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Resumen

Compuestos con posible actividad fotoprotectora a partir de extractos de

macroalgas del caribe colombiano

Los altos indices de cancer de piel y enfermedades asociadas a la exposicion a la radiacion
reflejan la necesidad de desarrollar métodos efectivos para la proteccion de la piel. Estos
métodos incluyen diferentes sustancias que por su naturaleza quimica puedan absorber o
reflejar la radiacion de diferentes longitudes de onda, o bien puedan intervenir en
reacciones inducidas por especies reactivas de oxigeno o nitrdgeno. Aunque en el
mercado existen formulaciones que brindan la proteccién necesaria para la piel, el
aumento en los niveles de radiacién que llegan a la superficie de la tierra, las reacciones
adversas en algunos usuarios y la acumulacién de estos productos en los ecosistemas
hacen necesaria la busqueda de compuestos que brinden la proteccion adecuada para la

piel, con menores efectos secundarios.

Con esto en mente, se realizé la revision sobre los métodos de evaluacién de
fotoproteccién existentes y el potencial de las algas de origen marino como fuente de
compuestos con actividad fotoprotectora. Esto mostré que los compuestos aislados de
diferentes especies de algas, plantas y microorganismos, se consideran metabolitos con
actividad fotoprotectora promisora, mostrando buena estabilidad y biocompatibilidad. En
el caso de las algas, la diversidad de compuestos aislados a partir de las pocas especies
gue se han explorado, son el reflejo del gran potencial que este grupo de organismos
puede ofrecer. Para Colombia, pais considerado como uno de los més biodiversos en el
mundo, avanzar en el estudio de su diversidad ficolégica es una tarea pendiente por
realizar, en el que se debe fortalecer tanto la investigacion que se haga en el &rea, como
el vinculo con la industria cosmética que pueda aprovechar e innovar con este tipo de

recursos.
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A pesar de ello, el estudio de algas marinas para aplicaciones cosméticas y
particularmente para fotoproteccion es escaso alrededor del mundo por lo cual, todos los
resultados derivados de este trabajo representan una de las primeras aproximaciones que
se han hecho en el pais dirigida a la exploracion de compuestos con actividad

fotoprotectora en especies de algas de Colombia.

Para ello, se desarroll6 una metodologia para la seleccién de extractos con actividad
fotoprotectora promisoria a partir de 28 muestras de algas pardas y rojas recolectadas en
el Caribe Colombiano, usando procedimientos para la evaluacion in vitro de los principales
factores de proteccion solar ( FP S, U V A 1la actividadcahptioxidante (ensayos por
bioautografia en placas de TLC y de HPLC con derivatizacion postcolumna con DPPH),
asi como su correlacion con el perfilado metabdlico. Esto se realizé partiendo de la
obtencién de 336 extractos de diferente polaridad (84 diclorometano-metanol (orgénicos),
butandlicos, metandlicos y acuosos), en los cuales se observé un potencial interesante
para los extractos organicos en comparacion con los extractos butandlicos, metandlicos o
acuosos de todas las muestras estudiadas, asi como una mejor actividad en aquellos

extractos provenientes de algas pardas sobre los evaluados para las algas rojas.

A partir de esta metodologia se preseleccionaron 22 extractos organicos y un extracto
butandlico de las especies de algas pardas y rojas, cuyo perfilado metabdlico por HPLC-
DAD, la metodologia MCR-ALS y su analisis con herramientas de andlisis estadistico
multivariado mostraron la actividad mas promisoria y los perfiles mas diferenciados para
cinco extractos organicos de las especies de algas pardas de los géneros Dictyota
(Dictyota sp. (DP12301)), Stypopodium (S. zonale (EP10501-10901-11101)) y Turbinaria
(T. tricostata (UP10201)).

El estudio quimico de estos extractos seleccionados se realizO por medio de
fraccionamiento por cromatografia en columna y la interpretacion de espectros de RMN
de fracciones semipurificadas, guiando el estudio por medio del seguimiento de la actividad
fotoprotectora con la metodologia in vitro. Para el extracto organico de Dictyota sp.
(DP12301), las fracciones mas activas fueron D07 y D09, identificando en la primera de
ellas, a la feofitina a como pigmento mayoritario y responsable de la actividad observada.
Por otro lado, la separacion cromatografica de la fraccion D09, seleccionada por su

actividad y disponibilidad de biomasa, llevaron a la identificacién la fucoxantina como el
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compuesto responsable de la actividad seguida. Adicionalmente, esta misma separacion
cromatogréfica permitio la identificacion del diterpeno isolinearol, el cual, al ser marcador
guimico para la especie, permite contribuir con la identificacion del ejemplar estudiado

como Canistrocarpus cervicornis.

En el caso de los extractos de Turbinaria tricostata se identificaron 7 fracciones con los
mejores parametros de proteccion solar, mostrando en sus perfiles de RMN una
composicion mayoritaria de pigmentos y acidos grasos, identificando a la feofitina a, la

feoforbida a y la fucoxantina como compuestos responsables de la actividad.

Para el ejemplar de Stypopodium zonale (EP10901) se identificaron 7 fracciones con los
pardmetros de proteccidon solar mas interesantes, en las cuales se identific6 nuevamente
a la fucoxantina y a la feofitha a como compuestos responsables de la actividad
fotoprotectora seguida en estos extractos. Adicionalmente, el estudio quimico de las
fracciones permiti6 identificar al meroditerpeno stypoldiona y al fucosterol como
componentes dentro de los extractos con actividad.

Por otra parte, para el seguimiento de la actividad antioxidante, segundo mecanismo de
fotoproteccion evaluado en esta tesis, se implementd y estandariz6 una metodologia por
HPLC con derivatizacion postcolumna con DPPH, cuyos parametros de precision y
exactitud confirman que esta técnica permite seguir la actividad de interés a lo largo de
una separacion cromatogréfica. A partir de esta, se identificaron 8 picos con la actividad
de interés en los extractos organicos de Stypopodium zonale, indicando que la actividad
observada en el extracto se relaciona con la presencia de acidos grasos (como el

fucosteral), diterpenos (como la stypoldiona) y pigmentos (como la fucoxantina).

