxidative stress is one factor that accelerate SC and cutaneous problems
development; therefore, radical scavenging, ferric reducing power and lipid peroxidation inhibition from
compounds 1 and 2 constitute benefits regarding current commercially available sunscreens. Furthermore,
isolated compounds obtained lower allergenicity potential, lower predicted in silico toxicity and bioaccumu-
lation factors, and complied with safety EU requirements for chemical substances. It converts them into
better alternatives for photoprotection and could favour neotropical LF bioprospection.

Keywords: Photoprotection, Bioprospection, Lobariella sipmanii, Lichenized fungi, Paramo
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Zusammenfassung

Bioprospektion von lichenisierten Pilzen aus dem Sumapaz-Paramo (Bogota -
Kolumbien) als vielversprechende Quelle fiir duale Arzneimittel mit
antioxidativer und lichtschiitzender Wirkung

Paramos sind sui generis Hochgebirgsbiome im Neotropikum, deren Organismen standig niedrigen Tem-
peraturen und hoher Sonnenbestrahlung ausgesetzt sind. Sonnenstrahlen, insbesondere Ultraviolett- (UV)
und Nahinfrarotstrahlung (NIR), wurde als dtiologischer Faktor von Hautproblemen wie Fotodermatosen
und verschiedenen Arten von Hautkrebs identifiziert. Naturalstoffen isolierten von der Flora der Paramos,
insbesondere lizenzierte Pilzen (LP), sind wenig studiert worden. Nicht nur absorbieren Flecthenstoffen
UV-Strahlung sondern auch haben antioxidativen Aktivitdt, deswegen konnten LP als urspriingliche Quelle
flir neuen Sonnenschutzmitteln vorschlagen werden.

Antioxidativen and lichtschutzenden Aktivitdten von einigen LP-Extrakten wurden hierin untersucht.
Lobariella sipmanii war eine von aktivesten Extrakte und hatte die hochste Vielfalt an Flechtenstoffen. Aus
dieser Flechte wurden zum ersten Mal drei Flechtenstoffen erhalten: Pseudocypherallin A (1), 2,4-dihydroxy-
3,5,6-trimethylmethylbenzoat (2) und Methylorsellinat (3). Die monoaromatischen Flechtenstoffen 2 und 3
zeigten eine Absorption von UV-B- und Nahinfrarotstrahlung (SPF = 21,86 + 0,09 und 38,41 + 0,26 zum
200 pg/mL) und eine geringe spektrale Amplitude (A = 333,9 nm und 319,5 nm). Dariiber hinaus waren
ihre Nahinfrarotspektren dhnlich wie kommerzielle erhéltliche Sonnenschutzmitteln und boten daher auch
im diesen Bereich Schutz. Wahrend Flechtenstoffe 1 einen SPF-Wert von 9,82 + 0,58 zum 200 pg/mL und
eine hohere spektrale Amplitude (Agyiy = 365,8 nm) aufwies, ahnlich wie breitspektrales Sonnenschutzmittel
wie Bemotrizinol (Akniy = 374,2 nm).

Flechtenstoffen 1 und 2 hatten Scavenger-Aktivitdt (WKso = 217,1 pM und 342,3 uM jeweils) and zeigten
Lipidperoxidationhemmungsétzen in 24 Stunden dhnlich wie BHT (p > 0,05), wiahrend Stoffe 3 keine antioxi-
dative Aktivitdt aufwies. Oxidativer Stress ist ein Faktor, der die Entwicklung von Hautkrebs beschleunigt.
Darum sind Radikalfingeraktivitdt, Eisenreduktionsaktivitdt und Lipidperoxidationhemmung vorteilhaft im
Hinblick auf die derzeit kommerzielle erhéltliche Sonnenschutzmittel. Die isolierten Flechtenstoffen erhiel-
ten sowohl niedrigeres Allergenespotenzial, und wenige in silico-Giftigkeit- und Bioakkumulationsfaktoren
als auch EU-Sicherheitsanforderungen fiir Chemikalien. Dies macht sie zu besseren Alternativen fiir den
Sonnenschutz und konnte die Bioprospektion von Neotropikum LP begiinstigen.

Schliisselworter: Bioprospektion, Fotoprotektion, Lobariella sipmanii, lizenzierte Pilze, Paramo
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

1 Introduccion

En la literatura se han propuesto algunas acepciones para el término bioprospeccién [Melgarejo et al..
2002; Melgarejo. 2003; Torres € Velho. 2009].

= Bisqueda de compuestos novedosos en plantas, animales y microorganismos, actividades encaminadas
a aumentar el conocimiento de los organismos vivos para potenciar su uso en diversas actividades

econdmicas.

» Bisqueda sistemdtica de componentes naturales y/o organismos completos para darles valor comercial

mediante el desarrollo de productos.

= Bisqueda de recursos quimicos y genéticos de valor comercial a través de la investigacion y andlisis de

la diversidad biolégica y del conocimiento tradicional.

= Bisqueda de metabolitos secundarios novedosos a partir de fuentes naturales, entre otras.

A partir de las definiciones expuestas, es posible afirmar que la bioprospeccién no solo contribuiria a enriquecer
nuestro conocimiento de la biodiversidad, sino que también puede desempenar un papel como herramienta
para impulsar el desarrollo técnico, cientifico y econémico de pais. Esta perspectiva resulta especialmente
relevante en naciones como Colombia, donde la biodiversidad y el conocimiento tradicional constituyen

riquezas de incalculable valor [Torres & Velho. 2009].

La inmensa riqueza en biodiversidad presente en Colombia puede atribuirse a tres razones fundamentales: En
primer lugar, su privilegiada ubicacién geogréfica en la region ecuatorial del planeta, donde las condiciones de
temperatura, humedad e irradiacién solar son més uniformes a lo largo del ano, comparado con otras regiones
[Cuatrecasas. 1958]. En segundo lugar, Colombia se encuentra en la confluencia de diversos componentes
biogeograficos propios del neotrépico, como los componentes Amazoénico, Andino, Caribe, Centroamericano,
entre otros [Sipman. 2002]. En tercer lugar, la cordillera de los Andes constituye una barrera que posibilita
gradientes altitudinales desde el nivel del mar hasta mas de 4 000 msnm, generando asi una amplia variedad

de ambientes, biomas y ecosistemas; ademés de propiciar procesos de especiacién [Cuatrecasas. 1958].

Dentro de la variedad mencionada, se encuentran los ecosistemas de alta montana, reconocidos como hot
spots debido a su alta biodiversidad y al alto grado de amenaza que enfrentan a causa de las actividades

humanas [Castario Uribe. 2002]. En estos ecosistemas se destaca la ocurrencia de un bioma sui generis: el
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paramo, cuya ubicacion geografica se restringe al neotrdpico ecuatorial, en altitudes mayores a los 3 200
msnm. Por esta razon, los paramos sensu stricto solo se encuentran en Costa Rica, Venezuela, Ecuador,
Perti y Colombia. De estas naciones, Colombia alberga en su territorio mds del 40 % del drea total de paramos
en el mundo [Castario Uribe. 2002].

De acuerdo con Cuatrecasas [1958] y Castano Uribe [2002] se estima que los paramos se originaron hace
aproximadamente 5 millones de anos, lo que coincide con la elevacién de la cordillera de los Andes. La
presencia de abundantes accidentes geograficos da lugar a fenémenos de insularidad, que son tipicos de las
zonas de alta montana, lo que origina el alto grado de endemismo de las especies que habitan estas areas.
Cuatrecasas [1958] define a los paramos como regiones desarboladas, con condiciones ambientales de alta
humedad, bajas temperaturas, constante radiacién solar y elevada exposiciéon a la radiacién ultravioleta
(UV) durante todo el ano, debido a su altitud. En estas dreas se experimentan fluctuaciones fuertes de
humedad y temperatura a lo largo del dia, y la flora que alli habita enfrenta grandes restricciones en el
acceso a los nutrientes del suelo. Gracias a su singular diversidad biolégica y a sus condiciones ambientales,

los paramos resultan ser regiones atractivas para ser investigadas con fines de bioprospeccién y conservacion.

La radiacién UV proveniente del Sol es un tipo de luz ionizante de alta energia (Seccién 5.1). Uno de sus
principales efectos nocivos en los organismos es la generacién de estrés oxidativo, definido como el desbalance
entre los mecanismos responsables de la produccién de especies oxidantes altamente reactivas y aquellos
encargados de su degradacién o eliminacién [Helfrich et al.. 2008; Stiefel € Schwack. 2015; Dias-Ferreira
et al.. 2020]. Estas especies reactivas tienden a atacar componentes celulares sensibles, como el material
genético, las proteinas, los lipidos de membrana, entre otros. El dano sobre el material genético de las células
y el subsecuente estrés oxidativo en los tejidos inician los procesos fisiopatolégicos que desencadenan diversos
trastornos cutédneos, como fotoenvejecimiento o el cdncer de piel (CP) [Helfrich et al.. 2008; Samarasinghe
& Madan. 2012; Tewari et al.. 2013; Sarkany. 2017; Raad et al.. 2017].

Para contrarrestar los efectos perjudiciales de la exposicidn repetitiva o excesiva, la flora presente en estos
entornos ha desarrollado diversas estrategias en respuesta, entre las cuales se destaca la biosintesis de
metabolitos secundarios. Paralelamente, los seres humanos, quienes también estamos expuestos a esta
radiacién nociva, adoptamos estrategias similares para resguardarnos de la exposicion a la radiacién solar,
por ejemplo, el uso de protectores solares con filtros o pantallas [Nash et al.. 2006; Lohezic-Le Devehat et al..
2013; Sarkany. 2017; Krutmann et al.. 2021]. Ademds, no solo la radiacién UV causa efectos perjudiciales,
también otras regiones de espectro electromagnético, como el infrarrojo cercano (NIR) potencian estos
efectos debido al dano en los citocromos de las mitocondrias y la generacion excesiva de especies reactivas,

como el anién radical superdxido [Zastrow et al.. 2009; Krutmann et al.. 2021].

A nivel mundial, la incidencia del CP se ha incrementado en los tltimos afios [Koshy et al.. 2010; Duarte
et al.. 2018]. Colombia no es ajena a esta tendencia; en el afio 2010 se atendieron 6 313 casos nuevos, con un
subregistro estimado del 90 %, lo que significa que en realidad existe un ntimero de casos aproximadamente
10 veces mayor que el informado al sistema de salud [Pozzobon et al.. 2018]. La incidencia de esta enfermedad
se duplicé en la década que abarca desde el 2000 al 2010. Para el ano 2010, el CP representd el 20 % de los
casos nuevos de cancer notificados en el pais. Con una ligera predominancia en hombres en comparacién con

mujeres, y mayor afectacién de la poblacién mayor de 60 afios [Sdnchez et al.. 2011; Pozzobon et al.. 2018].
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El CP se subdivide en dos tipos principales, cdncer de piel de tipo melanoma (CPTM) y céncer de piel
de tipo no melanoma (CPTNM), este tltimo es el tipo més frecuente. Dentro del CPTNM, el céncer de
células basales representa entre el 75 % y el 80 % del total de los casos, mientras que el 15 % es carcinoma
escamoso [Stiefel € Schwack. 2015; Duarte et al.. 2018; Pozzobon et al.. 2018]. A pesar de que el CPTNM
presenta baja mortalidad, genera un impacto significativo en la salud publica y conlleva elevados costos para
el sistema de salud [Sdnchez et al.. 2011; Minsalud. 2015; Duarte et al.. 2018]. En contraste, el CPTM,
aunque solo representa el 5% del total de los casos, presenta una baja tasa de supervivencia (< 5 %) una vez

ha hecho metdstasis y suele hacerlo en etapas tempranas [Sdnchez et al.. 2011; Stiefel & Schwack. 2015].

Los productos fotoprotectores contienen dos tipos de sustancias que desempenan esta funcién: los filtros
solares inorgénicos, también llamados pantallas solares o filtros fisicos, y los filtros solares organicos [Koshy
et al.. 2010; Stiefel & Schwack. 2015; Juliano et al.. 2017]. Estos ltimos son compuestos sintéticos que
absorben ciertas regiones del espectro electromagnético y se emplean en altas concentraciones en formulaciones
cosméticas y productos para el cuidado personal (PPCPs) [Stiefel & Schwack. 2015; Juliano et al.. 2017;
Carve et al.. 2021]. De hecho, en todo el mundo se utilizan anualmente mas de 10 000 toneladas métricas
de protectores solares y muchas de estas sustancias terminan por lavado en los cuerpos de agua [Blithgen
et al.. 2012; Juliano et al.. 2017; Kar et al.. 2020; Huang et al.. 2021; Carve et al.. 2021]. Por ejemplo, filtros
como la avobenzona (AVO), octocrileno, benzofenonas (BP) 1, 3, 4 y 8, homosalato, metoxicinamato de
octilo (OMC - EHMOQ), entre otras, se detectan con frecuencia en aguas residuales en diversos lugares
del mundo [Kar et al.. 2020]. La contaminacién con estos filtros solares orgénicos tiene multiples efectos
perjudiciales tanto para el medio ambiente, los organismos, como para la salud humana, producto de su
elevada hidrofobicidad, el potencial de bioacumulacién y la disrupcién endocrina que se ha reportado para
algunos de estos compuestos en varios organismos, incluido el ser humano [MacManus-Spencer et al.. 2011;
Bliithgen et al.. 2012; Ozdez et al.. 2014; Juliano et al.. 2017; Lorigo et al.. 2018; Kar et al.. 2020].

En los ecosistemas acudticos algunos de los protectores solares organicos disponibles comercialmente causan
efectos nocivos agudos y crénicos sobre ciertos organismos, como los corales y varias especies de peces
[Schlumpf et al.. 2004; Blithgen et al.. 2012; Kaiser et al.. 2012; Juliano et al.. 2017; Kar et al.. 2020].
Ademis, como estos ecosistemas actian como sumideros de estas sustancias y de algunos de sus productos
de biotransformacién, existe la posibilidad de acumulacién y persistencia en los sedimentos, asi como la
potencial bioacumulacién y biomagnificacién en los organismos [Juliano et al.. 2017; Kar et al.. 2020]. La
bioconcentracién de los filtros solares en organismos acuéticos es preocupante, ya que algunos de estos
organismos forman parte de la cadena alimentaria e incluso son consumidos por las personas [Wen et al..
2012).

Por otro lado, fotoprotectores comerciales como el OMC - EHMC o la AVO pueden sufrir reacciones
quimicas o fotoisomerizacién al ser expuestos a la radiacién UV, lo que puede resultar en la pérdida de
eficacia como protectores solares, la generacién de derivados nocivos en la piel de los usuarios (fototoxicidad),
la posibilidad de desencadenar estrés oxidativo o de inducir la fotosensibilizacién de la piel (fotoalergenicidad)
[Huong et al.. 2007; MacManus-Spencer et al.. 2011; Lodén et al.. 2011; Gaspar et al.. 2012; Gilbert et al..
2013; Afonso et al.. 2014; Heurung et al.. 2014]. Adicionalmente, se ha reportado que algunos filtros no solo
permean la epidermis, sino que penetran hasta la dermis y pueden ser absorbidos por los vasos sanguineos,
lo que podria resultar en efectos sistémicos nocivos [Schlumpf et al.. 2004; Lodén et al.. 2011; Gilbert et al..
2013; Watanabe et al.. 2018; Lorigo et al.. 2018]. Por ejemplo, el OMC - EHMC puede ser absorbido por
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la piel y luego ser detectado en el torrente sanguineo, en muestras de orina e incluso en leche materna, lo

que implica una exposicién sistémica a esta sustancia [Azelstad et al.. 2011; Gilbert et al.. 2013].

Por estos motivos, resulta conveniente y necesario encontrar sustancias alternativas, que de ser posible

retnan las siguientes caracteristicas:

1. Alta absorcién de la radiacién solar, en especial la luz UV.
2. Estabilidad quimica ante la radiacién UV.

3. Bajo potencial de bioacumularse en los organismos acuaticos.
4. Fécil biodegradabilidad.

5. Actividad antioxidante complementaria.

La actividad antioxidante es un complemento deseable en fotoproteccion, ya que se ha reportado que el uso
de antioxidantes, tanto por via oral como por via tépica, contribuye a evitar el estrés oxidativo inducido
por la exposicién a la luz UV [Rancan et al.. 2002; Matsui et al.. 2009]. De hecho, la aplicacién tépica
de antioxidantes lipofilicos como el tocoferol (Vitamina E) aumenta la eficacia fotoprotectora, dado que
retrasa la dosis de radiacién minima de eritema hasta en un 26 % [De Gdlvez. 2010]. Sin embargo, es
importante considerar que se han descrito posibles efectos de disrupcién endocrina, carcinégenos y téxicos
para antioxidantes sintéticos ampliamente utilizados, como el butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol
(BHA), entre otros [Xu et al.. 2021]. Es por ello que resulta ideal que los filtros solares alternativos sean
moléculas de obtencion sencilla, con capacidad antioxidante, que no sean carcinogénicas, ni tengan efectos

toxicos.

Por otra parte, en diversas regiones del mundo desde las décadas del 2000 y 2010 se exige que los protectores
solares reivindiquen proteccién en el NIR, debido a su papel en el fotoenvejecimiento y el CP [Grether-Beck
et al.. 2014; Diffey & Cadars. 2016]. No obstante, es necesario destacar que en la actualidad existe una
notable escasez de informacién sobre fotoproteccién para esta region del espectro electromagnético. En vista
de estas consideraciones y en consonancia con la creciente tendencia global hacia productos quimicos mas
seguros y sostenibles [DeVito. 2016; Kar et al.. 2020]. Una alternativa plausible y prometedora para la
obtencién de tanto de farmacos, como de activos cosméticos novedosos son los productos naturales | Velasco
et al.. 2008; Mishra et al.. 2011].

Un producto natural puede ser definido como aquellos metabolitos secundarios obtenidos a partir de
alglin organismo vivo. Estas sustancias presentan como principales ventajas respecto a los compuestos de
origen sintético las siguientes caracteristicas: Son menos bioacumulables, se biodegradan con mas facilidad,
presentan mayor complejidad estructural y un mayor grado de diversidad quimica. Sin embargo, la mayor
complejidad estructural también conlleva mayor dificultad de obtencion mediante sintesis, debido a la
necesidad de multiples pasos de reaccién y bajos rendimientos finales [Rancan et al.. 2002]. Asimismo, otro
inconveniente de los productos naturales es el suministro, ya que generalmente aquellos metabolitos més
activos suelen encontrarse en cantidades muy pequenas. No obstante, los liquenes u hongos liquenizados

(HL) resultan ser prometedores en este sentido. Estos organismos producen una gran variedad de metabolitos
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secundarios inicos en proporciones que oscilan entre el 1% hasta més del 20 % del peso seco de los talos
[Hineck. 1973; Masuch. 1993; Zambare & Christopher. 2012; Urena-Vacas et al.. 2022], lo que los convierte

en potenciales fuentes alternativas y novedosas de compuestos bioactivos. (Seccién 5.3.2).

Adicionalmente, los metabolitos secundarios de los HL poseen un amplio espectro de actividades biolégicas
(Seccién 5.3.3), tales como antioxidantes, antimicrobianas, antifingicas, antineopldsicas, gastroprotectoras,
fotoprotectoras, entre otras [Miiller. 2001; Mitrovi¢ et al.. 2011; Shrestha & St. Clair. 2013; Ferndndez-
Moriano et al.. 2016]. Muchos de los compuestos presentes en los HL actian como fotoprotectores, previenen
los danos causados por la radiacién solar, al atenuar la radiaciéon incidente y absorber de forma preferente
la luz UV [Solhaug & Gauslaa. 1996; Miiller. 2001; Boustie et al.. 2011; Molndr & Farkas. 2010; Nguyen
et al.. 2013]. Ademads, la mayoria de las sustancias de los HL son compuestos fenélicos que tienen diversos

mecanismos de actividad antioxidante [Molndr & Farkas. 2010; Ferndndez-Moriano et al.. 2016].

Por estas razones, los HL se perfilan como una fuente promisoria de sustancias que protejan la piel de la
radiacién solar, presentando ventajas comparativas respecto a los filtros comerciales tradicionales [Lohezic-Le
Devehat et al.. 2013; Nguyen et al.. 2013]. Dado que poseen sustancias que no solo absorben la luz UV,
sino que también tienen actividad antioxidante, lo que contribuye a prevenir y atenuar varios de los efectos
perjudiciales de la luz solar sobre la piel, como el fotoenvejecimiento, la pérdida del coldgeno y elastina, la
inmunosupresion local y el CP. Que son causados por la formacién foto-inducida de especies reactivas y el
subsecuente estrés oxidativo en los tejidos [Masaki. 2010; Sklar et al.. 2013; Dias-Ferreira et al.. 2020].

Con todo esto en mente, desde hace algunos afios en el Grupo de Investigaciéon en Estudios Biolégicos y
Fisicoquimicos de Liquenes Colombianos (GRIEB) y en el Grupo de Investigacién en Quimica Medicinal
(GRIQUIMED) se ha confirmado el potencial de los HL como alternativas en la fotoproteccién. Por lo que,
en este trabajo, a partir del estudio preliminar de la actividad antioxidante y fotoprotectora de un conjunto
de extractos de HL obtenidos del paramo de Sumapaz se seleccioné a la especie Lobariella sipmanii para
la obtencién de compuestos con estas actividades biolégicas. Como criterio adicional se consideré la poca
informacién existente acerca de la quimica de esta especie y que ademads su estudio contribuye notablemente

en la bioprospeccién de los HL del paramo.
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duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

2 Planteamiento del Problema

La exposicién de la piel a la radiacién ultravioleta causa toda una serie de problemas de salud, incluido
diversos tipos de cancer de piel. Dentro de las estrategias actuales de proteccién se incluye el uso de filtros
solares organicos sintéticos. No obstante, algunas de estas sustancias presentan efectos perjudiciales sobre el
ser humano y el medio ambiente. Por tal motivo, se buscan nuevas sustancias preferiblemente de origen
natural, que permitan utilizar la biodiversidad propia del pais, no tengan estos efectos nocivos y sean

alternativas seguras para su eventual uso en productos cosméticos.



Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

3 Hipétesis

Considerando las condiciones ambientales propias de los paramos, que son biomas tnicos de las regiones de
alta montana de los Andes, se plantea la posibilidad de que algunos hongos liquenizados que alli habitan, como
Lobariella sipmanii, Thamnolia vermicularis, Fverniastrum sp, Peltigera neopolydactyla y Cladonia didyma,
puedan ser empleados como fuentes novedosas y prometedoras de nuevos compuestos con actividad dual
antioxidante y fotoprotectora. Estos compuestos podrian encontrar eventuales aplicaciones en la industria,
impulsando la potencial prospeccién econémica de estos organismos, asi como brindar una estrategia adicional

en la prevencién del cancer de piel.



Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar el potencial que posee una especie seleccionada de hongo liquenizado del paramo de Sumapaz
como fuente de compuestos duales con actividad antioxidante y fotoprotectora, con la finalidad de contribuir
al desarrollo de principios activos de origen natural con uso potencial en formulaciones destinadas a la
proteccién de la piel ante la radiacién solar, que constituyan alternativas viables o complementarias de los

fotoprotectores actualmente utilizados.

4.2 Objetivos especificos

= Seleccionar la especie de hongo liquenizado que serd objeto de estudio con base en andlisis bioautograficos
de la actividad antioxidante y la determinacion del factor de proteccion solar de extractos obtenidos a

partir de algunas especies colectadas en el paramo de Sumapaz.

= Aislar, caracterizar e identificar los compuestos mayoritarios del hongo liquenizado seleccionado
mediante una estrategia fitoquimica convencional, la determinacién de las constantes fisicas, analisis

espectroscépicos y espectrométricos.

= Verificar la actividad antioxidante de las sustancias aisladas mediante la determinacién del poder
captador y la constante de reactividad ante radicales libres, asi como otros mecanismos como el poder

inhibidor de la peroxidacién lipidica y su poder reductor férrico.

= Verificar la actividad fotoprotectora de las sustancias aisladas mediante la determinacion in vitro del

factor de proteccién solar, la longitud de onda critica y la relacién UVA/UVB, entre otros.

= Calcular el coeficiente de reparto en el sistema n-octanol/agua de los compuestos aislados como medida

de su lipofilicidad y de su potencial aplicacién a nivel dérmico.

= Establecer posibles correlaciones entre la estructura quimica de los compuestos aislados con la actividad

antioxidante y fotoprotectora mostrada.
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5 Marco teorico y estado del arte

5.1 Radiacién solar y sus efectos en la piel

De toda la radiacién solar, solo ciertas regiones del espectro logran penetrar la atmosfera y llegar a la
superficie [Sklar et al.. 2013; Stiefel € Schwack. 2015]. Aproximadamente entre el 3% y el 7% de la luz
solar corresponde a la luz ultravioleta (UV), mientras que alrededor del 44 % constituye la luz visible, que
se define de manera arbitraria como aquella que podemos percibir como colores. La luz infrarroja (IR)
comprende el porcentaje remanente, que oscila entre el 49 % y el 53 % [Kim et al.. 2006; Liebel et al.. 2012;
Kolbe. 2012; Stiefel €& Schwack. 2015]. Dentro de esta ultima categoria, la luz IR-A (760 - 1400) nm hace
parte del infrarrojo cercano (NIR 760 nm - 3000 nm) y representa alrededor de un tercio de la energia
transferida por el Sol [Kim et al.. 2006; Schroeder et al.. 2008a]. En contraste, el resto de la radiacién IR es

la que se asocia con la transferencia de energia en forma de calor [Cho et al.. 2008].

Debido a esta distribucién, a partir de la década del 2000 la preocupacion sobre los efectos de la radiacién
solar en la piel no solo se ha enfocado en los conocidos efectos nocivos de la luz UV, sino también en otras
regiones presentes en la luz solar [Zastrow et al.. 2009; Grether-Beck et al.. 2014]. Como consecuencia, desde
el ano 2006 estan disponibles en Estados Unidos y Europa productos cosméticos que mencionan en sus

declaraciones (claims) ejercer proteccién para las regiones IR y visible [Grether-Beck et al.. 2014)].

La mayor parte de las investigaciones acerca de los efectos de la luz solar en la piel se han centrado en
la region de la radiacién UV. Esta se define como la luz o radiacién electromagnética con longitudes de
onda comprendidas entre (10 y 400) nm [Cockell & Knowland. 1999; Sklar et al.. 2013]. Segin su energia
y longitud de onda, se clasifica en cuatro regiones principales: UV-A, UV-B, UV-C y UV de vacio (Tabla
5-1). De estas cuatro regiones, solo las radiaciones UV-B y UV-A que corresponden a las longitudes de onda
maés largas, son capaces de atravesar la capa de ozono y llegar a la superficie terrestre [Nash et al.. 2006;
Grether-Beck & Krutmann. 2009; Sklar et al.. 2013; Stiefel & Schwack. 2015]. De estas, la radiacién UV-B
es atenuada al ser absorbida parcialmente por la atmdsfera; mientras que casi toda la radiacién UV-A llega a
la superficie y constituye entre el 95 % y 98 % del total de la luz UV, aproximadamente 20 veces més que la
luz UV-B [Cockell €& Knowland. 1999; Mishra et al.. 2011; Stiefel & Schwack. 2015].

La penetracion de la radiacién solar en la piel no solo depende de la longitud de onda y de la cantidad

de radiaciéon que incide en la superficie del planeta, también depende del fototipo de la piel en la escala
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Tabla 5-1: Intervalo de longitud de onda y energia asociada a la radiacién ultravioleta. [Gasparro. 2000; Mishra
et al.. 2011; Sklar et al.. 2013; Stiefel & Schwack. 2015]

Regién Intervalo de longitud de onda Energia asociada

A (nm) (eV) (kJ mol~T)
Ultravioleta de vacio 10 a 190 124 - 6,2 | 11 960 - 598
Ultravioleta C 190 a 290 6,2-4,4 598 - 424
Ultravioleta B 290 a 320 4.4-39 424 - 376
Ultravioleta A-2 320 a 340
Ultravioleta A-1 340 a 400 3,9 - 3,1 376 - 299

Fitzpatrick, el tiempo de exposicidn, el grosor y la zona de la piel sobre la que incide la radiacién [Meinhardt
et al.. 2008; Grether-Beck & Krutmann. 2009]. El fototipo se define segtin el contenido de melanina en la piel,
este pigmento actia como un fotoprotector de amplio espectro, lo que afecta la penetracion de la radiacién
UV-A y UV-B. Por otra parte, la radiacién UV-B con longitud de onda més corta penetra solo el estrato
cérneo y llega a la ldmina basal de la epidermis, debido a que la queratina de esta zona de la piel absorbe y
dispersa dicha radiacién [Meinhardt et al.. 2008]. Mientras que la radiacién UV-A, visible y en particular la
IR que poseen mayores longitudes de onda logran llegar a la dermis o incluso a la hipodermis y otras zonas
subcuténeas, pudiendo afectar el tejido conectivo [Velasco et al.. 2008; Grether-Beck & Krutmann. 2009;
Stiefel €& Schwack. 2015] (Figura 5-1).

UV-C UV-B UV-A Visible NIR
Estratosfera Longitud de onda (nm): 200 280 320 400 700 3000

Capa de ozono

Troposfera

Estrato corneo
Epidermis

Dermis

Hipodermis

Figura 5-1: Penetracién de las diferentes regiones de la luz solar en la atmésfera y en las capas de la piel

Radiacion UV La luz UV posee suficiente energia para causar la ruptura de los enlaces quimicos en muchos
de los compuestos presentes en los seres vivos, cuya energia de enlace es del orden de 100 kJ mol~!. Por tal
motivo, se considera a los rayos UV parte de la radiacién electromagnética ionizante y por tanto genera
efectos genotéxicos [Ravanat et al.. 2001]. En consecuencia, es considerada como uno de los factores fisicos
relacionados con la aparicién de algunos tipos de cdncer en seres humanos y otros organismos [Minsalud.
2015; Varol et al.. 2015].

De forma similar, los efectos biolégicos sobre la piel también dependen de la longitud de onda. Tanto
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la radiacién UV-B, como la UVA-2 generan eritema, mientras que la UVA-1 no. A nivel molecular, la
radiaciéon UV-B produce danos al material genético debido a la formacién de glicoles de timina, dimeros de
ciclobutano-dipirimidina y aductos (6-4) pirimidina-pirimidona (Figura 5-2) [Velasco et al.. 2008; Grether-
Beck & Krutmann. 2009; Kolbe. 2012]. Estos dos tltimos causantes de mutaciones y asociados a aparicién
de carcinomas de células basales y de células escamosas (CPTNM) después de una prolongada exposicién
[Schieke et al.. 2003; Grether-Beck € Krutmann. 2009; Stiefel € Schwack. 2015; Sarkany. 2017]. De igual
forma, la luz UV-B cambia citosinas por timinas y genera las mutaciones C — T y CC — TT tipicas del
CPTM |[Sarkany. 2017]. Mientras que la luz UV-A induce la formacién de especies reactivas, que producen
reacciones de fotooxidacién en diversas dianas celulares; tales como lipidos insaturados, aminoédcidos, proteinas
de la matriz extracelular, e incluso algunas bases nitrogenadas del ADN [Gasparro. 2000; Kolbe. 2012; Sklar
et al.. 2013].

En el caso del ADN, se induce la oxidacién de las bases nitrogenadas (p.ej guanina — 8-hidroxi-2’-guanosina),
lo que eventualmente genera mutaciones puntuales del tipo G — T o T — G [Stiefel & Schwack. 2015].
Ademés, se altera la expresién genética de algunos genes supresores de tumores [Velasco et al.. 2008;
De Galvez. 2010]. Asimismo, el estrés oxidativo produce la degradacién de los elementos de la matriz
extracelular, como el coldgeno y la elastina, lo que genera la pérdida de elasticidad y firmeza de la piel, y
lleva eventualmente al fotoenvejecimiento [Velasco et al.. 2008; Sklar et al.. 2013; Stiefel € Schwack. 2015].

La fotocarcinogénesis asociada a la luz UV-A y relacionada con el cancer de piel de tipo melanoma, se debe
principalmente a la inmunosupresiéon causada por la disminucién del nimero y la pérdida de funcionalidad
de las células de Langerhans, que impide la destrucciéon de las células danadas, junto con la incapacidad
de reparacién de las posibles mutaciones generadas sobre otros tipos de células de la piel [Grether-Beck
& Krutmann. 2009; Sklar et al.. 2013; Stiefel & Schwack. 2015]. No obstante, la radiacién UV no es la
Unica capaz de generar especies reactivas, se ha encontrado recientemente que la radiacién infrarroja cercana
(NIR) y la luz visible también son capaces de propiciar el estrés oxidativo [Zastrow et al.. 2009; Schroeder
et al.. 2008b].

Radiacion Visible e Infrarroja Como se observa en la Figura 5-1 la radiacién visible va desde 400 nm hasta
700 nm y la infrarroja es la regién adyacente cuya longitud de onda es mayor a 700 nm. En dosis elevadas
la luz visible también es capaz de originar eritema y otros efectos observados para la luz UV; como, por
ejemplo, aumentar la pigmentacion de la piel. Adicionalmente, se considera que la radiacién visible puede ser
la causante de cerca de la mitad de los radicales libres generados por la exposicién a la luz solar [Zastrow
et al.. 2009]. No obstante, ain no se han elucidado los croméforos implicados en la generacién de dichas
especies reactivas, aunque se ha considerado que la riboflavina, hemoglobina, bilirrubina, melanina o el
B-caroteno podrian cumplir este rol [Liebel et al.. 2012]. También causa efectos de foto-oxidacién del ADN
particularmente la regién entre (410 y 490) nm, debido a especies reactivas de oxigeno que generan 8-oxo
guanosina [Kolbe. 2012; Liebel et al.. 2012].
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Por su parte, la radiacién infrarroja cercana o IR-A cuya longitud de onda oscila entre (700 y 1 400) nm (14
000 cm™! - 7 000 cm™!) es la mas préxima al espectro visible. Contrario a los otros tipos de radiacién solar
que no son capaces de penetrar integramente en la piel, la luz IR-A es capaz de penetrar hasta las capas
m4és profundas de la piel y el tejido subcutdneo (Figura 5-1) [Schieke et al.. 2003]. Algunos de sus efectos
consisten en alterar la expresiéon proteica de algunos tipos de células presentes en la piel, activar la ruta
del 4cido araquidénico e inducir la expresién de la metaloproteinasa 1 (MMP-1) o colagenasa, enzima que

degrada el coldgeno de la matriz extracelular [Horton et al.. 2023].

La UV y la luz IR se relacionan con procesos de fotoenvejecimiento de la piel, aunque todavia no se ha
elucidado por completo si existen efectos sinérgicos o antagdnicos entre estas [Schroeder et al.. 2008a; Cho
et al.. 2008]. La degradacién de la matriz extracelular de la dermis es una de sus causas, dicho proceso es
mediado por ciertas metaloproteinasas, tales como la MMP1, MMP-3, MMP9 y MMP12. A lo que se suma
la disminucién de la sintesis de novo de coldgeno inducidos por la radiacién IR y visible [Cho et al.. 2008
2009; Grether-Beck et al.. 2014]. Ademads, la radiacién IR induce la angiogénesis de forma andloga a como
sucede con la radiacién UV, lo que lleva eventualmente a la extravasaciéon del plasma y genera procesos
locales de inflamacién y estrés oxidativo [Cho et al.. 2009; Kim et al.. 2006]. El estrés oxidativo generado
por la radiacién infrarroja cercana (IR-A) y la luz visible se origina por el aumento stibito de especies
reactivas, como el anién radical superdxido y el peréxido de hidrégeno, lo que conduce al agotamiento de los
mecanismos celulares enddgenos de control del estrés oxidativo [Schroeder et al.. 2008b; Sondenheimer &
Krutmann. 2018].

El aumento de especies reactivas ocurre en la cadena de transporte de electrones, especificamente en la
citocromo oxidasa mitocondrial, cuyos méximos de absorcién estdn en el rango de (400 a 800) nm. La
absorcién de la radiacién provoca que esta proteina inicie la generacién de especies reactivas [Schroeder et al..
2008a; Karu. 2008]. Adicionalmente, se producen alteraciones en los potenciales de membrana mitocondriales
y la liberacién de calcio intracelular, que desencadenan la regulacién retrograda de la expresion de ciertas
proteinas, incluidas las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) [Karu. 2008; Schroeder et al..
2008b]. Se ha observado que tanto la radiacién UV como la luz visible y el NIR comparten la sefializacién a
través de quinasas MAP, aunque las vias de senalizacién celular difieren entre las dos regiones del espectro
[Schieke et al.. 2002; Schroeder et al.. 2008b].

A pesar de que la radiacion IR de onda larga no logra penetrar mas alla de la epidermis, si aumenta de
forma significativa la temperatura de la piel, causa danios térmicos, eritema ab igne y genera cambios en la
piel, como la queratosis térmica [Cho et al.. 2009; Diffey & Cadars. 2016; Horton et al.. 2023]. De otra parte,
los fenémenos fisicos de disipacién de la radiacién UV y visible generan luz IR (Ver Figura 5-6), ya sea
mediante la emisién de radiacién NIR o por la transferencia de energia en forma de calor. Se ha observado
que la piel expuesta directamente al Sol puede alcanzar temperaturas mayores a 40 °C y que la exposicién
cronica y repetida a este calor excesivo puede generar efectos nocivos, como fotoenvejecimiento, carcinoma
de células basales y elastosis [Schieke et al.. 2002; Cho et al.. 2009; Sklar et al.. 2013; Grether-Beck et al..
2014].
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5.2 El cancer de piel en Colombia

A nivel mundial se reportan en promedio 160 000 nuevos casos de cancer de piel (CP) [Sdnchez et al.. 2011].
Segun el tipo celular que lo origina se divide en dos grandes grupos que representan el 95 % de los casos
de CP a nivel mundial [Craythorne & Al-Niami. 2017]. El cédncer de piel de tipo melanoma (CPTM) se
origina por la replicacién incontrolada de las células que dan lugar a la pigmentacién a la piel (melanocitos)
[Craythorne € Al-Niami. 2017]. Y el cancer de piel de tipo no melanoma (CPTNM) que se origina en
otros tipos celulares presentes en la epidermis, como las células de la lamina basal o las células escamosas
[Craythorne & Al-Niami. 2017]. Para el CPTNM el factor mds importante son las mutaciones en el material
genético originadas principalmente por fotorreacciones, como las mostradas en la Figura 5-2 [Samarasinghe
& Madan. 2012].

En Colombia la incidencia del CP se ha duplicado desde 23 casos por cada 100 000 habitantes en el afio 2003,
hasta 41 casos por cada 100 000 habitantes en 2007 [Sdnchez et al.. 2011]. Para el ano 2017, la incidencia
habia aumentado hasta alcanzar los 102 casos por cada 100 000 habitantes y se estimaba que para 2020
llegarfa a 264 casos nuevos por cada 100 000 habitantes [ Velazquez. 2020]. Segun los datos proporcionados
por el Instituto Nacional de Cancerologia, el CP es aproximadamente represent6 el 15 % del total de los casos
nuevos de cdncer reportados entre 1996 y 2010 [Pozzobon et al.. 2018]. E1 CP afecta predominantemente a
las personas de raza blanca mayores de 40 afios, quienes conforman el 91 % de los casos reportados a nivel
nacional. Adicionalmente, se ha reportado que su incidencia es ligeramente mayor en hombres comparado
con mujeres y es particularmente frecuente en los adultos mayores de 60 afios [Sdnchez et al.. 2011; CAC.
2016; Pozzobon et al.. 2018].

Una tendencia ascendente similar se ha observado para el melanoma cutdneo (CPTM) a nivel mundial,
donde los casos se han triplicado o cuadruplicado desde los afios 70 [Stiefel € Schwack. 2015]. Colombia
en este sentido tampoco es una excepcion, el melanoma cutédneo representé entre el 3% y 5% del total de
casos nuevos de CP reportados [Pozzobon et al.. 2018]. Aunque el CPTM tiene tratamiento, es responsable
del 75 % de las muertes asociadas al cancer de piel [Pozzobon et al.. 2018]. Este tipo de céncer tiene la
particularidad de poder hacer metéstasis en etapas tempranas y una vez esto sucede, su tasa de supervivencia
es de solo el 5% [Sdnchez et al.. 2011; Stiefel & Schwack. 2015]. Por otro lado, aunque el CPTNM presenta
bajas tasas de mortalidad, implica un marcado impacto en la salud piblica debido a que representa mas del
80 % de los casos de CP reportados y genera elevados costos al sistema de salud, costos que se incrementan
ano tras ano [Sdnchez et al.. 2011; Duarte et al.. 2018; Velazquez. 2020].

La exposicién crénica a la radiacién UV puede dar lugar a varios tipos de lesiones precancerosas en la piel,
debido a la generacién de especies reactivas de oxigeno (EROs). Estas especies no solo regulan procesos
celulares, sino que también pueden actuar como agentes citotéxicos o genotéxicos [Samarasinghe & Madan.
2012; Raad et al.. 2017]. Algunas lesiones tipicas asociadas a la exposicién excesiva a la luz solar son: el
aumento en la cantidad de melanocitos en areas especificas de la piel, lo que resulta en el desarrollo de
Lentigo simplex. También puede inducir la formacién de lunares irregulares pigmentados que pueden sangrar
o presentar alguna secrecién (Melanoma in situ), o inclusive causar el aumento en el grosor del estrato
cérneo, conocido como queratosis actinica [Samarasinghe € Madan. 2012; Herrmann & Trinkkeller. 2015;

Raad et al.. 2017]. Este tltimo tipo de lesién se considera como el antecedente inmediato del carcinoma de
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células escamosas [Stiefel € Schwack. 2015; Thomas et al.. 2019)].

La ubicacién geogréfica del pais ejerce una significativa influencia en la alta incidencia de cédncer de piel. Las
regiones intertropicales presentan los valores mas altos de irradiacion solar de todo el planeta, alcanzando
su punto méximo durante las horas del mediodia [Sdnchez et al.. 2011]. En Colombia, la radiacién UV es
relativamente constante durante el ano, pero se intensifica notablemente en los meses de febrero, marzo, abril,
septiembre y octubre. Durante estos meses, la regiéon Andina y las principales ciudades experimentan valores
de indice ultravioleta mayores a 11 [IDEAM - UPME. 2005; IDEAM . 2014]. Estas variaciones estacionales
coinciden con el trénsito de la zona de confluencia intertropical (ZCIT) por el territorio nacional [IDEAM -
UPME. 2005].

Cabe resaltar que por cada 1 000 m de elevacién se produce un aumento de un 20 % en la irradiacién de
luz UV-B. Esto implica que a mayor altitud, la atmoésfera realiza un filtrado menos efectivo de la radiacién
[Nybakken et al.. 2004]. Por tal motivo, se observa que los valores de indice ultravioleta son mayores a 6
durante todo el ano, en especial para la regién Andina que comprende los departamentos de Antioquia,
Eje Cafetero, Narino, Boyacd y Cundinamarca (Figura 5-3). En esta zona, el valor minimo de este indice
es 8 [IDEAM. 2014]. Esto significa que la exposicién directa a la luz solar durante mds de 15 min sin la

proteccién adecuada puede resultar en una quemadura solar.