De esta manera, en este trabajo se logra una de las primeras metodologias reportadas
para la exploracion de compuestos con actividad fotoprotectora en especies de algas del
caribe, integrando tanto informacion de la actividad fotoprotectora (in vitro), como
informacion sobre la diversidad quimica de extractos de diferente polaridad. En este caso,
los resultados mostraron que los pigmentos identificados en las especies de algas, dentro
de los cuales la fucoxantina muestra una mejor actividad, son compuestos interesantes
para futuras aplicaciones en fotoproteccién, comprobando asi el potencial del recurso

ficolégico de Colombia como fuente de compuestos con actividad.
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proteccién solar, actividad antioxidante.



Abstract

Promissory photoprotective extracts from Colombian Caribbean algae

The higher rates of skin cancer and diseases associated with sun radiation exposure reflect
the urgent need to develop new methods for skin photoprotection. These could include UV-
absorbing compounds or substances that can intervene in ROS or NOS-induced reactions.
Although nowadays there are cosmetic formulations that provide skin photoprotection, the
increase in the radiation levels on the earth's surface, the adverse reactions in some users,
and the accumulation of these products in aquatic ecosystems make it necessary to explore
new compounds that can provide adequate protection for the skin, with fewer side effects.

Considering this information, we reviewed the existing methods for photoprotection
evaluation and the potential of marine algae as a source of photoprotective compounds.
Results showed that previously isolated compounds from natural sources such as algae,
plants, and microorganisms are considered an important source of metabolites with
promising photoprotective activity, stability, and biocompatibility. In algae, the high diversity
of previously isolated compounds reflects an enormous potential from these organisms
even though nowadays, only a few species have been explored. For Colombia, one of the
most biodiverse countries in the world, exploring its phycological diversity is a pending task
to be carried out; in which not only the research in the area should be strengthened, but
also there is a need to reinforce the interaction with the cosmetic industry that can take

advantage of these resources.

Despite this, the study of marine algae for cosmetic applications, particularly
photoprotection, is scarce worldwide. Therefore, all the results derived from this work
represent one of the first approaches in Colombia aiming to search for compounds with

photoprotective activity from Colombian algae species.
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A methodology to select extracts with promising photoprotective activity was developed,
starting from 28 brown and red macroalgae samples collected in the Colombian Caribbean
Sea. This was achieved by implementing methodologies for the in vitro evaluation of sun
protection factors (SPF, UVAr, a n d dartigxidaatractivity (bioautography and HPLC
post-column derivatization antioxidant assays) and their correlation with their metabolic
profile. This led to the obtention of 336 extracts of different polarity (84 dichloromethane-
methanol (organic), butanolic, methanolic, and aqueous), in which an interesting potential
was observed for the organic extracts in comparison with the butanolic, methanolic, or
agueous extracts from all the studied samples, as well as a higher activity from brown algae
extracts over those obtained from red algae.

Based on this methodology, 22 organic and one butanolic extract were selected for their
metabolic profiling by HPLC-DAD, the MCR-ALS methodology, and its analysis with
multivariate statistical analysis tools. From this, five out of the 22 organic extracts, namely
Dictyota sp. (DP12301), Stypopodium zonale (EP10501, EP10901, and EP11101), and
Turbinaria tricostata (UP10201), were selected.

The chemical study of these selected extracts was carried out by column chromatography
and NMR spectra, guiding the study by monitoring the photoprotective activity with the in
vitro methodology. For the organic extract of Dictyota sp. (DP12301), the most active
fractions were D07 and D09, identifying in the first one, pheophytin a as the primary
pigment and responsible for the observed activity. On the other hand, the chromatographic
separation of the D09 fraction, selected for its activity and biomass availability, led to
identifying fucoxanthin as the compound responsible for the observed activity. Additionally,
the same chromatographic separation allowed the identification of the diterpene isolinearol,
a chemical marker for the species, with which we contributed to identifying the studied

sample as Canistrocarpus cervicornis.

For Turbinaria tricostata extracts, seven fractions were identified with the highest sun
protection factors. Their NMR profiles showed an important composition of pigments and
fatty acids, identifying pheophytin a, pheophorbide a, and fucoxanthin as the compounds
responsible for the observed activity. For the Stypopodium zonale (EP10901) extract,
seven fractions with the most interesting sun protection factors were identified, in which

fucoxanthin and pheophytin were again identified as compounds responsible for the
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photoprotective activity. Additionally, stypoldione, a previously reported meroterpenoid,

and fucosterol were identified in active extracts.

On the other hand, an HPLC-DPPH post-column derivatization method was implemented
and standardized in the study of antioxidant activity. Precision and accuracy parameters
confirmed that the antioxidant activity could be followed between an HPLC assay. From
this, eight active peaks were identified in Stypopodium zonale organic extracts, showing
that the activity could be related to fatty acids (as fucosterol), terpenoids (as stypoldione),

and pigments (as fucoxanthin and pheophorbide a).

In this way, this work represents one of the first reported methodologies for the exploration
of photoprotective compounds in Caribbean algae species, integrating information from
photoprotective activity (in vitro) and chemical diversity of extracts. In this case, results
showed that the identified pigments from the selected algae species, within which
fucoxanthin shows the highest activity, are interesting compounds for future applications in
photoprotection, proving the potential of the Colombian phycological biodiversity as a
source for the cosmetic industry.

Keywords: Photoprotection, metabolic profiling, algae, sun protection factors, antioxidant

activity
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Introduccioén

La evolucién de la industria cosmética a nivel mundial refleja el creciente interés de los
seres humanos por prevenir y tratar diferentes aspectos dermatolégicos. Actualmente esto
ha dejado de tener un tratamiento meramente cosmético y se considera incluso como un
problema de salud publica de alcance global, teniendo en cuenta la alta presion sobre los
sistemas de salud que se genera por el nimero creciente de casos de enfermedades
asociadas (1,2). Dentro de estas predomina el cancer de piel, cuya alta incidencia en el
mundo la ha convertido en la forma mas comudn de cancer (3) y para la cual se estima que
el 90% de los casos se desarrollan como consecuencia de una alta e inadecuada
exposicion a luz del sol (4,5). Esta situacién puede agravarse si se tiene en cuenta que
Colombia, con una ubicacién geografica entre los tropicos y sobre la Linea del Ecuador,
tiene altos indices de radiacion durante todo el afio y que, como consecuencia del deterioro

de la capa de ozono, estos tienden a crecer en la superficie de la tierra.

Desde otra perspectiva, el uso de ciertos filtros UV (ultravioleta) de origen sintético, en su
mayoria los de naturaleza organica, han manifestado efectos adversos en la salud humana
y han provocado desequilibrios en los ecosistemas (6). En la salud humana, por ejemplo,
el uso de ciertos filtros puede causar respuestas adversas sobre la piel cuando se utilizan
de manera equivocada o se activan y transforman en otros productos por accion de la
radiacion (7). En cuanto a los ecosistemas, los efectos negativos incluyen, por ejemplo, la
contaminacién de los cuerpos de agua, la bioacumulacién, el blanqueamiento de los
corales (6) y efectos hormonales en los organismos acuaticos (8,9). Esto impacta no
solamente a la biodiversidad, sino también las actividades econ6micas que dependen de

este tipo de recursos.

Estos dos puntos de vista han aumentado la demanda de productos que, ademas de
responder a los nuevos requerimientos de fotoproteccidn, sean seguros, efectivos y

amigables con el medio ambiente (8,10).



2 Compuestos con posible actividad fotoprotectora a partir de extractos
de macroalgas del caribe colombiano

En este contexto, extractos de plantas, algas y microorganismos, que en condiciones
naturales estan expuestas a condiciones variables de radiacion solar, temperatura,
salinidad y pH, se han estudiado como fuentes de compuestos fotoprotectores (111 13).
Algunos de dichos compuestos pueden ademas tener actividades cosméticas
complementarias como actividad antioxidante (AOX) o actividad de inhibicién de enzimas

(14), atractivas para diferentes productos cosméticos.

Colombia, ademas de tener una industria cosmética cada vez mas consolidada con ventas
anuales promedio de US$3200 millones (15), es uno de los paises con mayor biodiversidad
a nivel mundial, siendo esta una fuente muy interesante de compuestos aprovechables.
Particularmente, respecto al recurso ficoldégico de Colombia, el pais ha reportado al menos
619 especies de algas de diferentes géneros y especies (16), siendo este un recurso muy
interesante por explorar. Lo anterior, considerando su incipiente reconocimiento como
fuente de ingredientes activos para la industria cosmética en el pais, pero con un futuro
prometedor que se refleja en el notable crecimiento de la demanda de ingredientes
naturales como parte de las formulaciones de productos cosméticos a nivel mundial (177
19).

Con esto en mente, esta tesis de maestria representa una de las primeras aproximaciones
en el pais dirigida a la exploracién de compuestos con actividad fotoprotectora en especies
de algas de Colombia, implementando e integrando diversas metodologias que guian su
estudio. Para ello, el objetivo general que enmarca este trabajo es el de identificar
compuestos con posible actividad fotoprotectora en extractos de macroalgas recolectadas
en los mares colombianos. En base a esto, el primer objetivo especifico se relaciona con
la seleccién de extractos con actividad fotoprotectora promisoria, a partir de la evaluacion
de los principales factores de protecciéon solar (FPS, UVAr, &c¢, etc.) Yy su correla
perfilado metabdlico. A continuacién, esta informacion se integra con la evaluacion del
perfilado metabdlico de diferentes extractos seleccionados, guiando la eleccion de los
extractos con la actividad fotoprotectora mas promisoria y completando asi el segundo
objetivo especifico de este trabajo. Finalmente, para el Ultimo objetivo especifico, se
purifican e identifican los compuestos responsables de la actividad buscada en los
extractos seleccionados y se realiza la evaluacion de sus respectivos factores de

proteccion solar.
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Para estructurar el desarrollo de este escrito, la tesis se encuentra dividida en 4 capitulos
autocontenidos que se presentan de manera secuencial para el cumplimiento de cada uno
de los objetivos propuestos. Cada capitulo se estructura como un articulo independiente,
facilitando asi el seguimiento de los resultados en cada etapa de la investigacion.

En el capitulo 1, se presenta la revision bibliografica del estado de la investigacion
respecto a los conceptos de radicacion y fotoproteccién, incluyendo conceptos clave
relacionados con la radiacion, los mecanismos de fotoproteccion y los principales ensayos
de actividad que se pueden emplear para el seguimiento de la actividad fotoprotectora. Asi
mismo incluye la revisién de los avances en el estudio de las algas marinas dentro de la
industria cosmética y, particularmente, dentro de la linea de fotoproteccién. Se hace una
mencién importante respecto al estado de la investigacion de algas marinas de Colombia

y su potencial en esta industria en el pais.

En el capitulo 2, se presentan los resultados para la seleccion de extractos con actividad
fotoprotectora promisoria a partir de algas pardas y rojas seleccionadas, incluyendo la
implementacion de metodologias espectrofotométricas para la determinacion de los
principales parametros de fotoproteccion, la determinacion de la actividad antioxidante
mediante ensayo de bioautografia, asi como la integracion de estos resultados al andlisis
del perfilado metabdlico para la seleccion de los extractos con la actividad fotoprotectora

mMas promisoria

En el capitulo 3, usando resonancia magnética nuclear (RMN), se presenta el estudio
guimico de los extractos de algas pardas con la actividad fotoprotectora mas promisoria,
avanzando en la identificacion de los compuestos responsables de la actividad en los

extractos.

Para culminar el desarrollo experimental, en el capitulo 4 se discuten los resultados para
el estudio de la actividad antioxidante, integrando los resultados obtenidos a partir de los
dos mecanismos de fotoproteccion evaluados en los extractos, el perfilado metabdlico y

los avances en el estudio quimico realizado.



4 Compuestos con posible actividad fotoprotectora a partir de extractos
de macroalgas del caribe colombiano

Finalmente, en el capitulo 5, se presentan las conclusiones y recomendaciones derivadas
de este trabajo, proyectando la aplicabilidad de estos resultados en futuras investigaciones

gue se desarrollen en el grupo de investigacion o el pais.