Figura 5-3: Mapa promedio interanual de radiacién ultravioleta para Colombia y la zona del paramo de Sumapaz. Adaptado
de IDEAM [2014]

Sdnchez et al. [2011] & Pozzobon et al. [2018] mencionan que Bogotd DC, Antioquia, Cundinamarca, Boyac,
Valle, Santander y Narinio son los departamentos con mayor prevalencia, incidencia y mortalidad del CP y
otras enfermedades de la piel asociadas a la luz solar en Colombia. Existen dos factores que explican esta
tendencia. En primer lugar, estos departamentos se encuentran en la regién Andina en zonas de montana o
de alta montana y concentran mas de un tercio de la poblacién del pais, incluidas varias de las ciudades
mas grandes. En segundo lugar, esta regiéon posee un mayor nimero de centros médicos y de especialistas,

comparado con otras regiones [Sdnchez et al.. 2011; CAC'. 2016].
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5.2.1 Antioxidantes como agentes preventivos del cancer de piel

El oxigeno molecular (O3) desemperia un papel esencial en los organismos aerobios al actuar como aceptor
final de los electrones en el proceso de obtencién de energia. En consecuencia, la mayor fuente endégena de
produccién de especies reactivas oxidantes es el metabolismo energético (Figura 5-4) [Sayre et al.. 2008;
Isil Berker et al.. 2010]. Ademés de su funcién vital, el oxigeno puede inducir reacciones secundarias de
oxidacién que potencialmente resultan nocivas para los organismos [Kranner & Birtic. 2005]. Las especies
reactivas producto de estas reacciones secundarias, como los radicales hidroxilo, los hidroperéxidos lipidicos,
entre otros, muestran mayor grado de reactividad y toxicidad en comparacién con las especies reactivas de
oxigeno (ERQs) primarias, como el anién radical superdxido, el oxigeno singlete o el peréxido de hidrégeno
[Pisoschi € Pop. 2015; Apak. 2019).

Para defenderse de las EROs, los organismos aerobios han desarrollado mecanismos y estrategias que les
permiten en condiciones fisioldgicas normales evitar o contrarrestar sus efectos nocivos [Pai et al.. 2014], al
punto que algunas de ellas resultan incluso ser esenciales en algunos procesos fisiolégicos normales de los
organismos [De Gdlvez. 2010; Pai et al.. 2014; Pisoschi & Pop. 2015].

3[02] +e — *OQ_
Formacién de anién radical superdxido.
03~ + 70, +2H' — Hy0, + 3[0,]
Dismutacion del anién radical superéxido catalizada por la SOD.

Fe?t 4 Hy05 — Fe™ + "OH + OH ™
Formacién de radical hidroxilo a partir de peréxido por oxidacién de iones metdlicos (Reaccién de Fenton).

Hy05 + "0, — 3[0y] + "OH + OH~
Formacion de radical hidroxilo a partir de peréxido de hidrégeno y anién radical superdxido.

P+ hv — P*
Formacién actinica de oxigeno singlete con la intervencién de un pigmento o croméforo (P).
"OH+ "0, — '[0s] + OH™

Formacion radicalaria de oxigeno singlete.

Figura 5-4: Reacciones de formacién de especies reactivas en el medio celular. Adaptado de Kranner € Birtic [2005]

Existen dos tipos principales de mecanismos para controlar la produccién de EROs por parte del metabolismo
energético y de los procesos fotosintéticos [Kranner & Birtic. 2005]. En primer lugar se encuentran los
mecanismos enzimaticos, conformados por enzimas que degradan in situ a las especies reactivas, como por
ejemplo la superéxido dismutasa (SOD), catalasa, glutatién peroxidasa, oxidasas, entre otras, en conjunto
con algunas sustancias endégenas como el glutation, carotenoides, vitaminas C y E, etc [Molndr & Farkas.
2010; Kranner et al.. 2005; Masaki. 2010; Carocho & Ferreira. 2013].

En segundo lugar, estdn los mecanismos no enzimaticos, constituidos por sustancias que reaccionan

principalmente con las EROs secundarias, menos controlables mediante mecanismos enziméticos [Carocho

& Ferreira. 2013; Apak. 2019]. La reaccién con las especies reactivas puede llevarse a cabo de forma directa
)

(captacién de radicales), también pueden actuar como terminadores de reacciones en cadena, lo que impide
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la propagacion de las reacciones radicalarias y la eventual accién de las especies reactivas sobre dianas
intracelulares. De igual forma, pueden quelar metales libres en el medio celular que desencadenen la formacién
de especies reactivas o modular los mecanismos enzimaticos ya mencionados [Huang et al.. 2005; Luo et al..
2006]. A aquellas sustancias que llevan a cabo una o varias de las anteriores reacciones se les denomina

antioxidantes.

Los antioxidantes se caracterizan por actuar a bajas concentraciones respecto a un sustrato oxidable,
retrasando y/o previniendo la oxidacién de dicho sustrato [Antolovich et al.. 2002; Carocho & Ferreira.
2013; Apak. 2019]. Ademss, los antioxidantes tienen otras tres caracteristicas: Inicialmente, si la sustancia es
lo que se denomina un antioxidante suicida, éste debe impedir la formacion in situ de especies reactivas, es
decir evitar la oxidaciéon primaria. Seguidamente, debe evitar la oxidacién de otras moléculas. Por ultimo,
una vez reaccione debe quedar como especie inactiva evitando la propagacién de la reaccién [Huang et al..
2005; Carocho & Ferreira. 2013; Pai et al.. 2014].

De otro lado, los antioxidantes tienen propiedades, la primera es la capacidad antioxidante que es una
definicién termodindmica, relacionada con la estequiometria y con la constante de equilibrio de la reaccién
entre el antioxidante y la especie reactiva; por tanto, es indicadora de la eficacia de la sustancia. Mientras
que la segunda es la actividad antioxidante, que se define a partir de la velocidad de extinciéon de una

especie reactiva al entrar en contacto con el antioxidante y se relaciona con la reactividad de la sustancia
[Apak. 2019].

Antolovich et al. [2002] menciona que los compuestos con actividad antioxidante se pueden clasificar segin
su modo de accién en dos tipos: Antioxidante primario o terminador de reaccién en cadena, que son los
compuestos que reaccionan directamente con la especie reactiva o con las especies propagadoras de las
reacciones radicalarias (Figura 5-5). Generalmente a través de un mecanismo de transferencia de hidrégeno
(MATH) o mecanismo de transferencia electrénica acoplado a transferencia de protén (TEAP) que elimina
la especie oxidante y genera un radical, el cual puede reaccionar con otra molécula oxidante [Masaki.
2010; Amorati et al.. 2016; Apak. 2019]. Mientras que un antioxidante secundario, es aquel compuesto que
retrasa el proceso de oxidacién; por ejemplo, al evitar la reaccién de Fenton mediante la descomposicion
de perdxidos e hidroperéxidos, al quelar metales redox libres o débilmente coordinados, o al reducir (donar
electrones - MATe) iones metélicos [Apak. 2019]. Las sustancias liquénicas por su naturaleza fendlica actian

principalmente como antioxidantes primarios, captando radicales libres (scavengers) [Masaki. 2010].

Antioxidante primario o suicida
ROO* + AH/ArOH — ROOH + A*/ArO*
L* + AH — A* + LH

LOO* + AH — A* + LOOH

LO* + AH — A* + LOH

Interruptores de cadena
A* + LOO* — LOOA
A* + LO* — LOA

Figura 5-5: Algunos mecanismos de accién de los antioxidantes. ArOH representa los compuestos fendlicos, L representa
lipidos. Adaptado de Antolovich et al. [2002]; Amorati et al. [2016]; Apak [2019]

Cuando la generacién de especies reactivas desborda los mecanismos fisioldgicos disenados para contrarrestar
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sus efectos nocivos, se habla de estrés oxidativo [Pai et al.. 2014; De Gdlvez. 2010]. Como se detall6 en la
Seccién 5.1 y en la Figura 5-4, todo el espectro de radiacién electromagnética (hv) proveniente del Sol y
no solo una parte del espectro, es capaz de producir especies reactivas que causan danos en la piel por un
mecanismo oxidativo [Zastrow et al.. 2009]. Entre estas especies, los radicales libres son los més peligrosos,
ya que poseen un electron desapareado en su estructura, y al reaccionar generan disparidad electrénica en la

molécula objetivo, originando reacciones en cadena radicalarias.

Las especies reactivas producidas varian en funcién de la longitud de onda de la radiacién incidente. Por
ejemplo, la radiacién UV-B genera principalmente anién radical superdéxido (*OQ_ ) y radical hidroxilo (*OH)7
mientras que la radiacién UV-A produce oxigeno singlete (105) utilizando croméforos como la porfirina o
la riboflavina [Liebel et al.. 2012]. El oxigeno singlete puede reaccionar con los lipidos de la parte externa
de la piel para dar lugar a hidroperéxidos lipidicos [Masaki. 2010; Zastrow et al.. 2009; Liebel et al.. 2012].
En el caso de la radiacién infrarroja cercana (NIR) se cree que se produce radical superdxido a nivel
de las mitocondrias, 6xido nitrico (NO) y radicales libres que agotan los niveles de carotenoides y otros

antioxidantes endégenos existentes en la piel [Zastrow et al.. 2009].

El eritema caracteristico de las quemaduras solares se debe a la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2) inducida
por 6xido nitrico, que estimula procesos inflamatorios a nivel de la piel. De otro lado, los hidroperéoxidos
producidos por la oxidacion de lipidos de la piel reaccionan para dar lugar a aldehidos que se unen a
proteinas del estrato cérneo [Masaki. 2010]. Estos productos de peroxidacién lipidica también pueden agotar
las moléculas antioxidantes endogenas y saturar los mecanismos enziméaticos contra las especies reactivas
[Liebel et al.. 2012]. De igual modo, compuestos como el 7-dehidrocolesterol en las membranas celulares
producen mayor oxidacién lipidica y contribuyen a la disociacién de los microdominios lipidicos (rafts) ante la
exposicién a la luz UV [Grether-Beck & Krutmann. 2009]. La destruccién de los rafts lleva a la liberacién de
calcio intracelular, el cual activa la liberacién de fosfolipasa A2 y promueve la sintesis de PGE2, acentuando
la respuesta del tejido [Grether-Beck €& Krutmann. 2009].

Ademas, los rafts son un punto susceptible a la accién del oxigeno singlete generado por la luz UV-A, ya
que no solo reaccionan con esta especie reactiva, también propagan la reaccién y generan otras especies
reactivas. Esto lleva a la disminucién del colesterol y de esfingomielina de las membranas celulares, ésta
ultima reacciona con las especies reactivas para dar lugar a la ceramida, lipido que estd implicado en la
regulacion negativa de la expresion de genes como el ICAM-1. La exposicién a la luz UV suprime la expresién
de esta proteina, evitando que los linfocitos lleguen al sitio de la quemadura, lo que es una de las causas
de la inmunosupresién [Grether-Beck € Krutmann. 2009]. La inmunosupresién tanto a nivel local, como
sistémico impide que las células danadas por la radiaciéon hagan apoptosis, lo que lleva a que acumulen
progresivos danos en su material genético y eventualmente desencadena la fotocarcinogénesis [Gonzalez &
Gilaberte-Calzada. 2008; De Gdlvez. 2010].

El metabolismo energético, en particular las mitocondrias, que son los organelos encargados de generar la
energia de la célula, son sitios sensibles a todo el espectro de la radiacién solar (UV, Visible e IR) [Krutmann
& Schroeder. 2009]. En el caso de la radiacién UV, sus efectos nocivos se deben a la capacidad de inducir
mutaciones en el material genético propio de la mitocondria, lo que implica la produccién de proteinas
defectuosas en la cadena de transporte de electrones, que a su vez estimula la generacion de especies reactivas

y provoca el estrés oxidativo [Krutmann & Schroeder. 2009]. Por su parte, la radiacién visible e IR ejerce su
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efecto de manera mds directa. Esto se debe a que la citocromo oxidasa C mitocondrial (Complejo IV) puede
absorber radiacién entre 400 nm y 1 400 nm. Dicho complejo posee en su sitio activo un atomo de cobre
que actia como grupo cromoforo. Las alteraciones de este sitio activo desencadenan la produccién de anién

radical superéxido en la cadena de transporte de electrones [Karu. 2008; Krutmann € Schroeder. 2009].

Pero el estrés oxidativo asociado a la luz IR no solo se vincula con los danos al metabolismo energético,
también tienen relacién con la reaccion de la piel al aumento de la temperatura y su respuesta ante el
choque térmico, en este caso se produce perdxido de hidrogeno y anion radical superoxido. Estas EROs
llevan a dafios oxidativos principalmente sobre el material genético [Cho et al.. 2009]. La acumulacién de
danos en el material genético; como, por ejemplo, en el gen regulador de la apoptosis de la proteina p53
estdn implicados en la fotocarcinogénesis, especialmente en los CPTNM [Leftell & Brash. 1996; Gonzalez &
Gilaberte-Calzada. 2008].

5.2.2 Protectores solares como agentes preventivos del CP

Lohezic-Le Devehat et al. [2013], Stiefel & Schwack [2015], Shanbhag et al. [2019] y Krutmann et al. [2021],
entre otros autores, destacan que una de las estrategias mas eficaces que existen en la actualidad para
evitar las quemaduras solares, el fotoenvejecimiento, y en tultima instancia, el CP, consiste en el uso de
cremas y otras formulaciones con sustancias que actien como protectores solares. Estos productos minimizan
los efectos nocivos de la exposicion a la radiacién solar. Las sustancias fotoprotectoras se dividen en dos
categorias: Los protectores fisicos, pantallas solares o filtros inorgénicos, que reflejan o dispersan la luz solar.
Las sustancias mas empleadas de esta categoria son el didxido de titanio y el éxido de zinc. El segundo
tipo son los protectores quimicos o filtros solares organicos, que son sustancias que absorben longitudes de
onda especificas del espectro UV (Tabla 5-2). En general, los productos cosméticos estan constituidos por
mezclas de sustancias de ambas categorias [Baran & Maibach. 2010; Schalka € Silva dos Reis. 2011; Stiefel
& Schwack. 2015].

Los filtros organicos pueden absorber la radiaciéon UV gracias a la presencia de grupos cromoforos en su
estructura que les permiten absorber selectivamente diversas longitudes de onda. La absorcién de la radiacién
en el UV y en la regién visible estd asociada a las transiciones electrénicas permitidas segin la estructura
quimica del compuesto, donde toman parte los electrones de orbitales 7 enlazantes o los electrones no
enlazantes (n), que se encuentran en los cromdéforos y cuyas transiciones los llevan a orbitales moleculares
antienlazantes 7* o o* [Cockell & Knowland. 1999; Nguyen et al.. 2013]. Es necesario mencionar que los
electrones de orbitales de mayor energia son los que con mayor probabilidad pueden sufrir estas transiciones,
es decir aquellos ubicados en el HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) y donde el orbital destino
constituye el LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) [Nguyen et al.. 2013].

La energfa que es absorbida por estos compuestos puede ser disipada por dos tipos de mecanismos (Figura 5-6).
El primero comprende procesos tales como fluorescencia, fosforescencia o a través de relajacién vibracional,
que normalmente se lleva a cabo con radiacién que se encuentra en la regién infrarroja cercana (NIR). Al
conjunto de estos tres procesos se los denomina disipacién radiativa. Otro mecanismo, es la transferencia

de energfa a otras moléculas por reacciones fotoquimicas (fotosensibilizacién), lo que constituye la disipacién
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no radiativa [Varol et al.. 2015; Lohezic-Le Devehat et al.. 2013]. Dentro de las reacciones fotoquimicas
existen varias modificaciones estructurales que pueden ser reversibles, como los equilibrios cis-trans (Z-E) o
la tautomerfa ceto-enol, aunque también la molécula puede descomponerse y/o originar especies reactivas, en

este tltimo caso se habla de fotoinestabilidad [Nguyen et al.. 2013].

_'l'2

. - - Fotoactivacion
Relajacion vibracional

Si——»
Conversion —%
Intersistemas ———— -—-—

_Tl

Absorcion Fluorescencia

—Estado Basal So

Figura 5-6: Diagrama de Jablonski de los fotoprocesos en moléculas y los mecanismos de disipacién de la energia absorbida.
Las letras S hacen referencia a estados electrénicos de espin apareado (singlete) y las letras T a estados de espin desapareado
(triplete). Los procesos de fotoactivacién corresponden a cambios quimicos en la molécula producto de la absorcién de la
radiacién solar. Adaptado de Bernath [2005]

Segin menciona Cockell & Knowland [1999], los compuestos que presentan sistemas de electrones m conjuga-
dos presentan buena absorcion de la radiacién UV. Ademaés, cuando el tamano de la molécula aumenta,
generalmente también lo hace su longitud de onda de absorcién (Amax), lo que se denomina efecto ba-
tocrémico. Del mismo modo, sucede cuando aumenta la conjugacién del sistema. Con respecto al grado de
absorcidn, éste se mide con la absortividad molar o coeficiente de extincién molar (€), el cual suele variar con
el grado de sustitucién de la molécula [Cockell & Knowland. 1999]. El patrén de sustitucién también es un

factor relevante, en particular en las moléculas que poseen anillos arométicos [Nguyen et al.. 2013].

Por su parte, los grupos croméforos que presentan electrones no enlazantes (n) ejercen un efecto batocrémico,
que depende del grado de conjugacién de la molécula. Los compuestos insaturados no ciclicos presentan
mayores coeficientes de extinciéon molar y por tanto una mayor capacidad de absorcién de la luz UV, con
respecto a los compuestos aromaticos, a pesar de que la absorcion se lleva a cabo en la misma regién del
UV|[Cockell & Knowland. 1999; Nguyen et al.. 2013]. De otro lado, aquellos compuestos que sean capaces de
formar tautémeros pueden contribuir tanto con la absorcién UV, como con los efectos antioxidantes, esto

sucede por ejemplo con los dibenzoilmetanos (sintéticos) [Nguyen et al.. 2013].

Los compuestos con funciones fotoprotectoras actiian como mecanismo de protecciéon pasiva en muchas clases
de organismos, para el caso de los organismos fotosintéticos es muy relevante evitar los efectos deletéreos
de la radiacién UV y la fotoinhibicion, dado que sus fotosistemas son los componentes més expuestos y
sensibles [Cockell & Knowland. 1999]. Se ha observado que por cada 1 000 m de elevacién aumenta un 20 %
la irradiacién con luz UV-B, esto constituye un factor de presiéon ambiental, en especial para los organismos

que habitan ambientes de alta montana, como por ejemplo los HL [Nybakken et al.. 2004].
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Tabla 5-2: Filtros solares cominmente encontrados en productos cosméticos, su maxima concentracién segin el
Parlamento Europeo [2009]%, la FDA?, MERCOSURES y algunos problemas asociados a su uso

Grupo de Estructura Rango de Concentracién Riesgos Reportados
Compuestos Nombre comiin / Nombre quimico Proteccién Méxima (%) | Riesgo Referencia
5
~ \©\ Amplio
Triazinas Njﬂ o Espectro 10%¢ - -
/\”@ (UVA/UVB)
Bemotrizinol - Tinosorb S
2,4-bis[4-(2-etilhexiloxi)-2-hidroxifenil]-6-(4-metoxifenil)
-1,3,5-triazina
o . )\ . UV-B 5b Alergia de contacto Lodén et al.
YT P OR /\@ 2011]
! !
Uvinul T150 - Etilhexiltriazona
tris (benzoato de 4,4’,4”-(2-etilhexil)-2,4,6-triiltriimino)
-1,3,5-triazina
@] (@)
Lodén et al.
Alergias de contacto, | [2011]; Gilbert
Dibenzoilmetanos e o UV-A 5¢ 3P fotoalergeno, fotoines- | et al. [2013];
© CHs table, fototoxicidad Heurung et al.
i, [2014]
Avobenzona

1-(4-ter-butilfenil)-3-(4-metoxifenil)-propano-1,3-diona

@ Segtin Parlamento Europeo [2009]. * Segtn la FDA [Gilbert et al.. 2013]. © Segtin Stiefel & Schwack [2015]
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Tabla 5-2- Continda de la pdgina anterior

Grupo de Estructura Rango de Concentracién Riesgos Reportados
Compuestos Nombre comiin / Nombre quimico Proteccién Méxima (%) | Riesgo Referencia
e Lodén et al
Alergia de contacto, | [2011]; Gilbert
o UV-B 20:¢ fotoalergeno, disrup- | et al. [2013];
tor endocrino Wang et al.
[2016]
Derivados 3-BC (3-bencilidencanfor)
del alcanfor 1,7,7-trimetil-3-(fenilmetilen)biciclo[2.2.1]heptan-2-ona
M o Lodén et al.
Alergias de contac- | [2011]; Heu-
o UV-B qabie to, fotoalergias, dis- | rung et al.
ruptor endocrino [2014]; Wang
et al. [2016]
@CHJ
4-MBC - Enzacameno (4-metilbencilidencanfor)
1,7,7-trimetil-3-[(4-metilfenil)metilen]-
biciclo[2.2.1]heptan-2-ona
OH ﬂ)
c
- Schlumpf
UV-B y UV- . Bfecto estrogénico, |, ) " Hiog04).
Benzofenonas OH 10 bioacumulacién en
A2 peces y bivalvos Huang et al.
[2021]

Benzofenona 1 (BP-1)
2,4-dihidroxibenzofenona

@ Segin Parlamento FEuropeo [2009]. b Segtin la FDA [Gilbert et al.. 2013]. © Segin Stiefel € Schwack [2015]
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Tabla 5-2- Continda de la pdgina anterior

Grupo de Estructura Rango de Concentracién Riesgos Reportados
Compuestos Nombre comiin / Nombre quimico Proteccién Méxima (%) | Riesgo Referencia
biciclo[2.2.1]heptan-2-ona
OH O
l Schlumpf
Efecto estrogénico y chiump,
antiandrogénico, afec- et al.[2004];
UV-B y UV- . , BONICO, AlCC | 1y Gez et al.
Benzofenonas H;C—0 10 6 ta el desarrollo en in-
A2 . | [2014]; Heu-
vertebrados. Dermati-
tis de contacto rung et al.
' [2014]
Benzofenona 3 (BP-3) - Oxibenzona
2-hidroxi-4-metoxibenzofenona
T OH
¢ Schlumpf
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Tabla 5-2- Continda de la pdgina anterior

Grupo de Estructura Rango de Concentracién Riesgos Reportados
Compuestos Nombre comiin / Nombre quimico Proteccién Méxima (%) | Riesgo Referencia
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Tabla 5-2- Continda de la pdgina anterior

Grupo de Estructura Rango de Concentracién Riesgos Reportados
Compuestos Nombre comin / Nombre quimico Proteccién Méxima (%) | Riesgo Referencia
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La presencia de croméforos, como los anillos aromaéticos, grupos carbonilo e hidroxilo en estos compuestos,
no solo resulta en absorciones en la regién UV, sino que también pueden generar absorciones debidas a
sobretonos o combinaciones de modos vibracionales en el NIR.. Por ejemplo, las absorciones de los sobretonos
vibracionales de los grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos estan entre (1 000 - 1 400) nm [Siesler
et al.. 2001]. La absorcién de radiacién de la regién IR no solo contribuye a prevenir dafios causados por la
radiacién incidente o de aquella liberada en los procesos de dispersién radiativa, sino que también impide la
generacién de dafios en la piel, como la produccién de especies reactivas en los centros metdlicos (como los
grupos hemo y dtomos de cobre) de las proteinas mitocondriales, o la formacién de 8-oxo-2’-deoxiguanosina
en el material genético [Cho et al.. 2009]. Ademas, la radiacién IR, al estimular las metaloproteinasas,

desempeiia un papel en la invasién tumoral y la metdstasis del CP [Schroeder et al.. 2008a].

5.3 Hongos liquenizados

La palabra liquen (Aecxnv) se origina aproximadamente 300 anos antes de Cristo, cuando el filésofo natural
Teofrasto (371 — 286 aC) denominé de esta forma a las excrecencias de la corteza del drbol de olivo [Masuch.
1993; Crawford. 2015]. Posteriormente, el boténico francés de Tournefort usé este nombre para distinguirlos
de los musgos. Sin embargo, fue el botdnico sueco Acharius, considerado como el padre de la liquenologia
moderna, quien estudié sisteméticamente estos organismos y los clasificé de acuerdo con la morfologia del

talo y sus caracteristicas microscépicas [Masuch. 1993].

A pesar de la similitud de estos organismos con los hongos, fue durante el siglo XIX cuando el botanico
suizo Simon Schwendener descubrié que eran ‘‘organismos duales”, al notar la presencia de algas dentro
de los talos [Muggia et al.. 2009]. Posteriormente, De Bary en 1879 acunié el término simbiosis para el
crecimiento conjunto de 2 tipos distintos de organismos, luego de estudiar algunas especies de liquenes
u hongos liquenizados (HL). No obstante, su naturaleza dual fue algo que tard6 bastante tiempo en
aceptarse [Muggia et al.. 2009]. A causa de lo anterior, inicialmente se propuso que alguno de los organismos
estaba parasitando o esclavizando al otro [Masuch. 1993; Nash III. 2010].

Sin embargo, Smith al comenzar a elucidar el transporte de los hidratos de carbono dentro del talo liquénico,
encontré que éste se lleva a cabo en una sola direccién, desde el alga hacia el hongo, a través de polioles
derivados de azicares o glucosa [Masuch. 1993]. Lo que permitié postular la definicién moderna de HL, que
considera a estos organismos como una asociacién entre un hongo (micobionte) y un simbionte fotosintético
(fotobionte) que conforman una estructura duradera y especifica [Masuch. 1993]. Recientemente se ha
encontrado evidencia de que ademéds del micobionte y del fotobionte existe una levadura que posiblemente
actiia como mediador en el proceso simbidtico [Pennisi, E. 2016]. Debido a las interacciones entre los
biontes de la asociacion y entre el HL con otros organismos algunos autores consideran a los liquenes no
solo un organismo simbidtico, sino como metaorganismos (holobionte) o como ecosistemas en si mismos
[Molnar & Farkas. 2010; Cernava et al.. 2019]. Solamente un nimero limitado de hongos son capaces de
formar HL, se estima que es aproximadamente la quinta parte del total de especies [Muggia et al.. 2009]. El
98 % de los HL tienen como micobionte un hongo ascomiceto, de hecho aproximadamente la mitad de las

especies de ascomicetos pueden formar HL. El 2 % restante de los HL forma la asociacién principalmente
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con basidiomicetos, aunque también puede formarla con otros tipos de hongos, tales como deuteromicetos,
mastigomicetos o mixomicetos [Chaparro de Valencia € Aguirre. 2002; Oksanen. 2006; Nash III. 2010;
Molndr & Farkas. 2010; Zambare & Christopher. 2012; Calcott et al.. 2018].

Como se trata de la asociacién de al menos dos organismos diferentes, que provienen de diferentes taxones,
los liquenes no pueden considerarse como un grupo natural. Ademads, la liquenizacién puede ser definida de
dos formas: Como un proceso ecofisiolégico implementado por los fotobiontes para permitir su dispersion,
colonizacién y supervivencia en ambientes extremos, donde los biontes aislados son incapaces de sobrevivir;
y como un modo o estrategia de vida de los micobiontes, que permite aumentar la eficiencia reproductiva de
los organismos que conforman la asociacién [Chaparro de Valencia € Aguirre. 2002; Kranner et al.. 2005;
McEvoy et al.. 2006; Muggia et al.. 2009; Nash III. 2010]. Por los motivos antes expuestos, se considera
obsoleto actualmente el término liquenes y se prefiere usar hongos liquenizados (HL) para referirse a

estos organismos [Chaparro de Valencia €& Aguirre. 2002; Oksanen. 2006].

Esta estrategia es tan exitosa que le permitié a los HL habitar en practicamente todos los ambientes
terrestres, desde el trépico a los polos y desde el nivel del mar hasta zonas de alta montana; e inclusive
soportar las condiciones del espacio exterior [Raggio et al.. 2011]. En ambientes tales como los polos o los
ecosistemas de alta montana, los HL son una de las formas de vida predominantes. Ademads, estos ambientes
no suelen tener alta complejidad, por lo que los HL también son considerados organismos pioneros en el
proceso de sucesion ecolégica [Zambare € Christopher. 2012; Boustie et al.. 2011; Chaparro de Valencia &
Aguirre. 2002; Molndr & Farkas. 2010].

Para sobrevivir en estas condiciones adversas, muchas especies de HL desarrollan diversas estrategias.
Algunos ejemplos son el engrosamiento del talo o formacién de un tomento, que se hace mas grueso en funcién
del grado de irradiacién [Notov. 2014]. Adicionalmente, al ser organismos poiquilohidricos, los HL pueden
variar su contenido de agua segin la disponibilidad hidrica del entorno [Chaparro de Valencia & Aguirre.
2002; Nash III. 2010]. Esto implica un metabolismo adaptado a ciclos de hidratacién y deshidratacién, capaz
de soportar estas variaciones de forma repetida sin que se produzcan danos importantes en sus membranas y
mecanismos enzimaticos. Como resultado, el metabolismo de estos organismos puede volverse lento e incluso

latente por momentos [Chaparro de Valencia & Aguirre. 2002].

Otro mecanismo de proteccion es la biosintesis de metabolitos secundarios, los cuales tienen un rol ecolégico
ante diversos factores ambientales, tales como los ciclos hidratacion - desecacion, la alta irradiacion solar,
prevenir la herbivorfa, controlar el crecimiento de otros organismos competidores, etc [Hineck. 1999;
Gdmez Serranillos et al.. 2014]. Muchas de estas sustancias son exclusivas de los HL y se trata principalmente
de compuestos fendlicos, aunque también hay otras sustancias como antraquinonas, terpenos, etc (Seccién
5.3.2).

5.3.1 Usos tradicionales de los HL

Los HL han sido empleados por el ser humano desde la antigiiedad, destacandose el género Usnea por sus
usos culturales y medicinales [Crawford. 2015]. As{ como otros taxones de la familia Parmeliaceae, como

Evernia prunastri, Parmelia sulcata, Cetraria islandica, Alectoria sp, entre otros [Gdmez Serranillos et al..
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2014; Crawford. 2015]. No obstante, los reportes a nivel mundial indican una tendencia de preferencia en el
uso tradicional de los HL hacia las zonas templadas y polares en comparacion con las regiones tropicales.

Esta disparidad posiblemente se debe a la prevalencia ecoldgica de los HL en estas zonas [Crawford. 2015].

Los HL han sido utilizados tradicionalmente por diversas culturas, ya sea como fuente de alimento, bebida,
medicinas, colorantes, etc. Dentro de los usos medicinales se han reportado su uso para la curacién de heridas,
tratamiento de problemas cutaneos, digestivos, ginecolégicos u obstétricos; asi como de trastornos renales,
cardiovasculares y algunas infecciones [Vinayaka et al.. 2009; Mitrovié et al.. 2011; Crawford. 2015]. El
uso mas antiguo de un HL se documenté en China durante los siglos XVIII y XVII antes de Cristo, como
remedio [Malhotra et al.. 2007]. Su uso alimenticio es posterior, por ejemplo, Thamnolia vermicularis y
Thamnolia subuliformis son utilizadas como bebidas (té) en muchas regiones de la China, Lecanora esculenta
es el mand biblico y Cetraria islandica se consumia habitualmente en Europa [Wang et al.. 2001; Boustie &
Grube. 2005; Luo et al.. 2006; Mitrovié et al.. 2011; Crawford. 2015]. En la actualidad, algunas especies de
Lobaria y de Ramalina se usan en la preparacion de alimentos y se consumen en ciertas zonas de China
[Wang et al.. 2001].

5.3.2 Metabolitos secundarios de HL

Los metabolitos secundarios de los HL presentan una considerable diversidad quimica, con mas de 1 000
compuestos identificados hasta la fecha [Mitrovié et al.. 2011; Gdmez Serranillos et al.. 2014; Urena-Vacas
et al.. 2022]. Entre estos compuestos se encuentran acidos fendlicos débiles, acidos grasos, terpenos, entre
otros [Masuch. 1993]. Los metabolitos secundarios més destacados de los HL son las sustancias fendlicas con
peso molecular inferior a 500 g/mol. Estas sustancias a menudo se encuentran depositadas en la superficie de
las paredes celulares de las hifas corticales y medulares, y su biosintesis puede llevarse a cabo en respuesta a
algunos factores ambientales [Ozenda et al.. 1970; Molndr & Farkas. 2010; Stocker-Worgdtter et al.. 2013].

La biosintesis de las sustancias liquénicas recae principalmente en el micobionte y sigue cuatro rutas
principales (Figura 5-7) [Mosbach. 1969; Hiineck. 1999; Nash III. 2010]. La diversidad de rutas biosintéticas
contribuye a la amplia diversidad de sustancias liquénicas existente [Gdmez Serranillos et al.. 2014). Estas
sustancias representan entre el 0,15 % y el 30 % de peso seco de los HL y suelen ser poco solubles en agua,
pero solubles en disolventes orgdnicos como etanol o acetona [Ozenda et al.. 1970; Hineck. 1973; Masuch.
1993; Chaparro de Valencia & Aguirre. 2002; Nash II1. 2010].

La mayoria de las sustancias liquénicas presentan reaccién acida y son sélidos con puntos de fusion que
normalmente oscilan entre 125 °C y 250 °C. Esto llevé a que su denominacién inicial fuera acidos liquénicos
[Ozenda et al.. 1970]. No obstante, debido a la diversidad quimica que presentan y al hecho de que muchas
de estas sustancias son exclusivas de los HL, se prefiere referirse a estas como sustancias liquénicas sensu
stricto [Mosbach. 1969; Ozenda et al.. 1970; Hineck. 1999].

En los HL, los compuestos se dividen en varias categorias. En primer lugar, encontramos los productos del
metabolismo primario, como polioles, carbohidratos y polisacdridos, que son comunes tanto al fotobionte,
como al micobionte [Hineck. 1973]. En segundo lugar, se hallan la mayorfa de las sustancias liquénicas, que

derivan de la ruta de los policétidos o ruta del acetato-polimalonato. Estas incluyen acidos grasos, algunas
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Figura 5-7: Origen biosintético de los metabolitos secundarios de los hongos liquenizados. 1. calicina; 2. acido vulpinico; 3.
Parietina; 4. 4cido usnico; 5. 4cido giroférico; 6. atranorina; 7. acido lecandrico; 8. dcido norestictico; 9. dcido salazinico.
Adaptado de Hiineck [1999] & Nash III [2010].
lactonas, dépsidos, depsidonas, depsonas, dibenzoquinonas, cromonas, xantonas y antraquinonas [Ozenda
et al.. 1970; Muggia et al.. 2009; Thadhani et al.. 2011]. En tercer lugar, se encuentran los compuestos fingicos
provenientes de la ruta del acido shikimico, como el acido pulvinico, los ciclopéptidos, las dicetopiperazinas,
las terpenilquinonas, entre otros. Por tltimo, tenemos los derivados del acido mevalénico, como terpenos,

esteroides, carotenoides, entre otros [Ozenda et al.. 1970].

5.3.3 Actividad antioxidante y fotoprotectora de las sustancias liquénicas

Los HL han sido sometidos a diversos estudios que han mostrado una amplia variedad de actividades
bioldgicas. Algunos extractos de HL han presentado actividades antimicrobianas, citotéxicas, antineoplasicas,
fotoprotectoras, neuroprotectoras, hepatoprotectoras, entre otras [Luo et al.. 2006; Molndr & Farkas. 2010;
Thadhani et al.. 2011; Kosanié et al.. 2011; Lohezic-Le Devehat et al.. 2013; Shrestha & St. Clair. 2013;
Perico Franco et al.. 2015a; Ferndndez-Moriano et al.. 2016]. Algunos metabolitos secundarios de HL; como,
por ejemplo, ciertas antraquinonas se usan en terapia fotodindmica como fotosensibilizadores [Nguyen et al..
2013]. Adicionalmente, existen en la actualidad varios productos comerciales con sustancias liquénicas, como
el 4cido tsnico, que se emplea como antiséptico por via topica, en after-shaves y otros productos cosméticos

o la 1-cloropanarina que se ha utilizado para tratar la leishmaniasis cutdnea [Rancan et al.. 2002].

Dentro de las diversas actividades bioldgicas atribuidas a los metabolitos secundarios de los HL, se destaca la
actividad antioxidante. Los extractos aceténicos o metandlicos suelen exhibir mayor actividad, comparados
con aquellos obtenidos en agua o en otros disolventes orgdnicos (Tabla 5-3) [Bhattarai et al.. 2008; Molndr

& Farkas. 2010; Kosanié et al.. 2011]. Como se mencioné en la Seccién 5.1, los principales efectos de la
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radiacién UV incluyen las reacciones fotoinducidas sobre algunas de las bases nitrogenadas del ADN y el
estrés oxidativo posterior a la exposicién. En relacion con este ltimo punto, la existencia de metabolitos
secundarios que se acoplen o capten estas especies reactivas representa una respuesta importante para reducir

el dafio causado por esta radiacién [Cockell & Knowland. 1999].

Algunos de los compuestos de HL que han reportado actividad antioxidante son dépsidos como la atranorina,
el 4cido divaricatico o depsidonas como la panarina o la esferoforina. Estas sustancias pueden actuar por si
mismas o mediante la induccién de los sistemas enziméticos endégenos [Jayaprakasha € Jaganmohan Rao.
2000; Molndr & Farkas. 2010]. Las sustancias mds comtinmente encontradas y reportadas en HL son la
atranorina y el acido tsnico, estas sustancias presentan actividad captadora del radical DPPH, inhiben la
peroxidacién lipidica y tienen poder reductor férrico, lo que puede ser empleado en el proceso de reparacién de
la piel y curacién de heridas [White et al.. 2014]. No obstante, en algunos ensayos y bajo ciertas condiciones

pueden actuar como pro-oxidantes [White et al.. 2014; Apak. 2019].

Las sustancias liquénicas que tienen actividad antioxidante por lo general comparten la presencia de grupos
hidroxilo fendlicos en sus estructuras [Ferndndez-Moriano et al.. 2016]. White et al. [2014] al revisar diversos
estudios de actividad antioxidante sobre las sustancias liquénicas mas comunes identificé que esta actividad
suele ser mayor en los compuestos monoarométicos. A continuacién se encuentran los dépsidos y por tltimo
con menor actividad captadora de radicales y otros tipos de actividad antioxidante estan las depsidonas.
Esto concuerda con lo mencionado por Thadhani et al. [2011] que afirma que los compuestos fendlicos que
tienen un solo anillo aromatico son més activos captando radicales libres, con respecto a compuestos de

mayor tamafno molecular.

Con respecto al patrén de sustitucién, los compuestos méas activos como antioxidantes para ensayos de
MATe son aquellos cuyos anillos tienen patrén de sustitucién orto o para, comparados con el patrén de
sustitucion en meta. Sin embargo, para ensayos como la actividad captadora de radicales en modelos como el
DPPH donde hay transferencia de protones (M ATH) el patrén mds activo es el meta disustituido respecto
de las otras dos opciones [Thadhani et al.. 2011; White et al.. 2014]. De otro lado, los anillos que presentan
al menos dos grupos hidroxilo y con estructura similar al S-orcinol suelen ser mas activos que los que los

anillos derivados del orcinol [Perico Franco et al.. 2015a].

Con respecto a la actividad fotoprotectora algunas sustancias liquénicas, como el acido tsnico, el acido
vulpinico o la parietina regulan la luz que incide sobre los fotobiontes, mediante la absorcién de ciertas
longitudes de onda, protegiéndolos de la irradiacién excesiva. Estas sustancias también pueden presentar
fluorescencia o emitir radiacién infrarroja lo que hace que la radiacion que emiten sea de mayor longitud
de onda y de menor energia, con respecto a la radiacién que incide sobre ellas [Molndr & Farkas. 2010;
Nguyen et al.. 2013]. Muchas sustancias liquénicas presentan intensas absorciones en el UV (Tabla 5-4),
particularmente en la regién UV-B, debido a que en el medio ambiente natural esta luz no solo causa danos
en el material genético del HL, sino que también inhibe la fotosintesis [Solhaug & Gauslaa. 1996; Molndr
& Farkas. 2010]. Por estas razones, es posible sugerir a los HL como fuentes de productos naturales que
puedan ser utilizados como sustancias protectoras ante la radiacién UV [Rojas et al.. 2015; Perico Franco
et al.. 2015a].
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Tabla 5-3: Actividad antioxidante de extractos y metabolitos secundarios de hongos liquenizados

Especie

Extracto o
Sustancia Liquénica

Ambiente y Hébito

Propiedad Antioxidante

Poder captador
de radicales libres

Inhibicién de
la peroxidacién

Poder reductor o
Actividad Quelante

Referencia

(SOS, NORS de Lipidos (PR - AQ)
HPS, DPPH)
Parmotrema stuppeum Benceno Orselinato de metilo NR ++ (500 pg/L) Jayaprakasha
& Jaganmohan
Rao [2000]
y Acetona scido orselinico + (500 pg/L)
Modelo: B-caroteno
. . Hematomato de Metilo ~ -
Lethariella canariensis Metanol Etilo Alta Montafna - NR 1 nmol/mg Prot (250 pM) Toledo Marante
¥ et al. [2003]
Atranorina 2 nmol/mg Prot (150 uM)
Cloroatranol, acido he- Modelo: Cerebro homogeniza-
matomico do
Thamnolia vermicularis Metanol Acido Thamnoico glta Montafia - Terrico- _EEKH 72% (2 mg/mL) 67 % Inhibicién (2 mg/mL) + PR: + Luo et al.
[2006]
8O8: 20% (0.2 - 20 Nodelo: Acido linoleico
mg/mL)
Usnea articulata Metanol Compuesto 1 Montania - Epifito DPPH: 30 % (3 mM) + Lohezic-Le
Devehat et al.
[2007]
ﬁz:)do fumarprotocetra- DPPH: 20% (3 mM) +
Acido norestictico fii ICs0: 580 uM
Umbilicaria antarctica Acetona ND Polar - NR SOS: 90% Inhibicién  gqo 4 4y PR: + Luo et al
+++
[2009]
Metanol 95 % +++
Cladonia furcata Metanol Acido lecanorico 92 % +++
Acetona 95 % +++
Usnea antarctica Metanol ND 88 % +++
Acetona 7T % +++
Ramalina conduplicans Metanol Acido sekikaico, taninos DPPH: 72,63 % ++ PR: ++
y esteroides
Ramalina conduplicans Metanol Acido sekikaico Alta montafa - NR DPPH: = 558% (330 85,2% Inhibicién (2 mg/mL)  pg. o Luo et al
ne/L) + +++ [2010]
Modelo: Acido linoleico
. 9
Lecanora atra Acetona ND Alta Montafia - NR DPPH:  94,7% (330 PR: + Rankovié et al.
pg/mL) +++ [2011]
SOS: 84,5 % (45 pg/mL)
++
Everniastrum cirrhatum Metanol Atranorina Montania - Epifito DPPH: EC50: 6,73 pg/L AQ 1Cs50: 29,28 Kekuda et al.
++ ng/L ++ [2011]
Acido protoliquesterico
Lasalia pustulata Metanol ND Alta Montafia - NR DPPH: 91% Captacién Kosanié et al.
SOS: ++ [2011]
Acetona SOS: ++ PR: 4+
| o [
Lecanora atra Acetona ND Alta Montafia - NR DPPIH;: 94% Inhibicion PR: +4+ Kosanié & Ran-
+++ SOS: 84 % +++ )
kovié [2011]
Metanol DPPH: 93 % Inhibicién
+++
. 9, ibicié
Pseudoevernia furfuraceae Acetona ferPH‘ 87 % Inhibicién PR: ++
Lobaria pulmonaria Acetona Isidioforina y Rizonal- | oo NR DPPH: 756 % +-++ ++ Atalay et al.
dehido [2011)
Usnea longissima Acetona f‘oc‘do usnico y difractai- +++
Modelo: Liposoma de
lecitina y acido linoleico
Roccella montagnei Acetona Montagnetol y Eritrina NR - Epifito NORS: +++ / ++ Thadhani et al.
[2011]
DPPH: 62,11 % Inhibi-
Parmeliopsis ambigua Acetona ND Alta Montana - NR cién ++4 SOS: 52,38% + (3 spp) Kosanié et al.