1. Al gas marinas como fuent e
compuestos comotacpn ot @@tdo
Una revisi -n del estado d

1.1 Resumen

Los altos indices de cancer de piel y enfermedades asociadas a la exposicion a la radiacion
reflejan la necesidad que hay por desarrollar métodos efectivos para la proteccion de la
piel. Estos métodos incluyen diferentes sustancias, organicas e inorganicas, que por su
naturaleza puedan absorber o reflejar la radiacion de diferentes longitudes de onda, o bien
puedan intervenir en reacciones inducidas por especies reactivas de oxigeno (ROS) o
nitrégeno (RNS). Aungue en el mercado existen formulaciones que brindan la proteccion
necesaria para la piel, el aumento en los niveles de radiacion que llegan a la superficie de
la tierra, asi como las reacciones adversas en los usuarios y la acumulacion de estos
productos en los ecosistemas, hacen necesaria la busqueda de compuestos gque brinden
la proteccién adecuada, con menores efectos secundarios. En este escenario, compuestos
aislados de diferentes especies de algas, plantas y microorganismos, llaman la atenciéon
por su promisora actividad fotoprotectora, estabilidad y biocompatibilidad. En el caso de
las algas, es muy bajo el nUmero de especies estudiadas para esta actividad, a pesar de
qgue polifenoles, aminoacidos tipo micosporina, pigmentos y polisacaridos sulfatados,
aislados de este recurso ficoldgico, han sido identificados como compuestos promisorios.
Con esto en mente, la revision bibliografica que se presenta en esta seccion permitid
identificar los métodos de evaluacion de fotoproteccion existentes y el potencial de las
algas de origen marino como fuente de compuestos con actividad fotoprotectora, los
avances en el estudio quimico de los compuestos aislados de este tipo de fuentes y
permitid evaluar las perspectivas que se tienen para el aprovechamiento del recurso

ficolégico de Colombia.



6 Compuestos con posible actividad fotoprotectora a partir de extractos de
macroalgas del caribe colombiano

1.2 Introduccién

La evolucién de la industria cosmética a nivel mundial refleja el creciente interés de los
seres humanos por cuidar y prevenir dafios en las estructuras de la piel. Actualmente esto
ha dejado de tener un tratamiento meramente cosmeético y se considera incluso como un
problema de salud publica de alcance global, teniendo en cuenta la alta presion sobre los
sistemas de salud que se genera por el nimero creciente de casos de enfermedades
asociadas al aspecto dermatoldgico (1,2). Dentro de estas, predomina el cancer de piel,
cuya alta incidencia en el mundo la ha convertido en la forma méas comun de cancer (3) y
para el cual se estima que el 90% de los casos se desarrollan como consecuencia de una
alta exposicion a luz del sol (4,5).

En esta area, la naturaleza se presenta como una fuente de compuestos con actividad
fotoprotectora, teniendo en cuenta que las variaciones en las condiciones ambientales y
ecoldgicas a los que estan expuestos los diferentes organismos, los obligan a adaptarse a

su entorno, desarrollando defensas quimicas que la industria cosmética puede aprovechar.

En este contexto, extractos de por ejemplo plantas, algas y microorganismos, que en su
ambiente natural estan expuestos a condiciones variables de radiacion solar, temperatura,
salinidad y pH, se han estudiado como fuentes de compuestos fotoprotectores (11,12).
Algunos de dichos compuestos, ademas, pueden tener actividades cosméticas
complementarias como actividad antioxidante, empleados para prevenir enfermedades y
envejecimiento prematuro, con actividad de inhibicibn de enzimas, utiles en productos
despigmentantes y antiarrugas, o incluso como aditivos en preparaciones aprovechando

su capacidad emulsificante, texturizante, estabilizante, entre otros (14).

Colombia, ademas de tener una industria cosmética cada vez méas consolidada, con ventas
anuales promedio de US$3200 millones (15), es uno de los paises con mayor biodiversidad
a nivel mundial, siendo esta una fuente muy interesante de compuestos aprovechables.
En cifras, mas de 940.000 especies (sin tener en cuenta las diferentes especies de
microorganismos asociados) se han reportado en el Herbario Nacional Colombiano (20),
el Sistema de Informacion sobre Biodiversidad de Colombia (SiB) (21) y el Instituto de
Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt (22). De ellos, vale la pena

resaltar la diversidad de organismos marinos, como por ejemplo las 619 especies de algas
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marinas registradas en el Caribe (16), que por las condiciones particulares de nuestros
mares (temperatura, niveles de radiacién, salinidad, pH), las hace muy atractivas para el
futuro de esta industria.

Es importante tener en cuenta que, a diferencia de la FDA (Food and Drug Admisnitration)
en la cual se considera como un medicamento de venta libre, para la CAN (Comunidad
Andina de Naciones), de la cual Colombia hace parte, un protector solar se considera como
un producto cosmético. Esto implica que hay diversas regulaciones en torno a este tipo de
productos, que, si bien deberia ir unificandose con la apertura del comercio internacional,
también muestra que hay un enorme nicho de mercado a nivel mundial. Para este, se hace
cada vez mas necesario avanzar en investigacion y desarrollo de productos que permitan
satisfacer las nuevas necesidades de fotoproteccién e incentive su uso masivo en la

poblacion para prevenir dafos en la piel.

Con esto en mente, la presente revision bibliografica se centrara en identificar el potencial
de diferentes especies de algas de origen marino como fuente de compuestos con
actividad fotoprotectora, los avances en el estudio quimico de los mismos y las
perspectivas que se tienen para el aprovechamiento del recurso ficolégico de Colombia en
la industria cosmética. Para ello, se iniciard con la revision de los métodos de
fotoproteccion existentes y las principales metodologias desarrolladas para la
determinacion in vitro de la actividad fotoprotectora. Posteriormente, se evaluara el
potencial de las algas marinas como fuente de compuestos para la industria cosmética y
fotoproteccion, teniendo en cuenta los diferentes tipos de compuestos y el avance en el
estudio quimico de los mismos. Finalmente, se explorara el potencial de la diversidad de
algas de Colombia en este tipo de aplicaciones, comparando los registros en literatura y

los diferentes organismos reportados en el pais.

1.3 Radiacion y fotoproteccion

Los efectos nocivos de la radiacion en la piel pueden desarrollarse por mecanismos de
absorcién directa de la radiacién o por dafios de las estructuras de la piel. En el primer
caso, las moléculas cromoéforas de los tejidos de la piel como los acidos nucleicos,
aminoacidos, melanina, quininas, porfirinas, flavinas, acido urocénico, etc., absorben la

radiacion e inducen sefiales bioguimicas que desencadenan respuestas bioldgicas, tales
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como cambios en la coloracion de la piel o la aparicion de melanomas (2,23). En el segundo
caso, la alta energia que transfiere la radiaciobn a las biomoléculas es capaz de
desencadenar la formacién de especies reactivas de oxigeno o nitrégeno (ROS y RNS),
aumentando la probabilidad de dafios estructurales en el ADN, proteinas, lipidos,
carbohidratos etc. (2,24).

Si bien el organismo cuenta con sistemas antioxidantes que le permiten hacer frente a
dichas especies, su exceso dafia las estructuras celulares, causa inflamacién e
inmunosupresion (2). Por lo anterior, el uso de protectores solares, compuestos
neutralizadores de radicales libres, prendas de vestir, gafas de proteccion solar y, sobre
todo, la minimizacion de exposicion a la luz del sol, son las formas adecuadas para prevenir

dafios irreversibles en las estructuras de la piel.

1.3.1 Luz visible y radiacion infrarroja

La radiacion infrarroja (760nm-1mm) corresponde a aproximadamente el 50% de la
energia que llega a la tierra. Dentro de este espectro, la radiacion se divide en 3 categorias:
infrarrojo cercano (IR-A; 760-1400 nm), infrarrojo medio (IR-B; 1400-3000nm) e infrarrojo
lejano (IR-C; 3000nm-1mm). Las primeras tienen la capacidad de atravesar la epidermis,
la dermis y el tejido subcutaneo, mientras que la Gltima se absorbe casi por completo en la
epidermis. La radiaciéon IR-A es la de mayor preocupacion para la industria del cuidado de
la piel, pues al igual que la radiacion UVA, induce el foto-envejecimiento, inflamacion y
sobrecalentamiento de los tejidos (25). Sin embargo, al contrario de la radiacion de otras
longitudes de onda, no genera cambios inmediatos en la pigmentacién, pero un exceso de
radiacion de este tipo puede causar dafios crénicos como hiperpigmentacion, degradacién
del colageno de la piel, estrés oxidativo o carcinomas (25). Algunos protectores solares ya
ofrecen fotoproteccién frente a este tipo de radiacién, al incluir dentro de sus formulaciones
filtros solares que alcanzan a cubrir esta parte del espectro. Sin embargo, esta es aiun un

area sobre la cual se debe investigar.

La luz visible (400-760nm) constituye mas del 40% de la radiacion que llega a la superficie
de la tierra, pero también es emitida por fuentes artificiales como las pantallas led,
lamparas halégenas y luces flash (26). La luz en este rango de longitud de onda puede

interactuar desde las capas mas externas, hasta las mas profundas de la piel. En cada una
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de ellas, los grupos cromdéforos son capaces de reflejar o absorber la radiacion, originando
diferentes respuestas en el tejido. Las alteraciones en la piel pueden ser transitorias o a
largo plazo, afectando sobre todo la pigmentacion, siendo esta més oscura y duradera que
la inducida por la radiacién UV (6,27). Asi mismo, induce la produccion de ROS y RNS, asi
como signos clinicos como eritemas, edemas o fibrosis. La proteccién contra este tipo de
radiacidon se consigue principalmente usando protectores solares que generen una pelicula
sobre la piel que sea capaz de reflejar la luz de estas longitudes de onda. Por lo anterior,
se suelen utilizar productos basados en sales inorganicas como los 6xidos de hierro o de
titanio (28,29).

1.3.2 Radiacion UV

La radiacion UV se subdivide en 4 categorias segun su longitud de onda: UVC (200-290nm,
longitud de onda corta), UVB (290-320nm, longitud de onda media), UVA-II (320-340 nm,
longitud de onda larga) y UVA-I (340-400 nm, longitud de onda larga) (5). La radiacion de
mayor energia (UVC y UVB) es filtrada casi completamente por la capa de ozono y se
estima que solo un pequefio porcentaje de la radiacion UVB, 4-5% aproximadamente, llega
a la superficie de la tierra. Sin embargo, esa pequefia incidencia de radiacion de alta
energia atraviesa la epidermis y puede originar dafios como quemaduras, mutaciones y
aparicion de células cancerigenas (2). Por su parte, la radiacion UVA, de menor energia,
pero mas abundante sobre la tierra, es capaz de atravesar la epidermis y dermis,
estimulando la formacion de melanina y dando origen a las especies reactivas de oxigeno

y nitr6geno (24).

Si bien la capa de ozono absorbe la mayor parte de la radiacion de mayor energia (UVC 'y
UVB), impidiendo consecuencias graves para los ecosistemas y organismos en la tierra,
su deterioro a consecuencia del cambio climatico y la acumulacién de gases de efecto
invernadero en la atmosfera, reduce cada vez mas la proteccion que esta puede brindar
(30). Asi mismo, se han observado cambios en la cantidad de radiacion solar en el espectro
UV-A y visible que llegan a la tierra, contribuyendo a un aumento considerable de los
niveles de radiacion total a los que se esta expuesto (2,4). Esto significa que debe cambiar
la forma en que se interactla con la luz del sol, desarrollando medidas que sean cada vez

mas efectivas, seguras y que se ajusten a los nuevos requerimientos de fotoproteccion.
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1.3.3 Fotoproteccion

Actualmente, las estrategias de fotoproteccion se dan a través de dos mecanismos:
factores de proteccion primarios, como los protectores y bloqueadores solares, que
interactian directamente con la radiacion, y factores de proteccion secundarios como
compuestos antioxidantes, enzimas u osmolitos, que limitan las reacciones fotoquimicas
inducidas por la exposicion solar (24,31). A pesar de estar bien diferenciados y tener
diferentes propiedades y caracteristicas cosméticas, la mayoria de las formulaciones de
protectores solares que se encuentran en el mercado se basan en mecanismos de
fotoproteccidn primarios, por lo que se encuentran como mezclas de filtros solares que se
complementan para dar protecciébn en todo el espectro electromagnético (3,5). Sin
embargo, algunos de estos compuestos, con especial interés en aguellos aislados de
fuentes naturales, pueden ademdas presentar actividad a través de mecanismos de
fotoproteccién secundarios, o bien ciertas moléculas con esta actividad como las vitaminas
y polifenoles, principalmente, pueden adicionarse a las formulaciones para complementar

o reforzar el cuidado de la piel (6).