[2013]

4
Actividad comparada con patrones reportados: +++ Alta (Similar o mayor al patrén), ++ Moderada (50 a 80 %) , + Baja (<50 % comparada con el patrén); DPPH: Ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
NORS: Captacién de Radical Nitrosilo; SOS: Captacién de Anién Superéxido; HORS: Captacién de Radical hidroxilo; TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox
ND: No Determinada; NR: No Reportada
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Tabla5-3 - Contintia de la pagina anterior

Propiedad Antioxidante
Inhibicién de
la peroxidacién

Extracto o
Sustancia Liquénica

Especie Poder reductor o

Actividad Quelante

Poder captador

Ambiente y Hébito de radicales libres Referencia

(SOS, NORS de Lipidos (PR - AQ)
HPS, DPPH)
Usnea roccellina Metanol f:‘do decarboxitamnoli- | A1, Montana - Epilito DPPH: + PR: ++ Rojas et al.
[2015]
Lobariclla pallida Metanol Lobarielina Alta Montafia - Epifito | DPPH: 444 PR: +4+ Perico  Franco

et al. [2015a]
Acido porfirilico
Estercocaulina

DPPH: +++
DPPH: 44+

Actividad comparada con patrones reportados: +++ Alta (Similar o mayor al patrén), ++ Moderada (50 a 80 %) , + Baja (<50 % comparada con el patrén); DPPH: Ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
NORS: Captacién de Radical Nitrosilo; SOS: Captacién de Anién Superéxido; HORS: Captacién de Radical hidroxilo; TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox
ND: No Determinada; NR: No Reportada

Tabla 5-4: Actividad fotoprotectora de extractos y metabolitos secundarios de hongos liquenizados

sopezruanbi] SOSUOH "¢'G

48

Actividad Fotoprotectora
Especie Extracto/Sustancia Liquénica Ambiente y Habito P y— < Neorit FTP-UV Relacion SPF Antioxidante Referencia
(nm) (M_1 cm_l) (nm) UVA/UVB

Xanthoparmelia farinosa Acetona Acido tsnico Alta montafia - NR 3,6 - 5,0 +++ Rancan et al.
[2002]

Erioderma leylandii 1-cloropanarina 1,4 - 2,7 +

Stereocaulon halei n-hexano Lobarina Montana - Epilito 324 1,05 +++ 1,44 ++ +++ Ismed et al.
2012

Pertusaria pseudocoralina Acetona 4-O-metildiploicina Costero - Epilito 342 200 1,20 0,21 El/li!lut] et al.
2012

Tephromela atra O-metildeclorodiploicina 326 6500 1,07 0,15 [ ]

Diploicia canescens Acido secalénico B 338 36000 374 3,37

Acido secalénico D 337 37000 372 2,79

Lasalia pustulata Acetona Acido giroférico Montana - Epilito 300 16000 1,77 ++ 5,03 + “++ Lohezic-Le
Devehat et al.
[2013]

Usnea roccellina Metanol Acido tsnico Alta Montafia - Epilito 370 1,24 29,01 “++ Rojas et al.
[2015]

Acido decarboxitamnolico 372 1,14 30,38

ND: No Determinada; NR:

No Reportada
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5. Marco tedrico y estado del arte 5.4. Los paramos y su flora de hongos liquenizados

Las sustancias liquénicas comparten varias caracteristicas en su estructura quimica con los compuestos foto-
protectores comerciales, lo que podria hacerlas eficientes como filtros solares. Algunas de estas caracteristicas
incluyen la presencia de grupos electrodonores sobre anillos aromaticos y un cierto grado de conjugacién en
su estructura, lo que les permite absorber radiacién UV [Nguyen et al.. 2013]. Por ejemplo, los compuestos
liquénicos derivados de la ruta del acetato-polimalonato, como los derivados del dcido orselinico (depsidonas,
dépsidos, depsonas y difeniléteres), absorben principalmente la luz UV-B y responden a cambios en la
irradiacién in vivo [Varol et al.. 2015; McEvoy et al.. 2006].

Por otra parte, los dépsidos y los compuestos monoaromaticos comparten algunas caracteristicas en términos
de su absorcién UV, aunque por lo general los dépsidos absorben radiaciéon UV en longitudes de onda mas
largas. Sin embargo, los efectos de los patrones de sustitucién de los anillos arométicos son similares para
ambos tipos de compuestos [Nguyen et al.. 2013]. Algunos dépsidos, como la atranorina o el dcido evérnico,
tienen su maximo de absorcién en el UV-B, mientras que sustancias como el acido vulpinico o el acido
fumarprotocetrarico absorben en el UVA-2 y en el UVA-1 respectivamente. Ademas, tridépsidos, como el
acido giroférico pueden presentar valores de FPS comparables a filtros comerciales como el homosalato
[Lohezic-Le Devehat et al.. 2013].

Una ventaja adicional que ofrecen la mayoria de las sustancias liquénicas es su fotoestabilidad, lo que
permite que las formulaciones cosméticas mantengan su eficacia fotoprotectora en el tiempo. Ademas, la
actividad antioxidante resulta ser un beneficio adicional para una sustancia que actie como filtro solar, al
complementar los sistemas antioxidantes endégenos de la piel [Lohezic-Le Devehat et al.. 2013; Nguyen et al..
2013).

5.4 Los paramos y su flora de hongos liquenizados

5.4.1 El bioma paramo y sus condiciones

El Convenio para la Diversidad Bioldgica define un ecosistema como ‘‘el complejo dindmico de comunidades
vegetales, animales y de microorganismos, y su medio no viviente, los cuales interactiian como una unidad
funcional”. Dado que los ecosistemas se presentan de manera continua en la naturaleza, es factible considerar
una unidad més amplia que comprenda varios ecosistemas interrelacionados, los cuales forman en conjunto
una unidad del paisaje y que abarcan considerables extensiones de territorio con condiciones climaticas,
eddficas y bidticas similares; a esto se le denomina bioma [Chapin III et al.. 2002; Van der Hammen et al..
2002; Rodriguez et al.. 2006; Molles Jr. 2008].

Al observar la biosfera en su totalidad, se evidencian dos tipos de gradientes explican la composicién de
organismos en los biomas y ecosistemas terrestres. En primer lugar, el gradiente latitudinal, que refleja
las diferencias que presenta la biota a medida que nos alejamos desde el ecuador hacia los polos. En
segundo lugar, el gradiente altitudinal, que representa las diferencias en los organismos existentes a medida
que ascendemos desde el nivel del mar hasta las cimas de las montanas. Sin embargo, al comparar las

condiciones ambientales y la biota en funcién de los gradientes antes mencionados, se encuentran similitudes
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y paralelismos entre ellos [Gritzner, C. F. 2007]. Por lo tanto, los pdramos, al estar ubicados en elevadas
altitudes, comparten similitudes en sus condiciones ambientales y bioclimaticas con respecto a ecosistemas
y biomas localizados en altas latitudes. En ambos tipos de entornos se observan patrones climéticos como
temperaturas consistentemente inferiores a los 10 °C, cambios abruptos de temperatura y alta irradiacion
solar, entre otras [Boustie et al.. 2011; Gritzner, C. F. 2007]. Estas condiciones son factores determinantes
de la disponibilidad hidrica, el tipo de suelo y la composicién floristica [Cuatrecasas. 1958; Gritzner, C. F.
2007).

A pesar de las similitudes, existen dos diferencias relevantes entre los ambientes de altas latitudes y los
de alta montana. Primero, el gradiente latitudinal da lugar una estacionalidad anual cerca de los polos,
mientras que en el aumento de altitud conduce a una estacionalidad diaria, en especial en los ambientes
mas proximos al Ecuador. En los paramos y otros ambientes de alta montana intertropicales, se manifiestan
fluctuaciones anuales moderadas en las temperaturas maximas y minimas. No obstante, se observan cambios
abruptos a lo largo del dia, que incluso pueden alcanzar diferencias de més de 20 °C [Cuatrecasas. 1958;
Castano Uribe. 2002; Pedraza-Penalosa et al.. 2004]. La segunda diferencia reside en la irradiacién solar,
que difiere notablemente de las regiones templadas y polares. Dada su localizacién ecuatorial, la radiacion
solar incide en los paramos casi perpendicularmente, presenta escasas diferencias en su intensidad durante el
ano y debido a la delgadez de la atmdsfera, por lo que el filtrado atmosférico de la radiacién UV es menos
efectivo. Estas condiciones indudablemente influyen en las estrategias de protecciéon que deben adoptar los

organismos expuestos [Cuatrecasas. 1958; Castario Uribe. 2002].

La estacionalidad diaria particular de este tipo de ambientes, junto con las deméas caracteristicas ambientales,
confiere a los paramos una alta vulnerabilidad frente a cambios prolongados y repentinos en los patrones
climdticos y medioambientales [Castario Uribe. 2002]. Cambios como los que actualmente se experimentan
producto del calentamiento global. A pesar de ello, la flora es capaz de translocarse altitudinalmente en
respuesta, ascendiendo o descendiendo por las laderas de las montanas [Van der Hammen et al.. 2002;
Sipman. 2002]. Segin Van der Hammen et al. [2002] durante el ltimo millén de afios se han registrado més
de 10 episodios de avance-retroceso durante los periodos glaciales e interglaciares, que llevaron a los paramos
a altitudes tan bajas como 2 500 msnm. No obstante, es necesario resaltar que durante los periodos de
retroceso, los paramos se convierten en islas bioldgicas aisladas entre si, lo que no solo potencia los procesos
de especiacidn, sino también la aparicién de endemismos y el aumento de la biodiversidad [Castano Uribe.
2002; Van der Hammen et al.. 2002].

Los paramos son biomas con zonacién altitudinal definida, también denominados orobiomas [Castano Uribe.
2002; Rodriguez et al.. 2006]. Su origen se remonta a aproximadamente hace 5 millones de afos, cuando
se produjo la elevacién definitiva de la cordillera de los Andes [Cuatrecasas. 1958; Castario Uribe. 2002].
Se ubican exclusivamente en la region septentrional de Suramérica a altitudes mayores de 2 800 msnm
[Castario Uribe. 2002], estos biomas exhiben una notable diversidad bioldgica, como resultado de la conjuncién
de tres grandes factores. Primero, se encuentran en la convergencia de varias ecozonas del neotrépico [Sipman.
2002]. Segundo, la existencia de procesos de insularidad relacionados con la topograffa y la orografia genera
barreras geograficas que limitan la dispersién de las especies vegetales y promueven procesos de especiacién
[Castario Uribe. 2002; Van der Hammen et al.. 2002]. Tercero, la propia cordillera sirve de corredor para la
movilidad de la biota, facilitando su desplazamiento desde el norte hacia el sur del continente y viceversa
[Sipman. 2002).
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En relacién con la composicién floristica en funcién de los gradientes de latitud y de altitud, se observa
una disminucién de la vegetacion arbdrea y un aumento en la flora de HL, hasta llegar a dominar en estos
hébitats [Chaparro de Valencia €& Aguirre. 2002; Boustie et al.. 2011]. El pdramo puede subdividirse en tres
zonas segln su vegetacién (Tabla 5-5). El subparamo que se localiza entre (2 800 y 3 200) msnm y su
vegetacién son arbustos y plantas de porte bajo, esta zona es el limite superior del bosque altoandino y el
inferior del pdramo [Rodriguez et al.. 2006]. El pAramo sensu stricto, que se caracteriza por tener una
cobertura vegetal mayormente herbacea de tipo graminoide, con arbustos y formas arborescentes arrosetadas
llamadas frailejones [Cuatrecasas. 1958; Rodriguez et al.. 2006]. Ademds, estudios posteriores en esta zona
diferenciaron al menos tres comunidades de plantas, pajonales, frailejonales y matorrales enanos [Van der
Hammen & Rangel-Ch. 1997]. Finalmente, el superparamo que estd situado por encima de 4 000 msnm,
alli la vegetacion presenta cobertura irregular y la mayoria son organismos pioneros como briéfitos y HL
[Rodriguez et al.. 2006].

Tabla 5-5: Unidades bioclimdticas de las regiones de alta montaia del neotrépico. [Van der Hammen et al.. 2002]

Unidad bioclimatica Zona Temperatura Promedio Precipitacion
Nival Nival <1,5°C -
Tundra pluvial alpina Superpéaramo (1,5-3,0) °C (500 - 1 000) mm

(1 000 - 2 000) mm
(500 - 1 000) mm

Paramo pluvial subalpino
Paramo subalpino
Bosque montano pluvial Subpéramo - Bosque alto (2 000 - 4 000) mm
Bosque montano muy hiimedo - (6,0 - 12,0) °C (1 000 - 2 000) mm
Bosque montano himedo andino (500 - 1 000) mm

Péramo sensu stricto (3,0 - 6,0) °C

5.4.2 Flora liquénica

La flora de HL: de Colombia cuenta con méas de 1 550 especies reportadas a la fecha, a pesar de que existen
zonas de dificil acceso donde atin no se ha logrado hacer el inventario correspondiente [Chaparro de Valencia
& Aguirre. 2002; Sipman. 2002; Sipman et al.. 2008]. De ellas, alrededor de 1 400 especies se encuentran en
regiones de vida montanosa por encima de los 1 000 msnm, lo que se denomina en conjunto como sistema
cordillerano, y que esta constituido por 3 regiones de vida: subandina, andina y paramo. En la Cordillera
Oriental, donde se localiza nuestro sitio de estudio, se encuentran 1 071 de las especies reportadas para
Colombia. Y en conjunto, los paramos de Colombia retinen aproximadamente el 20 % de las especies de HL

existentes en el pafs [Aguirre. 2010].

La flora de HL de los paramos y las zonas de alta montana del neotrépico es al menos el doble de diversa si
se la compara con las zonas de montana alpinas o del paleotrépico [Sipman. 2002]. Se observan variaciones
altitudinales en la diversidad de HL tanto a nivel de familias como en la riqueza de especies. La riqueza
de HL aumenta en funcién de la altitud, alcanzando un méximo en la zona andina (2 000 msnm - 3 000
msnm) y disminuyendo ligeramente en los paramos, tendencias similares se han observado para algunas
familias de HL, como la familia Lobariaceae [Aguirre. 2010]. Con respecto al tipo de crecimiento, en la zona
tropical por debajo de los 2 000 msnm predominan los HL costrosos. A medida que se asciende, disminuye
la abundancia de HL costrosos, mientras que las formas foliosas y fruticosas se hacen més abundantes y en

el padramo constituyen los tipos de HL mds frecuentes [Sipman. 1989 2002].
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A pesar de la alta diversidad y el grado de endemismo que presentan muchos tipos de organismos en los
paramos, la flora liquénica no tiene el mismo comportamiento, ya que muchas especies cuentan con una
distribucién mds amplia [Sipman. 2002]. De todas las especies presentes en los pdramos y zonas de montana,
aquellas de distribucién restringida representan aproximadamente el 10% del total. Las de distribucién
neotrépical comprenden cerca del 50 %, siendo méds abundantes entre los (2 000 y 3 500) msnm. Por otro
lado, el porcentaje restante son especies de distribuciéon cosmopolita o que también se encuentran presentes
en zonas templadas y cuya abundancia es mayor por encima de los 2 000 msnm [Sipman. 1989 2002]. Esto
podria deberse a que la region septentrional de los Andes no solo es la confluencia de varias zonas floristicas
(Centroamérica, Sudamérica y el Caribe), sino que también funciona como un corredor de dispersién biolégica
[Sipman. 2002].

El paramo se diferencia floristicamente de los otros componentes del sistema cordillerano, no solo por el porte
mas bajo de la vegetacion, sino también por su composicién y los tipos de comunidades y habitats disponibles
[Aguirre. 2010]. En relacién con los tipos de hdbitat, el epifito-corticicola es el de mayor preferencia en todas
las zonas de vida del sistema cordillerano. EI nimero de especies de HL epifito-corticicola alcanza su maximo
en las zonas de vida subandina y andina, mostrando una leve disminucién en los pdramos [Aguirre. 2010]. El
segundo lugar lo ocupa el habito saxicola-terricola, que incrementa su nimero de especies en funcién de la
altitud, llegando a su punto méaximo en las zonas de vida andina y paramo. El habito saxicola-epilito sigue
una tendencia similar, aunque su maxima diversidad se alcanza en la regién andina [Aguirre. 2010]. Por
ultimo, los HL epifito-folicola presentan baja riqueza en los paramos, lo que podria estar relacionado con la
disminucién de la cobertura vegetal con la altitud hasta llegar a ambientes desarbolados como los paramos,

donde la hojarasca es muy reducida [Cuatrecasas. 1958].

En cuanto a las comunidades vegetales, los paramos presentan tres comunidades principales [Van der
Hammen & Rangel-Ch. 1997]. Los pajonales y frailejonales, donde suele haber presencia de HL de hébito
saxicola-terricola, algunos de los cuales tienen modo de crecimiento costroso, y los matorrales enanos, cuyos
bordes suelen albergar gran diversidad de HL, principalmente de hébito corticicola-epifito y de crecimiento
fruticoso o folioso altamente expuestos a la radiacién solar [Aguirre. 2010], como es el caso de la especie de

estudio, Lobariella sipmanii.

5.4.3 El género Lobariella y sus metabolitos

Los HL del género Lobariella pertenecen a la familia Lobariaceae, que posee actualmente entre 400 y 800
especies a nivel mundial, distribuidas principalmente en el neotrépico, América Central y el Pacifico (Figura
5-8) [Moncada et al.. 2013; GBIF'. 2022]. Los principales caracteristicas que distinguen a las especies del
género son: Presencia o ausencia de pseudocifelas, maculas e isidios; el tipo de fotobionte para algunas
especies es un alga verde como sucede con Lobariella pallida, mientras que en otras se trata de cianobacterias,
como es el caso de L. sipmanii en donde el fotobionte son cianobacterias del género Nostoc sp [Lumbsch
et al.. 2011; Moncada et al.. 2013].

Estudios fitoquimicos del género han reportado la presencia de las siguientes sustancias liquénicas en especies

de este género: atranorina, dcido tsnico, dcido estictico. Adicionalmente, Perico Franco et al. [2015b] en su
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Figura 5-8: Distribucién del género Lobariella a nivel mundial. [GBIF. 2022]

estudio de la especie Lobariella pallida encontré la presencia de las siguientes sustancias liquénicas: orselinato
de metilo, 2,4-dihidroxi-5,6-dimetilbenzoato de metilo y lobarielina, las cuales tienen actividad antioxidante
(Tabla 5-6). En estudios posteriores, se ha reportado para Lobariella pallida pseudociferelina A, lobarielina y
2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetil benzoato de metilo [Angulo Castro. 2020]. Por su parte, en el caso de L. sipmanii

se ha reportado como sustancia mayoritaria el acido giroférico y sus derivados [Lumbsch et al.. 2011].

La principal actividad bioldgica reportada para muchas de las sustancias liquénicas obtenidas de especies del
género Lobariella es la actividad citotoxica. Un ejemplo notable es la atranorina, sustancia identificada en
algunas especies del género que ha demostrado actividad citotoxica sobre lineas celulares tales como la 4T'1
de carcinoma mamario murino y la A549 de cancer de pulmén [Soldr et al.. 2016; Zhou et al.. 2017]. Otra
sustancia de interés es el acido giroférico, que es un tridépsido activo como antiproliferativo contra la linea
celular HaCaT y sobre otras lineas celulares, lo que lo hace prometedor para el tratamiento de enfermedades

hiperproliferativas de la piel, como la psoriasis [Kumar KC & Miller. 1999; Backorovd et al.. 2011 2012].

Recientemente, se evalud la actividad inmunomoduladora a través del efecto antioxidante de diversas
sustancias liquénicas, como el hematomato de metilo, atranorina, lobarielina, el triterpeno zeorina, de estas
el hematomato de metilo fue activo contra especies reactivas [Mesaik. 2015; Perico Franco et al.. 2015a].
Adicionalmente, sustancias como el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo, la lobarielina, el acido
giroférico y la pseudociferelina A aisladas de Lobariella pallida muestran actividad fotoprotectora moderada
en el UV-B [Angulo Castro. 2020].
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Tabla 5-6: Metabolitos secundarios reportados para el genero Lobariella
Categoria Estructural Sustancia Especie Actividad Reportada Referencias
Monofendlicos Orselinato de metilo Lobariella pallida Citotéxico Perico Franco et al. [2015b]
CHy o
ﬂ‘\ /(‘lh
2,4-dihidroxi-3,5,6-trihidroxi Lobariella pallida Fotoprotector Angulo Castro [2020]
benzoato de metilo
CH3 [9)
CH3. l‘\ /('HJ
CH3
Lobarielina Lobariella pallida Antioxidante Perico Franco et al. [2015a]
CHy [
H;C. M\ /('lh
Angulo Castro [2020]
Dépsidos y tridépsidos Atranorina Lobariella pallida Antimicrobiana Zhou et al. [2017]
.
(“\ ) CH.
Citotéxica
Pseudociferelina A Lobariella pallida Fotoprotectora Angulo Castro [2020]
L.
eees
Acido lecanorico L. peltata, L. ecorticata Antimicrobiana Moncada et al. [2013]
L
I
o CHy.
Acido giroférico Lobariella sipmanii Antimicrobiana Lumbsch et al. [2011]
Antiproliferativo Kumar KC € Mdller [1999]
Q( j ; ‘ Fotoprotector Angulo Castro [2020]
p—y %7< .
Giroforato de metilo L. crenulata, L. soredians Antimicrobiana Moncada et al. [2013]
Q/ ‘
\ /
e ed
o \au
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

6 Materiales y Métodos

6.1 Recoleccion del material liquénico y seleccidon de la especie de

estudio

Para seleccionar la especie objeto de estudio, se llevé a cabo un estudio bioautogréfico (Seccién 6.1.3), se
determiné la actividad fotoprotectora y la captacién de radicales libres con el modelo DPPH (Seccién
6.1.4) de los extractos aceténicos de cinco especies de HL. Los especimenes fueron colectados en el Parque
Nacional Natural Sumapaz, ubicado en la Localidad 20 de Bogotd DC, Colombia (Tabla 6-1), se seleccionaron
aquellas especies que se encontraban expuestas directamente a la radiacion solar en su entorno natural,

especificamente sobre corteza de foréfitos arbustivos, rocas o suelo.

Tabla 6-1: Datos de recoleccién de las especies del estudio bioautogréfico

. Lobariella Thamnolia Everniastrum Peltigera Cladonia

Especie . .. . . . .
sipmanis vermicularis Sp neopolydactila didyma
Lugar Parque Nacional Natural Sumapaz - Localidad 20 - Bogota DC - Colombia
Coordenadas 04° 07.899° N | 04° 17.845’" N | 04° 07.574' N | 04° 09.233’ N | 04° 17.845' N
74° 14.685° W | 74° 12.659’ W | 74° 14.801’ W | 74° 14.353° W | 74° 12.659’ W

Altitud (msnm) 3754 3842 3832 3700 3754
Sustrato Fordfito Tierra/Rocas Fordfito Suelo/Musgo
Temperatura Promedio 2-8°C
Numero Ejemplar COL 609185 ‘ 609186 ‘ 609190 ‘ 609191 ‘ 609187

Las especies se recolectaron al amparo del Otrosi nimero 4 del 21 de marzo de 2018 adicionado al Contrato
Marco de Acceso a Recursos Genéticos numero 121 del 22 de enero de 2016, que cobija al proyecto:
“Bioprospeccion de liquenes y sus productos derivados del Pdramo de Sumapaz, Colombia como fuente
original de sustancias duales con actividad antioridante y fotoprotectora para la prevencion de problemas

dérmicos asociados a la radiacion solar.”

A partir del ensayo bioautografico se escogié el hongo liquenizado Lobariella sipmanii (Moncada, Betancourt
& Liicking), este HL fue encontrado sobre la corteza de fordfitos arbustivos, posiblemente de los géneros
Diplostephium e Hypericum. Estos foréfitos suelen hallarse en los limites de matorrales enanos o como
elementos aislados dentro del paisaje de paramo. Ademds, debido a su ubicacién suelen estar directamente

expuestos a la radiacién UV.
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6.1. Recoleccién del material liquénico y seleccion de la especie de estudio 6. Materiales y Métodos

6.1.1 Tratamiento y limpieza del material biolégico

Lugar de realizacion La limpieza y tratamiento del material biolégico colectado se realizé en el laboratorio
126 del Departamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota DC, al igual que los
ensayos espectrofotométricos cuantitativos de actividad antioxidante y fotoprotectora de los extractos. Por
su parte, el estudio bioautogréfico se llevé a cabo en el laboratorio 319 del Departamento de Farmacia de la

Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotda DC.

Tratamiento del material El material colectado fue secado inicialmente con papel periédico y luego fue
lavado con agua destilada y limpiado bajo el estereoscopio, para eliminar musgos, hojarasca e insectos. Una
vez limpio, se sec6 en una estufa de aire circulante (ca. 45 °C, 2 dfas). El material seco, se fragmenté en un

molino de discos hasta obtener un polvo fino.

6.1.2 Ensayos preliminares a pequena escala

Los extractos de prueba para el ensayo bioautografico y los ensayos preliminares fueron obtenidos a partir
2 g de material liquénico, mediante 2 ciclos de maceracién estatica en viales cerrados con 30 mL acetona
(Me3CO) cada uno, seguidos de 2 ciclos de maceracién dindmica con el mismo volumen de disolvente. Cada
ciclo tuvo una duracién de 3 dias, al finalizar cada ciclo se filtré por gravedad el extracto a través de un
embudo con algodén y se concentré mediante evaporacién a presion reducida, para obtener los extractos

SeCcos.

6.1.3 Bioautografia directa

Con el fin de definir la especie que se utilizé en el presente trabajo, se realizé un estudio bioautografico
mediante cromatografia de capa delgada analitica (CCD) en fase normal de los diferentes extractos de HL.
Los extractos (Tabla 6-1) se aplicaron 10 veces con capilares graduados (ca. 10 mg/mL) sobre cromatofolios
de gel de silice (CCD-A). Posteriormente, se eluyeron con la fase mévil Tolueno:Acido Acético 85:15
y se empled atranorina (A) como sustancia de referencia, tal y como reporta en literatura [Culverson &
Kristinsson. 1970]. Una vez eluidos se dej6 evaporar el disolvente y se visualizaron las placas bajo luz UV

(A = 254 nm) y se registr6 fotograficamente el resultado.

A continuacién, las placas se asperjaron con solucién del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
al 0,2% en metanol. Se observé la reaccién inmediata y a los 20 min, para determinar los extractos que
presentan actividad captadora de radicales libres mediante el cambio de color de zonas de la placa de morado
a amarillo [Bhattarai et al.. 2008; Luo et al.. 2009]. Esto permite establecer de manera cualitativa la actividad
antioxidante de los componentes de los extractos aceténicos durante el proceso de seleccién de la especie que

seria objeto de estudio.
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6.1.4 Actividad antioxidante y fotoprotectora de los extractos

Aquellos extractos que reaccionaron con el DPPH en el ensayo bioautografico fueron seleccionados para la
cuantificacién de su poder captador de radicales libres en el modelo radical DPPH, como se describe en la
Seccién 6.3.2 [Brand- Williams et al.. 1995]. Adicionalmente, para poder evaluar otros posibles mecanismos
de actividad antioxidante se realiz6 el ensayo de poder reductor férrico, como se describe en la Seccién 6.3.2.
[Berker et al.. 2007] Por tltimo, se determiné la actividad fotoprotectora del extracto y se establecié el
Factor de Proteccién Solar (FPS) in vitro como se detalla mas adelante en la seccién 6.3.3 [Manzur et al..
1986].

6.2 Estudio quimico

6.2.1 Procedimientos experimentales generales

Disolventes y reactivos Se emplearon los reactivos que se mencionan a continuacioén, cuyo grado de pureza
fue grado analitico: dcido acético glacial (100 % - JT Baker), dcido férmico (88,0% - JT Baker), e igual
para el caso de los disolventes: cloroformo (99,0 % - Carlo Erba), éter etilico (99,7 % - Panreac), dioxano
(99,2 % - Carlo Erba), metanol (MeOH - 99,5 % - JT Baker); acetato de etilo (AcOEt- 99,5 % - Carlo Erba);
diclorometano (DCM - 99,0 % - Mallinckrodt), n-hexano (n-Hex - 95,0 % - Panreac), tolueno (99,5 % -
Mallinckrodt), acetona (MeosCO - 99,0 % - Carlo Erba) y etanol (EtOH - 96,0 % - Merck).

Lugar de realizacion y equipos El componente fitoquimico de este estudio se llevé a cabo en el laboratorio
319 del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd DC. Los pesos se
midieron en una balanza analitica digital Sartorius Entris. (Sartorius Lab Instruments GmbH, Gottingen,
Alemania). Los puntos de fusién no corregidos fueron tomados en un fusiémetro Electrothermal Mel-Temp
® 9100 Series (Reino Unido).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) uni y bi dimensionales se realizaron en el equipo
Bruker Avance 400 (Billerica, Massachusets, EE.UU), que se encuentra en el Departamento de Fisica
de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota DC, tomando como compuesto de referencia el
tetrametilsilano (TMS) y procesando los espectros en el software MestReNova v 14.2.0-26256. Los espectros
infrarrojos medio se determinaron con un espectréometro infrarrojo de Transformada de Fourier Thermo
Scientific Nicolet iS10 (Waltham, Massachusetts, EE.UU) ubicado en el Laboratorio de Anélisis Instrumental

del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota DC.

Cromatografia y seguimiento  La cromatograffa en columna abierta (CC-A) se realizé sobre gel de silice 60
(0,063 - 0,200 mm, Merck) o Sephadex LH 20 (Sigma) segin la necesidad. Para el monitoreo de las fracciones
obtenidas en las CC-A se utiliz6 cromatografia en capa fina (CCD-A) con fase estacionaria de gel de silice
(0,25 mm Fa54 - Merck). El revelado de las placas se llev6 a cabo empleando luz UV (A = 254 nm) y agentes

reveladores como &cido sulfirico (20 % y calentamiento a 100 °C). Para la elucién de las placas de CCD se
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utilizaron los siguientes sistemas (Tabla 6-2):

Tabla 6-2: Fases moviles empleadas en la CCD-A

Fase butandlica
Nombre Disolventes Proporcién | Polaridad Calculada
Mezcla C Tolueno:Acido acético 85:15 2,97
Mezcla A | Tolueno:Dioxano:Acido Férmico 139:83:8 4,30
Esticticina Butanol:Acido acético:Agua 60:25:15 26,17

6.2.2 Confirmacidon de la identidad taxondmica

La identidad taxondémica de Lobariella sipmanii (Tabla 6-3) se confirmé empleando las claves de Sipman
(1982), corroborando la consistencia de las caracteristicas morfolégicas, anatémicas y quimicas del talo con
las indicadas en las claves. La identificacion fue llevada a cabo por el Bidlogo Roberto Davila, director de la
Fundacién para el estudio de la biodiversidad en Colombia (FUNBIOCOL). Una muestra de referencia reposa

en el Herbario Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia

(COL 609185).

Tabla 6-3: Datos de colecta y clasificacién taxonémica de Lobariella sipmanii

Foto: David Torres V Foto: David Torres V
Datos de Colecta
Lugar: Parque Nacional Natural Sumapaz - Localidad 20 Sumapaz - Bogotd DC - Colombia.
Coordenadas geograficas: | 4 °06’ 38.02 N - 74 °15” 03.71 W
Altitud: 3765 msnm
Temperatura promedio: 0-10°C
Sustrato: Colectada sobre foréfito, se encontrd junto con Hypotrachyna sp, Everniastrum sp,
Usnea sp & Oropogon sp.
Colectores: Roberto Davila, Norma Valencia Islas, Jose L Rojas, David Torres V
Numero COL: 609185
Taxdénomo: MSc Roberto Dévila
Especie: Lobariella sipmanii (Moncada, Betancourt & Liicking)
Caracteristicas morfolégicas y anatémicas Pruebas de coloracién
Cara adaxial de color gris azulado palido, glabra, sin isidios ni soredios, En;ayo COlOi? (21311
margenes lobulados enteros o ligeramente crenulados, con abundantes K (-&(-—;)xfhne;rilelo
apotecios cafe anaranjados en forma de copa, cuyos margenes son de color . .
blanco. [Lumbsch et al.. 2011] © Slfl cambio .
KC (+) Rojo Anaranjado
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Para confirmar la identificaciéon taxondémica, se realizé el ensayo que se describe a continuacién sobre cuatro
muestras de material homogeneizado de cada una de las especies de HL, aplicando en cada una de ellas en

orden los siguientes reactivos [Masuch. 1993].

» Reactivo P: Solucién fresca de p-fenilendiamina (1 g) en 50 mL de etanol 96 %.
» Reactivo K: Solucién de hidréxido de potasio 10% p/v.
» Reactivo C: Solucién de hipoclorito de sodio al 4 %.

= Reactivo KC: Mezcla 1:1 del Reactivo K y del Reactivo C.

Se observo y registré los cambios de coloracién del material vegetal en contacto con cada reactivo, para
conocer los tipos de compuestos que se encuentran en cada uno de los extractos, en algunos casos, el patrén

de coloracién es especifico para un compuesto liquénico. [Masuch. 1993]

6.2.3 Extraccion

Se tomo 65 g de material liquénico seco de la especie Lobariella sipmanii y se realizé la extraccion utilizando
3 ciclos de maceracién estdtica, cada uno con 600 mL de acetona (MeyCO) durante 5 dias. Al finalizar cada
ciclo se filtré el extracto a presion reducida para eliminar material particulado y luego el extracto filtrado se
concentré a presién reducida utilizando un evaporador rotatorio para recuperar la mayor cantidad posible de
disolvente. Sobre el marco se adicioné el disolvente recuperado y disolvente nuevo hasta completar 600 mL
para iniciar un nuevo ciclo. Luego de los 3 ciclos estaticos se realizaron ciclos de maceracion dindmica por

periodos de 2 dias utilizando el mismo procedimiento de filtrado y recuperacion de disolvente antes descrito.

Al final de cada extraccién se tomoé una muestra del extracto concentrado para evaluar la presencia de
compuestos por CCD, los ciclos de maceracién dindmica se realizaron hasta que por CCD no se encontraron
compuestos en los concentrados. Los concentrados obtenidos en cada ciclo se reunieron en un mismo recipiente,
para finalmente ser llevado a sequedad en la estufa a 40 °C, obteniéndose el extracto seco de color verde
oscuro. (3,2228 g - 4,9 %)

6.2.4 Fraccionamiento

El extracto seco (2,9 g) se suspendi6 en 20 mL de agua destilada y se extrajo con éter diétilico (3 x 15 mL).
Durante este proceso precipité un sélido color blanco (FSB) que se filtré al vacio (892,8 mg). La fase etérea
se llevé a sequedad (FE: 1,6118 g) y la acuosa se extrajo con n-butanol (3 x 15 mL) para dar lugar a la

fraccién butandlica (FB: 103,8 mg). La fase acuosa se liofiliz6 dando lugar a la fraccién acuosa (FA: 286,3

mg).
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6.2.5 Aislamiento y purificaciéon de compuestos

Obtencién de pseudociferelina A (1)

El sélido blanco (FSB - 892,8 mg) se someti6 a cromatograffa en columna abierta (CC-A) sobre gel de silice
(41,54 g) eluyendo por gradiente de polaridad de n-hex:DCM (1:0 — 0:1), DCM:Me,CO (1:0 — 0:1) y
Me;CO dando lugar a 384 fracciones (4 mL) que se reunieron en 9 fracciones combinadas (FSB-1 a FSB-9)
de acuerdo a su similitud en CCD (Tabla 6-4).

Tabla 6-4: CC-A sobre gel de silice de la fraccién sélida (FSB) que precipité durante el proceso de extraccién de L.

sipmanii.

- Fase movil de e.l}lclon - Actividad Antioxidante | Fracciones Combinadas | Clave Peso
Disolvente Proporcién | Fracciones (mg)
Hexano 100 1-9

90:10 10-16 1-42 FSB-1 2,9
70:30 16-26
60:40 27-42
50:50 43-60 42-77 FSB-2 | 219,9
Hex:DCM 30:60 6172 +
30:70 73-84
20:80 85-92
1090 93110 78-128 FSB-3 | 10,1
DCM 100 113-125
95:5 126-174 129-133 FSB-4 2,7
90:10 175-212 134-164 FSB-5 | 17,5
85:15 213-225 164-190 FSB-6 | 47,3
80:20 226-237 191-286 FSB-7 | 198,7
. 70:30 238-304
DCM:Me,CO 5050 305303 287-329 FSB-8 | 369,7
40:60 324-339 +
30:70 340-355
20:80 356-369 330-445 FSB-9 | 230,7
10:90 370-379
Me,CO 100 380-384

A partir de la fraccién FS-2 (219,9 mg) se obtuvo un sélido que fue lavado varias veces con acetona, seguido
de recristalizacién con mezcla MeOH:Me;CO dando lugar a un sélido color blanco (68,0 mg - 2,4 %),
soluble en CHCl3, DCM y MeOH, Pf (°C): 174-175. IR, (KBr) vmax (cm™1): 3377, 3367, 3208, 2916
(O-H); 2953 (C-H), 2932 (C-H); 2704 (CHO Sobretono); 1647 (C=0); 1577 (C=C); 1261 (C-0O); 1198 (C-0O);
1076 (C-O). RMN 'H (CDCIl;3 - 400 MHz): 2,09 (3H, s, CH3-9"); 2,11 (3H, s, CH3-10); 2,21 (3H, s,
CH3-9); 2,50 (3H, s, CH3-8); 2,73 (3H, s, CH3-10); 4,01 (3H, s, COOCHjs); 10,40 (1H, s, CHO); 11,14 (1H, s,
OH-2’); 12,41 (1H, s, OH-4); 13,10 (1H, s, OH-2). RMN 3C (CDCl3): C-1: 102,8; C-2: 166,9; C-3: 107,9;
C-4: 166,1; C-5: 118,2; C-6: 150,1; C-7: 169,8; C-8; 194,0; C-9; 10,8; C-10: 20,5; C-1": 111,9; C-2’: 158,9; C-3’:
116,2; C-4’: 151,5; C-5: 120,5; C-6: 137,6; C-7": 172,1; C-8: 18,9; C-9’: 13,3; C-10": 9,8; C7-COOMe: 52,3.

Esta sustancia fue identificada como Pseudociferelina A por anélisis y comparacién de sus datos espec-
troscépicos con lo reportado en literatura [Hineck. 1984; Jakupovic & Hiineck. 1989; Hiineck. 1999].
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Obtencién del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2)

La fraccién primaria etérea (FE - 1.200 g) se sometié a CC-A sobre gel de silice (50 g) eluyendo por
gradiente de polaridad de mezclas de c-hex:AcOEt (0.9:0.1 — 0:1) dando lugar a 25 fracciones (20 mL) que

se reunieron en 6 fracciones combinadas (FE-1 a FE-6) de acuerdo a su similitud en CCD (Tabla 6-5).

Tabla 6-5: Cromatografia en columna abierta sobre gel de silice de la fraccién primaria etérea

Fase mévil | Proporcién | Fracciones | Fraccién combinada | Clave | Peso (mg)
90:10 1-2 1-2 FE-1 50,4
80:20 3-6 3-6 FE-2 203,0
c-hex: AcOBY 535 714 70 FE3 | 87,6
10:90 15 -20 10-14 FE-4 239,3
15-20 FE-5 403,0
AcOEt 100 21 - 25 51 - 9% FEG 100.9

A partir de la fraccién combinada FE-4 (239,3 mg) se formé un semi-sélido color anaranjado que se lavé con
mezcla CHCl3:MeOH (1:1) dando lugar a un sélido amorfo naranja amarillento (52,3 mg - 1,8 %) soluble en
CHCI3, pF (°C): 96-98. RMN 'H (CDClj3 - 400 MHz): 2,13 y 2,14 (6H, ds, CH3-8, CH3-9); 2,43 (3H, s,
CH3-10); 3,92 (3H, s, COOCH3); 11,46 (1H, s, OH-2). RMN ¥C (CDCl3): C-1: 106,3; C-2: 159,7; C-3:
107,4; C-4: 156,8; C-5: 115,0; C-6: 137,7; C-7: 172,9; C-8; 12,0; C-9; 8,1; C-10: 18,9; C7-COOMe: 52,0.

Esta sustancia fue identificada como 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) por andlisis y compa-
racién de sus datos espectroscépicos con lo reportado en literatura [Hineck €& Yoshimura. 1996; Angulo
Castro. 2020].

Obtencién del orselinato de metilo (3)

A partir de la fraccién combinada FE-5 (403,0 mg - Tabla 6-5) y de la fraccién FSB-7 (198,7 mg - Tabla
6-4) se precipité un sélido beige amarillento que se recristalizé de mezcla CHCl3:AcOEt (9:1) dando lugar a
un sélido cristalino transparente (140 mg - 4,9 %) soluble en CHCl3, MeOH y DMSO. Pf (°C): 138-139.
RMN 'H (Acetona-d6) - 400 MHz): 2,47 (3H, s, CH3-8); 3,93 (3H, s, COOCH3); 6,25 (1H, s, C3); 6,30
(1H, s, C5); 9,12 (1H, s, OH-4); 11,64 (1H, s, OH-2). RMN 3C (Acetona-d6): C-1: 105,4; C-2: 166,2; C-3:
101,3; C-4: 163,4; C-5: 112,3; C-6: 144,3; C-T: 173,1; C-8; 24.0; C7-COOMe: 52,0.

Esta sustancia fue identificada como orselinato de metilo (3) por anélisis y comparacién de sus datos

espectroscépicos con lo reportado en literatura [Hineck & Yoshimura. 1996).
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6.3 Estudio de actividad bioldgica

6.3.1 Procedimientos generales

Reactivos Para los ensayos de actividad antioxidante se emplearon los siguientes reactivos: Acido géalico
(AG) (98,0 % - Merck), butilhidroxitolueno (BHT) (99,0 % - Sigma Aldrich), 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) (90,0 % - Sigma Aldrich), cido linoleico (99,0 % - Sigma Aldrich), fosfato dibasico de sodio -
NaoHPOy4 (99,3 % - Mallinckrodt), fosfato basico de sodio NaHoPOy4 (99,6 % - Mallinckrodt), Tween 20
(95,0 % - PanReac), tiocianato de amonio (99,0 % - Merck), cloruro ferroso - FeCly (99,0 % - JT Baker),
tocoferol fosfato de sodio (TPNa - 99 %), cloruro férrico - FeClz (98,0 % - Merck), ferricianuro de potasio -
K3[Fe(CN)g] (94,0 % - PanReac), etanol absoluto (PanReac), dcido clorhidrico concentrado (37,0 % - JT
Baker), 4cido tricloroacético (99,5 % - Merck).

Por otro lado, para los ensayos de actividad fotoprotectora los filtros solares orgdnicos empleados como
patrén fueron los siguientes: Bemotrizinol (BMT) (Amplio espectro), metoxicinamato de octilo (OMC
- EHMC) (UV-B), benzofenona-3 (BP3) (UV-B y UV-A 2) y avobenzona (AVO) (UV-A), donados al

laboratorio por parte de la industria.

Lugar de realizacion y equipos Para las mediciones espectrofotométricas en UV y visible se utilizé un
espectrofotémetro Shimatzu Pharmaspec UV-1700 (Shimadzu, Kyoto, Japan) ubicado en el laboratorio 126
del Departamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd DC. Por otro lado, el
ensayo de captacion de radicales libres y la reactividad de los compuestos obtenidos con el modelo DPPH
fueron realizados espectrofotométricamente con el equipo Hewlett-Packard 8453 (Waldbronn, Alemania)
ubicado el Laboratorio de Analisis de Materias Primas de GRASCO ubicado en la ciudad de Bogotd DC.

Preparacion de soluciones Stock y diluciones Para el extracto de Lobariella sipmanii, los compuestos obtenidos
y los patrones se pesan aproximadamente 5,0 mg, este valor se consigna en una hoja de calculo de Excel™
para realizar las posteriores diluciones. Luego, se transfiere cuantitativamente la sustancia a un matraz
aforado de 10,00 mL y se completa a volumen con alcohol etilico al 96 %. En caso de que la sustancia no sea
facilmente soluble en etanol, se realiza la reconstitucién en la minima cantidad de DMSO, cloroformo, DCM
o el disolvente adecuado para la sustancia y luego se completa el volumen con etanol. De ser necesario se

colocan en ultrasonido por 5 min para garantizar su completa disolucién.

A partir de las disoluciones Stock preparadas (Aproximadamente 500 pug/mL - 500 ppm) se realizaron las
correspondientes diluciones utilizando micropipetas para obtener 2 o 3 réplicas de las disoluciones de las

concentraciones requeridas para cada uno de los ensayos.
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6.3.2 Determinacidn de la actividad antioxidante

Poder captador de radicales libres

La actividad captadora de radicales libres basada en el mecanismo de transferencia de protones (MATH) de
los extractos y compuestos aislados de Lobariella sipmanii fue evaluada en el modelo del radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo o DPPH segiin metodologia de Brand-Williams et al. [1995]. Esta especie quimica es un
radical estable, debido a la deslocalizacién del electrén desapareado a través de toda la molécula. [Blois.
1958; Molyneuz. 2004] Producto de esta deslocalizacion, las soluciones alcohdlicas de este reactivo poseen un
color violeta y una longitud de méxima absorcién entre 515 y 520 nm. [Molyneux. 2004; Mishra et al.. 2012]
Cuando el radical libre DPPH se mezcla con sustancias que donen un protén o con otra especie radicalaria
se forma la especie no radicalaria de color amarillento, debido a la presencia del grupo picrilo. (Figura 6-1)
En el caso de las sustancias que donan protones, el subproducto es una especie radicalaria, que puede llevar

a cabo reacciones adicionales con radical DPPH presente en el medio. [Molyneuz. 2004; Blois. 1958]

A

( a NO

[ ;

| / / :

N—N* NOy + R N N
NO, NO,
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) NO;

B

| H
| [ NO:
N—N* NO; + H AV — N—N + A*
NO2 @ N02
NO,

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Figura 6-1: Mecanismo general de reaccién del DPPH. A. Reaccién con una especie radicalaria - R (quenching); B. Reaccién
con un compuesto antioxidante donor de protones - AH (scavenging)

A partir de la reaccién con el radical DPPH no solo es posible establecer la actividad captadora de un
compuesto antioxidante, también se puede determinar su reactividad. Esto hace posible conocer posibles
relaciones estructura actividad, asi como la potencia antioxidante de las sustancias evaluadas. Para determinar

la concentracion del radical DPPH en los ensayos subsiguientes, se empled la curva de calibracion que se
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muestra en la Ecuacién 6-1.

Abss1s nm = 9,55 X 10’3[DPPH*] +1,21 x 1072 (6-1)

Cuantificacion del poder captador de radicales libres a través de la determinacion de la concentracion efectiva
media (CEsp). Se prepar6 una solucién Stock de DPPH en etanol a partir de aproximadamente 5 mg de
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo sélido que fueron llevados a 100,00 mL en un matraz aforado. La concentraciéon

real de esta disolucién se determiné midiendo la absorbancia a 515 nm y aplicando la Ecuacién 6-1.

Para determinar la concentracién efectiva media de los extractos de HL se adicionan volimenes variables de
disoluciones etandlicas de los extractos para obtener 10 relaciones de masa Extracto/DPPH entre 0,1 y 10,
estas se llevan a un volumen de 3,5 mL y para iniciar la reaccién se adicionan 1,5 mL de la solucién Stock de
DPPH. Los blancos de reaccion se preparan con 1,5 mL de la soluciéon Stock de DPPH y se completan a 5

mL con etanol.

Por su parte, para los compuestos se hace un procedimiento similar, se adicionan volimenes variables de
diluciones de los compuestos obtenidos (3 pg/mL - ca. 15 uM y 500 pg/mL - 2200 a 3115 uM segun el
compuesto), con el fin de obtener 10 relaciones de concentracién Compuesto/DPPH entre 0,01 y 40. Se lleva
a un volumen de 3,2 mL y para iniciar la reaccién se agregan 800 L de la solucién Stock de DPPH. Los

blancos se prepararon con 800 uL llevados a 4000 pL (4,0 mL) con etanol.

Al momento de adicionar el Stock de DPPH se registra la hora de inicio para cada una de las soluciones
usando como referencia la Hora Legal Colombiana (http://horalegal.inm.gov.co) y se mide la absorbancia a
515 nm de las muestras aproximadamente cada 2 horas, tomando la hora al momento de medir, durante 3
dias para los extractos y 2 dias para los compuestos hasta que la absorbancia alcance una tendencia lineal

constante (Estado estacionario).

Para cada sistema en el estado estacionario se determiné mediante la relacién de absorbancias entre muestra
y los blancos en cada uno de los tiempos, se determina el porcentaje de DPPH remanente para cada muestra.
(Ecuacién 6-2) Donde [DPPH*]; es la concentracién en el tiempo t y [DPPH*] es la concentracién del
blanco de DPPH para el mismo tiempo.

[DPPH*);

x 100 (6-2)
0

% Remanente DPPH = m

A partir de los valores obtenidos de % Remanente de DPPH se realizé una curva entre este porcentaje y la
relacién de concentracion de cada uno de los sistemas. Posteriormente, se determiné la funcién que presenta
el mejor ajuste para cada sistema y con esto se calculé el poder captador de radicales libres expresado como
concentracién efectiva media (CEsg). La CE5g se define como la relacién de concentracién de la muestra
evaluada (extracto/sustancias) necesaria para que la concentracién de radical DPPH se reduzca en un 50 %
respecto a su concentracién inicial [Antolovich et al.. 2002; Huang et al.. 2005]. Por lo tanto, un menor valor

de CEsp indica que el extracto o compuesto evaluado tiene un mayor poder captador de radicales libres.

De igual forma, para poder comparar la actividad captadora de radicales libres con otros estudios de sustancias

liquénicas y de extractos se determiné el porcentaje de captacién de radicales o actividad captadora (Ecuacién
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6-3) a partir del porcentaje remanente a una concentracién de 200 o 300 ug/mL segin el compuesto. Un

mayor porcentaje indica que la sustancia es mds activa como captador de radicales [Huang et al.. 2005].

DPPH*
% Actividad Captadora (Concentracién) = 100 (1 | ]t)

[DPPH"],
% Actividad Captadora (Concentracién) = 100 — % Remanente DPPH

(6-3)

Determinacién de la reactividad para captacion de radicales libres Para determinar la reactividad de los
compuestos aislados de Lobariella sipmanii, se llevé a cabo un estudio cinético de la reaccién con el radical
DPPH, mediante el método de aislamiento reportado por Mishra et al. [2012] & Rojas et al. [2015]. Este
método requiere el uso de altas concentraciones de todos los reactivos, excepto uno, para asegurar que la

velocidad de la reaccién dependa tinicamente del reactivo que esté presente en menor concentracién [Logan.
2000].

Se consideraron relaciones de concentracién Antioxidante:DPPH superiores a 1:1 (5:1, 10:1, 20:1 y 40:1),
con el propdsito de determinar la constante de velocidad aparente (kops). La cinética de esta reaccién es de
primer orden tanto para el DPPH, como para la especie antioxidante; en consecuencia, el orden global de la
reaccién es dos y nos permite expresar la Ley de Velocidad de la reaccién de la siguiente forma (Ecuacién
6-4) [Rojas et al.. 2015].

V = Ko[DPPH*][AntiOx) Ley de Velocidad. (6-4)

Cuando la concentracion de la especie antioxidante es significativamente mayor a la de DPPH, es posible
asumir que el cambio en la concentracién de la especie antioxidante en el tiempo es despreciable y, por tanto,
la concentracién de la especie antioxidante se mantiene constante. Lo que modifica la Ley de Velocidad de

esta manera (Ecuacién 6-5).

V = K,[DPPH*|[AntiOx]

Donde: [AntiOx] = Constante
Y: kobs = KQ [A’I’LtZO.’)S]
Quedando: (6-5)
V = kops|DPPH"]
w: kobs[DPPH*|

At

La velocidad de reaccién adopta un comportamiento de pseudo-primer orden, que depende exclusivamente
del cambio en la concentracién del DPPH. Por lo que para determinar la concentracién de DPPH en

cualquier tiempo ¢ se integra ecuacién previa, obteniéndose:
[DPPH*|; = [DPPH*]g e Fovs t (6-6)

Aqui, kops representa la constante de velocidad aparente para la reaccién y [DPPH*]y corresponde a la
concentracién inicial de DPPH. Esta ecuacién puede ser linealizada mediante el uso del logaritmo natural.

En tal caso, la pendiente de la curva resultante resulta ser la constante de velocidad aparente (kops), bajo
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condiciones de temperatura constante (Ecuacién 6-7).
In[DPPH*]; = In[DPPH")y — kobs t (6-7)

A partir de la constante de velocidad aparente (kops), es posible determinar la constante de velocidad de
segundo orden (K5). Al dividir la constante de velocidad aparente por la concentracién inicial del antioxidante

empleada en cada ensayo (Ecuacién 6-8).
Ky = kons/[AH]o (6-8)

La constante de velocidad de segundo orden (K>) es un indicador de la reactividad del compuesto. A mayor
valor de esta constante, el compuesto ensayado es mds reactivo ante especies radicalarias [Brand- Williams
et al.. 1995].

Poder reductor férrico (FRAP)

Los iones metdlicos suelen estar en muy bajas concentraciones en el medio celular, en especial cuando
catalizan reacciones de oxido-reduccién. En el caso del ion ferroso y del ion férrico, estos hacen parte de la
reaccién de Fenton para la formacién del radical hidroxilo a partir de peréxido de hidrégeno [Bjérn. 2008,
pp. 516]. El poder reductor férrico (FRAP) permite cuantificar de forma indirecta la capacidad reductora de
un compuesto antioxidante. Segin Berker et al. [2007] existen al menos 6 métodos que emplean la reduccién
del i6n férrico para formar complejos coloreados que se determinan espectrofotométricamente, ya sea con

fenantrolinas, 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina o el método del ferricianuro (Figura 6-2).

Reaccién 1: Reducciéon directa

nFe?t + Ar(OH),, —  nFe*t + Ar(=0),, + nH*
I6n Ferrico I6n Ferroso

Fe?t + [Fe3T(CN)g >~ — Fe?T[Fe3T(CN)g ]~
Ién ferroso I6n ferricianuro Ferricianuro ferroso

(Azul de Turnbull)
Reaccién 2: Reduccion indirecta

[Fe3T(CN)g 13~  + Antioxidante — [Fe*"(CN)g]*~ + Antioxidante Oxidado

I6n ferricianuro I6n ferrocianuro
[Fe** (CN)g 4~ + Fe3t —  Fe?T[Fe3t(CN)g |~
Ién ferrocianuro I6n férrico Ferricianuro ferroso

(Azul de Turnbull)

Figura 6-2: Reaccién de formacién del ferricianuro ferroso (Azul de Turnbull o Azul de Prusia) en presencia de un compuesto
antioxidante. Adaptado de Berker et al. [2007]

En el presente trabajo, se determiné el poder reductor férrico de los extractos aceténicos, los compuestos

aislados de L. sipmanii y los controles (BHT y écido gélico) mediante la formacién de un complejo coloreado
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de ferricianuro con el ion ferroso (Azul de Turnbull, Fe[Fe(CN)g] ™) en exceso estequiométrico del ferricianuro
en relacién con los antioxidantes, cuya concentracion se mide espectrofotométricamente a A 455 = 700 nm. A
mayor cantidad de complejo formado, mayor absorbancia y en consecuencia, mayor capacidad reductora
tiene la sustancia o extracto [Sharma & Kalikotay. 2012]. Para ello se prepararon disoluciones de diferentes
concentraciones de los extractos, de las sustancias liquénicas (10, 50, 100 & 200 ug/mL) y de antioxidantes
comerciales. Se toma 1,0 mL de esta disolucién y se mezcla con 2,5 mL de solucién amortiguadora de fosfatos
pH = 6,6 y con 2,5 mL de ferricianuro de potasio (K3[Fe(CN)g]), la mezcla deja en reposo a temperatura
ambiente por 20 min. Luego se le adiciona 2,5 mL de 4cido tricloroacético al 10% y se centrifuga a 3000 rpm
por 10 min. Se toman 2,5 mL del sobrenadante se llevan a 5,0 mL con agua destilada y luego se adiciona 0,5
mL de solucién de cloruro férrico al 0,1 % y se determina la absorbancia a 700 nm pasados 30 min [Berker
et al.. 2007].

Inhibicién de la peroxidacion lipidica

Los lipidos poliinsaturados en lipoproteinas y membranas celulares son altamente sensibles al dano causado
por el estrés oxidativo. Esto se debe a que las EROs pueden abstraer los protones de los grupos metileno
alilicos de estos acidos grasos. Entre mayor sea el grado de insaturacion del acido graso, mas fécil es abstraer
dichos protones. El radical dienilo originado puede rearreglarse posteriormente para dar lugar a un dieno
conjugado (Figura 6-3). Esta especie puede reaccionar en condiciones aerobias con el dioxigeno, generando
radicales peroxilo lipidicos que pueden abstraer dtomos de hidrégeno de otro dcido graso insaturado (Etapas
de propagacién) y simultdneamente generar hidroperdxidos lipidicos [Gutteridge € Halliwell. 1990; Halliwell
& Chirico. 1993; Moore € Roberts. 1998]. Estos hidroperdxidos lipidicos son los principales productos de los
procesos de peroxidacion [Moore & Roberts. 1998].

En este ensayo se determina de manera indirecta la formacién de hidroperéxidos lipidicos, los cuales oxidan
al ion ferroso a ion férrico el cual se compleja con el ion tiocianato para dar un complejo coloreado vino
tinto (A4ps = 500 nm) (Figura 6-3). Se prepararon soluciones stock del extracto y compuestos aislados de
L. sipmanii (50, 100, 200 y 500 ppm) en EtOH y una alicuota de estas disoluciones (250 pL) se mezcld
con buffer de fosfatos (1,0 mL - 0,2 M - pH 7,0) y emulsién de dcido linoleico con tween 20 (1,25 mL - 0,02
M) en un frasco d&mbar. Se prepararon 3 blancos control (mezcla de reaccién, en ausencia de compuestos a
evaluar). Estas mezclas se incubaron a 37,0 °C £+ 0,5 °C y a las 24, 48 y 72 horas, se tomé una alicuota (100
uL) de estas y se le adicioné 4,7 mL de EtOH al 75 %, 100 uL de tiocianato de amonio (30,0 % p/v) y 100
uL de cloruro ferroso (1,0% p/v en HCI, 3,5% p/v) para medir su absorbancia a los 30 min.

Con los valores de absorbancia se calcularon los porcentajes de inhibicién de peroxidacion del dcido linoleico
(% IPL) de acuerdo con la Ecuacién 6-9.

Am
% IPL =1 — (A X 100)

b

Donde: A, es la absorbancia de la muestra ensayada.

Ay es la absorbancia del blanco.

o1



6.3. Estudio de actividad biolégica 6. Materiales y Métodos

1. Etapa de iniciacion y rearreglo

(CHz), —COOH (CHz), —COOH
Lipido poli-insaturado Radical lipidico (dienilo)
Rearreglo
(CHa), — COOH \*w(cm)rco(m
Radical lipidico (dienilo) Radical lipidico rearreglado
2. Etapas de propagacién
L* + Oq — L-O0-O0*
Radical Radical
lipidico peroxilo
(rearreglado) lipidico
L-0-0* + L-H — LOOH + L*
Radical peroxilo Lipido Hidroperéxido Radical
lipidico lipidico lipidico
(dienilo)
3. Deteccién de los hidroperdxidos formados
LOOH + Fe?™ — Fedt + LO* + OH™
Hidroperéxido  Ién ferroso I6n férrico
Fe3t + 3SCN- —» Fe(SCN)3
I6n férrico Ton Tiocianato
Tiocianato férrico

Figura 6-3: Etapas de la formacién de hidroperéxidos lipidicos y su cuantificacién. Adaptado de Guiteridge & Halliwell [1990],
Halliwell € Chirico [1993] & Moore & Roberts [1998]

El porcentaje de inhibicién de la peroxidacién se reporté como el promedio de las determinaciones realizadas.

Valores més cercanos al 100 % son indicativos de una mayor inhibicién de la peroxidacién y, por ende una

mejor capacidad de proteccién del extracto o la sustancia evaluada.

6.3.3 Determinacion de la actividad fotoprotectora

Lugar de realizacion y equipos Para las mediciones espectrofotométricas en UV y visible se utilizé un
espectrofotémetro Shimatzu Pharmaspec UV-1700 (Shimadzu, Kyoto, Japan) del laboratorio 126 del Depar-
tamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd DC. Mientras que la toma de los
espectros infrarrojos cercanos (NIR) se realizé en el laboratorio de microscopia electrénica y espectroscopia
infrarroja cercana NIR del Departamento de Fisica de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota
DC con el espectrofotémetro Cary 5000 (Santa Clara, California, EE.UU).

Actividad fotoprotectora frente a la radiacién UV-B

Factor de Proteccién Solar (FPS) - in vitro La FDA define el factor de proteccién solar como la relacién

numérica entre la minima dosis que causa eritema (MDE) en una piel protegida con un filtro o una pantalla
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solar aplicada a una densidad de 2 mg / cm? y la minima dosis que causa eritema en una piel desprotegida,
este es el método més aceptado para medir la efectividad de las sustancias fotoprotectoras [Nash et al..
2006; Schalka & Silva dos Reis. 2011] (Ecuacién 6-10). Segun el FPS los fotoprotectores se clasifican en
4 categorias: Maximo FPS > 50, alto si 30 < FPS < 50, moderado 15 < FPS < 30 y bajo si FPS < 15
[Schalka € Silva dos Reis. 2011].

MDEprotegida

FPS = ———————
MDEdesprotegida

(6-10)

De otra parte, Manzur et al. [1986] propuso una ecuacién (Ecuacién 6-11) que permite hacer estudios in
vitro mediante técnicas de espectrofotometria UV - visible y con ellos determinar el factor de proteccion
solar in vitro [Dutra et al.. 2004; Millot et al.. 2012].

320

FPSespectrofotométrico =CF x ZEE(A) X I(A) X Abs()\) (6_]_]_)
290

Donde Abs ()) es la absorbancia a esa longitud de onda del compuesto al que se le pretende analizar la
actividad fotoprotectora, EE x I es un factor que es constante, fue determinado por Sayre et al(1979) y se
muestra en la Tabla 6-6 [Dutra et al.. 2004]. La principal limitacién de este método espectrométrico es que
el valor méaximo de FPS que se puede obtener es 40, esto sucede cuando se alcanza valores de absorbancia

de 4 para cada una de las longitudes de onda antes relacionadas.

Tabla 6-6: Factores normalizados necesarios en el calculo del FPS por métodos espectrofotométricos. Tomado de Dutra

et al. [2004]
Longitud de onda (A - nm) 290 295 300 305 310 315 320 Total
EE(X) x I(\) 0,0150 10,0817 0,2874 10,3278 0,1864 0,0839 0,0180 | 1,0000

EE: Espectro de efecto eritema; I: Espectro de intensidad solar

La medicién espectrofotométrica se realizé por triplicado a disoluciones etandlicas a 10, 50, 100 y 200 pg/mL
del extracto, los compuestos obtenidos y los controles (BMT, BP-3, OMC- EHMC y AVO), se midi6 la
absorbancia entre 290 y 320 nm a intervalos de medicién de 5 nm en celdas de cuarzo de 1 cm, empleando
etanol como blanco. Con los datos de absorbancia obtenidos se aplica la Ecuacién 6-11 para el cédlculo de
FPS [Dutra et al.. 2004; Millot et al.. 2012].

Actividad fotoprotectora frente a la radiacién UV-A

Longitud de Onda critica (Acir) La longitud de onda critica (Aeit) evalia la amplitud espectral del efecto
fotoprotector de una sustancia, particularmente en la regién UV-A. [Diffey. 1994; Garoli et al.. 2008] Se
define como la longitud de onda por debajo de la cual un filtro solar absorbe el 90 % de la radiacién solar
en el rango UV (290 nm a 400 nm) para lo cual se siguié la metodologia de Millot et al. [2012], empleando
como controles los siguientes compuestos BMT, BP-3, OMC- EHMC y AVO.

Se prepararon disoluciones de las muestras a evaluar a 10, 50, 100 y 200 pug/mL en etanol, se determiné su
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absorbancia en la regién UV con intervalos de 1 nm entre 290 y 400 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1
cm y EtOH como blanco. Con estos datos y empleando la Ecuacién 6-12, se calculé el area bajo la curva
en dicho intervalo y se obtuvo la At Este pardmetro se presenta como el resultado del promedio de tres

réplicas independientes.

/ o Abs(A) dA = 0,9 x / T Abs() (6-12)
290 nm 290 nm

La longitud de onda critica se utiliza como uno de los criterios de clasificacion de los protectores solares,
para definir el grado de proteccién en el UV-A. Diffey [1994] & Federal Drug Administration [2019] separa
los protectores solares en 5 categorias segin la Acpig: 0 si A < 325 nm; 1 si 325 < Ay < 335 nm; 2 si 335
< Aerit < 350 nm; 3 si 350 < Agpip < 370 nm; 4 si Aerie > 370 nm. A mayor valor de longitud de onda critica,

mayor la capacidad fotoprotectora de la sustancia frente a la radiacién UV-A.

Relacion UV-A/UV-B (UV-r*) La relaciéon UV-A/UV-B (UV-r*) también es un pardmetro de amplitud
espectral y permite establecer la capacidad fotoprotectora de una sustancia frente a radiacién UV-A [Garoli
et al.. 2008; Millot et al.. 2012]. Para su determinacién se emplean las mismas soluciones y metodologia
que se usaron para determinar la longitud de onda critica y se siguié la metodologia de Springsteen et al.
[1999]. Para calcular UV-r* se recurrié a la Ecuacién 6-13, que requiere evaluar las dreas bajo la curva de los
espectros de absorbancia previamente obtenidos en el ensayo anterior con respecto a la longitud de onda (\)
entre 320 nm a 400 nm (o0 UV-A) y entre 290 nm a 320 nm (p UV-B). Los resultados son el promedio de tres

determinaciones realizadas de manera independiente.

400nmAb ()\) d()\)

320 nm
— o () oUV-A o UV-A [y Abs()) d()) 013
0 T T - 400 nm -
200 mm Abs(A) d(A) P UV-B pUV-B 200 nm AbS(A) d(X)
400 nm
290 nm d()\)

De acuerdo con el valor UV-r* el grado de fotoproteccién de las sustancias frente a la radiacién UV-A es:
0,0 < 0,2 “no protege”; 0,2 < 0,4 “moderada”; 0,4 < 0,6 “buena”; 0,6 < 0,8 “superior” y UV—r* > 0,8

“maximo” [Springsteen et al.. 1999].

Relacion UV-A1/UV La FDA define que para el célculo de la relacién UVA-1/UV se requiere el drea
espectral obtenida entre 340 nm y 400 nm (UVA-1) y el drea total de las regiones UV-A y UV-B, que va
entre 290 y 400 nm, como se muestra en la Ecuacién 6-14 [Baby et al.. 2009; Hojerovd et al.. 2011; Federal
Drug Administration. 2019].

aUVA-1 . 5 |:Ab8290 nm + AbSi00nm + (4 X )\ 295 AbSA) (2 X /\ 300 AbS)\):|

A3 60
aUV 5[Ab3290 nim + AbS100nm + (4 X 37002 Absy) + (2 X X3 a0 Absﬂ (6-14)
A3 110

A1 aUVA-1
Relacién (UV > =2

uv
UV aU
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Segtin los criterios de la FDA [Federal Drug Administration. 2019, pp. 6207] la relacion UVA-1/UV debe

ser mayor de 0,7 o superior para que un filtro solar sea considerado como de amplio espectro, junto con una
Acritica = 370 nm y un FPS > 15 (Tabla 6-7).

Tabla 6-7: Efectividad de los filtros solares ante la radiacién UV-A. [Baby et al.. 2009; Hojerovd et al.. 2011]

Bajo Medio Alto Muy alto
Relaciéon UVA-1/UV | 0,20-0,39 0,40- 0,69 0,70-0,95 > 0,95
Acrit (Nm) 325-335 335-350 350 - 370 > 370
Clasificacién UVA 0,20-0,39 0,40-0,69 0,70-0,95 > 0,95

Fotoproteccién en el Infrarrojo cercano - NIR

Desde la década de los 2010 los protectores solares comenzaron a incluir la declaracién (claim) de absorcién
en esta regién del espectro electromagnético [Grether-Beck et al.. 2014]. Atn no se han desarrollado filtros
solares en el IR y los filtros UV disponibles no ofrecen adecuada fotoproteccién en el NIR [Horton et al..
2023; Kaufman et al.. 2023]. De hecho, un aspecto que agrava la situacién es que hasta el momento la
proteccién ante la luz IR solo se basa en la actividad antioxidante de los compuestos, pero no en el filtrado
o absorcion de esta radiacion electromagnética. Solamente las pantallas solares o filtros inorganicos a base de
oxidos de hierro y titanio son capaces de filtrar la luz IR, pero su aceptabilidad en cosméticos es limitada

debido a su apariencia opaca [Horton et al.. 2023].

La radiacién IR-A (760 - 1 400) nm causa el eritema ab igne, aumenta la expresién de MMPs, promueve la
generacién de especies reactivas que aumentan el estrés oxidativo y esta relacionada con la fotocarcinogénesis
provocada por la radiacién UV, ya que disminuye la apoptosis de las células danadas. Por otro lado, el
NIR es principalmente responsable de los efectos de fotoenvejecimiento de la piel [Schroeder et al.. 2008a;
Sondenheimer & Krutmann. 2018; Horton et al.. 2023]. Esta regién del espectro también constituye un factor
de riesgo para ciertos tipos de CPTINM, como el cancer de células escamosas y el carcinoma de células de
Merkel [Horton et al.. 2023].

Los espectros se midieron en el espectrofotémetro Cary 5000 que permite medir hasta longitudes de onda
de 2 500 nm. En el caso de los compuestos solidos (Compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii y los
controles BMT, BP-3 y AVO), se tom6 una muestra de aproximadamente 10 mg de la sustancia que
fueron impregnados con una pequena cantidad de solvente volatil (Cloroformo) en 100 mg de cristales de
bromuro de potasio (KBr) seco, luego se dejé secar en estufa a 40 °C por una hora y se almacenaron en
desecador. Para las sustancias liquidas (OMC - EHMC), el espectro se tomé directamente a partir de una

alicuota de la sustancia en una celda espectrofotométrica de cuarzo de 1 cm.

Se emplea este procedimiento debido a que en los espectros NIR. (780 nm - 2 500 nm o 12 820 cm~! - 4
000 cm~1) se observan bandas de absorcién asociadas a los sobretonos y bandas de combinacién de las
vibraciones de cualquier enlace que involucre dtomos de hidrégeno, como es el caso de los enlaces C-H,
O-H, N-H. De igual forma, los grupos carbonilo (C=0) presentan intensas absorciones en esta regién del
espectro (Tabla 6-8) [Siesler et al.. 2001; Davies & Grant. 1987; Workman & Shenk. 2004]. Por lo tanto, la

mayoria de los disolventes orgdnicos comunes presentan intensas absorciones en esta region del espectro, que
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interfieren con la absorcién de los compuestos de la muestra.

Tabla 6-8: Asignaciones tentativas en el Infrarrojo Cercano (NIR). Adaptado de Davies & Grant [1987]

A (nm) Constituyente Asignacién | A (nm) Constituyente Asignacién
1200 Porcién Alifatica C-H 1 980 Proteinas N-H
1440 | Agua, carbohidratos, alcoholes O-H 2 080 | Carbohidratos, Alcoholes O-H
1730 Porcién Alifatica C-H 2 180 Carbonilos C=0
1780 Porcién Alifatica C-H 2 320 Porcién Alifética C-H
1 940 Agua, alcoholes O-H 2 350 Porcién Alifética C-H

6.3.4 Analisis estadistico

Los ensayos antes descritos se realizaron con 2 o 3 réplicas, segun el caso y se reportaron los promedios
obtenidos =+ la desviacién estdndar (SD). Para descartar datos, se aplic el criterio de Z-Score (Z = 1) en
donde fuese requerido. Para la comparacién de grupos se utiliz6 un anélisis de varianza (ANOVA) a una
via, previa verificacion de los supuestos estadisticos pertinentes. La normalidad se evalué con la prueba de
Shapiro-Wilk (p-valor > 0,05) y la homocedasticidad con el test de Bartlett o de Levene (p-valor > 0,05). En
aquellos casos donde los supuestos no se cumplian, se aplic la transformacion Box-Cox previo al ANOVA,
si los datos transformados continuaron con problemas de homocedasticidad se aplicé un ANOVA de Welch.
Los resultados del ANOV A fueron complementados con la prueba de Tukey para identificar los grupos
que presentaron diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0,05). Las pruebas estadisticas y los
graficos (Apéndice E) se realizaron en el Programa R-Studio versién 2023.06.1 Compilado 524 y R versién
4.3.0.

6.3.5 Lipofilicidad y permeabilidad dérmica

La porcién maés externa de la piel o estrato cérneo se compone principalmente una matriz de lipidos que
rodea componentes celulares inertes, conocidos como corneocitos o escamas [Norlén. 2003; Baran & Maibach.
2010]. Esto puede asemejarse a una pared de ladrillos, donde los ladrillos son impermeables y corresponden a
los corneocitos. Mientras que el cemento es la matriz lipidica que los rodea (Figura 6-4). Por esta razoén, los
compuestos deben tener un adecuado balance que les permita solubilizarse en esa matriz lipidica y a la vez

ser lo suficientemente solubles en agua para poder ser empleados en productos cosméticos.

El coeficiente de reparto permite determinar la lipofilicidad de las sustancias mediante la cuantificacién del
reparto entre una fase acuosa y una hidrofébica. Este se define como la relacién de las concentraciones en
equilibrio de un soluto disuelto en un sistema bifasico de dos solventes inmiscibles, usualmente n-octanol y
agua (Ecuacién 6-15).
P [SOIUtO]octanol (6—15)
[Soluto]agua
Experimentalmente se realiza mediante la disolucion de la sustancia en el sistema bifésico, luego se determina

la cantidad del soluto que estd en cada una de las fases. Sin embargo, actualmente es posible obtenerlo
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Figura 6-4: Modelo bloques y cemento (Bricks and mortar) que explica la estructura del estrato cérneo. Adaptado de Baran
& Maibach [2010]

mediante calculos in silico. En el presente trabajo los valores de coeficiente de reparto de los compuestos
obtenidos de Lobariella sipmanii se calcularon usando el programa ACD log P versién 1994 - 2002 y los

motores ChemSpider, e-Molecules y PubChem suministrados por el software ChemSketch (ACD Labs).

Una vez calculado el coeficiente de reparto, es posible obtener la favorabilidad energética que tienen los
compuestos para pasar de una fase acuosa a una fase organica en condiciones de equilibrio a temperatura

constante. A esto se le denomina energfa libre de Gibbs de transferencia (AtGGO _,w - Ecuacién 6-16).

AGY w=—RTInP
Donde:

Atf}ao _w Energfa libre de Gibbs de transferencia (kJ mol™!) (6-16)
R Constante de los gases ideales (J mol™! K1)
T Temperatura absoluta del sistema (K)

P Coeficiente de Reparto

. =0 - . -
En este caso, valores negativos de A;G_,y indican que es posible que los compuestos presenten permeabilidad

por difusién pasiva a través de las capas de la piel.

6.3.6 Determinacién in silico del potencial de bioacumulacién y la potencial

toxicidad acudtica de los compuestos aislados.

La mayoria de las sustancias fotoprotectoras actuales, como el OMC - EHMC, BP-3, AVO, derivados del
alcanfor, entre otras; generan preocupacién ambiental al terminar en las aguas superficiales después de su uso

en PPCPs. Estos compuestos afectan ecosistemas riparios y marinos debido a su elevada residualidad, grado
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de bioacumulacién y efectos disruptores endocrinos en diversos organismos acuéticos [ Voutchkova-Kostal
et al.. 2012; Wang et al.. 2016; Kar et al.. 2020; Huang et al.. 2021]. En la actualidad, se puede abordar
la ecotoxicidad con un menor gasto de tiempo, recursos y experimentacién animal [Zhou et al.. 2021]; esto
mediante el uso del coeficiente de reparto (Log P) en célculos in silico para evaluar la potencial toxicidad

sobre organismos acudticos, relaciones estructura-toxicidad y el potencial de bioacumulacién en estos.

La agencia para la proteccién ambiental de los EE. UU (US - Environmental Protection Agency) ha
desarrollado una herramienta (ECOSAR) que permite, a partir del coeficiente de reparto, predecir la
potencial peligrosidad y toxicidad de una sustancia. En este trabajo, se determiné la toxicidad para varias
clases de organismos acuéticos usando ECOSAR Application v2.2 (2021) [Mayo-Bean et al.. 2012]. Las
estructuras de los filtros comerciales y de los compuestos liquénicos aislados se ingresaron al programa ya sea
por dibujo, o mediante notacion SMILES. Una vez introducidos, el programa calculé la toxicidad expresada
como concentraciones efectivas medias (CE5g) o como dosis letales (LDsg) para diversos tipos de organismos

acuaticos.

Ademsds, se analiz6 el potencial de bioacumulacién de los fotoprotectores comercialmente disponibles y las
sustancias liquénicas aisladas. La bioacumulacion suele estar relacionada de forma directa y lineal con el
coeficiente de reparto (K, - Log P). A partir de esta relacion, se define el Factor de Bioacumulacién o
BCF como: La tasa de concentracién de una sustancia en un organismo con respecto a la concentracién de
la sustancia en agua en equilibrio termodindmico. Este factor se puede calcular mediante modelos bilineales a
partir del coeficiente de reparto con aceptable precisién (Ecuacién 6-17) [Bintein et al.. 1993; Wen et al.. 2012].
El Parlamento Europeo [2001] considera como sustancias peligrosas aquellas que no sean inherentemente
biodegradables, con valores de Log BCF > 4 y toxicidad aguda < 1 mg/L. Para calcular el BCF, el valor de

coeficiente de reparto y su desviacion estandar calculado en la Seccién 6.3.5 se introduce en la Ecuacién 6-17.

log BCF =alogP —blog(BP+1)+c¢
log BOF = 0,910 log P — 1,975 log(6,8 x 10~7P 4 1) — 0,786

(6-17)
Donde a, by ¢ son términos lineales y

B es la relacién de volumen entre las fases acuosas y lipidicas

Se espera que las sustancias novedosas encontradas en Lobariella sipmanii tengan el potencial de ser
consideradas como candidatos ya sea a farmacos o a activos cosméticos. Ello implica no solo mostrar
una mejor actividad fotoprotectora, sino también ser menos peligrosas para el medio ambiente y poseer
menor potencial de bioacumulacién en los organismos vivos en comparacion con las sustancias comerciales

actualmente disponibles.
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

{ Resultados y discusion

7.1 Seleccion de Lobariella sipmanii como especie objeto de estudio

Lobariella sipmanii fue seleccionada para su estudio a partir de los resultados del tamizaje llevado a cabo
sobre varios extractos acetonicos de HL del paramo de Sumapaz. Inicialmente, se realizaron las reacciones
de coloracién descriptivas para HL, estas reacciones dan indicios de los posibles compuestos mayoritarios
(Tabla 7-1). Masuch [1993] senala que la formacién de una reaccién amarilla con p-fenilendiamina (Reactivo
P) indica la posible presencia de sustancias liquénicas con grupos carbonilo unidos al anillo aromdtico. Esta
coloracién se observo en los talos de Lobariella sipmanii, Cladonia didyma y Peltigera. Ademds, los talos de
Lobariella sipmanii, Thamnolia vermicularis y Everniastrum sp tuvieron coloracién amarilla en presencia

del reactivo K, posiblemente indicando la presencia de dépsidos y depsidonas [Masuch. 1993].

Tabla 7-1: Coloraciones obtenidas con los reactivos P, K; C & KC para Lobariella sipmanii proveniente del pAramo de

Sumapaz
. Reactivos . ,
Especie PTR T CTRC Posibles compuestos presentes segin Masuch [1993]
Lobariella sipmanii + |+ | - + | Atranorina & acido lobarico

En contraste, Thamnolia presenté una coloracion anaranjada con este reactivo y reaccién negativa con el
hipoclorito de sodio (Reactivo C), lo que sugiere la posible presencia de dcido thamnolico. La mayorfa de los
extractos dieron reaccién amarilla o sin cambio con el reactivo C, excepto Peltigera neopolydactila. Esta
reaccién junto con la reaccidn positiva con el reactivo KC podria indicar la presencia de acido tisnico en esa
especie [Masuch. 1993]. Por su parte, la coloracién rojiza de los talos de Cladonia didyma en respuesta al
reactivo KC sugiere la posible presencia de dcido lobarico. Ademas, esta especie present6 coloracién rojiza
con hidréxido de potasio (Reactivo K). Estas observaciones combinadas a la ya descrita con el Reactivo P

podria indicar la presencia de acido salazinico o norestictico.

Posteriormente, el método bioautogrifico en CCD de los extractos (Seccién 6.1.3) permitié establecer en las
placas testigo que los compuestos presentes en los extractos presentan absorcién de la radiacion UV a 254
nm (Figura 7-1 A). Esto se asocia con la presencia de grupos croméforos en los compuestos de los extractos
y sugiere un indicio de posible actividad fotoprotectora y en consecuencia de su potencial como filtro solar.

Adicionalmente, en los perfiles CCD se notaron diferencias en la cantidad de compuestos presentes, siendo

99



7.1. Seleccién de Lobariella sipmanii como especie objeto de estudio 7. Resultados y discusién

mayor en la especie L. sipmanii. Asimismo, la placa cromatografica revelada con DPPH (Figura 7-1 B).
mostré que los extractos de Lobariella sipmanii y Peltigera neopolydactyla reaccionan de forma inmediata,
mientras que Thamnolia vermicularis, Everniastrum cirrhatum & Cladonia didyma reaccionan luego de 20
min (Figura 7-1 C).

A B C

P1234 P5 P1234 P5 P1234 P5

Fotografias: David Torres V.

Figura 7-1: Placas cromatograficas del estudio bioautografico. A) Revelado UV a 254 nm. B) Revelado DPPH inmediato. C)
Revelado DPPH a los 20 min. Muestras: P - Patrén atranorina, 1 - Thamnolia vermicularis, 2 - Lobariella sipmanii, 3 -
Everniastrum sp, 4 - Peltigera neopolydactyla, 5 - Cladonia didyma.

Por otro lado, los extractos con mayor poder captador de radicales libres de acuerdo con los resultados de
concentracion efectiva media (CEsg) fueron Cladonia didyma, Thamnolia vermicularis y Lobariella sipmanii
(Tabla 7-2 & Figura E-1, Anexo). Sin embargo todos fueron menos activos que el patrén antioxidante
utilizado (BHT). Todos los extractos presentaron diferencias estadisticamente significativas con el BHT
(p-valor < 0,05 - Tabla E-2, Anexo) y entre si, excepto Everniastrum cirrhatum con Peltigera neopolydactyla

y Cladonia didyma con Thamnolia vermicularis (p-valor > 0,05 - Tabla E-2 & Figura E-2, Anexo).

Tabla 7-2: Actividad captadora de radicales libres de extractos aceténicos de algunos HL del paramo de Sumapaz.

Extracto CE50 (mg Ext / mg DPPH) | Actividad Captadora a 200 pug/mL
BHT 0,1362 (0,0004) 92% (20 pg/mL)
Lobariella sipmanii 3,129 (0,133) 85 %

Thamnolia vermicularis 1,882 (0,060) 94 %

Everniastrum sp 5,921 (0,514) 70 %

Peltigera neopolydactyla 5,819 (0,397) 5%

Cladonia didyma 1,813 (0,003) 91 %
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Con respecto al poder reductor férrico, el BHT presenté diferencias estadisticamente significativas (p-valor <
0,05 - Figura E-4, Anexo) comparado con todos los extractos de HL ensayados. Estos ultimos mostraron baja
actividad reductora férrica a bajas concentraciones y no presentan diferencias significativas (p-valor > 0,05)
entre s{ en concentraciones menores a 100 ug/mL . A concentraciones de (200 y 500) pg/mL, los extractos
con mayor poder reductor férrico (p-valor < 0,05) fueron C. didyma y T. vermicularis. En segundo lugar,
estd el extracto de P. neopolydactyla que a 500 pg/mL presenté diferencias estadisticamente significativas
(p-valor < 0,05) con L. sipmanii y E. cirrhatum, ambos con una actividad moderada (Tabla 7-3 - Figuras
E-3 & E-4, Anexo). La actividad antioxidante de estos extractos podria atribuirse a la naturaleza fendlica

de muchas de las sustancias encontradas en los HL [Kosani¢ et al.. 2011].

Tabla 7-3: Poder reductor férrico de los extractos aceténicos de algunos HL del pdramo de Sumapaz.