A MECANISMOS DE FOTOPROTECCION PRIMARIOS

Los bloqueadores y protectores solares son formulaciones en medios oleosos, acuosos o
emulsiones, que contienen por lo menos un filtro solar de naturaleza inorganica, organica
o mezclas de los dos (3,5). Los filtros para bloqueadores solares, son sales como el diéxido
de titanio o el 6xido de zinc, capaces de reflejar la radiacion UVA y UVB, impidiendo que
estas alcancen la superficie de la piel. Estos también pueden brindar proteccion frente a la
luz visible y la radiacion infrarroja, e incluso se consideran biolégicamente inertes, con
menos efectos secundarios relacionados al uso, pero el aspecto fisico que algunas
formulaciones dejan sobre la piel (residuos blancos o rojos) puede desincentivar su uso
(7). En cuanto a los filtros organicos, de especial interés para esta revision, son usados en
la preparacion de los llamados protectores solares. Estas son moléculas, generalmente
sintéticas, capaces de absorber la radiacion UV y disipar el exceso de energia en forma

de calor, retornando a su estado basal inicial sin formar productos reactivos (11).

Los filtros organicos UV, son moléculas que tienen la capacidad de absorber radiacién UV
de diferentes longitudes de onda (UVA y UVB). Sus estructuras tienen una composicion

comun de sistemas aromaticos o cadenas largas de dobles enlaces conjugados,
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conjugados con grupos electroatractores (grupos carbonilicos) y electrodonores
(hidroxil os, ami nos, etc.). Estos sistemas
haciéndolos altamente eficientes para absorber radiacion de alta energia (32), la cual
puede ser reemitida en forma de luz o calor (24,33) o puede inducir reacciones de
isomerizacion fotoquimica (cis-trans o ceto-enol) (23); en cualquiera de los casos, los

productos son menos perjudiciales que la radiacion original (7).

Las diferentes combinaciones que pueden encontrarse en base a estos sistemas dan
origen a los diferentes filtros UV y determinan su fotoproteccién, siendo mas importante en
moléculas con mayor numero de ciclos aromaticos o con sustituyentes electrodonores y
electroatractores en posicién orto y para (34). De acuerdo con la informacion consignada
en la base de datos de la Comisién Europea Cosmetic Ingredient Database (Cosling),
existen 76 compuestos dent r o35dayalfuncidorcestaglegor 2 a d
fproteger la piel o el cabello contra la radiacion UV a través de la absorcién, reflexién o
dispersién de la radiaciéno(36). Algunos ejemplos de los filtros empleados en la industria
cosmética se presentan en la Tabla 1-1, los cuales suelen usarse en combinaciéon en un

solo producto para brindar una fotoproteccién en todo el espectro UV.

Sin embargo, el uso de algunos de filtros UV de origen sintético, en su mayoria los de
naturaleza orgénica, han manifestado efectos adversos en la salud humana y han
provocado desequilibrios en los ecosistemas (6). En la salud humana, el uso de ciertos
filtros puede causar respuestas adversas sobre la piel cuando se utilizan de manera
equivocada o se activan y transforman en otros productos por accién de la radiacion UV
(7). Algunas de las reacciones indeseadas son fotosensibilizacion, irritacion, fototoxicidad,
dermatitis, alergias o alopecia (29). Asi mismo, algunos de estos compuestos pueden
penetrar el tejido de la piel y llegar al torrente sanguineo a través del cual pueden llegar al
sistema endocrino, causando problemas de infertilidad, desbalances hormonales y otros
efectos sistémicos (8). En cuanto a los ecosistemas, los efectos negativos incluyen la
contaminacioén de los cuerpos de agua, la bioacumulacion, el blanqueamiento de los
corales (28) y efectos hormonales en los organismos acuaticos (8,9), impactando tanto a
la biodiversidad como a las actividades econdmicas que dependen de este tipo de

recursos.
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Lo anterior, ha aumentado la demanda de productos basados en ingredientes naturales
gue muestren ser mas seguros, efectivos y amigables con el medio ambiente (8,10). En
este contexto, compuestos aislados por ejemplo de algas marinas, plantas y
microorganismos, expuestos a condiciones ambientales exigentes, han sido estudiados
como posibles filtros UV que podrian brindar, simultdneamente, una mejor fotoproteccion
y menos efectos secundarios (12,13). Asi mismo, al ser considerados como un recurso
renovable, cuyo cultivo puede establecerse a escalas industriales, llaman la atencién
dentro de una industria cosmética cada vez mas robusta. Algunos compuestos estudiados
para esta actividad incluyen polifenoles, flavonoides, aminoécidos tipo micosporina y
terpenos, en los que ademds se evidencia actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antienvejecimiento, entre otros, los cuales dan valor agregado a los productos para el
cuidado de la piel (2).

Tabla 1-1. Ejemplos de algunos filtros organicos UV utilizados en la industria cosmética.

Nombre (INCI) Estructura Ranggrde Efectos Secundarios Restrlcufn
proteccion (7) de uso
o}
Acido p- Alergias, aumenta el
aminobenz6ico OH uvB riesgo Qe (_jaﬁo celular Cwmax=10%
(PABA) ( @x=283nm) por radiacion UV, foto (PEG 25-
carcinogénico. (37) PABA)
H,N

p-aminobenzoatos

: Fotoinestabilidad
Octinoxato uvB '
(OMC) O/VLO/\(\/\ ( @w=311 nm) fotosensibilizador, Cwmax=10%
o dermatitis, alergias,

° disrupcion del sistema

VB endocrino, absorcion a
Cinoxato /©/\)‘\O/\/OV 9289 través de la piel,
~o0 ( =289 nm) detectado en leche
materna. (8,37)

i Contaminacion del
Octocrileno UVB -UVA-II agua, bioacumulacién,

0
N _ Cmax=10%
(OCT) O 0/\(\/\ (8max=303 nm) blanqueamiento de
Il
N

corales. (29)

1. Restricciones establecidas segun el anexo VI del Reglamento (CE) No. 1223/2009 sobre productos cosméticos del
Parlamento Europeo y el Consejo de la Unién Europea del 30 de noviembre de 2009, version del 17 de diciembre de 2022
(38). Cuax: Concentracion maxima permitida en productos cosméticos.
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Tabla 1-1. Continuacion.