Muestra \ Concentracién (ug/mL) - Ab;(c))rbanma 700 nm1 (()Io)csvlamon Estagggr) -

BHT 0,3029 (0,0006) | 0,8463 (0,0179) | 1,1888 (0,0876) | 1,6249 (0,0159) | 2,4281 (0,0423)
Lobariella sipmanii 0,1687 (0,0121) | 0,1763 (0,0101) | 0,2057 (0,0096) | 0,2496 (0,0130) | 0,3899 (0,0149)
Thamnolia vermicularis 0,1744 (0,0121) | 0,2312 (0,0298) | 0,3518 (0,0198) | 0,3712 (0,0202) | 0,5694 (0,0148)
Everniastrum sp 0,1682 (0,0107) | 0,1771 (0,0038) | 0,2106 (0,0108) | 0,2297 (0,0086) | 0,3496 (0,0177)
Peltigera neopolydactyla 0,1720 (0,0041) | 0,1872 (0,0044) | 0,2236 (0,0197) | 0,2603 (0,0134) | 0,4196 (0,0005)
Cladonia didyma 0,1745 (0,0027) | 0,2175 (0,0116) | 0,2692 (0,0089) | 0,3650 (0,0188) | 0,6638 (0,0138)

En la evaluacién de la actividad fotoprotectora in vitro, los filtros solares comerciales utilizados como patrones
(BMT, BP3 y OMC - EHMC) obtuvieron valores de FPS superiores a 30 a una concentracién de 50
pg/mL y de 40 a 200 pg/mL, mientras que los extractos de HL mostraron un comportamiento dependiente de
la concentracién (Figura D-1 & Tabla D-1, Anexo). A 200 pg/mL los extractos de Everniastrum cirrhatum,
Lobariella sipmanii y Thamnolia vermicularis fueron los que obtuvieron los valores mas altos de FPS:
31,74, 29,25 y 21,19 respectivamente. Seguidos de Cladonia didyma (FPS = 19,43) y Peltigera nepolydactyla
(FPS = 8,71). Resultan promisorios aquellos extractos de HL con valores de FPS superiores a 15, debido a
que esto significa la reduccién del eritema causado por la radiacién UV de un 90 %. Mientras que valores

superiores a 30 implican en una reduccién del eritema de més del 95 % [Nash et al.. 2006] (Figura 7-2 A).
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Figura 7-2: Resultados de los pardmetros de fotoproteccién a 100 pug/mL de algunos extractos de hongos liquenizados del
pdramo de Sumapaz y los patrones AVO, BMT, BP3 & OMC - EHMC. A. Factor de proteccién solar (FPS) B. Longitud
de onda critica (A¢rit). En azul celeste se resalta Lobariella sipmanii.

Otro criterio crucial en fotoproteccion es la amplitud espectral, lo que resulta especialmente relevante al
considerar que el 95% de la radiacién UV incidente es UV-A [Cockell & Knowland. 1999; Diffey. 1994;
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Mishra et al.. 2011]. El extracto de Everniastrum cirrhatum exhibe un grado moderado de proteccién en el
UV-A, mientras que los extractos de T. vermicularis, C. didyma y L. sipmanii presentan una proteccién
UV-A buena (con valores de UV-r* entre 0,6 y 1,0), con una cobertura entre moderada a buena en el UV-A
(R UVA-T entre 0,344 y 0,538) y Aeriz entre 348 nm y 367 nm (Figuras 7-2 B, D-1, Anexo & Tabla D-1,

Anexo).

El ANOVA a una via sobre los pardmetros de fotoproteccién se llevé a cabo a 100 pug/mL, ya que a esta
concentracién aun se pueden emplear los datos de fotoproteccién obtenidos de los espectros UV de los com-
puestos patrén (AVO, BMT, BP3 y OMC - EHMC). A partir de los resultados del ANOV A se encontré
para el FPS que los extractos de Everniastrum y Cladonia no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con el extracto de Thamnolia (p-valor > 0,05 - Figura E-6 B, Anexo) Mientras que los demds
extractos si presentaron diferencias entre si y con el filtro solar de amplio espectro BMT. En relacién con los
pardmetros de amplitud espectral, Thamnolia y Cladonia no presentaron diferencias en su A..¢ (p-valor >
0,05 - Figura E-6 A, Anexo). Ademds, se observa que estas ultimas dos especies estan muy cerca del limite
de 370 nm establecido por la FDA para fotoprotectores de amplio espectro. Aunque si difieren de Lobariella,
cuyo Aerit €s de 360 nm. Para la relacion UV-A/UV-B y para la relacién UV-rx Lobariella, Everniastrum y
Cladonia no presentaron diferencias entre si (p-valor > 0,05 - Figura E-6 C, Anexo). Mientras que para la
relacién UVA-1/UV, Lobariella con Fverniastrum y Thamnolia con el BMT no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p-valor > 0,05 - Figura E-6 D, Anexo). Considerando los resultados previos
de actividad antioxidante y fotoprotectora, asi como el hecho de que las especies C. didyma y T. vermicularis

yva han sido objeto de estudio, se decidié seleccionar a Lobariella sipmanii para el presente trabajo.

7.2 Estudio quimico de Lobariella sipmanii

7.2.1 Obtencién de compuestos

El talo seco y pulverizado de L. sipmanii se extrajo con MesCO por maceracién estatica y dinamica
(3 ciclos cada una) hasta agotamiento del material, dando lugar al extracto seco que posteriormente fue
sometido a particién liquido-liquido con disolventes de diferente polaridad (éter (E), butanol (B) y agua (A))

conduciendo a 3 fracciones primarias (FE, FB y FA).

Durante la particién con éter, precipité un sélido (FSB) que se sometié a CC-A (Seccién 6.2.5) originando 9
fracciones combinadas (FSB-1 a FSB-9). A partir de la fraccién FS-2 se obtuvo a la Pseudociferelina A (1)

mediante lavado con acetona y recristalizacién con mezcla Me;CO:MeOH (1:1).

Asimismo, la fraccién primaria FE fue sometida a CC-A dando lugar a 6 fracciones combinadas (FE-1 a
FE-6). A partir de la fraccién FE-4 se purificé al 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) por lavado
con mezcla CHCl3:MeOH (1:1) y de la FE-5 y la FSB-7 se purificé al orselinato de metilo (3) mediante
recristalizacién de CHCl3:AcOEt (9:1).

Las sustancias obtenidas en este estudio son reportadas por primera vez para esta especie. Sin embargo,
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el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) y el orselinato de metilo (3) ya han sido reportados
para otras especies de Lobariella [Perico Franco et al.. 2015ab; Angulo Castro. 2020]. El compuesto 3 es el

metabolito mayoritario en este estudio (Tabla 7-4) .

Tabla 7-4: Compuestos aislados de Lobariella sipmanii

Compuesto Peso (mg) | % Rendimiento | Fraccién de origen
OH (H)
o, (H) CH3 C\()/CH(;
o C\u CH;
. 68,0 2.4 FSB-2
HO OH
CHO
pseudociferelina A - 1
\()/
52,3 1,8 FE-4
2,4—dihidroxi—3,5,6—trirhétilbenzoato de metilo - 2
CH3 O
H
C\U/CH_;
140,0 49 FE-5 y FSB-7

HO OH
orselinato de metilo - 3

7.2.2 Caracterizacién estructural de compuestos

Pseudociferelina A - 1

En el espectro IR (Figura B-1, Anexo) se observan varias bandas de absorcién ensanchadas y acopladas
en 3 377 cm~! que se extienden hasta cerca de 2 500 cm ™! y corresponden a los estiramientos O-H de los
muiltiples grupos hidroxilo fendlicos. Esto ha sido observado en otras sustancias fendlicas; como, por ejemplo,
flavonoides en forma de agliconas como la naringenina y la hesperetina [Krysa et al.. 2022]. También se
aprecian dos sefiales solapadas a los O-H fenélicos en 2 953 cm™! v 2 932 cm ™! que corresponden a los

! correspondiente al

estiramientos C-H simétricos de los grupos metilo. Se observa una banda en 1 647 cm™
estiramiento del enlace C=0 de los 2 carbonilos presentes en la molécula. Y las distintas bandas entre 1 000

y 1 350 ecm~! corresponden a las flexiones de los distintos enlaces C-O.

Con respecto al espectro de RMN 'H (Tabla 7-5 - Figura B-2, Anexo) se observaron en total 10 sefiales,
de las cuales seis sefiales simples corresponden a cinco metilos y a un metoxilo. Dos de estos metilos (§ =
2,21 H-9 y 2,73 H-10) se encuentran en el anillo aromético A. Mientras que tres grupos metilo y el grupo
metoxilo estdn en el anillo B (§ = 2,11 H-8’; 2,09 H-9’; 2,50 H-10" y 4,01 C7-COOCHj3;). Adicionalmente, se
observa una sefial del dtomo de hidrégeno del grupo formilo del anillo A (6 = 10,40 C3-CHO), 2 seniales de
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hidroxilos fendlicos en el anillo A (§ = 12,41 OH-2 y 13,10 OH-4) y otra sefial de hidroxilo en el anillo B (§
= 11,14 OH-2’) (Figura B-2).

El espectro de RMN 13C (Tabla 7-5 - Figura B-3, Anexo) estableci6 la presencia de 21 carbonos diferentes.
Los desplazamientos quimicos confirmaron la presencia de 5 grupos metilo sobre los anillos aromaticos, en el
anillo A encontramos los grupos metilo C9 (6¢/dy 10,8/2,21) y C10 (d¢/0m 20,5/2,73), mientras que en el
anillo B estdn los grupos metilo C8’ (d¢/0m 9,8/2,11), C9’ (d¢/0m 13,3/2,09) y C10’ (6¢/dp 18,9/2,50), asi
como el grupo metoxilo del éster del anillo B (0¢/0m 52,3/4,01) (Figura B-4, Anexo).

Doce senales estdn asociadas a los carbonos de los anillos arométicos (¢ 102,8 a 166,9). De ellas 4 corresponden
a carbonos arométicos unidos a dtomos de oxigeno segin su valor de desplazamiento quimico (d¢ 151,5
(C4), d¢ 166,1 (C4), d¢ 166,9 (C2) y d¢ 158,9 (C2’)), la primera de estas senales (d¢ 151,5) corresponde al
carbono que se une al puente éster entre el anillo A y el B (C4’) y las 3 restantes a las posiciones sustituidas
con grupos hidroxilo. Existen 3 dtomos de carbono aromdticos que estdn unidos a carbonos carbonilicos (d¢
102,8 (C1), ¢ 107,9 (C3) y d¢ 111,9 (C17)). Adicionalmente, hay dos carbonos carbonilicos correspondientes
a grupos éster (0 169,8 (C7) y d¢ 172,1 (C7’)) y un carbono carbonilico de grupo aldehido del anillo A (6¢
194,0 (C8)).

A través de las correlaciones H — C encontradas en el espectro bidimensional HMBC (Tabla 7-5 - Figura
B-6, Anexo). a) OH-2 (4 12,41) con C-1 (§ 102,8), C-3 (6 107,9) y C-2 (6 166,9); b) OH-4 (¢ 13,10) con C-3
(6 107,9), C-5 (0 118,2) y C-4 (6 166,1); c) H-8 (6 10,40) con C-3 (¢ 107,9) y C-4 (4 166,1); d) H-9 (J 2,21) con
C-4 (6 166,1), C-5 (6 118,2) y C-6 (6 150,1); e) H-10 (d 2,73) con C-1 (4 102,8), C-5 (¢ 118,2), C-6 (§ 150,1);
f) OH-2’ (§ 11,14) con C-2’ (§ 158,9), C-3’ (4 116,2) y C-1’ (6 111,9); g) H-8" (4 2,11) con C-3’ (6 116,2) y
C-2’ (6 158,9); h) H-9’ (6§ 2,09) con C-5’ (6 120,5), C-6’ (§ 137,6) y C-4’ (§ 151,4); i) H-10" (6 2,50) con C-1’
(6 111,9), C-5’ (6 120,5) y C-6" (6 137,6); se establecié el patrén de S-orcinol pentasustituido en los anillos A
y B de 1 [Hineck. 1999]. Asimismo, a partir de las correlaciones observadas entre los hidrégenos del metilo
H-9’ (6 2,09) con el carbono cuaternario aromético unido a oxigeno (& 151,4) se corrobord que es la sefial
corresponde al carbono C-4’ del anillo B y no la senal de 150,1 como estaba previamente reportado [Hiineck

& Yoshimura. 1996]. El andlisis descrito permitié establecer que el compuesto 1 es la pseudociferelina A.

De igual forma, la comparacién de los espectros con los reportados por Hineck [1984] permiti6é encontrar
algunas diferencias principalmente en la asignacion de los carbonos de los grupos metilo. Los experimentos
bidimensionales de correlacién carbono-hidrégeno permitieron reasignar dos atomos de carbono, correspon-
dientes a carbonos alifiticos de los grupos metilo unidos al anillo B (6 = 111,9 C1’ y § = 116,2 C3’), como se

puede observar en la Tabla 7-5.

U
‘ Y
H3C® c? (el CH:
H‘ac“’ (H)‘}\ }“‘ C""'/‘\\\o/ '
H;C? (s/cb\(ﬂ/@\o/c \Ca,f\ce 5{1;“;
_J
c c? CYHy.

~ N
HO 3 OH

Figura 7-3: Resumen de las correlaciones HMBC Anillo A y Anillo B para la pseudociferelina A (1).
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7.2. Estudio quimico de Lobariella sipmanii

Tabla 7-5: Datos de resonancia magnética nuclear de la pseudociferelina A (1).

dc (ppm) o (ppm) Correlaciones H — C
Posicién Experimental Reportado®*© Experimental Reportado HMBC
100 MHz (CDCl3) 50 MHz (CDCl3) | 400 MHz (CDCl3) 270 MHz (DMSO-d6) 400 MHz 'H - 100 MHz 3C (CDCl3)
C1 102.8 102,9 (C1) - - -
c2 166,9 167,0 (C2) 12,41 (s, 1H, OH) - C-1, C-2, C-3
C3 107,9 108,0 (C3) - - -
c4 166,1 166,1 (C4) 13,10 (s, 1H, OH) - C-3, C-4, C-5
Cs 1182 118,2 (C5) - - -
c6 150,1 151,5 (C6) , - -
cr 169,8 169,7 (C7) - - -
cs 194,0 194,0 (CHO) | 10,41 (s, 1H, CHO) 10,25 (s, LH)>* 4
C9 10,8 10,7 2,21 (s, 3H) 2,38 (s, 3H)" C-4, C-5, C-6
C10 20,5 18,8 2,73 (s, 3H) 2,08 (s, 3H)"¢ C-1, C-5, C-6
cr 111,9 116,2 (C1") - - -
2 158,9 159,0 (C2)) 11,14 (s, 1H, OH) N 2,03
3 116,2 111,9 (C3) - - -
e 1515 1501 (C4") - - -
C5’ 120,5 120,5 (C5’) - - -
Ce’ 137,6 1376 (C6") - - -
cr 172,1 172,1 (CT) - - -
Cs’ 18,9 20,4 2,11 (s, 3H) 2,45°; 2,05 (s, 6H, Me-8” Me-10")¢ C-2, C-3
co’ 13,3 13,2 2,09 (s, 3H) 2,70% 2,13 (s, 3H)® C-4’, C-5', C-6
c1o 9.8 9,7 2,50 (s, 3H) 2,15% 2,05 (s, 6H, Me-8" Me-10)° -1, C-5, C-6
C7’COOMe 52,3 52,3 (OMe) 4,01 (s, 3H, OMe) 3,82 (s, 3H, 7-COOMe)">* C-7

Referencias: * Hiineck [1984]. * Jakupovic & Hiineck [1989]. ¢ Hiineck & Yoshimura [1996]

2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo - 2

El espectro de RMN 'H del 4cido 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo presenta 5 senales (Figura
B-9, Anexo). 3 de ellas corresponden a los protones de los grupos metilo unidos al anillo aromatico (6 = 2,13
H-8; 2,14 H-9; 2,43 H-10). Una sefial en § = 3,92 corresponde a un grupo metilo de metoxilo (C7-COOCH3)
y otra a un protén de un grupo hidroxilo fenélico en § = 11,46 (OH-2). Esta senal presenta un elevado
desplazamiento quimico, debido a la formacion de puente de hidrégeno con el dtomo de oxigeno del grupo

carbonilo, que hace que este atomo de hidrégeno este inusualmente desprotegido.

Por su parte, el espectro de RMN 13C (Tabla 7-6 - Figura B-10, Anexo)estableci6 la presencia de 11
atomos de carbono diferentes. Los desplazamientos quimicos confirmaron la presencia de 3 grupos metilo
sobre el anillo aromético, metilo C8 (6¢/dp 8,1/2,13), C9 (d¢/dm 12,0/2,14) y C10 (d¢/0m 18,9/2,43) Asi

como el grupo metilo perteneciente al metoxilo (d¢/dm 52,0/3,92) (Figuras B-11 & B-12 Anexo).

Tabla 7-6: Datos de resonancia magnética nuclear del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetil benzoato de metilo (2).

dc (ppm) dp (ppm) Correlaciéon H — C
Posicién Experimental Reportado® Experimental Reportado HMBC
100 MHz (CDCl3) 15 MHz (CCly) 400 MHz (CDCl3) 60 MHz (CCly)® - 400 MHz, (CHCl3)" 400 MHz 'H - 100 MHz '*C (CDCl3)

C1 106,3 - - - -

2 159,7 156,7 (C2) 11,46 (s, 1H, OH) 11,48 (s, 1H)%; 11,38 (s, 1H)® -2, C-3

C3 107,4 - - - -

c4 156.8 159,6 (C4) - - -

C5 115,0 - - - -

C6 137,7 - - - -

Cc7 172,9 172,7 (C7) - - -

cs 8,1 20,4 (C8) 2,13 (ds, 6H) 2,45 (s, 3H Me-8)%; 2,05 (s, 6H, X2 Me)® C-3, C-2, C-4

C9 12,0 8,0 (C9) 2,14 (ds, 6H) 2,16 (s, 3H Me-9)* C-5, C-6, C-4

c10 18,9 11,8 (C10) 2,43 (s, 3H, Me) 2,16 (s, 3H, Me-10)* 2,33 (s, 3H, Me-8)" C-1, C-5, C-6

C7-COOMe 52,0 51,8 (CT-COOMe) | 3,92 (s, 3H, COOMe) 3,87 (s, 3H, COOMe); 3,95 (s, 3H, COOMe)" C-7

“Hiineck & Yo.

Adicionalmente, existen 6 senales asociadas a los carbonos de los anillos aromdticos (¢ 106,2 a 159,4). De
ellas 2 corresponden a carbonos arométicos unidos a atomos de oxigeno segiin su valor de desplazamiento
quimico (6¢ 156,8 (C4) y d¢ 159,4 (C2)). Los demds dtomos de carbono de anillo aromatico fueron asignados
segun sus correlaciones H — C (Figura B-13, B-14 & B-15, Anexo). a) OH-2 (§ 11,46) con C-2 (6 159,7) y

shimura [1996]. * Angulo

Castro [2020].
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C-3 (6 107,4); b) H-8 (5 2,13) con C-3 (5 107,4), C-2 (5 159,7) y C-4 (5 156,8); ¢) H-9 (6 2,14) con C-5 (6
115,0), C-6 (6 137,7) y C-4 (5 156,8); d) H-10 (5 2,45) con C-1 (§ 106,3), C-5 (5 115,0) y C-6 (5 137,7).

La senal de § = 172,9 corresponde al 4tomo de carbono carbonilico del éster (C7) y esto se puede confirmar
con la correlacién H — C entre los protones del metoxilo (§ 3,92) con C-7 (Figuras 7-4 & B-13, Anexo). Las
correlaciones antes descritas permiten resolver las asignaciones que no pudieron ser realizadas en estudios

previos de esta sustancia para la especie Lobariella pallida [Angulo Castro. 2020).

H,C0 7 1“(‘]—1‘3——7\

\w

J

Figura 7-4: Resumen de las correlaciones H — C HMBC del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2).

Orselinato de metilo - 3

El espectro de 'H RMN (Tabla 7-7 - Figura B-16, Anexo) muestra 6 sefiales en total. La primera
corresponde al grupo metilo unido al anillo aromético (§ = 2,47 H-8). Seguidamente se observan 2 sefiales de
protones unidos a anillo aromdtico (6 = 6,25 H-3; 6,30 H-5). La senal § = 3,93 corresponde al grupo metilo
del metoxilo (C7-COOCH3). Y las senales de grupos hidroxilo fendlicos corresponden a 6 = 9,12 (OH-4) y §
= 11,64 (OH-2). Al igual que en los compuestos 1 y 2 se puede distinguir el protén OH-2 del OH-4 debido a
la posible formacién de puente de hidrégeno con el dtomo de oxigeno del grupo carbonilo (éster), interaccién

intramolecular que explica su elevado desplazamiento quimico [Lopes et al.. 2008].

Tabla 7-7: Datos de resonancia magnética nuclear del orselinato de metilo (3).

dc (ppm) d0n (ppm) Correlaciéon H — C
Posicion Experimental Reportado® Experimental Reportado® HMBC
100 MHz (Acetona-d6) 15 MHz (CDCl3) | 400 MHz (Acetona-d6) 60 MHz (DMSO-d6) | 400 MHz 'H - 100 MHz **C (Acetona-d6)

C1 1054 107,0 (C1) - - -

2 166,2 161,2 (C2) 11,64 (s, 1H, OH) 11,77 (s, 1H, OH) C-2,C-3

C3 101,3 100,4 (C3) 6,25 (s, 1H, CH Arom) 6,31 (s, 2H, CH Arom) C-1, C-2, C-4, C-5

c4 163,4 161,5 (C4) 9,12 (s, 1H, OH) - -

C5 1123 110,3 (C5) 6,30 (s, 1H, CH Arom) - C-1, C-3, C4

C6 144,3 141,1 (C6) - - .

c7 173,1 170,3 (C7) - B -

cs 24,0 22,2 (C8) 2,47 (s, 3H, Me) 2,49 (s, 3H, Me) C-1, -5, C-6

OMe 52,0 51,6 (OMe) 3,43 (s, 3H, COOMe) 3,92 (s, 3H, COOMe) C-7

@ Himeck & Yoshimura [1996]

El espectro de 13C RMN (Figura B-17, Anexo) evidenci6 la presencia de 8 dtomos de carbono diferentes.
Los desplazamientos quimicos muestran 2 grupos metilo, uno unido al anillo aromdtico (C8 d¢/dm 24,0/2,47).
Mientras que el otro grupo metilo hace parte del metoxilo (d¢/dp 52,0/3,93) (Figura B-18, Anexo). Existen
6 senales que corresponden a los dtomos de carbono del anillo aromdtico (6 101,3 a 166,2). De estas sefiales,
la correlaciéon H — C HMQC (Figura B-19, Anexo) permitié determinar la unién de los hidrégenos a los
atomos de carbono arométicos C3 (¢ /o 101,3/6,25) y C5 (¢ /0 112,3/6,30). En la Tabla 7-7 se puede
observar que las asignaciones son casi completamente idénticas a las reportadas por Hineck & Yoshimura

[1996], con la excepcién de las posiciones C2 y C4 de anillo aromético.
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La correlacién H — C nos permite ubicar el orden de los 4tomos de carbono en el anillo aromatico (Figura
B-20, Anexo). a) OH-2 (4 11,64) con C-3 (6 101,3), C-1 (4 105,4) y C-2 (4 166,4); b) H-8 (§ 2,47) con C-1 (¢
105,4), C-5 (6 112,3) y C-6 (6 144,3); c) H-3 (6 6,25) con C-2 (§ 166,2), C-5 (§ 112,3) y C-1 (§ 105,4). d) H-5
(6 6,30) con C-3 (6 101,3) y C-4 (d§ 163,4); Por tltimo e€) OMe (§ 3,93) con C7 (§ 173,1) que corresponden a
los protones del metoxilo con el d&tomo de carbono carbonilico (Figuras B-20, B-21, B-22, B-23, B-24
Anexo & 7-5).

H e /8(1\415
L
G o= / /0
HO‘(:/ \>c‘ — T

Figura 7-5: Resumen de las correlaciones H — C HMBC del orselinato de metilo (8).

7.3 Actividad bioldgica de los compuestos obtenidos de Lobariella

sipmanii

7.3.1 Actividad Antioxidante

Muchos problemas de la piel ocasionados por exposicién excesiva o crénica a la radiacién solar se deben a la
generacién de todo un conjunto de especies reactivas (EROs y ERNs) que acttian sobre diversas dianas
biolégicas celulares y en consecuencia afectan el material genético, los lipidos de membrana, las proteinas
y en ultima instancia alteran el correcto funcionamiento celular y la estructura de la matriz extracelular

(tejido conectivo - dermis).

De alli la importancia de evaluar la actividad antioxidante, tanto de los extractos de HL como de los
compuestos obtenidos de ellos. En la Seccién 5.2.1 se detallaron 2 tipos de mecanismos de accién de los
compuestos antioxidantes, los mecanismos de transferencia de electrones (M ATe) y los mecanismos de
transferencia proténica (MATH) [Huang et al.. 2005; Apak. 2019]. Para los compuestos fendlicos como
aquellos presentes en Lobariella sipmanii la actividad captadora de radicales frecuentemente se lleva a cabo
mediante mecanismo MATH o TEAP [Amorati et al.. 2016].

En el ensayo de poder reductor férrico (FRAP) sobre los compuestos aislados de Lobariella sipmanii, el
mecanismo que se evalia es el MATe, dado que muchas EROs se originan a nivel mitocondrial debido a la
irradiacién UV e IR sobre citocromos y otros elementos de la cadena de transporte de electrones o a partir
de la reaccién de Fenton [Schieke et al.. 2003; Schroeder et al.. 2008a]. La actividad antioxidante mediante
MATH y MATe (TEAP) se evalda en los ensayos de inhibicién de la peroxidacién lipidica (IPL) que
da cuenta de los hidroperédxidos lipidicos, que son un tipo especies reactivas secundarias y en la actividad
captadora de radicales mediante el modelo 2,2-difenil-1-picrilhidracilo o DPPH [Carocho & Ferreira. 2013;
Kosanié & Rankovié. 2015; Amorati et al.. 2016; Apak. 2019].
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Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios mas relevantes de los HL. La presencia de uno
o més grupos hidroxilo causa que estas sustancias sean capaces de ceder protones (MATH), quelar iones
metdlicos, estabilizar electrones desapareados (ML ATe) o modulan mecanismos enddégenos de actividad
antioxidante [Ferndndez-Moriano et al.. 2016]. Como predomina el mecanismo MATH, la actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos aumenta en funcién del nimero de grupos hidroxilo o cualquier
grupo electrodonor que estos tengan en su estructura [Kosani¢ & Rankovié. 2015]. Mientras que la presencia
de grupos electroatractores en el anillo, como es el caso del carbonilo (éster), reduce la actividad antioxidante

de compuestos fendlicos [Lopes et al.. 2008].

Actividad captadora de radicales libres en el modelo DPPH

Concentracion efectiva media (CE5g) De los compuestos aislados de Lobariella sipmanii el més activo ante
radicales libres fue el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (Compuesto 2) con una concentracién
efectiva media de 13,04 mg/mg DPPH (72,03 ug/mL) y con un porcentaje de captacién del 45,1 % a 200
png/mL (Tabla 7-8). El siguiente compuesto més activo en captar radicales fue la pseudociferelina A (1 -
CE5o = 15,50 mg/mg DPPH - 85,6 ug/mL) y un porcentaje de captacién ligeramente superior (59,1 %) al
del compuesto 2. Esto coincide con lo expuesto por Kosanié & Rankovié [2015] quien menciona que a mayor

ntimero de grupos hidroxilo, mejor actividad captadora de radicales libres.

Tabla 7-8: Concentracién efectiva media para la captacién de radicales libres de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii
Compuesto Replica Poder captador - CE5o Actividad Captadora
- o Relaciéon [AH]/[DPPH] mg AH / mg DPPH 1M pg/mL a 200 pg/mL
BHT 1 7,037 3,932 98,56 21,72 83,0%
2 8,081 4,516 110,9 24,94 75,2 %
Promedio (SD) 7,591 (0,738) 4,242 (0,413) 106,3 (10,3) 23,43 (2,28) 79,1 (5,5)
AG 1 0,0895 0,0386 1,254 0,2133 93,9%
2 0,0820 0,0354 1,149 0,1955 90,1 %
Promedio (SD) 0,0859 (0,0053) 0,0370 (0,0002) | 1,203 (0,074) 0,2046 (0,013) 92,0 (2,7)
Pseudociferelina A (1) 1 17,78 17,78 249,0 98,2 52,3%
2 13,41 13,41 187,8 74,1 65,9%
Promedio (SD) 15,50 (3,09) 15,50 (3,09) 217,1 (43,3) 85,6 (17,1) 59,1 (9,6)
2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetil (2) | 1 26,70 14,23 3739 78,61 41,1%
benzoato de metilo 2 22,42 11,95 314,1 66,02 49.1%
Promedio (SD) 24,46 (3,02) 13,04 (1,61) 342,6 (42,3) 72,03 (8,90) 15,1 (5,6)
Orselinato de metilo (3) 1 > 40 - - - 9,7%
2 > 40 - - - 17,6 %
Promedio (SD) > 40 ND ND ND 13,6 (5,6)

ND: No determinado

Si se comparan los resultados obtenidos para el extracto de Lobariella sipmanii (Seccién 7.1 - Tabla 7-2).
La concentracién efectiva media del extracto fue de 3,129 mg Extracto / mg DPPH (85 % captacién a 200
png/mL), aproximadamente 25 veces menos activo como antioxidante con respecto al BHT (0,1362 mg
BHT/mg DPPH - 92 % captacién a 20 pg/mL). Mientras que para los compuestos aislados, la CE5q de los
compuestos 1 y 2 fueron cerca de tres veces mas altas respecto a la del BHT, tanto en mg Compuesto / mg
DPPH como en ug/mL (Tabla 7-8), por lo que son menos activos como antioxidantes. Ademds, la actividad
captadora de los compuestos fue menor a la del extracto y estuvo entre el 45,1% y el 59,1 %, por lo que
los compuestos 1 y 2 explican al menos parcialmente la actividad captadora de radicales que presento el

extracto.

Aunque el BHT tiene una concentraciéon efectiva media menor (4,242 mg/mg DPPH) y por tanto es més

activo con respecto a los compuestos aislados de Lobariella sipmanii, al comparar los valores de CE5q de los

68



7. Resultados y discusién 7.3. Actividad biolégica de los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii

compuestos 1 y 2 no se encontraron diferencias significativas entre si (p-valor > 0,05 - Figura E-8, Anexo).
Esto sin duda resulta prometedor para el uso de estos dos compuestos como antioxidantes. De otro lado, no
fue posible calcular si hay diferencias estadisticas entre el BHT y el compuesto 3, dado que al no superar el
50 % de captacién en el intervalo de concentraciones ensayado, no es posible calcular con certidumbre la
CEs5g. Por otra parte, al realizar el ANOV A se encontré que las concentraciones efectivas medias de los

compuestos 1, 2 no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si (p-valor > 0,05).

El 4cido gélico (AG) fue el compuesto més activo y su reaccién con el DPPH fue la més rédpida de todos
los compuestos evaluados. Ademads, su CE5( presenté diferencias significativas con respecto al resto de los
compuestos (p-valor < 0,05 - Tabla E-8, Anexo) pero no con respecto al BHT (p-valor > 0,05). Este
compuesto durante el estudio cinético presentd porcentajes de captacién de radicales libres superiores al 50 %
a partir de relaciones de concentracién muy bajas (0,1:1 - [AG]p = 1,212 uM). Mientras que el BHT y los
compuestos 1 y 2 presentaron este nivel de actividad captadora de radicales en las relaciones de concentracién
superiores a 5:1 ([BHT]y = 69,4 uM) y 9:1 ([1]o = 277,9 uM - [2]p = 272,9 uM) respectivamente.

Por el contrario, el orselinato de metilo (Compuesto 3) no fue activo para captar radicales libres. Esto puede
observarse en su porcentaje de captacién promedio de solo el 13,6 % a una concentracién de 200 pg/mL
(Relacién 40:1). Thadhani et al. [2011] & Lopes et al. [2008] describen baja actividad captadora en el sistema
DPPH del compuesto 3 respecto al orcinol y al acido orselinico producto de efectos electrénicos del grupo
carbonilo sobre el anillo aromatico y a que el compuesto 3 al ser un ester, es incapaz tanto de donar protones
a través del grupo carboxilo (MATH), como de formar el anién carboxilato como si ocurre en el dcido
orselinico. Ademads, contrario a los grupos carbonilo en funciones aldehido, cetona o éster que son grupos
electroatractores, el anién carboxilato unido a anillos aroméaticos actia como activador del anillo aromatico
por efecto inductivo [Amorati et al.. 2016]. Esto ha sido reportado por Lopes et al. [2008], quien obtuvo
actividades captadoras para 3 de 2,4 % (ICsp: 167,2 mM), 49% (ICs0: 2,93 mM) para el orcinol y 39 % (ICso:
5,01 mM) para el dcido orselinico. Y también coincide con los resultados obtenidos por Perico Franco et al.

[2015a] para esta sustancia aislada de Lobariella pallida la cual fue inactiva como captador de radicales libres.

Otro factor estructural que podria explicar la baja actividad del compuesto 3 respecto de los compuestos 1 y
2 es la presencia de los grupos metilo en estos dos ultimos. Los anillos derivados del acido 2,4-dihidroxi-3,5,6-
trimetilbenzoico, como lo son el compuesto 2, el anillo A del compuesto 1 y la lobarielina que es el anillo B
del dépsido pseudociferelina A (1) al tener esos grupos metilo electrodonores por efecto inductivo presentan
mejor actividad antioxidante (Figura 7-6). Por ejemplo, Perico Franco et al. [2015a] reporta a la lobarielina
como el mejor captador de radicales de los compuestos obtenidos de HL del paramo de Sumapaz con una

CEs¢ comparable al acido ascérbico y aproximadamente el doble de la del BHT.

Esto coincide y reitera resultados previos, donde se comparan sustancias liquénicas que presentan el anillo
de tipo orcinol, que tienen un solo grupo metilo sustituyente, con respecto a los compuestos con anillo tipo
[B-orcinol que tienen dos grupos metilo. Los anillos tipo orcinol tienen menor actividad captadora de radicales
comparados con los anillos tipo S-orcinol [Perico Franco et al.. 2015a]. En consecuencia, la presencia de
anillos de tipo orcinol resulta ser un indicador estructural de baja actividad captadora de radicales libres en

las sustancias liquénicas.

Como se evidencié previamente, este factor estructural no solo afectd la concentracién efectiva media, también
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CHj CHj (H) CHj; (H)
CH c CH H,C c cH
3 \()/ 3 3 \()/ 3
HO OH HO OH HO OH
CH,4 CHO
Orcinol 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetil Lobarielina
benzoato de metilo - 2
OH (H)
CH, C CH,
CH; H CH; H o7
CH; CH; C
o7 o CH;
CH;
HO OH HO OH
CHO
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Figura 7-6: Tipos estructurales de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii. En el lado izquierdo se aprecia el tipo
orcinol con un solo grupo metilo sustituyente y al lado derecho el tipo 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato con tres grupos metilo
tuvo efecto sobre la reactividad ante radicales. El porcentaje de actividad captadora es un indicador de la
eficiencia de la sustancia como antioxidante y es equivalente a la capacidad antioxidante que tiene relacién
con la constante de equilibrio de la reaccién [Apak. 2019]. La reaccién para una sustancia antioxidante
efectiva debe realizarse lo més cercano posible al 100 %. En nuestro caso, se observa que los compuestos
1 y 2 por su actividad captadora del 59,1 % y el 45,1 % son moderados captadores de radicales libres, con
actividad menor aunque comparables en este sentido a antioxidantes comerciales como el BHT (79,1 %) y

con actividad captadora mucho menor al AG (92,0 %).

Reactividad ante radicales libres En este ensayo se determiné la constante de velocidad de segundo orden,
que es indicativo de la velocidad de reaccion de los compuestos estudiados, aquellos que tienen mayores
constantes, son mds reactivos y alcanzan mds rdpidamente al estado estacionario. El compuesto mas reactivo
con los radicales libres de los obtenidos de Lobariella sipmanii fue el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetil benzoato de
metilo (2 - Ko = 0,2486 4+ 0,0893 M~! s71), seguido de la pseudociferelina A (1 - K5 = 0,0534 & 0,0309 M~*
s~1) cuyo valor de la constante Ky es aproximadamente la quinta parte del valor obtenido por el compuesto
2. (Tabla 7-9) El valor de la constante de velocidad de segundo orden del compuesto 2 es 10 veces menor a
la del BHT (K, = 2,030 £ 0,268 M1 s71) y 30 veces menor a la del AG (7,798 + 4,876 M~! s~1). Por lo

que el compuesto 2 resulta prometedor como compuesto captador de radicales libres.

De los antioxidantes ensayados, el AG fue el mas reactivo, seguido del BHT. Los valores de reactividad
del AG obtenidos para la relacién 10:1 son cercanos al valor de poder antiradical reportado por Brand-
Williams et al. [1995], mientras que el del BHT es aproximadamente la mitad (Tabla 7-9). El andlisis de
varianza (ANOVA) a una via de las constantes de segundo orden (K3) obtenidas establecié diferencias
estadisticamente significativas del AG con respecto al BHT (p-valor < 0,05) y con respecto a los compuestos

aislados de Lobariella sipmanii (p-valor < 0,05 - Figura E-10, Anexo). Mientras que el compuesto 2 presenté
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diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0,05) con los demds compuestos obtenidos de Lobariella
sipmanii y con los patrones AG y BHT. Por otro lado, los compuestos 2 y 3 no presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre s{ (p-valor > 0,05 - Figura E-10, Anexo).

Tabla 7-9: Reactividad de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii como agentes captadores (scavenging) de radicales

libres
Compuesto Relacién [AH], Replica 1 Replica 2 K5 Promedio
AH/DPPH* | uM Fobs K p-valor Fobs K, p-valor (M~t st
BHT 5:1 69,43 | 1,43 x10~% 2,054 0,02793 1,42 x10~% 2,045 0,01433 2,049 (0,006)
10:1 138,87 | 1,83 x10~*  1,321* 0,00366 2,84 x10~% 2,046 0,00009 1,683 (0,513)
20:1 277,74 | 6,73 x10~* 2,423 0,00003 7,74 x10~*  2,788* 0,00540 2,606 (0,258)
40:1 552,59 | 1,12 x1073 2,031 0,04780 8,72 x10~* 1,578 0,02139 1,805 (0,321)
Promedio Global (SD) | 2,030 (0,268)
AG 10:1 121,24 [ 0,00125 10,310 0,00022 0,00158 13,069 0,04700 11,689 (1,950)
20:1 ‘ 246,15 ‘ 0,00140 5,773 0,01155 0,00050 2,041 0,00865 3,907 (2,639)
Promedio Global (SD) 7,798 (4,876)
Pseudociferelina A (1) 5:1 69,74 | 1,02 x10™> 10,1458 2,52 x10~12 [ 8,03 x10~% 0,1151 1,11 x10~™ | 10,1305 (0,0217)
10:1 139,48 | 6,29 x107¢  0,0451 2,84 x1076 | 5,04 x1075  0,0361 1,88 x10~'' | 10,0406 (0,0064)
20:1 277,38 | 9,44 x107%  0,0340 4,46 x10~!' | 5,82 x1076  0,0210 7,48 x10~% | 10,0275 (0,0092)
40:1 553,17 | 3,23 x107°  0,0584 5,39 x107* | 3,53 x10~>  0,0638 8,12 x10~% | 10,0611 (0,0038)
Promedio Global (SD) | 0,0534 (0,0309)
2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetil 5:1 69,75 | 3,22 x10~° 0,461 0,04196 3,76 x10~° 0,540 0,01589 0,5004 (0,0554)
benzoato de metilo (2) 10:1 136,46 | 2,69 x10™> 0,197 0,00049 4,20 x107° 0,307 0,04279 0,2523 (0,0781)
20:1 272,92 | 1,02 x10~* 0,374 0,00339 5,12 x107° 0,188 0,00148 0,2808 (0,1319)
40:1 542,80 | 1,57 x10~* 0,289 0,00245 7,39 x107° 0,136 0,03250 0,2127 (0,1082)
Promedio Global (SD) | 0,2486 (0,0893)
Orselinato de metilo (3) 10:1 130,92 [ 4,07x 107 0,0311  1,50x 10~° [ 3,72x 107% 0,0284 2,46x 1075 | 0,0298 (0,0019)
20:1 243,66 | 1,48x 107° 0,0607 4,97x 107'2 | 3,36x 107> 0,1377* 6,51x 10710 | 10,0992 (0,0544)
40:1 516,41 | 2,51x 1075 0,0049  1,54x 107> | 1,11x 107> 0,0214 6,38x 107° | 0,0131 (0,0117)
Promedio Global (SD) | 0,0293 (0,0203)
Se acepta la significancia de la regresién lineal cuando el p-valor < 0,05 * Dato descartado del promedio y la SD por estadistica descriptiva

Las diferencias en reactividad se pudieron observar durante el estudio cinético, mientras que los patrones
presentaron los cambios de coloracién en el transcurso de las primeras horas para las relaciones empleadas,
tanto el compuesto 1, como el compuesto 2 requirieron entre 24 y 48 horas para observar los cambios en las
2 relaciones de concentracion mas altas. Por otro lado, el compuesto 3 obtuvo baja reactividad, ain después
de 48 horas presenté cambios minimos en las relaciones de concentracién més altas, esto es consistente
con lo reportado por Perico Franco et al. [2015a] y con la inactividad en la captacién de radicales libres

mencionada en la seccién previa.

Las diferencias en reactividad pueden ser atribuidas a dos caracteristicas estructurales de los compuestos
1 y 2 con respecto al compuesto 3. En primer lugar, los compuestos 1 y 2 tienen al menos 2 grupos
hidroxilo en su estructura lo que los hace més proclives a reaccionar con radicales mediante MATH,
este aspecto es compartido con el acido galico que posee tres grupos hidroxilo fendlicos y es el compuesto
que experimentalmente presenté el mayor valor en su constante de velocidad de segundo orden (K3).
Adicionalmente, ambos compuestos presentan alto grado de sustituciéon por grupos alifaticos en el anillo
aromatico, aspecto estructural que es similar al que se observa en antioxidantes comerciales como el BHT.
Esto coincide con lo encontrado el estudio de actividad captadora de radicales, que evidencié que la presencia
de sustituyentes alifaticos electrodonores por efecto inductivo en el anillo mejora la actividad antioxidante
[Perico Franco et al.. 2015a; Kosanié & Rankovié. 2015].

A pesar de que la concentracion efectiva media de los compuestos 1 y 2 es comparable a la del BHT, se
observé durante el estudio cinético que tanto el compuesto 1, como el compuesto 2 reaccionaron por completo
entre las 24 y las 48 horas de iniciada la reaccién, mientras que el BHT alcanzaba el estado estacionario en

algunas horas. Un factor que puede afectar la actividad antioxidante de los compuestos aislados de Lobariella
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sipmanii es la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares entre el OH-2 y el grupo carbonilo (C-7),
lo que puede reducir la disponibilidad del protén y por ende disminuir la reactividad [Lopes et al.. 2008].
Este factor es comun a los tres compuestos obtenidos y puede explicar porque su CE5p es mas alta y su
reactividad (K3) es menor comparados con el BHT. A pesar de esto, la cinética lenta puede hacer que sean

adecuados como antioxidantes de larga duraciéon en productos cosméticos.

Poder reductor férrico - FRAP

Los iones metélicos redox como el hierro (II) y cobre (I) son oxidados por accién del peréxido de hidrégeno
que se convierte en radical hidroxilo (*OH) [Bjorn. 2008; Masaki. 2010; Carocho & Ferreira. 2013]. Una vez
en su estado oxidado pueden quitar electrones en gran variedad de sustratos y este proceso de reduccion
agota los mecanismos antioxidantes endégenos, como los que se basan en moléculas reductoras como la

vitamina C, los tioles (Glutatién), o la vitamina E [Sayre et al.. 2008].

Ademas, en el caso de los iones hierro, estos no solo pueden participar en la reaccién de Fenton con el
peréxido de hidrégeno [Halliwell & Gutteridge. 1990; Carocho & Ferreira. 2013; Pisoschi & Pop. 2015; Apak.
2019]. También son capaces de generar reacciones sucesivas de produccién de iones hidroxilo y otras EROs
[Halliwell & Gutteridge. 1990]. El ensayo de poder reductor férrico (FRAP) es un ensayo de MATe, donde
el ion hierro (III) es la especie oxidante que reacciona con las sustancias antioxidantes, reduciéndose a hierro
(IT) que luego es quelado por un ligando cromogénico, en nuestro caso el ferricianuro (Seccién 6.3.2) [Berker
et al.. 2007]. Este ensayo representa un indicio del potencial de una sustancia para mantener las condiciones

redox de los tejidos y evitar las reacciones nocivas causadas por iones metélicos libres.

El ensayo FRAP por el método del ferricianuro sin incubacién como el realizado para los compuestos
liquénicos de Lobariella sipmanii presenta dos ventajas respecto a otros métodos, como aquellos que emplean
fenantrolinas o 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina. La primera ventaja es la facil extrapolacién de los resultados a
las condiciones de pH fisioldgicas de las células, debido a que se realiza la incubacién de la reaccién en solucién
amortiguadora de fosfatos pH = 6,6. Y la segunda es que al realizar la incubacién a temperatura ambiente
emula mejor la temperatura superficie de la piel, pero més importante se evitan potenciales procesos de
auto-oxidacion de las sustancias que se pretenden ensayar [Berker et al.. 2007; Isil Berker et al.. 2010; Apak.
2019]. También bajo estas condiciones algunos compuestos fendlicos presentan un mejor comportamiento ya

que pueden presentar cierto grado de ionizacién como aniones fendxido [Apak. 2019].

Los patrones AG seguido del BHT fueron los compuestos mas activos para el ensayo de poder reductor
férrico (Figuras 7-7 A & E-11, Anexo - Tabla C-2). Por otro lado, de los compuestos aislados de Lobariella
sipmanii, el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) seguido de la pseudociferelina A (1) fueron los
mas activos en poder reductor férrico, estas dos sustancias presentan un comportamiento dependiente de
la concentracién. Por el contrario, el orselinato de metilo (3) tuvo baja actividad reductora férrica y esta
fue précticamente constante en funcién de la concentracién (Figura 7-7 B), lo cual concuerda con reportes

previos [Perico Franco et al.. 2015a].

Para los compuestos control (AG y BHT) se observa que el poder reductor férrico aumenta en funcién del

aumento de la concentracion, aunque el BHT presenta valores menores de absorbancia comparados con el
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Figura 7-7: Poder reductor férrico de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii. A. Absorbancias incluyendo el AG y
BHT. B. Absorbancias sin el el AG

AG. Ambos controles presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si y con los compuestos

aislados de Lobariella sipmanii a partir de 50 pg/mL (p-valor < 0,05 - Figura E-12 A-D, Anexo).

El compuesto mds activo, el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) presenté diferencias significati-
vas con los compuestos 1 y 3 a 50, 200 y 500 ug/mL (p-valor < 0,05 - Figura E-12 A, C y D, Anexo).
Mientras que el compuesto 1 comparado con el compuesto 3 solo presenté diferencias estadisticamente
significativas (p-valor < 0,05 - Figura E-12 D, Anexo) en su poder reductor férrico a alta concentracién
(500 pg/mL).

Es conocido que los compuestos fendlicos son capaces de donar protones a los radicales libres y detener la
reaccién en cadena radicalarias (MATH), debido a la presencia de los grupos hidroxilo [Kosanié et al..
2011]. De igual manera, la cantidad de grupos hidroxilo afecta la actividad antioxidante de las sustancias
por M ATe, en este caso por cada grupo hidroxilo adicional aumenta la posibilidad de dar dos electrones al
hierro (III) [Berker et al.. 2007]. En cierta medida se podria considerar al compuesto 2 como antioxidante
secundario a altas concentraciones. Por tanto, seria una opcién en la prevencién de la reacciéon de Fenton
[Apak. 2019].

Finalmente, es prudente mencionar que los iones metélicos redox al producir EROs como el radical hidroxilo

y favorecer la descomposicion de otras especies reactivas, tales como los hidroperéxidos lipidicos, también

73



7.3. Actividad biolégica de los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii 7. Resultados y discusién

intervienen en los procesos de peroxidacién lipidica y acentian los efectos nocivos de esta tltima [Gutteridge
& Halliwell. 1990; Moore & Roberts. 1998]. De alli que la actividad reductora férrica de las sustancias

liquénicas revista de una doble importancia.

Inhibicién de la peroxidacion lipidica

La irradiacién de alta energia en medios ricos en agua produce radicales hidroxilo (*OH) que pueden dar
lugar a las reacciones de iniciacién (Figura 6-3) de la peroxidacién lipidica a nivel celular [Sayre et al..
2008]. Las consecuencias de la peroxidacién de los lipidos de la membrana incluyen disminucién de la fluidez,
inactivacién de receptores y aumento de la permeabilidad celular no especifica [Gutteridge & Halliwell.
1990]. Las posibilidades de propagacién in vivo de los procesos de peroxidacién lipidica dependen de varios
factores, como la composicién proteica y lipidica de las membranas. A mayor cantidad de proteinas, menor
peroxidacién, mientras que a mayor cantidad de lipidos mono y poli-insaturados mayor grado posible de
peroxidacién. También depende de la cantidad de oxigeno presente y la presencia de moléculas antioxidantes
[Gutteridge €& Halliwell. 1990; Halliwell € Chirico. 1993].

Los hidroperdxidos lipidicos al descomponerse generan varios productos nocivos: Los isoprostanos que resultan
de la endociclacion del radical peroxilo lipidico y su reaccién con el dioxigeno. Y los aldehidos «, S-insaturados
reactivos mono y bifuncionales; como, por ejemplo, el 4-hidroxi-2-nonenal o el 4-oxo-2-nonenal. Estos aldehidos
son potentes electréfilos capaces de dar reacciones de tipo Michael reaccionan con nucleéfilos abundantes en
los aminoécidos de las proteinas y las bases nitrogenadas de los dcidos nucleicos y son citotéxicos [Moore &
Roberts. 1998; Sayre et al.. 2008].

La formacion del hidroperéxido implica la oxidacién de una nueva molécula de acido graso que propaga la
reaccién radicalaria (Figura 6-3) [Moore & Roberts. 1998]. Al participar de las reacciones de propagacién
radicalarias, estas sustancias son responsables de uno de los principales efectos del estrés oxidativo, que es el
dafio sobre las membranas celulares [Halliwell & Chirico. 1993]. Adicionalmente, se ha evidenciado que el
dano por peroxidacién sobre las membranas hace parte de la fisiopatologia de diversas enfermedades, tales
como la aterosclerosis, también puede desencadenar la respuesta inmune en los tejidos, iniciando procesos de
fibrosis o inflamacién [Gutteridge & Halliwell. 1990; Moore & Roberts. 1998].

De las sustancias ensayadas, los patrones BHT y TPNa (Tocoferol fosfato de sodio) resultaron activos
en todas las concentraciones durante las 72 horas del ensayo para inhibir la formacién de hidroperéxidos
lipidicos (Figura 7-8) y no presentaron diferencias significativas entre si (p-valor > 0,05 - Figuras E-16,
E-17 & E-18, Anexo) excepto a las 72 horas a alta concentracién (p-valor < 0,05 - Figura E-18, Anexo).
De ellos, el tocoferol (Vitamina E) es el principal antioxidante liposoluble presente en la piel [Thiele et al..
2001], que previene la peroxidacién a donar su protén fendlico a los radicales peroxilo y alcoxilo para formar
los radicales tocoferilo, que son muy estables y por ende poco reactivos [Baran & Maibach. 2010; Carocho &
Ferreira. 2013]. Tanto el TPNa, como el BHT por su estructura tienen un cardcter relativamente lipéfilo,
por lo que uno de los posibles mecanismos de actividad es su acciéon como interruptores de la cadena en
reacciones de peroxidacién de lipidos, mediante la reaccién con los radicales peroxilo [Halliwell. 1995; De
Gdlvez. 2010].
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Figura 7-8: Inhibicién de la peroxidacién lipidica (IPL) de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii. A. 24 horas B. 48
horas C. 72 horas.
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Por el contrario, el AG presenté actividad pro-oxidante, con valores negativos de inhibicién de la peroxidacién
lipidica a 24 h y baja actividad inhibidora entre 48 y 72 h presentando diferencias significativas con los
patrones BHT y TPNa en la mayoria de los casos asi como con las sustancias aisladas de Lobariella
stpmanii (p-valor < 0,05 - Figuras 7-8, E-16, E-17 & E-18, Anexo - Tabla C-3, Anexo). Al respecto
Halliwell [1995] y Apak [2019] mencionan que bajo ciertas condiciones los compuestos antioxidantes pueden
comportarse como pro-oxidantes. Por ejemplo, el galato de propilo acelera la formacién de radicales hidroxilo
en condiciones de baja solubilidad. En este caso, si la molécula de estudio es muy hidrofilica es posible que
haya menos actividad en el ensayo de IPL o que incluso se observe un comportamiento pro-oxidante. De
hecho Nomelin-Ballen [2020] considera el bajo caracter lipofilico del AG como la explicacién a su menor
actividad IPL.

Por su parte, las sustancias aisladas de Lobariella sipmanii presentaron actividad inhibidora de la peroxidacién
lipidica sin diferencias estadisticamente significativas (p-valor > 0,05 - Figuras E-16, E-17 & E-18, Anexo)
con el patréon TPNa. El compuesto 2 no presenté diferencias estadisticamente significativas con los patrones
BHT y TPNa a concentraciones de 100, 200 y 500 pg/mL, y el compuesto 1 no tuvo diferencias a partir
de 200 pg/mL para el ensayo a 24 h. De igual manera, las sustancias obtenidas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si en el corte de las 24 horas (p-valor > 0,05 - Figuras E-16 A, Anexo).
En general, los compuestos 1, 2 y 3 presentan un comportamiento que depende de la concentracién hasta las
200 pg/mL, de ahi en adelante el porcentaje de inhibicién se hace constante. Los tres compuestos poseen
grupos hidroxilo fendlicos que son susceptibles de reaccionar por mecanismo MATH o TEAP, en el que se

transfieren protones de los grupos hidroxilo fendlicos a los radicales alquilperoxilo [Amorati et al.. 2016].

Los compuestos 1 y 2 tienen porcentajes de inhibicién préximos e incluso superiores al 60 % a 200 pg/mL y
500 pg/mL a las 24 horas (Figura 7-8 A). El compuesto 2 es una de las partes constituyentes del dépsido
pseudociferelina A (1) y ambos presentaron porcentajes IPL sin diferencias estadisticamente significativas en
la mayorfa de los ensayos (p > 0,05 - Figuras E-16, E-17 & E-18, Anexo). De igual forma, en estudios previos
se observa que la lobarielina, el otro compuesto monoaromético que constituye a la pseudociferelina A fue
activo en peroxidacién lipidica (69 % IPL) [Perico Franco et al.. 2015a]. Por estas similitudes estructurales

se puede explicar la actividad IPL que present6 el compuesto 1.

Mientras que el compuesto 3 fue el menos activo como inhibidor de la peroxidacién lipidica, con porcentajes
de inhibicién de entre (20 y 30) % a 50 pg/mL y cercanos al 40 % entre (100 y 500) ug/mL. Resultados
consistentes con lo reportado en este mismo ensayo para el compuesto 3 en la especie Lobariella pallida,
donde el porcentaje de IPL fue del 19 % a 50 pg/mL y del 26 % a 500 ug/mL. [Perico Franco et al.. 2015a)
De igual forma, sucede con el compuesto 3 aislado de Parmotrema stuppeum en un sistema donde se evalud la
oxidacién de SB-caroteno, esta sustancia también resulté ser inactiva (18 % de actividad a 200 pg/mL y 40 % a
500 pg/mL) [Jayaprakasha & Jaganmohan Rao. 2000]. Segin Amorati et al. [2016], los compuestos fendlicos
deficientes en electrones reaccionan por M ATe, mientras que aquellos con sustituyentes electrodonores
pueden llevar a cabo MATe en varios puntos de sus estructura o TEAP separada, donde el solvente
protico interviene en la reaccién, esto podria explicar las diferencias entre el compuesto 3, cuyo anillo es més

deficiente con respecto a los compuestos 1 y 2, que si fueron activos.

De otra parte, el extracto aceténico de Lobariella sipmanii presenta valores similares a los del orselinato de

metilo (3) a las 24 horas, comparables a los del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) a las 48
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horas para (100 y 500) pg/mL (p-valor > 0,05 - Figura E-17, Anexo) y a los del TPNa a las 72 h (p-valor >
0,05 - Figura E-18, Anexo). Los valores de inhibicién de la peroxidacién a 24 h del extracto no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con los compuestos obtenidos, lo que podria significar la ausencia
de efectos sinérgicos o antagénicos. Sin embargo, el extracto presenta diferencias significativas con el BHT a
50 pg/mL (p-valor < 0,05 - Figura E-16, Anexo) y 500 pug/mL (p-valor < 0,05 - Figura E-16, Anexo).

Al realizar el ensayo a (48 y 72) horas se observa una marcada disminucién en el porcentaje de inhibicién
para los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii. E1 compuesto 1 disminuye a valores préximos al
20 % y presenta diferencias significativas (p-valor < 0,05) con el BHT en todas las concentraciones y con el
TPNa a 500 pg/mL (p-valor < 0,05 - Figura E-17). Un comportamiento similar presenta el compuesto 3 a
partir de 100 pug/mL; no obstante, su actividad inhibitoria se hace negativa a 50 pg/mL. Por el contrario,
el compuesto 2 es el que mejor actividad presenta a las (48 y 72) horas, presentando un comportamiento
dependiente de la concentracién entre (100 y 500) pg/mL, con diferencias significativas con el compuesto 3 a
500 pg/mL (p-valor < 0,05) y sin presentar diferencias significativas (p-valor > 0,05) con los patrones BHT
y TPNa a 48 h. A las 72 horas todos los compuestos aislados presentan diferencias significativas a con el
BHT y con el TPNa (p-valor < 0,05 - Figura E-18).

Una posible explicacién a la disminucién de la inhibicién de la peroxidacién lipidica a (48 y 72) h, en especial
a bajas concentraciones para todos los compuestos aislados de Lobariella sipmanii es descrita por Halliwell
[1995] y Apak [2019], que mencionan que los compuestos que presentan M ATH actian en el ensayo de
peroxidacién lipidica como terminadores de la cadena y por tanto se consumen al reaccionar de forma directa
ya sea con el radical peroxilo, como con el lipoperéxido. Mientras que otros antioxidantes que tienen M ATe
presentan una mayor variedad de mecanismos y de reacciones, e incluso podrian regenerarse en el medio.
Este mecanismo de interrupcion de las reacciones en cadena responsables de la oxidacién de lipidos ha sido
sugerido para las sustancias que poseen en su estructura hidroxilos fendlicos, donde el compuesto al transferir
un protén forma un radical fenoxilo menos reactivo [Ferndndez-Moriano et al.. 2016; Kosanié & Rankovié.
2015].

Carocho € Ferreira [2013], Bjorn [2008] & Masaki [2010] mencionan que los radicales hidroxilo formados
por la reaccién de Fenton producto de la interaccién del peréxido de hidréogeno y los iones metéalicos son
primordiales en los procesos de peroxidacién lipidica. Adicionalmente, Gutteridge & Halliwell [1990] senala
que los hidroperodxidos lipidicos se descomponen en presencia de metales redox como hierro o cobre, lo que
significa que los iones metdlicos libres pueden acelerar los procesos de peroxidacién de lipidos aunque no
participen de forma directa en las reacciones de iniciacion. Esto reviste importancia ya que el 2,4-dihidroxi-
3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) tiene actividad IPL y moderada actividad reductora férrica, esta tltima
contrarresta de forma directa la reacciéon de Fenton, por lo que el compuesto 2 podria impedir la peroxidacién

lipidica a través de dos mecanismos diferentes.

La oxidacién de la fase lipidica del estrato cérneo genera fallos en la funcién de barrera de la piel y también
altera las proteinas presentes lo que puede desencadenar procesos inflamatorios en la piel [Masaki. 2010]. Por
lo que la aplicacién topica de compuestos fendlicos y antioxidantes no solo evita la formacién de perdxido de
hidrégeno y la peroxidacién lipidica inducida por la radiacién UV, también previene el eritema y los danos
genéticos que inducen la fotocarcinogénesis [Baran & Maibach. 2010, pp 120] [Matsui et al.. 2009]. Ademds,

en el estrato corneo la inhibicién de la peroxidacion lipidica reviste de gran importancia, debido a la ausencia
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de componentes celulares vivos y a que los mecanismos antioxidantes estan representados mayormente por
mecanismos no enzimaticos, principalmente la presencia de « y y-tocoferol, el primero de los cuales es més
activo como antioxidante, seguidos en una minima proporcién por ubiquinoles y dcido ascérbico [Thiele
et al.. 2001; Baran & Maibach. 2010].

7.3.2 Actividad fotoprotectora

En la Figura E-19 y la Tabla 7-10 se muestran los datos de actividad fotoprotectora del extracto y los
compuestos de Lobariella sipmanii junto a los de cuatro filtros solares orgdnicos disponibles en productos
cosméticos. La AVO es un filtro UV-A, la BP3 es un filtro UV-A2 y UV-B, el OMC - EHMC es UV-B y
el BMT es un filtro de amplio espectro (UV-B y UV-A). Los patrones BMT, BP3 y OMC-EHMC poseen
el valor méximo posible del ensayo de FPS in vitro a 100 pug/mL, lo que proporciona una alta proteccién
en el UV-B y los diferencia de AV O, un filtro solar UV-A, cuyo valor de FPS a esa misma concentracién
es la mitad. Respecto a la A, tanto AVO como BMT presentan los valores mas altos, siendo iguales
o superiores a 370 nm. Por otro lado, BP3, un filtro UV-B y UVA-2 tiene un valor de longitud de onda
critica es de 350,6 nm a 100 pg/mL, mientras que el OMC - EHMC, un filtro de amplio uso en productos
cosméticos es un filtro UV-B (Agit = 332,8 nm a 100 pg/mL).

Tabla 7-10: Datos promedio de actividad fotoprotectora de los compuestos obtenidos a partir de Lobariella sipmanii

Extracto / Sustancia Concentracién Longitud de Amplitud espectral Factor de
(ng/mL) onda critica UV-r* R UVA/UVB R UVA-I Proteccién Solar
AVO 10 373,4 (0,9) | 0,718 (0,151) 0,269 (0,057) 1,216 (0,075) 3,981 (0,176)
50 377,0 (0,2) | 4,458 (1,006) 1,672 (0,377) 1,024 (0,041) | 21,56 (7,13)
100 378,0 (1,4) | 2,907 (0,118) 1,090 (0,044) 0,954 (0,008) | 21,56 (7,13)
BMT 10 362,7 (0,1) | 1,263 (0,049) 0,474 (0,018) 0,601 (0,010) | 9,809 (0,844)
50 364,1 (0,2) | 1,744 (0,022) 0,654 (0,008) 0,720 (0,009) | 40,01 (0,00)
100 367,5 (0,0) | 1,957 (0,010) 0,734 (0,004) 0,800 (0,003) 40,01 (0,00)
200 374,2 (0,1) | 2,108 (0,010) 0,790 (0,004) 0,850 (0,003) 40,01 (0,00)
BP-3 10 347,7 (0,6) | 0,728 (0,133) 0,273 (0,050) 0,324 (0,067) 7,188 (1,052)
50 350,7 (0,6) | 0,866 (0,013) 0,325 (0,005) 0,371 (0,027) 20,90 (1,92)
100 350,6 (0,5) | 1,232 (0,029) 0,462 (0,011) 0,464 (0,018) 40,01 (0,00)
200 355,7 (1,0) | 1,425 (0,053) 0,534 (0,020) 0,573 (0,027) 40,01 (0,00)
OMC - EHMC 10 330,9 (3,0) | 0,352 (0,048) 0,131 (0,022) 0,072 (0,045) 8,237 (0,321)
50 329,6 (0,7) | 0,360 (0,012) 0,135 (0,009) 0,042 (0,012) 34,54 (0,82)
100 332,8 (0,4) | 0,571 (0,010) 0,216 (0,003) 0,059 (0,009) | 40,01 (0,00)
Extracto Lobariella sipmanii 10 351,0 (3,7) | 0,487 (0,041) 0,183 (0,015) 0,283 (0,033) | 4,539 (0,162)
50 349,0 (1,0) | 0,442 (0,011) 0,166 (0,004) 0,259 (0,008) | 10,73 (0,27)
100 348,0 (0,3) | 0,418 (0,002) 0,157 (0,001) 0,248 (0,002) | 17,57 (0,35)
200 348,3 (0,6) | 0,417 (0,012) 0,156 (0,005) 0,248 (0,005) 34,26 (2,59)
1 10 349.3 (3,4) | 0,469 (0,032) 0,176 (0,012) 0,269 (0,028) 3,394 (0,041)
50 3579 (2,7) | 0,511 (0,025) 0,192 (0,009) 0,317 (0,020) 5,128 (0,056)
100 367,1 (0,7) | 0,604 (0,010) 0,226 (0,004) 0,388 (0,007) 7,512 (0,223)
200 365,8 (1,3) | 0,700 (0,023) 0,262 (0,009) 0,428 (0,007) 9,822 (0,584)
2 10 339,5 (0,4) | 0,417 (0,003) 0,157 (0,001) 0,178 (0,003) 4,117 (0,127)
50 335,9 (0,2) | 0,457 (0,001) 0,171 (0,001) 0,135 (0,003) 8,190 (0,125)
100 334,7 (0,01) | 0,466 (0,001) 0,175 (0,001) 0,117 (0,001) | 12,35 (0,11)
200 333,9 (0,0) | 0,476 (0,002) 0,178 (0,001) 0,104 (0,001) | 21,86 (0,09)
3 10 332,8 (0,2) | 0,250 (0,001) 0,094 (0,001) 0,126 (0,002) | 5,920 (0,026)
50 322,0 (0,3) | 0,136 (0,004) 0,051 (0,014) 0,063 (0,004) | 17,04 (0,58)
100 319,0 (0,1) | 0,098 (0,002) 0,037 (0,001) 0,034 (0,001) | 29,23 (1,37)
200 319,5 (0,1) | 0,103 (0,002) 0,038 (0,001) 0,025 (0,001) 38,41 (0,26)

La desviacién estdndar se presenta dentro de los paréntesis (SD)

En lo que concierne a los demés parametros de amplitud espectral, los filtros AVO, BMT y BP3 exhiben

valores de relacién UV-rx superiores a 0,8, lo que indica que estos compuestos ofrecen médxima proteccién en
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el UV-A. En contraste, OMC - EHMC ofrece proteccién moderada. En la relacion UVA-I la AV O tiene el
valor més alto (0,954 a 100 pg/mL) seguido del filtro solar de amplio espectro BMT (0,800 a 100 pg/mL) y
de la BP3 (0,573 a 100 pug/mL). En comparacion, OMC - EHMC précticamente no ofrece proteccién en el
UVA-T (0,059 a 100 pg/mL). Solo AVO y BMT superan el umbral de R UVA-I > 0,7 que implica una

buena fotoproteccién entre 340 y 400 nm.

El extracto de Lobariella sipmanii presenté un FPS de 34,36 a 200 pug/mL. En cuanto a la amplitud espectral,
se puede clasificar al extracto como protector UV-B debido a que la UV-rx oscila entre 0,156 y 0,183, lo que
es menor de 0,2. Por otro lado, la relacién UVA-I es menor a 0,39 (entre 0,248 y 0,283), lo que significa una
baja proteccién ante la radiacion UVA-I. Por su parte, las sustancias liquénicas aisladas se distinguen de los
filtros solares comerciales, principalmente en su FPS, la At y su relacién UVA-I (p-valor < 0,05 - Figura
E-20 A, B y D, Anexo). No obstante, no muestran diferencias estadisticamente significativas con los filtros
BMT, BP3 y OMC - EHMC en su relacién UVA-UVB y en UV-r« (p-valor > 0,05 - Figura E-20 C,
Anexo). Posiblemente, la aditividad espectral de los compuestos monoaromaticos 2 y 3 sean responsables de
los altos valores de FPS in vitro que presento el extracto de Lobariella sipmanii. De hecho, los compuestos 2
y 3 no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p-valor > 0,05 - Figura E-20 C y D, Anexo)
en los parametros de amplitud espectral con respecto al OMC-EHMC, solo se distinguen en términos de
FPS y Aerir (p-valor < 0,05 - Figura E-20 A y B, Anexo), ya que los valores de las sustancias liquénicas

aisladas son inferiores a los de los compuestos fotoprotectores comerciales.

Los compuestos monoarométicos (2 y 3), debido a su menor grado de conjugacién, presentan absorcién
en la regién UV-B o en la UV-A 2, tal y como se observa en la longitud de onda critica (Ait) que estd
entre 320 y 340 nm. Esto resulta relevante para prevenir el eritema y las quemaduras solares, asi como la
inmunosupresién causada por la radiacién entre 250 nm y 320 nm [ Walker & Young. 1997]. Los procesos de
inmunosupresién impiden la destruccion de las células danadas que pueden generar tumores y desencadenar
CP. Walker & Young [1997] elucidé una relacién lineal entre la inflamacién cutdnea (eritema) inducida
por la radiacién UV-B y la inmunosupresién. Sin embargo, la dosis de radiacién umbral que da lugar a
la inmunosupresién es mas baja que la necesaria para dar lugar a la inflamacion. En consecuencia, los
fotoprotectores ofrecen una proteccién completa contra la inflamacién; pero parcial ante la inmunosupresion,
lo que reitera la necesidad de fotoprotectores que tengan valores de FPS mds altos [Walker & Young. 1997).
En nuestro caso, los compuestos 2 y 3 ofrecen valores de FPS entre 21 y 38 a 200 pg/mL respectivamente,
por lo que podrian resultar prometedores no solo ante el eritema, sino también ante la inmunosupresion

(Tabla 7-10).

La exposicion a la radiacién UV-A, visible e NIR también genera efectos de inmunosupresién e inmuno-
modulacién [Walker & Young. 1997; Zastrow et al.. 2009]. Krutmann [1997] menciona que la radiacién
UV-A tiene efectos importantes en la inmunomodulacién en la piel, regulando la expresién de interleucinas
proinflamatorias IL-1 «, IL-6, IL-8 y el TNF-a, lo cual estd relacionado con el balance redox (GSSG-GSH) de
la células irradiadas. Adicionalmente, existe mayor relacién entre la disminucién de la respuesta inmune con
el espectro de la radiacién que con respecto al valor del FPS, por lo que se espera que los fotoprotectores de
amplio espectro o con relaciones UV-A / UV-B mayores ofrezcan mejor proteccién ante la inmunosupresién
[Walker € Young. 1997]. Ademds, la radiacién UV-A puede inducir reacciones fototéxicas y fotoalérgicas
con farmacos, ingredientes cosméticos y filtros solares [Grether-Beck & Krutmann. 2009]. Por esta razén,

también seria ideal que los compuestos tuvieran mayor amplitud espectral y absorcion en el NIR.
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En este sentido, la pseudociferelina A (1) destaca por sus valores de amplitud espectral mds altos comparados
con los compuestos monoarométicos obtenidos de Lobariella sipmanii. A pesar de que sus valores de la
relacion UVA-1 oscilan entre bajo a moderado (0,26 a 0,42), sus valores de R UVA/UVB aunque por debajo
de 1,5 son superiores a los presentados por el extracto aceténico, mientras que su longitud de onda critica
oscilé entre 349 nm y 365 nm, situdndolo cerca del limite establecido por la FDA para los protectores
solares de amplio espectro (370 nm), por esto esta sustancia podria proponerse como un eventual filtro
solar UV-A. Este compuesto (1) mostré diferencias significativas en la relacién UV-A I (p-valor < 0,05)
con el OMC-EHMC y con el orselinato de metilo (3), asi como en su Aqi; con el OMC-EHMC y los
compuestos 1 y 2 (p-valor < 0,05 - Figura E-20 A, Anexo). De hecho, el compuesto 1 presenta pardmetros
de amplitud espectral similares a la benzofenona-3 (p-valor > 0,05 Figura E-20 C, Anexo), compuesto que
es fotoprotector UV-B / UV-A 2, excepto para la R UVA-I (p-valor < 0,05 - Figura E-19, E-20 D, Anexo).
Con respecto a la inmunosupresién, para el dépsido atranorina (A) se ha obtenido que esta no interfiere
con los efectos apoptéticos luego de la irradiacién con luz UV-B, lo que puede ayudar a la prevencién del
CP [Varol et al.. 2015]. Debido a la similitud estructural entre el compuesto 1 y A podria sugerirse una

actividad biolégica similar, aunque esta hipétesis requiere de comprobacién experimental.

A pesar de esta ventaja, el compuesto 1 ofrece una fotoproteccién minima en el UV-B (FPS = 9,82 a 200
ug/mL), ya que el minimo valor de FPS requerido para etiquetarlo como fotoprotector UV-B es 15, segin
los criterios de la Federal Drug Administration [2019]. La disminucién en el valor del FPS concuerda con la
observacién de Nomelin-Ballen [2020], quien afirma que el cambio en los sustituyentes puede llevar a una
disminucién en el grado de fotoproteccién de los compuestos. Esto se sustenta al comparar los valores de
los pardmetros de fotoproteccién de A obtenida de Fverniastrum cirrhatum con la pseudociferelina A (1),
también al comparar los compuestos monoarométicos obtenidos en este trabajo, se observa que la sustitucién
de varios hidrégenos sobre el anillo aromatico por grupos metilo hacen que haya un efecto batocrémico en la
Acrit (320 nm a 335 nm), ademds de un marcado efecto hipocrémico en la regién UV-B, como se observa en la
disminucién de los valores de FPS in vitro del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetil benzoato de metilo (2) comparado

con el orselinato de metilo (3).

El mecanismo por el cual los compuestos fendlicos de Lobariella sipmanii llevan a cabo su actividad
fotoprotectora probablemente es mediante la absorcién de la radiacién UV y la disipacion la energia
mediante dispersién radiativa o relajacién vibracional (NIR) [Varol et al.. 2015]. Esto ha sido observado
para dépsidos como A y se asocia a la presencia de grupos carbonilo sobre anillos arométicos en la estructura
[Siesler et al.. 2001; Nomelin-Ballen. 2020; Varol et al.. 2015]. Sin embargo, estos métodos de disipacién
pueden aumentar la temperatura y originar EROs en la piel, lo que podria causar danos como el eritema
ab igne [Varol et al.. 2015; Cho et al.. 2009; Sklar et al.. 2013]. De hecho, exposicién de la piel a la luz
solar puede elevar su temperatura hasta méas de 40 °C, producto de la relajacién vibracional [Cho et al..
2009]. Aunque los efectos térmicos pueden ser contrarrestados al menos en parte producto de la actividad

antioxidante de los compuestos 1 y 2.

Aunque es un aspecto deseable en los productos cosméticos fotoprotectores, la proteccién ante la radiacién
infrarroja y la luz NIR se ha manejado principalmente a través de las pantallas solares o filtros solares
inorgénicos (fisicos) [Diffey & Cadars. 2016]. Por otra parte, Krutmann et al. [2021] & Grether-Beck et al.
[2014] semialan que otra estrategia ademds de la dispersion fisica de la radiacién IR es el uso tépico de

sustancias antioxidantes. Para los filtros solares orgdnicos (quimicos) comercialmente disponibles la proteccién
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en el NIR ha sido poco explorada y menos aiin para las sustancias de origen natural que se proponen como
alternativas a los filtros solares sintéticos. En la Seccion 5 se detallaron varios efectos sobre las mitocondrias
y el metabolismo energético de las células, como la formacién de EROs o la degradaciéon de la matriz
extracelular, entre otros [Schieke et al.. 2002; Kim et al.. 2006; Karu. 2008; Schroeder et al.. 2008ab; Cho
et al.. 2009; Krutmann et al.. 2021].
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Figura 7-9: Espectros de Infrarrojo Cercano NIR (700 - 2 500) nm de los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii y de
los filtros solares comerciales usados como controles. E1 OMC - EHMC se tomé liquido en celda de cuarzo y su escala
corresponde a la del lado izquierdo. Los demdas compuestos se tomaron dispersos en KBr y emplean la escala del lado derecho

Se observa que tanto los fotoprotectores comercialmente disponibles, como los compuestos aislados de
Lobariella sipmanii no presentan absorcién entre (700 y 1 100) nm (Figura 7-9). No obstante, los filtros
comerciales y los compuestos monoarométicos (2 y 3) presentan pequenas absorciones entre (1 100 y 1 200)
nm, atribuibles a los sobretonos de los estiramientos de la porcién alifdtica (C-H). La absorcién en esta zona
y en las regiones de sobretonos la porcién alifatica entre (1 650 y 1 800) nm y por encima de 2 200 nm,
asi como en la porcién asociada al sobretono de los grupos carbonilo alrededor de 2 150 nm fue menor en
aquellos compuestos con mayor grado de sustitucién (1 y 2) sobre los anillos arométicos en comparacién con
compuestos cuyos anillos arométicos presentan un menor grado de sustitucién (3). Por lo que en la regién
NIR también es evidente el efecto hipocrémico que fue observado en el UV-B. En las demas regiones del
NIR, los compuestos monoaromaticos (2 y 3) obtenidos de Lobariella sipmanii presentan espectros similares
a los de algunos filtros solares disponibles comercialmente como el OMC-EHMC o el BMT, por lo que

resultan prometedores para esta region del espectro.

Desde una perspectiva de relacion estructura-actividad, para que los compuestos fotoprotectores presenten
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un buen grado de absorcién en el UV-B y en el NIR, deben tener porciones aromaticas preferiblemente con
grupos sustituyentes que donen electrones al anillo por efecto inductivo o por efecto mesomérico (resonancia),
como es el caso de los aniones carboxilato (-COO™), o los grupos hidroxilo (-OH) respectivamente [Amorati
et al.. 2016]. Aunque algunos grupos electroatractores como el grupo carbonilo también podrian estar presentes
para potenciar la fotoproteccién, como sucede en la atranorina (A) [Varol et al.. 2015]. De igual forma,
la porcion aromaética debe presentar bajo grado de sustitucién por parte de grupos alifaticos como grupos
metilo o cadenas hidrocarbonadas. Compuestos como el dcido evérnico (dépsido) poseen grado intermedio de
sustitucién sobre anillos arométicos y tres grupos electrodonores en uno de los anillos (hidroxilo, metoxilo
y metilo) o como el B-orcinol carboxilato de metilo, son sustancias que presentan absorcién en el UV y
obtengan altos valores de FPS [Lohezic-Le Devehat et al.. 2013]. Por otro lado, la extensién del grado de
conjugacion hace que los compuestos presenten mayor amplitud espectral y mejor absorcién en la region
UV-A, tal y como sucede con BMT, BP3 y 1.

Otro aspecto relevante es la fotoestabilidad de los compuestos. La radiacién UV tiene la energia suficiente
para inducir reacciones quimicas que generen fototoxicidad y fotoalergenicidad o incluso inmunosupresién al
actuar sobre moléculas endégenas [Krutmann. 1997; Grether-Beck & Krutmann. 2009]. Al respecto, Huong
et al. [2007] la considera uno de los pardmetros de efectividad més importantes a ser evaluados, debido a
que la pérdida de capacidad fotoprotectora durante la exposicién de un filtro a la luz solar representa un
riesgo de danos para el usuario y puede causar mas perjuicios que la protecciéon que brinda. En este punto es
preciso destacar que ninguno de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii experimentan reacciones de
fotoisomerizacién, como las que presenta el filtro solar UV-B OMC - EHMC, ni sufren fotodegradacion
como el caso de la AVO. De hecho, Lohezic-Le Devehat et al. [2013] reporta que las sustancias liquénicas
son fotoestables. Sin embargo, este aspecto no pudo ser evaluado para los compuestos aislados de Lobariella

sipmanii.

7.3.3 Lipofilicidad y permeabilidad dérmica

Gorouhi € Maibach [2009] afirman que el estrato cérneo, de naturaleza lipofilica, constituye la principal
barrera para el ingreso de sustancias a través de la piel. Segtiin el modelo de “bloques y cemento” (brick
and mortar) del estrato corneo, existen dos posibles rutas que puede tomar una sustancia: La primera es
el transito alternado entre las fases lipidica (cemento) y proteica (bloques), mientras que la segunda es la

difusién pasiva a través de la fase lipidica exclusivamente [Norlén. 2003].

La permeabilidad cutianea de una sustancia se relaciona con varios factores, como sus propiedades fisico-
quimicas, tamafio y peso molecular, afinidad de unién, solubilidad en agua y coeficiente de reparto [Gorouhi
& Maibach. 2009; Pecoraro et al.. 2019]. De todas estas propiedades, la lipofilicidad determinada por el
coeficiente de reparto, brinda una estimacién preliminar de la capacidad de las sustancias de ser absorbidas
por el estrato cérneo de la piel [Norién. 2003]. Sin embargo, la permeabilidad de cualquier sustancia en la piel
también depende de factores fisiolégicos, como el estado fisico y metabdlico de la piel (grosor, componentes,
sitio de aplicacién, estado de hidratacién), asi como de la escala temporal del proceso [Gorouhi € Maibach.
2009].
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En el caso de los compuestos obtenidos de HL, resulta deseable que no solo sean entregados, sino que
también permeen el estrato cérneo, dado que deben ejercer su actividad dual antioxidante y fotoprotectora
sobre la zona vital de la epidermis. Al respecto, Abla & Banga [2013] mencionan que un buen candidato a

antioxidante para uso cosmético de aplicacién tépica debe cumplir 2 condiciones.

1. Permear al estrato cérneo desde la formulacién

2. Alcanzar las capas profundas de la piel sin ser absorbido por el torrente sanguineo

Existen ciertos criterios que proporcionan una aproximacién para determinar la capacidad de una sustancia

de permear a través la piel [Guy & Hadgraft. 2002; Gorouhi & Maibach. 2009; Abla €& Banga. 2013].

1. Peso molecular menor a 500 Da.
2. Logaritmo del coeficiente de reparto moderado entre 1y 3 (1 < Log P < 3).

3. Punto de fusién menor a 200 °C, por sus efectos en la solubilidad de la sustancia.

>~

. Solubilidad en agua cercana a 1 mg mL~!.

5. Con ningin o con pocos centros polares (cargas).

A partir de los valores de Log P se puede afirmar que los compuestos que tienen moderado caracter hidrofilico
y lipofilico en forma simultédnea son los que mds altas tasas de difusién presentan a través de la piel [Norién.
2003].

Con el propésito de determinar la lipofilicidad y la potencial permeabilidad dérmica de los compuestos
obtenidos de Lobariella sipmanii y de algunos fotoprotectores disponibles comercialmente se calcularon los
valores de coeficiente de reparto y energia libre de Gibbs de transferencia. Se observa que los compuestos
liquénicos obtenidos (Tabla 7-11) tienen coeficientes de reparto (Log P) entre 2,38 y 7,06. Los valores mds
bajos se obtienen para los 2 compuestos monoaromaticos (2 y 3) y el mds alto para el dépsido 1, esto es
consistente con el hecho de que este 1ltimo compuesto tiene un mayor peso molecular. Por su parte, los
fotoprotectores disponibles comercialmente presentan valores de Log P entre 3,64 y 9,14 lo que significa que

son menos polares y mas lipofilicos que los compuestos liquénicos obtenidos.

Tabla 7-11: Valores de coeficiente de reparto (Log P) y de energia libre de Gibbs de transferencia

Compuesto ACD Log P SD AtG"O%W (kJ mol~1)  SD
AVO 4,81 0,17 -27,45 0,97
BMT 9,14 0,75 -52,17 4,28
BP-3 3,64 0,37 -20,78 2,11
OMC - EHMC 5,66 0,25 -32,31 1,43
(1) 7,06 0,49 -40,30 2,80
(2) 2,98 0,26 17,01 1,48
(3) 2,38 0,26 -13,58 1,48

Ademés, al analizar la estructura de los compuestos liquénicos obtenidos con respecto a los criterios ya

mencionados, se observa que en condiciones fisioldgicas normales ninguno de los compuestos posee grupos
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cargados. Ademds, los compuestos liquénicos monoaromadticos (2 y 3) obtenidos de Lobariella sipmanii
cumplen con los criterios previamente descritos, mientras que la pseudociferelina A (1) solo excede los valores
de Log P (Log P = 7,06), lo que implica que probablemente podria ser retenido en la porcién lipidica del

estrato corneo.

Otros criterios que deben considerarse en la estructura y que definen la difusividad de las moléculas a través
del estrato cérneo incluyen el tamafno molecular y el nimero de puentes de hidrégeno que puede formar
la molécula [Gorouhi & Maibach. 2009]. La difusién pasiva es méxima para moléculas pequenias que no
forman puentes de hidrégeno y minima cuando la molécula puede formar alrededor de 4 puentes. A primera
vista, los compuestos fendlicos por la presencia de grupos hidroxilo que son donores y aceptores de puente de
hidrégeno tienden a quedar retenidos en el estrato cérneo [Abla & Banga. 2013]. Sin embargo, Pecoraro
et al. [2019] sugiere que las limitaciones en la difusién y permeabilidad cutdnea tienen més relacién con la

capacidad de la molécula para aceptar puentes de hidrégeno.

En consecuencia, es posible que los compuestos monoarométicos (1 y 2) obtenidos de Lobariella sipmani,
pese a su valor menos negativo de energia libre de transferencia, presenten una mayor permeabilidad cutdnea
debido a su menor peso molecular, coeficiente de reparto moderado, y menor nimero de sitios aceptores
y donores de puente de hidrégeno. Cada uno de estos compuestos puede aceptar 3 puentes de hidrégeno:
dos a través de los grupos hidroxilo y uno por el grupo carbonilo. En este sentido, el compuesto 1 podria
estar en desventaja en comparacién con los compuestos monoaromaticos aislados, ya que posee tres sitios
donores (hidroxilos fendlicos) y 6 aceptores (hidroxilos y 3 grupos carbonilo), lo que sumado a su mayor

Log P podria afectar su potencial permeabilidad.

Ademas, si consideramos los valores negativos de energia libre de transferencia (At@% _w - Tabla 7-11),
todos los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii tienen la posibilidad pasar a la porcién lipidica y
permear el estrato cérneo. No obstante, el compuesto 1 exhibe el valor méas negativo de Atéeo _w, lo que
podria indicar una mayor afinidad de la sustancia por la porcién lipidica y, por ende, una mayor favorabilidad
a la difusién pasiva. Esto también podria aplicarse a los filtros solares evaluados, ya que presentan valores
de Log P y de AtGHO _,w similares a los del compuesto 1. Adicionalmente, existe respaldo experimental para
esta afirmacién sobre moléculas lipofilicas, como el retinol, que puede difundirse mediante la disrupcién de la
capa lipidica del estrato cérneo, lo que facilita su permeacién hacia las capas subyacentes de la piel [Abla &
Banga. 2013].