Nombre (INCI)

Rango de

Estructura .,
proteccion (27)

(0]
. uvB
Octisalato (:fl\o/\(\/\ ( @x=307 nm)
OH
(%]
% Homosalato i /@ uvB
= ©fj\o ( @x=306 nm)
.C__U OH
"
. o} OH
Salicilato de uvB
trolamina d‘\OH H ( @=260-355
(TEA-salicilato) IS L NG N nm)
g 0
c
o UVB y UVA-II
D Oxibenzona ( =288y
N Q 325 nm)
o o OH
(0] (o]
Metoxidibenzoilmetano O O UVA
(avobenzona) o~ ( @x=360 nm)
UVB y UVA
Ecamsul ( @m=345 nm)
(%]
2
o MBBT UVB Y UVA
(Bisoctrizol) ( mx= 303 nm)
UVA
BEMT ? ( @x=280-380

(Bemotrizino)

Ty
joane! nm)
(o) OH HO' (o]

Efectos
Secundarios

Fotodegradacion,
absorcion a través de
la piel, potencial
disrupcién endocrina,
deteccioén en leche
materna (37).

Alergias, dermatitis
fotoalérgica,
disrupcién endocrina,
absorcion a través de
la piel, posiblemente
carcinogénico,
deteccion en leche
materna.
Contaminacion del
agua,
bioacumulacién,
blanqueamiento de
corales. (6,24,29,37)

Alergias,
fotodegradacion.
(24,37)

Fotoestable(24,37)

Pequefia
fotodegradacion,
minima absorcion a
través de la piel
(24,37)

Fotoestable, minima
absorcion a través de
la piel (24,37)

Restriccion
de uso?

Cmax=5%

Cwmax=7.34%

Cwmax=6%

Rotulado:
Contiene
benzofenona-3

Cwmax=5%

Cmax=10%
(de &cido)

Cmax=10%

Cwmax=10%

1. Restricciones establecidas segun el anexo VI del Reglamento (CE) No. 1223/2009 sobre productos cosméticos del
Parlamento Europeo y el Consejo de la Union Europea del 30 de noviembre de 2009, version del 17 de diciembre de 2022

(38). Cuax: Concentracién méaxima permitida en productos cosmeéticos.
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A MECANISMOS DE FOTOPROTECCION SECUNDARIOS

Teniendo en cuenta que la incidencia de radiacién de alta energia sobre la piel puede
activar la formacion de ROS y RNS, los mecanismos de fotoproteccion secundarios son
aquellos compuestos que previenen o reducen el estrés oxidativo desencadenado por este
tipo de especies. Algunos de estos compuestos existen de manera natural en el cuerpo
humano como es el caso de la melanina, los carotenoides, vitaminas, enzimas y
coenzimas, flavonoides, entre otros, pero pueden agotarse cuando hay un desequilibrio
entre la cantidad de ambos tipos de compuestos, lo cual deja en desventaja al sistema

antioxidante del organismo (39).

Por lo anterior, los compuestos con actividad antioxidante son otro de los enfoques que se
debe tener en cuenta en fotoproteccién. Con estos, se busca reducir la cantidad de ROS y
RNS en los diferentes tejidos de la piel, reforzando la actividad que un filtro UV puede
ofrecer. Matsui y colaboradores (31), reportaron que la adicion de compuestos
antioxidantes en las formulaciones de protectores solares disminuy6 el dafio inducido por
ROS en comparacioén con las formulaciones tradicionales. Asi mismo, teniendo en cuenta
el limitado desarrollo de filtros para luz visible y radiacion infrarroja, este tipo de
mecanismos son los de mayor interés para reducir la apariciéon de efectos negativos

desencadenados por este tipo de radiacién (6,39,40).

Sin embargo, el uso de estos compuestos en formulaciones tépicas o por incorporaciéon a
través de la nutricién debe ser analizado, pues algunos de estos compuestos con actividad
pueden ser inestables bajo condiciones especificas, pudiendo dar origen a efectos
adversos en la piel. Algunos antioxidantes comunes son el resveratrol (41) y las vitaminas
E y C (42), entre otros, algunos ya incorporados en formulaciones que se encuentran en
el mercado (43i 45). Es de resaltar que varios de los compuestos mencionados, ademas
de ser activos como filtros UV y como fotoprotectores, han sido obtenidos de fuentes
naturales, lo cual podria garantizar una fuente sustentable de suministro para aplicaciones

en la industria cosmética.
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1.3.4 Ensayos para la determinacion de la actividad
fotoprotectora

Todos los productos que contengan filtros UV estan regulados por agencias locales como
el FDA o Cosmetics Europe, los cuales pueden catalogar a este tipo de productos como
medicamentos de venta libre o productos cosméticos. Sin embargo, la globalizacién y las
facilidades para el libre comercio de este tipo de productos ha llevado a que las
regulaciones, sobre todo en lo relacionado a los ensayos de actividad, sean cada vez mas
estandarizadas, independientemente de la normatividad de cada pais. En el caso de la
determinacion de la actividad fotoprotectora, esta se realiza tradicionalmente con ensayos
in vivo sobre piel humanay son requeridos por diferentes agencias sanitarias para autorizar
el uso y distribucion de este tipo de productos(46). Sin embargo, para el desarrollo de
ensayos de screening iniciales los ensayos in vitro permiten tener una buena aproximacion
a los resultados esperados con pruebas in vivo; por lo cual estos Ultimos solo se realizan
en aguellos compuestos que demuestren una actividad igual o similar a la de productos
empleados actualmente en el mercado, permitiendo agilizar y optimizar recursos en la

etapa de descubrimiento de compuestos con actividad fotoprotectora (7,46).