En contraste, los compuestos monoaromaticos (2 y 3) més hidrofilicos podrian permear la piel por transito
alternado entre las fases acuosa y lipidica, lo que segin Abla € Banga [2013], genera diferencias en la
distribucion de los compuestos a lo largo de las capas de la piel. Sin embargo, sera necesario llevar a cabo

estudios adicionales sobre las sustancias liquénicas de Lobariella sipmanii para confirmar esta hipotesis.
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7.3.4 Relacidn estructura - riesgos para la salud y el medio ambiente

Relacién estructura - potencial alergénico

En términos generales, la piel es un entorno nucleofilico debido a la abundancia de sustancias con grupos ricos
en electrones, como las proteinas. En contraste, los compuestos sensibilizadores poseen grupos electréfilos
con enlaces polarizados por dtomos o grupos altamente electronegativos [Divkovic et al.. 2005; Aptula et al..
2005; Karlberg et al.. 2008; Chittiboyina et al.. 2015]. Estos compuestos se suelen denominar alérgenos,
son sustancias de bajo peso molecular con caracter electrofilico, que reaccionan con proteinas para formar
haptenos, los cuales inducen la respuesta inmune y causan la sensibilizacién de la piel [Chittiboyina et al..
2015; Abbas et al.. 2017]. Algunos de los alérgenos més comunes incluyen a los filtros solares orgénicos
de origen sintético [Lodén et al.. 2011; Gilbert et al.. 2013], lo que resulta en la necesidad de garantizar
que cualquier alternativa de origen natural que se proponga sea mucho mas segura y carezca de aquellas

caracteristicas estructurales que las hacen propensas de reaccionar con proteinas y generar haptenos.

Aquellos grupos que son capaces de inducir alergias son: los grupos carbonilo en funcién aldehido, cetona
o éster ciclico lactona; sistemas de dobles enlaces conjugados, insaturaciones «, 8 a carbonilos o aceptores
tipo Michael, anillos aromaéticos m-deficientes susceptibles a sustitucién nucleofilica aromatica y aquellas
sustancias con grupos salientes susceptibles a acilacién [Aptula et al.. 2005; Karlberg et al.. 2008; Chittiboyina
et al.. 2015]. El proceso de haptenizacién generalmente implica la unién entre la proteina y el hapteno a
través de enlaces covalentes, aunque también puede llevarse a cabo producto de la alteraciéon no covalente
de la estructura terciaria de la proteina, lo que genera su reconocimiento como ajena por parte del sistema

inmune [Divkovic et al.. 2005].

Existen tres principales mecanismos para la unién covalente con proteinas. En primer lugar, la sustitucion
nucleofilica sobre un centro saturado; en segundo lugar, la sustitucién sobre un centro insaturado; y finalmente,
la adicién nucleofilica. No obstante, estos procesos pueden encontrar mecanismos alternativos; por ejemplo, a
través de la generacién de radicales libres favorecidos por condiciones de alta irradiacién, estrés oxidativo
o la liberaciéon de metales redox al medio extracelular. De tal forma que un compuesto inicialmente no
electrofilico podria convertirse en uno, si sufre procesos de oxidacién o metabolismo en la superficie de la piel
[Divkovic et al.. 2005; Aptula et al.. 2005; Karlberg et al.. 2008]. Posibles ejemplos son las reacciones de
auto-oxidacién, en donde un compuesto orgdnico mediante una reaccién radicalaria inserta una molécula
de oxigeno en un enlace C-H para formar hidroperoxidos. Estas sustancias son potentes sensibilizadores y
alérgenos, ademas, pueden formar otras especies radicalarias al romperse el enlace entre los dos atomos de

oxigeno [Karlberg et al.. 2008].

En consecuencia, aquellas sustancias que evitan el estrés oxidativo mediante la captacion de radicales o
la reduccién de iones metélicos redox pueden prevenir la reaccién de los alérgenos con las proteinas o la
generacion de estas sustancias por reacciones de auto-oxidacién. De los compuestos aislados de Lobariella
sipmanii, dos destacan por su prometedora actividad captadora de radicales libres: el compuesto 2 (CE5g
= 13,04 mg/mg DPPH - Actividad Captadora 45,1 %) y el compuesto 1 (CE5q = 15,50 mg/mg DPPH -
Actividad Captadora 59,1 %). El compuesto 2 presenté moderada actividad reductora férrica y mostré el

mejor desemperio en inhibicién de la peroxidacién lipidica (65 %) a las 24 h, con valores similares al BHT y
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al TPNa. En contraste, el compuesto 3 no exhibe actividad captadora de radicales libres, ni poder reductor
férrico, tampoco inhibe la peroxidacién lipidica. Por lo que no se puede proponer como opcién viable para

ser empleado en la prevencion de eventuales alergenicidades.

En relacion con los grupos electrofilicos presentes en los compuestos aislados de Lobariella sipmanii, la
pseudociferelina A (1) es el unico compuesto aislado que contiene un grupo aldehido, caracteristica que puede
propiciar la generacion de haptenos. Los anillos aromaticos préximos a grupos carbonilo retiran densidad
electrénica al grupo aumentando su potencial electrofilico [Aptula et al.. 2005]. Por lo tanto, este grupo
aldehido tiene el potencial de reaccionar con grupos amino libres, formando bases de Schiff. Los grupos amino
libres son frecuentes en las cadenas laterales de aminodcidos bésicos, tales como Lisina, Arginina e Histidina
[Divkovic et al.. 2005; Chittiboyina et al.. 2015].

La lipofilicidad también afecta el potencial alergénico de los compuestos, principalmente por el reparto que
tienen estas sustancias en la porcién lipidica del estrato cérneo [Aptula et al.. 2005]. Los compuestos que no se
difunden con facilidad en los lipidos del estrato cérneo o que no generan disrupcion de esta fase generalmente
no causan alergias, ya que no alcanzan las capas subyacentes de la piel. De los compuestos obtenidos, solo la
pseudociferelina A (1) tiene un valor alto de Log P y el valor mds negativo de energfa libre de transferencia
(At(_}eo _w ), por lo que podria difundirse facilmente en la porcién lipidica del estrato cérneo. Sin embargo,
debido a que puede aceptar miiltiples puentes de hidrégeno (6), esta sustancia podria permanecer retenida

en el estrato cérneo, evitando asi reactividad del grupo aldehido con proteinas de la piel.

En comparacién con los compuestos aislados, los filtros solares comerciales tienen mayor potencial de
alergenicidad. Los cinamatos como el OMC - EHMC y el cinoxato son aceptores de tipo Michael,
conformado por un sistema conjugado entre el anillo aromaético y el grupo carbonilo del éster. Compuestos
como el octocrileno y los derivados del alcanfor presentan sistemas «, f-insaturados (Tabla 5-2). Mientras
que las triazinas como el Uvinul T150 (Etil hexil triazona) tienen un anillo aromdtico central mw-deficiente que
puede dar reacciones de sustitucién nucleofilica aromdtica y con ello desencadenar alergias de contacto [Lodén
et al.. 2011]. Por su parte, la AVO es una dicetona que puede originar bases de Schiff con grupos amino
presentes en las proteinas. Ademads, cuando se expone a la luz UV, genera radicales benzilo y arilglioxales,

que son potentes agentes sensibilizadores de la piel [Gilbert et al.. 2013; Afonso et al.. 2014].

Por el contrario, las estructuras de los compuestos 1, 2 y 3 presentan grupos éster, que son estables y poco
susceptibles a la sustitucién nucleofilica al acilo, debido a que el grupo alcéxido no es buen grupo saliente
[Aptula et al.. 2005]. Adem4s, los compuestos 1 y 2 al tener tres sustituyentes metilo no pueden sufrir
activacién de tipo Michael, a pesar de ser compuestos aroméaticos dihidroxilados. Del mismo modo, tanto
estos compuestos, como el compuesto 3 al tener sus dos grupos hidroxilo en patrén de sustitucién meta, no
pueden formar quinonas, que son aceptores tipo Michael capaces de causar sensibilizacién [Aptula et al..
2005; Divkovic et al.. 2005; Karlberg et al.. 2008]. Debido a estas caracteristicas estructurales, los compuestos
aislados de Lobariella sipmanii pueden considerarse como alternativas fotoprotectoras con un mejor perfil de

seguridad comparadas con los filtros actualmente disponibles.
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Potencial toxicidad ambiental y bioacumulacién

Existe una creciente preocupacion acerca de la seguridad y los efectos de la exposicién a sustancias quimicas
sintéticas. Como ya se indicd, muchos protectores solares organicos impactan de manera negativa el medio
ambiente, particularmente los ecosistemas acudticos, debido a los efectos hormonales que pueden ejercer estas
sustancias sobre los organismos [MacManus-Spencer et al.. 2011; Blithgen et al.. 2012; Juliano et al.. 2017;
Lorigo et al.. 2018; Kar et al.. 2020]. Al considerar que los filtros solares orgdnicos constituyen hasta el (15 o
20) % del peso total de las formulaciones comerciales fotoprotectoras en PPCP [Carve et al.. 2021; Juliano
et al.. 2017], resulta conveniente establecer el potencial ecotoxicolégico de aquellos compuestos propuestos
como alternativas, dentro de sus estrategias de diseno, descubrimiento y uso racional [ Voutchkova-Kostal
et al.. 2012; Corrales et al.. 2017]. Aunque por su origen natural se presume que las sustancias liquénicas son
menos nocivas para el medio ambiente con respecto a los compuestos existentes, resulta crucial corroborar
esta hipdtesis con el fin de lograr la eventual sustitucién de los filtros solares organicos existentes con

compuestos presentes en HL y lograr la bioprospeccion de la especie que los produce.

A partir de los coeficientes de reparto (Tabla 7-11) es posible calcular el factor de bioacumulacién en peces
(BCF) con el método de Bintein et al. [1993], y también evaluar la posible toxicidad para varios tipos
de organismos usando la herramienta US-EPA-ECOSAR [Mayo-Bean et al.. 2012]. Tanto los compuestos
obtenidos de Lobariella sipmanii, como los filtros solares comerciales usados como control hacen parte de las
Clases ECOSAR I y II, que son respectivamente compuestos organicos neutros y compuestos orgénicos con
mecanismos de toxicidad especifica [Mayo-Bean et al.. 2012]. En la Clase II se incluyen los compuestos que
posean alguin grupo funcional reactivo de naturaleza electrofilica, por esta razoén, los criterios empleados en
estos métodos son similares a los analizados en la seccién anterior. Los resultados de los cédlculos realizados

se muestran en la Tabla 7-12.

En la anterior tabla es posible observar que los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii tienen un
perfil de seguridad mas favorable comparados con los filtros comercialmente disponibles, con excepcion
de la pseudociferelina A (1). Esta sustancia presenta un valor de Log P de 7,06 y un grupo carbonilo en
funcion aldehido, a pesar de estas caracteristicas, al ser un dépsido presenta una unién de tipo éster entre
los anillos A y B que es susceptible de ruptura enzimatica por parte de esterasas. Ello generaria los dos
compuestos monoaromaticos constituyentes reduciendo de este modo su potencial de bioacumulacién y su
posible toxicidad. Por el contrario, los filtros solares comerciales ensayados tienen enlaces de tipo éter, los

cuales no son ficilmente biodegradables (Tabla 5-2).

De igual forma, a pesar de su tamano molecular el compuesto 1 posee seis sitios aceptores de puentes de
hidrégeno y tres sitios donores, que corresponden a los hidroxilos fendlicos. Segiin Wen et al. [2012], la
bioconcentracién aumenta de forma linealmente proporcional al coeficiente de reparto (Log P), también se
incrementa con el tamano molecular, mientras que disminuye al aumentar la basicidad de los compuestos
hidrofébicos y/o al aumentar los sitios capaces de formar puentes de hidrégeno con el agua. De otra parte,
los compuestos monoarométicos aislados (2 y 3) tienen menor potencial de bioacumulacién por sus valores
de LogBCF menores a 4, la presencia de tres sitios aceptores y dos donores de puente de hidrégeno, ademas
de su bajo peso molecular. Este potencial es mucho mas bajo con respecto a los filtros solares empleados

como control, que comunmente se encuentran en formulaciones cosméticas, lo que hace de estos compuestos
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Tabla 7-12: Valores calculados de toxicidad y bioacumulacién en algunos organismos acuaticos

Compuesto ACD LogP SD | Log BCF* SD ECOSAR (mg/L)
AVO 481 017 359 20,63 Peces LCso: 1,43 (96 1)
Daphnia LCsq: 1,03 (48 h)
Algas Verdes CEs5q: 1,99 (96 h)
Crustaceos LCsg: 0,250 (96 h)
BMT 0,14 0,75 753 0,10 Peces LCao: 1,46 x 10~ (96 b)
Daphnia LCsq: 1,63 x 10~* (48 h)
Algas verdes LCsp: 1,96 x 1072 (96 h)
Crustaceos LCsq: 1,03 x 107 (96 h)
BP-3 3,64 0,37 2,53 -0,45 Peces LCsyq: 8,01 (96 h)
Daphnia LCsy: 5,24 (96 h)
Algas verdes CEsq: 6,98 (96 h)
Crustdceos LCsq: 2,69 (96 h)
OMC - EHMC 5,66 0,25 1,36 0,56 Peces LCx: 9,18 x 102 (96 b
Daphnia LCsq: 7,48 x 1072 (48 h)
Algas verdes CE5p: 7,68 x 1072 (96 h)
Crustdceos LCso: 6,69 x 1073 (96 h)
1 7,06 0,49 564 034 Peces LCxo: 3,50 x 102 (96 h)
Daphnia LCsq: 1,80 x 1072 (48 h)
Algas verdes CEsg: 2,06 x 1072 (96 h)
Crustdceos LCso: 4,25 x 1072 (96 h)
2 2,98 0,26 193 055 Peces LCao: 431 (96 1)
Daphnia LCsq: 254 (48 h)
Algas verdes CE5: 24,8 (96 h)
Crustéceos LCj: 255 (96 h)
3 2,38 0,26 1,38 -0,55 Peces LCsyp: 3,89 (96 h)
Daphnia LCs: 23,3 (48 h)
Algas verdes CE5: 2,26 (96 h)
Crustdceos LCsq: 22,3 (96 h)

* Modelo tomado de: Bintein et al. [1993].

CEso: Concentracién efectiva media para efectos de toxicidad aguda. LCso: Concentracién letal media.

monoarométicos potenciales alternativas en la sustitucién de los filtros solares usados en la actualidad.

En contraste, los filtros solares comerciales ensayados tienen un Log P mas alto, lo que implica baja solubilidad
en agua y, a primera vista, menor biodisponibilidad. Sin embargo, pueden presentar problemas debido a que
las sustancias més hidrofébicas tienden a asociarse con la materia orgdnica o el sedimento (bentos), que es
fuente de alimento de algunos organismos acudticos [Juliano et al.. 2017; Kar et al.. 2020]. Esto conlleva la
eventual absorcion de estas sustancias a través del tracto digestivo, lo que resulta en su acumulacién en los
tejidos y su posterior paso a los eslabones superiores de las cadenas tréficas [Wen et al.. 2012; Kaiser et al..
2012; Huang et al.. 2021; Carve et al.. 2021]. Lo que puede desencadenar procesos de biomagnificacién y/o
causar otros efectos adversos como la disrupcién endocrina, que ya se han reportado para muchos organismos
[Schlumpf et al.. 2004; Azelstad et al.. 2011; Lorigo et al.. 2018; Huang et al.. 2021]. Ademds, los metabolitos
de transformacién en el ambiente de muchas sustancias presentes en PPCP suelen ser mas persistentes,

bioacumulativos y/o téxicos que las moléculas originales [ Watanabe et al.. 2018; Kar et al.. 2020].

La potencial bioacumulaciéon en organismos es definida en gran medida por la concentracién de lipidos
presente en los tejidos de estos; no obstante, existen factores adicionales que pueden afectar el grado de
bioacumulacién de un compuesto individual en un determinado organismo [Wen et al.. 2012]. Un factor es
el coeficiente de reparto. Aunque la mayoria de los compuestos organicos poseen coeficientes de reparto
(Log P) que oscilan entre 0,5 y 6, aquellos compuestos no iénicos de cardcter hidrofilico tienen bajo potencial
de bioconcentracién debido a que su principal reservorio in vivo no son los lipidos ni las membranas, sino
el citosol, el plasma y otras fases acuosas dentro de ellos [Wen et al.. 2012]. En contraste, los compuestos

altamente hidrofébicos (Log P > 7) o de gran tamano molecular presentan una disminucién en su LogBCF a
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medida que aumenta la hidrofobicidad, debido a la falta de biodisponibilidad producto de su baja solubilidad
en agua y/o su asociacién a la materia orgdnica [Wen et al.. 2012]. Se observa en la Tabla 7-11 que los filtros
solares orgdnicos presentan mayores valores de coeficiente de reparto (Log P) lo que significa alta lipofilicidad,
debido a la necesidad de ser solubles en la porcién lipidica del estrato corneo. Esto en consecuencia implica

un mayor potencial de bioacumulacién [Carve et al.. 2021; Huang et al.. 2021].

Adicionalmente, la permeabilidad cutdnea constituye un factor critico para la evaluacién de posibles riesgos,
ya que no solo se considera para evaluar la posible alergenicidad, sino también para examinar posibles efectos
nocivos o téxicos en el medio ambiente y sobre otros organismos [Pecoraro et al.. 2019]. En la Tabla 7-11 se
observa que los filtros solares evaluados tienen valores de energia libre de Gibbs de transferencia inferiores a
-20 kJ mol~*, lo que hace favorable su difusién pasiva a través de la piel. Esto resulta relevante, dado que
en los organismos acudaticos la via de ingreso al organismo es a través de la piel o los epitelios de érganos
respiratorios y/o digestivos [ Voutchkova-Kostal et al.. 2012; Melnikov et al.. 2016]. Esto no solo va a influir
en la bioacumulacion, sino también en la toxicidad, dado que esta también esta relacionada con el reparto

del compuesto hacia fases lipidicas (Log P).

Para la mayoria de los compuestos organicos, tales como hidrocarburos alifaticos y aromaéticos, cetonas,
aldehidos, entre otros, los efectos toxicos en peces y otros organismos acudticos ocurren mediante mecanismos
no especificos y reversibles, lo que se denomina narcosis [Melnikov et al.. 2016]. Sin embargo, el coeficiente
de reparto por si solo resulta insuficiente como predictor de la toxicidad, por lo que resulta necesario
para tener una mejor aproximacién, considerar en la comparacion las caracteristicas de reactividad y los
grupos funcionales de las moléculas en relacién con mecanismos de toxicidad especificos asociados a la
posibilidad de generar modificaciones nucleofilicas o electrofilicas sobre el ADN, enzimas, receptores, entre
otros [Voutchkova-Kostal et al.. 2012; Melnikov et al.. 2016]. Esta afirmaciéon puede apreciarse en los
valores de toxicidad obtenidos in silico para los filtros BP-3 y AVO (0,25 mg/kg - 8 mg/kg) que son de
magnitud similar a aquellos de los compuestos fendélicos monoaromaéticos aislados de Lobariella sipmanii,

particularmente el compuesto 3 (2,26 mg/kg - 23 mg/kg).

Los valores més altos de toxicidad, inferiores a 0,1 mg/kg, se encontraron en los filtros solares BMT y
OMC - EHMC. En el caso del BMT el valor es elevado debido a su tamano molecular y elevado valor
de Log P, mientras que en el OMC - EHMC, la explicacién del valor obtenido radica tanto en su valor
de Log P, como en la presencia de grupos funcionales reactivos. Compuestos como la AVO y el OMC -
EHMC, presentan respectivamente potentes grupos electrofilicos como los sistemas «, S-insaturado aceptor
tipo Michael y el grupo 1,3-dicetona (S8-dicetona), que los hacen més téxicos para los organismos acudticos
comparados con compuestos de Log P similar [ Voutchkova-Kostal et al.. 2012]. Mientras que en filtros solares
como el BMT y la BP-3 la presencia de grupos hidroxilos fendlicos o de sistemas «, S-insaturados pueden
explicar la toxicidad especifica reportada de estos compuestos para diversos organismos acudticos [Ozdez
et al.. 2014; Wang et al.. 2016; Juliano et al.. 2017; Carve et al.. 2021].

Por el contrario, los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii, en particular los monoaromaéticos, 2,4-
dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo - 2 y orselinato de metilo - 3, presentaron valores de toxicidad
aguda superiores a 1 mg/L (Tabla 7-12), los cuales son indicadores de baja toxicidad segin los criterios del
Parlamento Europeo [2001] y que junto a su actividad fotoprotectora (UV-B) los hace promisorios en su

empleo como filtros solares organicos alternativos.
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

8 Conclusiones

= A partir de las reacciones de coloracién descriptivas especificas para HL, los resultados del ensayos
bioautografico y la determinacién cuantitativa de la actividad antioxidante y fotoprotectora de los
extractos de HL, se selecciond a la especie Lobariella sipmanii (Moncada, Betancourt & Liicking)

como objeto de estudio del presente trabajo.

= El estudio quimico del extracto permitié obtener y caracterizar por primera vez para esta especie de
HL los siguientes 3 compuestos. Pseudociferelina A (1), 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo

(2) y orselinato de metilo (3).

» La pseudociferelina A (1) y el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) fueron compuestos
que presentaron actividad captadora de radicales libres, poder reductor férrico e inhibicion de la
peroxidacién lipidica. De igual manera estas dos sustancias resultaron ser las mas reactivas ante
radicales con constantes de velocidad de segundo orden (K3) entre 10 y 40 veces menores a la obtenida
por el BHT. Dicha actividad se puede atribuir a la presencia de un motivo $-orcinol en la estructura,
asf como al mayor grado de sustitucién del anillo aromatico con grupos metilo electrodonores por efecto
inductivo. Por su parte, el compuesto 1 ve aumentada su actividad antioxidante gracias a la presencia

de un mayor nimero de grupos hidroxilo fendlicos.

» El orselinato de metilo (3) presenté baja actividad captadora y poca reactividad ante radicales libres,
bajo poder reductor férrico y baja inhibicién de la peroxidacién lipidica, debido a su patrén de sustitucién
de tipo orcinol, que en estudios previos fue indicativo de baja actividad antioxidante. Por tal razon, el
compuesto 3 a pesar de su buen desempeno como filtro solar UV-B no ofrece la actividad antioxidante

como ventaja adicional respecto a los filtros solares comercialmente disponibles.

» La pseudociferelina A (1) presenta absorcién en el UV-A y valores moderados de amplitud espectral,
debido a su mayor grado de conjugacién con respecto de los compuestos monoaromaticos obtenidos de
Lobariella sipmanii. Por otra parte, el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) y el orselinato
de metilo (3) presentaron valores aceptables de fotoproteccién en el UV-B y en el infrarrojo cercano
(NIR). Al comparar su estructura se observé que el patrén de sustitucién afecta la capacidad de
absorber la radiacién electromagnética, los compuestos con mayor nimero de sustituyentes en el anillo
aromético (1 y 2) presentaron efecto hipocrémico en el UV-B y el NIR con respecto al orselinato de
metilo (3) que tiene menor cantidad de sustituyentes. Estos hallazgos permiten corroborar algunos
resultados de estudios previos realizados en el grupo de investigacién y postular a los compuestos 1 y 2

como posibles farmacos duales con actividad antioxidante y fotoprotectora.
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8. Conclusiones

= Los compuestos monoaromaticos 2 y 3 se pueden considerar como permeables a través de la piel y
solubles en la fraccién lipidica del estrato cérneo debido a sus valores calculados de Log P entre 1 y 3,
bajo peso molecular, pF < 200 °C, valores negativos de energia libre de transferencia (At(}‘go “w) Y
nimero de grupos aceptores de puentes de hidrégeno menor a 4. Por otro lado, la pseudociferelina A
(1) aunque tiene el valor més negativo de AtGQO _w, solo cumple con algunas de las caracteristicas
necesarias para la permeabilidad cutanea, presenta un niimero de aceptores de puentes de hidrégeno
mayor a 4 y un valor de Log P elevado, similar al de los filtros solares comerciales, lo que podria sugerir
una facil disolucion en la fraccién lipidica del estrato corneo, pero la posible retencion del compuesto

en las capas mas superficiales de la piel.

= Los compuestos 1 y 2 aislados de Lobariella sipmanii producto de su actividad antioxidante podrian ser
menos susceptibles de generar alergias en la piel o reacciones de fotosensibilizacién, aunque esto debe
ser confirmado por estudios in chemico. Ademés, los compuestos 2 y 3 presentaron menor toxicidad
hacia organismos acudticos y menor potencial de bioacumulacién in silico comparados con los filtros

solares comerciales usados como control.

= Debido a que dos de los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii (Moncada, Betancourt & Liicking)
presentaron actividad dual antioxidante y fotoprotectora, valores negativos de energia libre de Gibbs
de transferencia y valores de coeficiente de reparto que sugieren una buena permeabilidad dérmica,
asi como menor potencial de bioacumulacién y menor toxicidad para los organismos acuaticos con
respecto a los filtros solares comercialmente disponibles, resulta posible proponer a esta especie de
HL del paramo de Sumapaz como una potencial fuente de compuestos naturales con actividad dual,
antioxidante y fotoprotectora. Lo cual constituye un avance no solo en el conocimiento de la quimica

de los liquenes colombianos, sino también en la bioprospeccién de la biodiversidad del pais.
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

9 Recomendaciones y Perspectivas

= Se sugiere hacer la determinacién de los espectros de infrarrojo cercano (NIR) de otras sustancias
liquénicas con potencial fotoprotector y de otros filtros solares comerciales,con el fin de enriquecer la
escasa e incipiente informacion de fotoproteccion disponible en esta region del espectro electromagnético,
mas aun cuando se exige a los productos cosméticos que protegen de la radiacién solar, la declaracién

de proteccion en el IR.

= Continuar con ensayos de citotoxicidad de los 3 compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii para

evaluar la seguridad de su uso en formulaciones cosméticas.

s De igual manera, resulta conveniente determinar el factor de bioacumulacién en peces (BCF) y la
toxicidad n silico e in vitro para otros metabolitos secundarios que puedan ser obtenidos de Lobariella
sipmanii y de otras especies de HL, con el fin de evaluar la viabilidad y sostenibilidad ambiental de su

uso en productos cosméticos.

= Es recomendable incluir en los ensayos estudios in chemico que permitan determinar la alergenicidad

de los compuestos aislados de HL.

= Se sugiere realizar los estudios de formulacién de los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii con
el fin de desarrollar activos cosméticos fotoprotectores, en estos estudios resulta esencial evaluar la

estabilidad de las sustancias aisladas ante la radiacién UV.

= Continuar el estudio quimico de la especie Lobariella sipmanii y de otras especies de HL para obtener

compuestos con actividades biolégicas deseables.
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

A Glosario

= Activo cosmético: Sustancia quimica presente en un producto cosmético, a parte del vehiculo, que le

confiere una funcionalidad o un efecto bioldgico especifico deseado.

= Apotecio: Estructura reproductiva sexual presente en los HL, generalmente tienen forma circular
similar a una taza y los ascos estdn expuestos directamente al exterior [Chaparro de Valencia &
Aguirre. 2002].

= Corticicola: Hace referencia a los liquenes que crecen sobre las cortezas y tallos de una planta, a ésta

se le denomina fordéfito [Chaparro de Valencia & Aguirre. 2002].

= Disipacion radiativa: Procesos llevados a cabo por moléculas en estados energéticos excitados donde
se emiten radiaciones electromagnéticas de mayor longitud de onda respecto a aquella que causé
la excitacion del compuesto, puede llevarse a cabo por procesos de fluorescencia o de fosforescencia
[Nguyen et al.. 2013].

= Disipacién no radiativa: Son procesos donde la energia de los estados excitados es disipada a través
de la relajacién vibracional o de la transferencia a otras moléculas (fotosensibilizacién), ello sin la

emisién de radiacién electromagnética [Nguyen et al.. 2013].
s Edéfico: Que hace referencia a los suelos.

» Efecto batocrémico: Es el desplazamiento de la longitud de onda de maxima absorcién (Apq.) de
una sustancia hacia longitudes de onda mas largas y de menor energia, producto de cambios en sus

sustituyentes.

» Efecto hipsocrémico: Es el desplazamiento de la longitud de onda de méxima absorcién (Ay,q.) de
una sustancia hacia longitudes de onda més cortas y de mayor energia, producto de cambios en sus

sustituyentes.
» Epifito: Ver Corticicola/Folicola.
= Epilito: Ver Saxicola.

= Farmaco: Cualquier sustancia que no sea alimento, y que se use para prevenir, diagnosticar, tratar o

aliviar los sintomas de una enfermedad o afeccién [National Cancer Institute. 2024].
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A. Glosario

Fluorescencia: Es el fenémeno de emisién de radiacién que se presenta luego de alguna sustancia
ha absorbido radiacién, en este caso se emite radiacién de mayor longitud de onda cuando se regresa
al estado basal y no hay cambio en los espines de los electrones de los dtomos. Es decir que tanto el

estado basal, como el estado excitado son singletes (espines apareados). [Bernath. 2005; Bonda. 2005]
Folicola: Hongo liquenizado que crece unicamente sobre hojas de plantas superiores.

Forofito: Se denomina a aquellas plantas superiores sobre las cuales crecen los hongos liquenizados de

hébito corticicola (corteza) o folicola. (hojas) [Chaparro de Valencia & Aguirre. 2002].

Fosforescencia: Al igual que la fluorescencia es un tipo de emisién de radiacion, en este caso los
electrones excitados cambian su espin antes de emitir la radiacién de mayor longitud de onda. Es decir
el estado excitado es un triplete (espines desapareados) mientras el estado basal es un singlete [Bernath.
2005; Bonda. 2005].

Fotoenvejecimiento: Hace referencia a los cambios que presenta la piel y que se sobreponen y

acentian el envejecimiento natural [Schroeder et al.. 2008a].

Fotoestable: Se trata de una sustancia quimica que al verse expuesta y absorber radiacién solar,
disipa la energia regresando al mismo estado previo a la exposicién, sin presentar cambio alguno en su

composicién [Bonda. 2005].

Fotoinestable: Se trata de una sustancia quimica que al verse expuesta y absorber radiacién solar,
disipa la energia de forma destructiva, lo que implica cambios en su estructura y composiciéon quimica;

como, por ejemplo, productos de fragmentacién, isomerizacién, entre otros [Bonda. 2005].
Fotolabil: Sinénimo de fotoinestable o fotodegradable.

Fotosensibilizacién: Es cuando el estado excitado de una molécula irradiada es més reactivo que la

molécula en su estado basal y por tanto esta reacciona quimicamente con componentes celulares.

Hapteno: Sustancia quimica de bajo peso molecular que se une a una macromolécula (proteina)

generando un aducto, el cual induce la respuesta inmune adaptativa [Abbas et al.. 2017, pp 110].

Neotrdpico: Region biogeografica del planeta que comprende América Central y la parte septemtrional
de América del Sur, se le denomina de este modo por sus diferencias bidticas con el paleotrépico, que

son las zonas trépicales de Africa (Regién Etidpica) y Asia (Regién Oriental).
Neotropical: Distribucién geografica de los organismos, que indica la pertenencia al neotrépico.
Orobioma: Es un bioma definido por el relieve y la altitud.

Regulacién retrégrada: Regulacion de la expresién genética que es mediada desde la mitocondria o

cualquier organelo hacia al nicleo. [Krutmann & Schroeder. 2009)

Quimiotipo: Se trata de organismos de la misma especie colectados en diferentes sitios, con identica

morfologia que poseen caracteristicas de reactividad o composicién quimica diferentes [Masuch. 1993].

Saxicola: Son aquellos hongos liquenizados que crecen sobre suelo o rocas [Chaparro de Valencia €
Aguirre. 2002].
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. Glosario

Soredio: Didspora vegetativa mintscula formada por grupos de algas rodeados por hifas [Chaparro de
Valencia & Aguirre. 2002].

Simbiosis: Asociacién de dos o mds organismos para beneficio mutuo [Chaparro de Valencia €& Aguirre.
2002].

Talo costroso: Forma de crecimiento de los HL que crece adherido y en intima relaciéon con su
sustrato [Masuch. 1993, pp 37] [Chaparro de Valencia & Aguirre. 2002, pp 26].

Talo folioso: Forma de crecimiento de los HL donde los talos son aplanados, similares a las hojas de
las plantas [Masuch. 1993, pp 40] [Chaparro de Valencia €& Aguirre. 2002, pp 29].

Talo fruticoso: Forma de crecimiento de los HL que es similar a pequefios arbolitos o ramas [Masuch.
1993, pp 43] [Chaparro de Valencia & Aguirre. 2002, pp 31] [Notov. 2014].

Talo heterémero: Son talos que presentan una morfologia dorsi-ventral, donde es claro diferenciar la

cara adaxial (superior) de la cara abaxial (inferior o préxima al sustrato) [Masuch. 1993, pp 39].

Talo homdémero: Son talos que son idénticos por las dos caras [Masuch. 1993, pp 39].
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B Espectros obtenidos

B.1 Pseudociferelina A

OH ]

CHjy C CHjy
CHj

a=—0

CHj
o CHs

CHjy
HO oH

CHO

Figura B-1: Espectro Infrarrojo de la pseudociferelina A (1) de Lobariella sipmanii. Los recuadros en rojo indican las senales
diagndsticas del espectro.
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Figura B-2: Espectro proténico (RMN 'H) de la pseudociferelina A (1) en CDCl3 obtenida de Lobariella sipmanii.
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Figura B-3: Espectro de carbono 13 (RMN 3C) de la pseudociferelina A (1) en CDCl3 obtenida de Lobariella sipmanii.
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Figura B-4: Espectro de correlacién hidrégeno-carbono HSQC de la pseudociferelina A (1) obtenida de Lobariella sipmanii.
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Figura B-7: Ampliacién del espectro de correlacién hidrégeno-carbono (6 10,00 ppm - 13,80 ppm) HMBC de la pseudociferelina A (1).
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B.2. 2.4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo B. Espectros obtenidos
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Figura B-9: Espectro proténico (RMN 'H) de la 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) en CDCl3 obtenido de
Lobariella sipmanii.
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Figura B-10: Espectro de carbono 13 (RMN 13C) del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) en CDCl3 obtenido de Lobariella sipmanis.
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Figura B-11: Espectro de correlacién hidrégeno-carbono HMQC del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) obtenido de Lobariella
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Figura B-12: Ampliacién del Espectro de correlacion H - C HMQC del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2). En este espectro se observan los dtomos de
hidrégeno de los grupos metilo, con sus correspondiente dtomos de carbono (d¢/dm 8,1/2,13; é¢/dm 12,0/2,14 y 6¢/dm 18,9/2,43).

sopruajqo soxyoodsy ¢

O[IJOW 9P 0JROZUI([IDWLI-9 G E-IXOIPIIP-F'E ¢'d



80T

J PN
RMN 2,4-dihidroxi/HMBC
C3 (RMN-G-102) BBO
Neo Avance HMBC-CDCI3
13 de Noviembre de 2019
=] ) HI10-CL o 4 Hg.c3
OH2-C3 H10-C5 © ¢ H9-C5
4 H10-C6 o o H9-C6
—] . H9-C4 o H8-C4
OH2-C2 H9-C2 H&-C2
— -OMe-C7 ¢
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Figura B-13: Espectro de correlacién hidrégeno-carbono HMBC del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2) obtenido de Lobariella sipmanii.
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Figura B-14: Ampliacién del Espectro de correlacion H — C HMBC (ég 1,95 ppm - 2,80 ppm) del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2). Correlaciones de los

atomos de hidrégeno de los grupos metilo unidos al anillo aromatico.
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Figura B-15: Ampliacién del Espectro de correlacion H — C HMBC (6 = 11,46 ppm) del 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2).
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B. Espectros obtenidos B.3. Orselinato de metilo

B.3 Orselinato de metilo
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Figura B-16: Espectro proténico (RMN H) del orselinato de metilo (3) en Acetona-d6 obtenido de Lobariella sipmanii.
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Figura B-17: Espectro de carbono 13 (RMN 3C) del orselinato de metilo (3) en Acetona-d6 obtenido de Lobariella sipmanii.
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Figura B-18: Espectro de correlacién H — C HMQC del orselinato de metilo (3).
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Figura B-19: Ampliacién del Espectro de correlacién H — C HMQC del orselinato de metilo (3). En este espectro se observan los 4tomos de hidrégeno de los grupos metilo y
los protones del anillo aromdtico con sus correspondientes dtomos de carbono (d¢ /0y 24,0/2,47; §¢/dy 52,0/3,93; 6¢/dy 101,3/6,25 y 6¢ /0y 112,3/6,30).
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Figura B-20: Espectro de correlacién hidrégeno-carbono HMBC del orselinato de metilo (3) obtenido de Lobariella sipmanis.
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Figura B-21: Espectro de correlacién H - C HMBC (§g 2,20 ppm - 11,50 ppm) del orselinato de metilo (3).
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Figura B-22: Ampliacién del Espectro de correlacion H - C HMBC (6 1,70 ppm - 4,10 ppm) del orselinato de metilo (3). Correlaciones del dtomo de hidrégeno del grupo
metilo unido al anillo aromético (6 2,47 ppm - H8) y del grupo metoxilo (6g 3,93 ppm - C7-COOCH3).
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Figura B-23: Ampliacién del Espectro de correlaciéon H — C HMBC del orselinato de metilo (3) (6 5,40 ppm - 6,80 ppm), para ver los acoplamientos H3 y H5 con C3 (6¢ =

101,3); C1 (¢ = 105,4) y C5 (¢ = 112,3) y las sefiales satelite.
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Figura B-24: Ampliacién del Espectro de correlacién H - C HMBC (§g 5,70 ppm - 6,65 ppm) del orselinato de metilo (3), para observar los acoplamientos de H3 (dy = 6,25)

y H5 (6 = 6,30) con C4 (6¢ = 163,4).
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

C Datos de actividad antioxidante

C.1 Poder captador de radicales libres con el modelo DPPH

Tabla C-1: Datos estadisticos de la regresién para obtener la CE5g para la actividad captadora de radicales libres con
el modelo DPPH

Sustancia Relacién Porcentaje Valores de regresién Porcentaje Valores de regresién Porcentaje Remanente
AH / DPPH | Remanente 1 r2 p-valor Remanente 2 r? p-valor Promedio (SD)
0,00 100,00 100,00 100
0,01 91,86 0,8932  0,00083 92,76 0,8659 0,00050 92.31 (0,64)
0,05 89,21 0,9428  0,00017 92,40 0,9091 0,00019 90.81 (2,26)
0,10 87,29 0,9533 0,00053 91,02 0,8843 0,00332 89.16 (2,64)
0,25 80,36 0,8662  0,00147 81,99 0,6786 0,00389 81,18 (1,15)
BHT 0,49 84,60 0,9914 0,00002 82,15 0,8529 0,00541 83.38 (1,73)
1,03 69,32 0,8534  0,00537 77,91 0,9728 0,00125 73,62 (6,07)
4,96 57,03 05734  0,04990 52,22 0,6437 0,00567 54,63 (3,40)
9,91 45,22 0,8244  0,02114 38,76 0,8586 7,20 x 10~° 41,99 (4,57)
19,83 17,01 0,6692  0,00804 24,82 0,9201 2,70 x 10~° 20.92 (5,52)
39,45 19,74 0,8592  0,00020 22,46 0,8103 0,00358 21.10 (1,92)
0,00 100,00 100,00 100
0,01 75,43 0,8508  0,00194 70,39 0,7682 0,00266 72,91 (3,56)
0,04 70,86 0,8775 0,00012 67,08 0,7510 0,00072 68,97 (2,67)
0,09 44,50 0,6140 0,02276 44,85 0,5460 0,03515 44,68 (0,25)
0,22 11,95 0,8028 0,02530 13,24 0,6149 0,02262 12,60 (0,91)
AG 1,05 13,01 0,9655  0,01156 9,16 0,9240 0,00588 11,09 (2,72)
1,84 12,79 0,7802  0,00470 8,97 0,9754 0,00015 10,88 (2,70)
8,66 9,25 0,5499 0,04602 4,70 0,4052 0,02833 6,98 (3,22)
17,31 6,11 0,5924 0,00340 9,91 0,6913 0,00648 8,01 (2,69)
34,36 11,19 0,5657 0,00116 8,52 0,9128 0,00724 9,86 (1,89)
0,00 100,00 100,00 100
0,01 95,11 0,032  0,00018 87,22 0,6532 0,00159 91,16 (5,58)
0,05 87,95 0,7877  0,01149 85,25 0,5885 0,01604 86,60 (1,91)
0,10 87,51 0,8107  0,02375 84,85 0,5392 0,00395 86,18 (1,8)
0,34 82,65 0,7848 0,01182 86,32 0,7022 0,00041 84,49 (2,60)
1 0,57 81,58 0,7618 0,01459 84,18 0,7832 0,01200 82,88 (1,84)
1,02 81,60 0,8933  0,04840 81,73 0,5076 0,04379 81,71 (0,03)
4,98 63,34 0,473  0,00337 73,81 0,6216 0,01229 68,58 (7,41)
9,96 71,04 0,052  0,00061 76,72 0,7771 0,00237 73,88 (4,02)
19,80 47,70 0,5071 0,04112 34,14 0,8004 0,00570 40,92 (9,59)
39,49 24,83 0,8531  0,02022 15,53 0,6076 0,04070 20,58 (6,58)
0,00 100,00 100,00 100
0,01 94,86 0,7708 0,00257 97,01 0,6596 0,00146 95,94 (1,52)
0,05 91,10 0,6495  0,00534 92,95 0,5995 0,00313 92,03 (1,31)
0,10 89,00 0,4786  0,03441 87,65 0,8197 0,00048 88,37 (1,02)
2 0,24 84,36 0,4202  0,03506 85,94 0,7729 0,00250 85,15 (1,12)
0,48 84,81 0,7237 0,04285 77,05 0,9966 0,00112 80,93 (5,43)
1,08 75,43 0,8195 0,02207 77,91 0,9428 0,00382 76,67 (1,75)
4,98 73,85 0,8947  0,00966 78,13 0,8235 0,02131 75,99 (3,03)
9,74 63,65 0,9202  0,02695 72,94 0,7787 0,00533 68,30 (6,57)

Se acepta que el modelo de regresién lineal es valido para p-valor < 0,05.
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C. Datos de actividad antioxidante

C.1. Poder captador de radicales libres con el modelo DPPH

Tabla C-1- Contintda de la pdgina anterior

Sustancia Relacion Porcentaje Valores de regresion Porcentaje Valores de regresién Porcentaje Remanente
AH / DPPH | Remanente 1 r? p-valor Remanente 2 r? p-valor Promedio (SD)

2 19,48 58,89 0,9814 0,00008 50,94 0,9251 0,00575 54,91 (5,62)
38,75 40,20 0,8646 0,00175 33,57 0,9977 0,00077 36,89 (4,69)
0,00 100,00 100,00 100
2,08 96,22 0,7143 0,04515 94,05 0,8904 0,00297 95,14 (1,53)

3 9,35 93,71 0,9694 0,00149 75,06 0,9397 0,00087 84,38 (13,19)
17,40 87,73 0,9662 0,00005 77,87 0,8918 0,00086 82,80 (6,97)
36,87 83,02 0,8709 0,00134 87,79 0,9199 0,00637 85,41 (3,37)
73,74 79,71 0,8267 0,00109 82,39 0,9480 0,01748 85,09 (4,56)

Se acepta que el modelo de regresién lineal es vélido para p-valor < 0,05.
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Figura C-1: Resultados de poder captador de radicales libres y modelo de regresién obtenido para el BHT.
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Figura C-3: Resultados de poder captador de radicales libres y modelo de regresién obtenido para la pseudociferelina A (1).
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Figura C-4: Resultados de poder captador de radicales libres y modelo de regresién obtenido para el 2,4-dihidroxi-3,5,6-trimetilbenzoato de metilo (2).
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C.2. Poder Reductor Ferrrico - FRAP

C. Datos de actividad antioxidante

C.2 Poder Reductor Ferrrico - FRAP

Tabla C-2: Poder reductor férrico de los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii

Muestra

Poder reductor férrico (FRAP) expresado como Absorbancia

50 pg/mL

100 pg/mL

200 pg/mL

500 pg/mL

BHT
AG

1

2

3

0,0882 (0,0018)
0,3136 (0,0074)
0,0233 (0,0021)
0,0397 (0,0077)
0,1847 (0,0088)

0,1319 (0,0168
0,6181 (0,0798
0,0297 (0,0030
0,0478 (0,0054
0,2232 (0,0076

)
)
)
)
)

0,2159 (0,0059)
0,9455 (0,0682)
0,0349 (0,0025)
0,0821 (0,0119)
0,2002 (0,0078)

0,3994 (0,0166)
2,0635 (0,0640)
0,0520 (0,0040)
0,1162 (0,0178)
0,1998 (0,0042)

Los valores representan el promedio de tres medidas independientes

La desviacién estdndar se presenta en los paréntesis (SD)

C.3

Inhibicion de la peroxidaciéon Lipidica

Tabla C-3: Poder inhibidor de la peroxidacién lipidica del extracto y los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii

Muestra. Poder inhibidor de la peroxidacién lipidica - % IPL a 24 horas
50 pug/mL 100 pg/mL 200 pug/mL 500 pug/mL
AG -26,55 (5,62)  -22,45 (2,59) -15,44 (2,31) -1,54 (15,64)
BHT-Comp 77,67 (1,27) 78,01 (5,35) 79,75 (15,96) 86,46 (3,68)
BHT-Ext 89,01 (0,75) 84,60 (8,00) 63,84 (10,23) 87,73 (1,33)
TPNa-Comp 55,64 (15,30) 63,31 (1,08) 61,06 (5,05) 69,08 (1,34)
TPNa-Ext 23,98 (2,16) 22,65 (4,09) 42,26 (1,26) 38,27 (4,42)
Extracto Lobariella 23,85 (10,37) 53,86 (10,09) 50,03 (0,46) 46,04 (5,49)
Pseudociferelina A (1) 42,79 (3,49) 42,71 (13,03) 72,87 (2,80) 60,31 (0,19)
2,4-DH (2) 36,90 (5,94) 65,30 (2,09) 51,42 (0,75) 67,07 (1,71)
Orselinato de metilo (3) 32,02 (4,40) 48,69 (1,02) 21,78 (6,41) 36,82 (13,06)
Poder inhibidor de la peroxidacién lipidica - % IPL a 48 horas
AG 4,16 (14,99) 9,44 (6,18) 9,11 (6,79) -38,26 (10,98)
BHT-Comp 80,35 (0,22) 81,62 (1,00) 70,30 (3,12) 80,71 (4,33)
BHT-Ext 87,33 (2,15) 84,66 (0,28) 87,80 (5,22) 85,46 (0,17)
TPNa-Comp 36,61 (5,71) 17,49 (6,16) 47,59 (1,23) 71,32 (1,87)
TPNa-Ext 19,39 (18,52) 4,49 (9,39) 38,58 (1,60) 65,40 (4,71)
Extracto Lobariella 32,46 (2,27) -1,08 (1,58) 31,93 (14,77) 52,89 (2,73)
Pseudociferelina A (1) 19,88 (5,35) 21,50 (5,72) -1,19 (5,06) 10,13 (3,51)
2,4-DH (2) -6,56 (0,35) 33,92 (1,83) 20,22 (1,73) 61,61 (5,67)
Orselinato de metilo (3) | -8,55 (28,32) 18,17 (8,49) 14,18 (0,78) 9,07 (2,00)
Poder inhibidor de la peroxidacién lipidica - % IPL a 72 horas
AG 13,20 (6,04) -7,82 (3,63) -1,30 (1,92) 18,92 (3,25)
BHT-Comp 97,98 (0,73) 88,53 (0,42) 80,18 (3,09) 90,68 (1,01)
BHT-Ext 79,88 (0,67) 77,45 (0,22) 87,81 (0,86) 81,87 (0,26)
TPNa-Comp 29,93 (0,25) -0,80 (6,11) 49,44 (0,76) 67,48 (0,66)
TPNa-Ext 38,89 (7,89) 32,51 (9,52) 45,40 (0,50) 73,00 (5,03)
Extracto Lobariella 45,98 (12,62) 43,29 (1,78) 38,59 (8,93) 76,26 (2,26)
Pseudociferelina A (1) 10,05 (12,95) 9,82 (0,41) 5,92 (0,87) 16,70 (7,00)
2,4-DH (2) 7,86 (3,51) 33,80 (3,42) 7,38 (7,42) 29,78 (0,68)
Orselinato de metilo (3) 18,14 (1,81) 13,22 (7,48) 12,63 (4,11) 18,63 (0,68)

2,4-DH Abreviatura de 2,4-dihidroxi-3,5,6-trihidroxibenzoato de metilo.
*Los valores representan el promedio de dos medidas independientes luego de hacer el descarte

del tercer dato con Z-Score > 1.

La desviacién estdndar se presenta dentro de los paréntesis (SD)
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

D Datos de actividad fotoprotectora

Tabla D-1: Datos promedio de actividad fotoprotectora de diversos extractos de liquenes

Extracto / Sustancia Concentracion Longitud de Amplitud espectral Factor de
) (ug/mL) onda critica R* R UVA/UVB R UVA-I Proteccién Solar
BMT 10 362,7 (0,1) | 1,263 (0,040) 0,474 (0,018) 0,601 (0,010) | 9,809 (0,844)
50 364,1 (0,2) | 1,744 (0,022) 0,654 (0,008) 0,720 (0,009) | 40,01 (0,00)
100 367,5 (0,0) | 1,957 (0,010) 0,734 (0,004) 0,800 (0,003) | 40,01 (0,00)
200 374,2 (0,1) | 2,108 (0,010) 0,790 (0,004) 0,850 (0,003) | 40,01 (0,00)
OMC - EHMC 10 330,9 (3,0) | 0,352 (0,048) 0,131 (0,022) 0,072 (0,045) 8,237 (0,321)
50 320.6 (0,7) | 0,360 (0,012) 0,135 (0,009) 0,042 (0,012) | 34,54 (0,82)
100 332,8 (0,4) | 0,571 (0,010) 0,216 (0,003) 0,059 (0,009) | 40,01 (0,00)
Lobariella sipmanis 10 354,7 (6,3) | 0,535 (0,132) 0,200 (0,060) 0,297 (0,061) | 2,56 (0,86)
50 355,7 (6,3) | 0,535 (0,132) 0,197 (0,020) 0,297 (0,061) 8,79 (1,94)
100 355,8 (1,6) | 0,544 (0,028) 0,203 (0,013) 0,299 (0,015) | 17,37 (0,47)
200 360,0 (0,7) | 0,667 (0,021) 0,250 (0,009) 0,344 (0,009) 29,25 (1,68)
Thamnolia vermicularis 10 367,2 (7,9) | 0,875 (0,304) 0,328 (0,114) 0,482 (0,124) 1,896 (0,913)
50 367,0 (1,0) | 1,032 (0,101) 0,387 (0,038) 0,537 (0,027) | 5,727 (0,702)
100 367,9 (0,7) | 1,093 (0,054) 0,410 (0,020) 0,554 (0,014) | 10,99 (0,81)
200 366,9 (0,1) | 1,047 (0,014) 0,393 (0,009) 0,538 (0,004) | 21,19 (0,35)
Everniastrum sp 10 361,6 (3,4) | 0,581 (0,133) 0,164 (0,078) 0,343 (0,043) | 2,542 (0,736)
50 346,7 (2,0) | 0,474 (0,036) 0,177 (0,016) 0,236 (0,017) | 8,110 (1,219)
100 351,3 (3,4) | 0,526 (0,041) 0,196 (0,018) 0,271 (0,026) 16,59 (1,16)
200 344,9 (1,4) | 0,478 (0,018) 0,179 (0,009) 0,222 (0,012) | 31,74 (0,47)
Peltigera neopolydactyla 10 343.1 (14,3) | 0,422 (0,193) 0,231 (0,117) 0,218 (0,117) | 1,580 (0,938)
50 340,3 (8,6) | 0,384 (0,080) 0,221 (0,054) 0,185 (0,055) | 3,373 (0,968)
100 344,0 (1,3) | 0,405 (0,024) 0,241 (0,034) 0,205 (0,007) | 5,649 (1,015)
200 338,0 (3.4) | 0,369 (0,026) 0,314 (0,068) 0,170 (0,020) | 8,710 (0,697)
Cladonia didyma 10 338.6 (14,8) | 0,330 (0,209) 0,144 (0,071) 0,180 (0,127) | _ 2,27 (0,07)
50 360,7 (1,8) | 0,546 (0,058) 0,204 (0,026) 0,340 (0,024) | 5,89 (0,84)
100 364,2 (1,2) | 0,567 (0,038) 0,211 (0,017) 0,359 (0,016) | 10,52 (0,86)
200 366,7 (0,3) | 0,597 (0,015) 0,223 (0,007) 0,379 (0,004) | 17,39 (3,53)

La desviacién estdndar se presenta dentro de los paréntesis (SD)

Tabla D-2: Datos de actividad fotoprotectora de los compuestos obtenidos a partir de Lobariella sipmanii

Extracto / Sustancia Concentracion Tongitud de Amplitud espectral Factor de
’ (pg/mL) onda critica R* R UVA/UVB R UVA-I Proteccién Solar
Extracto Lobariella sipmanii 10 355,4 0,534 0,200 0,321 4,723
349,0 0,465 0,174 0,265 4,479
348,7 0,462 0,173 0,262 4,415
Promedio £ SD 351,0 + 3,7 0,487 + 0,041 0,183 * 0,015 0,283 * 0,033 4,539 t 0,162
Extracto Lobariella sipmanii 50 349,2 0,447 0,168 0,261 10,47
347,9 0,429 0,161 0,250 10,71
349,9 0,450 0,169 0,266 11,01
Promedio £ SD 349,0 £ 1,0 0,442 + 0,011 0,166 * 0,004 0,259 * 0,008 10,73 £ 0,27
Extracto Lobariella sipmanii 100 347,7 0,415 0,156 0,245 17,83
348,2 0,419 0,157 0,249 17,71
348,2 0,419 0,157 0,249 17,17
Promedio £ SD 348,0 * 0,3 0,418 + 0,002 0,157 £ 0,001 0,248 * 0,002 17,57 £ 0,35
Extracto Lobariella sipmanii 200 347,8 0,405 0,152 0,243 37,24
348,4 0,416 0,156 0,248 33,04
348,9 0,429 0,161 0,254 32,50
Promedio £ SD 348,3 £ 0,6 0,417 £ 0,012 0,156 * 0,005 0,248 t 0,005 34,26 £ 2,59

Continta en la siguiente pagina
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D. Datos de actividad fotoprotectora

Tabla D-2 - Continua de la pdgina anterior

Extracto / Sustancia Concentracién Longitud de Amplitud espectral Factor de
(png/mL) onda critica R UV-r* R UVA/UVB R UVA-I Proteccién Solar
Pseudociferclina A 10 346,4 0,443 0,166 0,244 3,407
348,6 0,460 0,172 0,262 3,349
353,0 0,504 0,189 0,299 3,428
Promedio £ SD 349,3 f 3,4 0,469 f 0,032 0,176 £ 0,012 0,269 £ 0,028 3,394 £ 0,041
Pseudociferelina A 50 360,9 0,540 0,202 0,340 5,192
356,9 0,501 0,188 0,310 5,105
355,9 0,492 0,185 0,303 5,087
Promedio + SD 357,9 + 2,7 0,511 + 0,025 0,192 + 0,009 0,317 + 0,020 5,128 + 0,056
Pseudociferelina A 100 367,2 0,604 0,226 0,388 7,761
366,3 0,593 0,222 0,380 7,329
367,7 0,614 0,230 0,395 7,448
Promedio + SD 367,1 + 0,7 0,604 + 0,010 0,226 + 0,004 0,388 + 0,007 7,612 + 0,223
Pseudociferelina A 200 366,4 0,700 0,262 0,431 10,39
364,2 0,723 0,271 0,434 9,223
366,7 0,677 0,254 0,421 9,855
Promedio + SD 365,8 + 1,3 0,700 + 0,023 0,262 + 0,009 0,428 + 0,007 9,822 + 0,584
2,4-hidroxi-3,5,6-trimetil 10 339,7 0,4139 0,1552 0,1796 4,020
benzoato de metilo 339,1 0,4190 0,1571 0,1741 4,258
339,7 0,4194 0,1573 0,1801 4,074
Promedio + SD 339,5 0,4174 0,1565 0,1779 4,117
2,4-hidroxi-3,5,6-trimetil 50 335,8 0,456 0,171 0,133 8,29
benzoato de metilo 336,1 0,458 0,172 0,139 8,05
335,8 0,456 0,171 0,134 8,23
Promedio £ SD 335,9 £ 0,2 0,457 + 0,001 0,171 + 0,001 0,135 + 0,003 8,19 £ 0,12
2,4-hidroxi-3,5,6-trimetil 100 334,7 0,465 0,174 0,117 12,24
benzoato de metilo 334,7 0,466 0,175 0,117 12,46
334,7 0,466 0,175 0,117 12,36
Promedio £ SD 334,7 + 0,01 0,466 + 0,001 0,175 + 0,001 0,117 + 0,001 12,35 £ 0,01
2,4-hidroxi-3,5,6-trimetil 200 333,9 0,475 0,178 0,104 21,86
benzoato de metilo 333,9 0,475 0,178 0,104 21,78
333,9 0,478 0,179 0,103 21,95
Promedio £ SD 333,9 £ 0,0 0,476 + 0,002 0,178 £ 0,001 0,104 £ 0,001 21,86 £ 0,09
Orselinato de metilo 10 332,9 0,2513 0,0942 0,1278 5,9298
332,5 0,2487 0,0933 0,1242 5,8899
332,9 0,2509 0,0941 0,1264 5,9398
Promedio £ SD 332,8 0,2503 0,0939 0,1261 5,92
Orselinato de metilo 50 322,1 0,1367 0,0513 0,0661 17,61
322,3 0,1386 0,052 0,065 16,45
321,7 0,1315 0,0493 0,0589 17,07
Promedio £ SD 322,0142 0,1356 0,0509 0,0633 17,04
Orselinato de metilo 100 319,1 0,0991 0,0371 0,0354 27,79
319,1 0,0984 0,0369 0,0343 30,51
318,9 0,096 0,0360 0,0337 29,40
Promedio £ SD 319,0359 0,0978 0,0367 0,0345 29,23
Orselinato de metilo 200 319,6 0,1043 0,0391 0,0241 38,16
319,6 0,1042 0,0391 0,0261 38,67
319,4 0,1015 0,0381 0,0241 38,40
Promedio £ SD 319,5 0,1033 0,0388 0,0248 38,41
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Figura D-1: Resultados de los pardmetros de fotoproteccién a 200 pg/mL de algunos extractos de hongos liquenizados del pdramo de Sumapaz y el patrén BMT. A. Longitud
de onda critica (A¢rit) B. Factor de proteccién solar (FPS) C. Relacién UV-r* D. Relacién UVA-I. En azul celeste se resalta Lobariella sipmanii.
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora

E Analisis estadistico

En esta seccién se presentan las gréficas y tablas que soportan el andlisis estadistico (Seccién 6.3.4) de los

datos obtenidos para cada uno de los ensayos.

S= ==

Boxplot CE50 DPPH - Extractos

o

Concentracion efectiva media mg Ext/mg DPPH

BHT Cladonia Everniastrum Lobariella Peltigera Thamnolia
Sustancia/Muestra

Figura E-1: Diagrama de caja de los datos de actividad captadora de radicales (Concentracién efectiva media CEsg) con el
modelo DPPH para los extractos de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz.

Tabla E-1: Pruebas de comprobacién de hipétesis de normalidad y homocedasticidad para el ensayo de la actividad captadora
de radicales libres de los extractos de hongos liquenizados del Paramo de Sumapaz y el patrén BHT.

Normalidad Homocedasticidad
. . Estadistico W  p-valor Estadistico K p-valor
Shapiro-Wilk 0.8801 01157 Prueba de Bartlett 13,301 0.0207

Se aplic6 un ANOV A de Welch sobre los datos transformados para establecer las diferencias entre grupos
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E. Analisis estadistico

Prueba de Tukey (95 %) — CE50 DPPH Extractos
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Figura E-2: Prueba de Tukey con nivel de significancia @ = 0,05 para el ANOV A de Welch del ensayo de actividad
captadora de radicales con el modelo DPPH para los extractos de hongos liquenizados del pdramo de Sumapaz. Los *
representan los niveles de significancia en donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p < 0,01; *p < 0,05; Sin

Tabla E-2: Resultados del ANOVA a una via de Welch del ensayo de captacién de radicales libres con el modelo DPPH

Numerador DF Denominador DF | Valor F Prob > F

DPPH

5,000 2,482 145299 1,8 x10~7

Se efectué un ANOV A de Welch debido a que los datos presentaron no homogeneidad de
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E. Analisis estadistico

A Boxplot FRAP 10 ppm

B Boxplot FRAP 50 ppm
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Figura E-3: Diagrama de caja de los datos de Poder Reductor Férrico para los extractos de hongos liquenizados del paramo de

Sumapaz.

Tabla E-3: Valores de la prueba de Shapiro-Wilk (o = 0,05) para el ensayo de poder reductor férrico de los extractos de
hongos liquenizados del paramo de Sumapaz.

Sustancia Pardmetro Concentracion en el ensayo
10 pg/mL 50 pug/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 500 pug/mL
BHT Estadistico W | 0,808812547  0,9998719  0,9328096  0,9773808  0,9725446
p-valor 0,135715214 0,9783802  0,4992247  0,7116691  0,6820763
Lobariella Estadistico W | 0,7741676 ~ 0,9940213  0,9313432  0,9961490  0,9864889
p-valor 0,0542145  0,8521777  0,4936594  0,8814049  0,7775004
Thamnolia Estadistico W | 0,9642857  0,8685554  0,8058367  0,9699652  0,9035680
p-valor 0,6368868  0,2914312  0,1285100  0,6673312  0,3969508
Everniastrum Estadistico W | 0,840293980 0,9971047  0,9974036  0,9727419  0,9992275
p-valor 0,214826758  0,8971847  0,9026402  0,6832315  0,9469112
Peltigera Estadistico W | 0,904101446 0,9732128  0,8773185  0,7966805  0,7500000
j p-valor 0,398678649  0,6860043  0,3165610  0,1065980  0,0000000
Cladonia Estadistico W | 0,902707080  0,9592859  0,9295739  0,9999906  0,9131581
p-valor 0,394171200 0,6119694  0,4870173  0,9941348  0,4287027

Tabla E-4: Prueba de Levene para establecer la homocedasticidad de los datos del ensayo de poder reductor férrico (FRAP)
para los extractos de varias especies de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz.

Estadistico Prueba de Levene

10 pg/mL 50 pg/mL 100 pug/mL 200 pg/mL 500 pg/mL
F-value 0,652168 1,300446 1,022014 0,237098 1,292214
Pr>F 0,665751  0,326803 0,447080 0,938532 0,329852
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E. Analisis estadistico

Tabla E-5: Resultados del ANOV A a una via para el ensayo de poder reductor férrico (FRAP) de algunos extractos de
hongos liquenizados del paramo de Sumapaz y el patrén BHT.

Concentraciéon | GL  GL Residual | Suma de Cuadrados Residual | Error Cuadrado Medio Residual | Valor ¥ Prob > F
10 pg/mL 0,04760 0,00036 0,00952 0,00003 313,9 2,77 x10712
50 pg/mL 1,040 0,016 0,20808 0,00131 | 159, 1,55 x10~
100 pg/mL 5 12 2,276 0,026 0,4552 0,0022 206,2 3,35 x10~ 11
200 pug/mL 4,469 0,003 0,8938 0,0002 3731 <2 x10716
500 pg/mL 9,711 0,005 1,9422 0,0005 4293 <2 x10716
A Prueba de Tukey (95 %) — FRAP 10 ppm B Prueba de Tukey (95 %) — FRAP 50 ppm
Thamnolia-Lobariella 4 ——— Thamnolia-Peltigera 4 e G
Peltigera-Thamnoliaq ===t Thamnolia-Lobariella 4 | —
Peltigera-Lobariella 4 +0— Thamnolia-Everniastrum 4 ! ——
Peltigera—Everniastrum - st Thamnolia-Cladonia 4 _
Everniastrum-Thamnolia + Peltigera-Lobariella =i
Everniastrum-Lobariella - — Peltigera-Everniastrum - s——f—
Cladonia-Thamnolia 4 —_ Everniastrum-Lobariella | s——
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donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p < 0,01; *p < 0,05; Sin simbolo, no hay diferencias.
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E. Analisis estadistico

Tabla E-6: Pruebas de comprobacién de hipétesis de normalidad y homocedasticidad para los datos de fotoproteccion
obtenidos para distintos extractos de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz y los patrones BMT y OMC - EHMC

50 pg/mL Nt UV RUVA/UVB R UVAI FDS
BMT Estadistico W | 0,9988  0,8505 0,8505 0,0807  0,8811
p-valor 0,9398  0,2418 0,2418 0,5026  0,3275
Estadistico W | 0,9120  0,8304 0,8304 0,8740  0,8695
OMC - EHMC " jor 0,4248  0,1892 0,1892 0,3060  0,2941
L obariclln Estadistico W | 0,8656  0,0221 0,9221 0,90441  0,8330
p-valor 0,2831  0,4597 0,4597 0,5440  0,1959
. . . Estadistico W | 0,9170  0,9777 0,9777 0,984  0,9956
Normalidad - Shapiro | Thamnolia p-valor 0,418  0,7137 0,7137 09234  0,8735
Foormiasirim Estadistico W | 0,9894 0,858 0,9858 0,9573  0,9294
p-valor 0,8033  0,7718 0,7718 0,6023  0,4863
Peltigera Estadistico W | 0,7555  0,9000 0,9000 0,0760  0,9074
p-valor 0,0521  0,3853 0,3853 0,0527  0,4094
Cladonia Estadistico W | 0,9126  0,9519 0,9519 0,9337  0,9482
p-valor 0,4268  0,5777 0,5777 0,5026  0,5614
Barlett Estadistico K - 10,3070 10,3070 11,3160 4,5510
Homocedasticidad p-valor - 0,1123 0,1123 0,0791  0,6025
Lovene Valor F 0,6866  0,3083 0,3983 04831 0,33%3
Pr>F 0,6639  0,5227 0,5227 0,8102  0,9052

100 pug/mL Xt UVr* R UVA/UVB R UVAI FDS
BMT Estadistico W | 0,8685  0,0468 0,9468 0,9549  1,0000
p-valor 0,2911  0,5553 0,5553 0,5913  1,0000
Estadistico W | 0,8762  0,8816 0,9954 0,8467  1,0000
OMC - EHMC ' or 0,3133  0,3292 0,8696 0,2315  1,0000
L obariolla Estadistico W | 0,9940  0,0934 0,9952 0,9934  0,9247
p-valor 0,8515  0,8451 0,8680 0,8446  0,4692
. _ 4 Estadistico W | 0,8685  0,0468 0,9515 0,9549  0,9816
Normalidad - Shapiro | Thamnolia p-valor 0,2911  0,5553 0,5758 0,5913  0,7400
Boermiasirum Estadistico W | 0,9818  0,9954 0,9915 0,901  0,7535
p-valor 0,7413  0,8699 0,8233 0,8100  0,0783
Peltigera Estadistico W | 0,7833  0,9274 0,9992 0,016  0,8957
‘ p-valor 0,0751  0,4788 0,9443 0,3907  0,3720
Cladonia Estadistico W | 0,9521  0,9940 0,9920 0,9971  0,7878
p-valor 0,5787  0,8520 0,8289 0,8971  0,0856

Barlett Estadistico K | 10,2080  4,9502 58815 3,1295 -
Homocodasticidad p-valor 0,1162  0,5502 0,4366 0,7924 -

Lovene Valor F 1,1035  0,5310 0,5902 0,4920  0,7264
Pr>F 0,3648  0,7754 0,7332 0,8039  0,6360

Se considera que se cumplen los supuestos estadisticos cuando NO se rechazan las hipétesis nulas (p-valor > 0,05).

Tabla E-7: Resultados del ANOV A a una via para los pardmetros de fotoproteccién de algunos extractos de hongos
liquenizados del pdramo de Sumapaz y los patrones BMT & OMC - EHMC) a 100 pg/mL.

Parametro Fotoproteccion | GL  GL Residual | Suma de Cuadrados Residual | Error Cuadrado Medio Residual | Valor F Prob > F

Acrit 3137,8 53,5 523,0 3,8 136,8 1,3 x10~ 11
FPS 3815 6 635,8 0,4 1560 <2x107T°
UV-r* 6 14 1,4479 0,0316 0,2413 0,0023 106,9 74 x107 11
R UVA/UVB 0,2072 0,0042 0,0345 0,0003 114,7 44 x10~11
R UVA-I 0,5843 0,0051 0,0974 0,0004 269,7 1,2 x10~2
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E. Analisis estadistico

A B
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Figura E-7: Diagrama de caja de los datos del ensayo de determinacién de la concentracién efectiva media (CEso) DPPH
para las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT & AG). A. Incluye valor estimado del orselinato de
metilo (3). B. Ampliacién sin el compuesto 3.

Tabla E-8: Pruebas de comprobacién de hipétesis de normalidad y homocedasticidad para el ensayo de determinacién de la
concentracién efectiva media (CEsg) de las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT & AG).

Normalidad Homocedasticidad
. . Estadistico W p-valor Estadistico K p-valor
Shapiro-Wilk 0.89549 0263 Prueba de Bartlett 10,7419 0.01321

No se utilizaron los valores estimados del compuesto 3 en el ANOV A

Se aplicé un ANOV A de Welch sobre los datos transformados para establecer las diferencias entre grupos

Prueba de Tukey (95 %) — Concentracion efectiva media CE50
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Figura E-8: Prueba de Tukey con nivel de significancia a = 0,05 para los ANOV A del ensayo de determinacién de la
concentracién efectiva media (CEsg) ante el radical DPPH para las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones
(BHT & AG). Los * representan los niveles de significancia en donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p <

0,01; *p < 0,05; Sin simbolo, no hay diferencias.
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E. Analisis estadistico

Figura E-9: Diagrama de caja de los datos de reactividad ante el radical DPPH para las sustancias obtenidas de Lobariella

Shapiro-Wilk

Sin transformar

Estadistico W

log10( Constante)

Tabla E-9: Pruebas de comprobacién de hipdtesis de normalidad y homocedasticidad para el ensayo de determinacién de
reactividad ante radicales libres de las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT & AG).
Normalidad

Homocedasticidad
Sin transformar ‘ log1o(Constante)
p-valor Estadistico W p-valor | Bartlett | Estadistico K p-valor Estadistico K p-valor
0,54911 1,752 x10~7 0,92435 0,07292 105,4702 6,725 x10~22 26,5574 1,53 x10~%
Prueba de Tukey (95 %) - Reactividad ante radicales

Pseudo-! DH24
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Figura E-10: Prueba de Tukey con nivel de significancia o = 0,05 para los ANOV A del ensayo de reactividad ante el radical
DPPH para las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT & AG). Los

representan los niveles de

£
significancia en donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p < 0,01; *p < 0,05; Sin simbolo, no hay diferencias.

Tabla E-10: Resultados del ANOV A a una via de Welch del ensayo de captacién de radicales libres con el modelo DPPH

para las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii

Ensayo Numerador DF  Denominador DF | Valor F Prob > F
CEs5o 3,000 1,667 71,833 0,02464
Reactividad 4,000 6,809 424,64 3,02 x10~8
Se efectué un ANOV A de Welch debido a que los datos presentaron no homogeneidad de varianzas.

136




L€1

Absorbancia a 700 nm

C

Absorbancia a 700 nm

Figura E-11: Diagrama de caja de los datos del ensayo de poder reductor férrico de las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT & AG). A. Ensayo a
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E. Analisis estadistico

Tabla E-11: Valores de la prueba de Shapiro-Wilk (o = 0,05) para evaluar la normalidad en el ensayo de poder reductor
férrico de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT & AG).

Concentracién en el ensayo
Sustancia | Pardmetro 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 500 pg/mL
Sin Transformar  logio(Abs) Sin Transformar VAbs Sin Transformar VAbs

AG Estadistico W | 0,8274146 0,9807113 0,9871423 0,931721 0,9344316 0,9998515 0,9999405

p-valor 0,1817783 0,73389138 0,7829705 0,4950878 0,5054467 0,9767238 0,9852647
BHT Estadistico W | 0,8965874 0,78265315 0,7792458 0,8720169 0,8731852 0,9082112 0,9102977

p-valor 0,3747199 0,07372606 0,06585908 0,3012695 0,3046158 0,4121373 0,4190739
1 Estadistico W | 0,8622449 0,87684419 0,8676749 0,9423077 0,9459165 0,9956924 0,994171

p-valor 0,2737737 0,31518158 0,2889463 0,5367371 0,5517415 0,8745614 0,8540443
9 Estadistico W | 0,9230769 0,87753036 0,8673217 0,9910544 0,994469 0,9614755 0,9541674

p-valor 0,4632629 0,31717794 0,2879515 0,819093 0,8578314 0,6226898 0,5879372
3 Estadistico W | 0,9457989 0,9499818 0,9898999 0,8081269 0,7623625 0,8920385 0,8757173

p-valor 0,5512455 0,5692213 0,807736 0,1340514 0,0274956 0,3605899 0,3119133

Se toma que la distribucién de los datos es normal si el p-valor > 0,05

Tabla E-12: Valores de la prueba de Bartlett (o« = 0,05) para evaluar homocedasticidad del ensayo de poder reductor férrico
de las compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii.

Concentracion en el ensayo
Pardmetro 50 pug/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 500 pug/mL
’ Sin Transformar logio(Abs) | Sin Transformar V/Abs | Sin Transformar Abs
Estadistico K 4,9108 13,8376 7,7420 16,2018 4.6633 12.7232 2,6660
p-valor 0.2966 0,00783 0,1015 0.00276 0.3236 0,01271 0,6152

Se aplicé la transformacién de datos Box-Cox para los datos cuyo p-valor sin transformar fue menor a 0,05

Se considera que se cumple la condicién de homocedasticidad (Varianzas iguales) si el p-valor > 0,05

Tabla E-13: Valores de la prueba de Levene (o = 0,05 & n — 1 = 4) para evaluar homocedasticidad del ensayo de poder
reductor férrico de los compuestos aislados de Lobariella sipmanii

- 100 pg/mL 200 pg/mL 500 pg/mL
Estadist 50 L
sradistico Hg/m Sin Transformar logio(Abs) | Sin Transformar Abs Sin Transformar V Abs
Valor F 0,5029414 2,130452 1,560454 1,681986 0,5151898 2,449692 0,3814214
Prob > F | 0,7348064 0,151412 0,2584858 0,2298774 0,7266284 0,1142123 0,8170741

Se considera que se cumple la condicién de homocedasticidad (Varianzas iguales) si el Prob > F > 0,05

Tabla E-14: Resultados del ANOV A a una via para el ensayo de poder reductor férrico de las sustancias obtenidas de
Lobariella sipmangi y los patrones (BHT & AG).

Concentracién | GL  GL Residual | Suma de Cuadrados Residual | Error Cuadrado Medio Residual | Valor F Prob > F

50 pg/mL 0,18407 0,00032 0,04602 0,00003 1427 9,79 x10~ 14
100 pg/mL . 0 3,644 0,108 0,0109 0,0108 | 8458 1,14 x10~7
200 pg/mL 1,3380 0,0032 0,3345 0,0003 1037 4,82 x10~13
500 pg/mL 3,286 0,004 0,8215 0,0004 1851 2,68 x10~ 11
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Figura E-12: Prueba de Tukey con nivel de significancia o = 0,05 para los ANOVA del ensayo de Poder Reductor Férrico - FRAP para las sustancias obtenidas de Lobariella
sipmanii y los patrones (BHT & AG). Los * representan los niveles de significancia en donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p < 0,01; *p < 0,05; Sin simbolo,
no hay diferencias. A. Ensayo a 50 ug/mL (ppm). B. 100 pg/mL. C. 200 pug/mL. D. 500 pg/mL.
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Figura E-13: Diagrama de caja de los datos de Inhibicién de la peroxidacién lipidica (IPL) a las 24 horas para las sustancias
obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT, AG & TPNa). A. Ensayo a 50 pug/mL (ppm). B. 100 pug/mL. C. 200
pg/mL. D. 500 pg/mL.
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Figura E-14: Diagrama de caja de los datos de Inhibicién de la peroxidacién lipidica (IPL) a las 48 horas para las sustancias
obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT, AG & TPNa). A. Ensayo a 50 pug/mL (ppm). B. 100 pug/mL. C. 200
pg/mL. D. 500 pg/mL.
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Figura E-15: Diagrama de caja de los datos de Inhibicién de la peroxidacién lipidica (IPL) a las 72 horas para las sustancias
obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT, AG & TPNa). A. Ensayo a 50 pug/mL (ppm). B. 100 pug/mL. C. 200
pg/mL. D. 500 pg/mL.

Tabla E-15: Valores de las pruebas de comprobacién de hipétesis estadisticas de normalidad (Shapiro-Wilk al 95 %) y
homocedasticidad (Bartlett al 95 %) para inhibicién de la peroxidacién lipidica (IPL) de los compuestos aislados de Lobariella
sipmanii y los patrones BHT, AG & TPNa.

24 horas

50 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm
Normalidad - Shapiro Sin transformar Sin transformar  Box Cox  Transformado | Sin transformar Box Cox  Transformado Sin transformar
Estadistico W 0,9318 0,8865 PL2/3 0,9346 0,8956 IPL2/3 0,9296
p-valor 0,2087 0,0336. 0,2337 0,0483 0,1914
Homocedasticidad - Bartlett
Estadistico K %,0952 7,5699 P12/ 0,4808 11,8580 PL2/s 10,6240 12,6560
p-valor 0,4242 0,4766 7,5290 0,1577 0,2239 0,1243
48 horas

50 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm
Normalidad - Shapiro Sin transformar Sin transformar  Box Cox  Transformado Sin transformar Sin transformar  Box Cox  Transformado
Estadistico W 0,9221 0,3045 PL/s 0,9393 0,9347 0,8577 LS 0,9050
p-valor 0,1407 0,0018 0,2813 0,2347 0,0112 0,0701
Homocedasticidad - Bartlett
Estag ico K 12,7170 8,5288 IPL2/5 12,0276 9.1618 79233 IPLA/3 8.3319
p-valor 0,1332 0,3836 0,1500 0,3288 0,4410 0,4017
72 horas

50 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm
Normalidad - Shapiro | Sin transformar Box Cox Transformado Sin transformar Sin transformar  Box Cox Transformado | Sin transformar Box Cox Transformado
Estadistico W 0,8761 pL2/5 00375 09106 0,8803 P12/ 00127 0.8360 P
p-valor 0,0224 0,2622 0,0881 0,0375 0,0961 0,0051
Homocedasticidad - Bartlett
Estadistico K 12,8977 IP12/3 15,2618 12,1305 10,2470 IPL2/3 11,9322 10,8811 IPL3/5 13,9868
p-valor 0,1154 ) 0,0543 0,1455 0,2481 0,1543 0,2085 0,0821

Se considera qu

cumplen los supuestos

or el ANOVA si

ol p-valor > 0,05

Aquellos datos que requirieron transformacién mediante Box Cox fue por problemas de normalidad
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Tabla E-16: Resultados del ANOVA a una via para el ensayo de inhibicién de la peroxidacién lipidica (IPL) de las

sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT & AG).

Ensayo a 24 horas

Concentraciéon | GL  GL Residual | Suma de Cuadrados Residual | Error Cuadrado Medio Residual | Valor F Prob > F

50 pg/mL 18181 447 2272,6 49,7 4577 2,16 x107°
100 pg/mL 8 9 261,51 13,07 32,69 1,45 22,5 445 x10~°
200 pg/mL 275,62 12,78 34,45 1,42 2426 3,25 x10~°
500 pg/mL 12637 485 1579,6 53,9 29,31 1,46 x107°
Ensayo a 48 horas

50 pg/mL 19148 1441 2393,5 160,1 14,95 2,38 x107%
100 pg/mL 8 9 44,79 2,55 5,598 0,284 19,74 7,66 x107°
200 pg/mL 13690 334 1711,2 37,2 46,06 2,10 x107©
500 pg/mL 273169 5006 34146 556 61,39 6,01 x10~ "7
Ensayo a 72 horas

50 pg/mL 620,1 32,1 77,51 3,56 21,75 5,12 x107°
100 pg/mL 8 9 17797 212 22246 23,6 94,28 9,11 x10~

200 pg/mL 758,1 13,6 94,76 1,51 62,92 540 x10~ "7
500 pg/mL 262,94 2,65 32,87 0,29 111,65 4,33 x10~
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Figura E-16: Prueba de Tukey con nivel de significancia e = 0,05 para los ANOV A del ensayo de Inhibicién de la
Peroxidacién Lipidica (IPL) a las 24 h para las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT, AG &
TPNa). Los * representan los niveles de significancia en donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p < 0,01; *p
< 0,05; Sin simbolo, no hay diferencias. A. Ensayo a 50 pug/mL (ppm). B. 100 ug/mL. C. 200 pug/mL. D. 500 ug/mL.
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Figura E-17: Prueba de Tukey con nivel de significancia a = 0,05 para los ANOV A del ensayo de Inhibicién de la
Peroxidacién Lipidica (IPL) a las 48 h para las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT, AG &
TPNa). Los * representan los niveles de significancia en donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p < 0,01; *p
< 0,05; Sin simbolo, no hay diferencias. A. Ensayo a 50 pug/mL (ppm). B. 100 pg/mL. C. 200 pg/mL. D. 500 pug/mL.
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Figura E-18: Prueba de Tukey con nivel de significancia e = 0,05 para los ANOV A del ensayo de Inhibicién de la
Peroxidacién Lipidica (IPL) a las 72 h para las sustancias obtenidas de Lobariella sipmanii y los patrones (BHT, AG &
TPNa). Los * representan los niveles de significancia en donde hay diferencias estadisticamente significativas: **p < 0,01; *p
< 0,05; Sin simbolo, no hay diferencias. A. Ensayo a 50 pug/mL (ppm). B. 100 pg/mL. C. 200 pg/mL. D. 500 pug/mL.
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E. Analisis estadistico

Tabla E-17: Pruebas de comprobacién de hipétesis de normalidad y homocedasticidad para los datos de fotoproteccién
obtenidos para los compuestos obtenidos de Lobariella sipmanii y los patrones BMT y OMC - EHMC

50 pug/mL Moz UV* RUVA/UVB R UVAI | FPS 1/V/FPS
AVO Estadistico W | 0,643 0,8079 0,3069 0,9643 | 1,0000  0,07945
p-valor 0,6369 0,1336 0,1310 0,6369 | 0,9999  0,7252
BMT Estadistico W | 0,9988  0,8505 0,8505 0,0988 | 0,8811  0,87964
p-valor 0,9328 0,2418 0,2418 0,9328 | 03275  0,3233
Estadistico W | 0,9120 0,8304 0,8304 0,9120 | 0,8695  0,8664
Normalided - Shapiro OMC - EHMC ' 1o _ 0,4248  0,1892 0,1892 04248 | 02941  0,2854
L Estadistico W | 0,0700 0,8547 0,8421 0,700 | 0,0959  0,0072
p-valor 0,6725 0,2530 0,2196 0,6725 | 08777  0,8982
. Estadistico W | 0,7500 0,7500 0,7500 0,7500 | 0,9231  0,9207
p-valor 0,0501  0,0501 0,0501 0,0501 | 0,4633  0,4549
3 Estadistico W | 0,9643  0,9328 0,9283 0,9643 | 0,9984  0,9970
p-valor 0,6329 0,4993 0,4822 0,6329 | 09240  0,8961
Homocedasticidad Lovene Valor F 1,2606 1,2477 1,2415 0,6874 | 3,4200  2,8487
Pr>F 0,3418  0,3469 0,3493 0,6423 | 0,0376  0,0638
100 pig/mL Xoit UV RUVA/UVB R UVAI | FPS  FPSI®
AVO Estadistico W | 0,7800 _0,9349 0,9346 0,9788 | 1,0000 _ 0,0830
p-valor 0,0675 0,5071 0,5060 0,7209 | 1,0000 0,749
BMT Estadistico W | 0,8685 0,9468 0,9468 0,9549 | 1,0000  1,0000
p-valor 0,2911  0,5553 0,5553 0,5913 | 1,0000  0,9999
BP3 Estadistico W | 0,067 0,9902 0,9891 0,9932 | 1,0000  1,0000
p-valor 0,4072  0,8105 0,3002 0,8428 | 1,0000  0,9999
) ) Estadistico W | 0,8762 0,8816 0,9954 0,8467 | 1,0000  1,0000
Normalidad - Shapiro | OMC - EHMC  ~ 0,3133  0,3292 0,8696 02315 | 1,0000  0,9999
N Estadistico W | 0,7500 0,7500 0,8811 0,7865 | 0,8811  0,8820
p-valor 0,0501  0,0501 0,3276 0,0827 | 03275  0,3303
) Estadistico W | 0,7500  0,7500 0,9643 1,0000 | 0,9973  0,9974
p-valor 0,0501  0,0501 0,6369 1,0000 | 0,8999  0,9023
3 Estadistico W | 0,7894  0,9089 0,8811 0,9720 | 0,9889  0,9902
p-valor 0,0803 0,4144 0,3276 0,6788 | 0,7981  0,8103
Homocedasticidad Lovene Valor T 0,6217  2,3766 2,3733 2,1573 | 3,6242  2,8969
Pr>F 0,704 0,0854 0,0857 0,1107 | 0,0221  0,0514

Se considera que se cumplen los supuestos estadisticos cuando NO se rechazan las hip6tesis nulas (p-valor > 0,05).

En la prueba de Levene se consideran 5 grados de libertad para los grupos y 12 en total para 50 pug/mL.

En la prueba de Levene se consideran 6 grados de libertad para los grupos y 14 en total para 100 pug/mL.

Tabla E-18: Resultados del ANOVA a una via para los pardmetros de fotoproteccién de los compuestos obtenidos de
Lobariella sipmanigi y los patrones BMT, BP3 y OMC - EHMC) a 100 pg/mL.

Pardmetro Fotoproteccion | GL  GL Residual | Suma de Cuadrados Residual | Error Cuadrado Medio Residual | Valor ¥ Prob > F
Aerit 6 14 7617 6 1269,4 0,5 2788 <2 x10716
FPS 6 14 144011 1714 24002 122 196,1 1,1 x10~12
UV-r* 6 14 27,629 2,616 4,605 0,187 2464 1,1 x1076
R UVA/UVB 6 14 3,882 0,367 0,6470 0,0262 24,65 1,1 x1076
R UVA-I 6 14 2,1579 0,0068 0,3597 0,0005 740,3 < 2 x1071¢
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Bioprospeccion de hongos liquenizados del paramo de Sumapaz como fuente prometedora de farmacos
duales con actividad antioxidante y fotoprotectora
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