Como pauta, los ensayos deben permitir evaluar los parametros de proteccion solar que
den cuenta de la proteccién en la region UVA y UVB del espectro. Estos pueden ser: FPS
(Factor de Pr ocflangitedide omda &ritida)ay el WVAr (eelacion UVA). EI FPS,
es una medida de la proteccién que puede brindar un filtro para la region UVB del espectro
electromagnético y esta determinada por la relacién entre la minima cantidad de radiacién
UV que se requiere para producir quemaduras en la piel protegida con una preparacion,
respecto a la cantidad de energia que se requiere para generar la misma reaccion en la
piel sin ningun tipo de proteccion (47). Lo anterior quiere decir que, aunque no es una
relacion lineal, se espera que entre mayor sea el FPS del producto, mayor sea la proteccién
gue puede ofrecer (48), alcanzando un valor maximo segun la estructura y capacidad del

filtro solar implicado.

El UVAr es la relacion de la absorcion en la region UVA y UVB del espectro, reflejando el
balance de la proteccion solar que puede tener un filtro en ambas regiones. Sin embargo,
este se utiliza particularmente como criterio para evaluar la proteccion UVA (49). De
manera similar, Ic es ura medida del balance entre la proteccion UVB y UVA, es decir

gue mide la capacidad o efectividad de absorcion de los compuestos en todo el espectro



16 Compuestos con posible actividad fotoprotectora a partir de extractos de
macroalgas del caribe colombiano

UV. Este corresponde a la longitud de onda a la cual se alcanza el 90% de la integral de
la curva de absorbancia (area bajo la curva) del filtro o la preparacién (23,50).
Esquematicamente, los parametros de proteccion solar se pueden identificar en el espectro

de absorcion, tal como se representa en la Figura 1-1.

Abs (DO)

SPF UVA-PF

0
290 300 3210 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Wavelength (nm)

Fuente: HelioScreen, 2020 (3).

Figura 1-1. Representacion gréfica de los parametros de proteccion solar FPS, a&c
UVA-PF en el espectro de absorcion del filtro UV.

Para la determinacion de estos parametros, los modelos in vitro se basan en medir el efecto
gue tiene la radiacién UV artificial sobre diferentes sustratos que imitan las condiciones de
la superficie de la piel humana, sobre todo en lo que concierne a la topografia, la humedad,
lo componentes proteicos Y lipidicos, el pH, la tensién superficial, etc. Ademas, se utilizan
sistemas de deteccion, como espectrofotémetros, espectroradiémetros o fotobmetros que
trabajen dentro de la longitud de onda estudiada (290 a 400nm). Estos dispositivos deben
contar con una fuente de radiacion UV, la cual corresponde normalmente a una lampara
de arco de xen6n o de tungsteno (51). Como formulaciones de referencia se puede utilizar
cualquier formulacion cuyo FPS se conozca y que contenga filtros UV con INCI o

autorizados como ingredientes activos.

A  METODO DE MANSUR

Es uno de los métodos mas utilizados para la determinacion in vitro del Factor de

Proteccion Solar (FPS) de un compuesto o extracto con posible actividad fotoprotectora
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(52). Se basa en la metodologia y modelo matematico descritos por Sayre y colaboradores
(53), en la cual se realiza la medicién de la absorbancia de una solucion alcohélica que
contienen el compuesto o formulacion en diferentes concentraciones. Este pardmetro se
evalla en el rango de radiacion de los 290 a 400 nm y el FPS se calcula de manera sencilla
reemplazando los valores obtenidos en la ecuacion ajustada por Mansur (52).

Si bien, este fue el primer método que abri6 la posibilidad al uso de los métodos in vitro
para la determinacién de los factores de proteccién, la baja correlacién que tiene con las
caracteristicas naturales de la superficie de la piel limita la validez de los resultados que
se pueden obtener y es necesaria su validacién con modelos in vivo (54). Sin embargo, al
ser una metodologia que puede implementarse de manera sencilla, es una buena

herramienta para etapas tempranas de la investigacion (48,55).

A METODO DE DIFFEY

El método descrito por Diffey y colaboradores, propone una metodologia para la
determinacion del Factor de Proteccion Solar (FPS) (54) y la longitud de onda critica (50)
gue un producto, o algunos de sus ingredientes, puede ofrecer (34,46). Este se basa en la
medicion de la transmitancia de la radiacion UV a través de un sustrato con y sin aplicacion
del protector solar, misma metodologia que se sigue en la determinacién in vivo. El
resultado de este ensayo sera el espectro de absorcion de filtro UV, a partir del cual se
determinan los diferentes parametros de fotoproteccién. Uno de los factores claves que
tiene esta determinacién es que el célculo de los factores es independiente de parametros
experimentales, lo cual disminuye los errores por sobreestimacion o subestimacion de
estos (56).

El factor clave en este ensayo es la seleccion de un sustrato adecuado para obtener
resultados reproducibles y equiparables con los resultados que se podrian obtener en
métodos in vivo. Esto debe considerar una superficie irregular, que permita el paso de
radiacion hasta por lo menos 290 nm y que sea facil de conseguir y manejar para obtener
resultados reproducibles (51). Diffey (54), el primero en proponer este método, propuso el
uso de cinta TransporeE de la compaiiia 3M, la cual tiene una superficie sobre la cual se
distribuyen las sustancias de manera similar a que lo haria directamente sobre la piel.

Recientemente se han incluido otros sustratos como Vitro-Skin, que imita las propiedades
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fisicas y quimicas de la superficie de la piel (57,58), estrato corneo o epidermis de piel de
cerdo (59), discos de condones de membranas naturales (60), placas de
polimetilmetacrilato (PMMA) (51) o cuarzo (61), o ensayos utilizando estrato corneo
humano (62) o piel de ratén sin pelo, estas dos Ultimas mas costosas y dificiles de
conseguir. El equipo para hacer las lecturas, puede ser cualquier espectrofotometro UV-
Vis, pero se han desarrollado aditamentos como las esferas de integracion (Integrating
Spheres) (63i 65) para medir absorbancia en superficies irregulares, asi como equipos
disefiados exclusivamente para estas mediciones que incluyen el SPF Analyser de

Optometrics Corporation (66), el UV-2000S de la compafiia Labsphere (67), entre otros.

1.4 Algas marinas como fuentes de compuestos activos
para la industria cosmética

Las algas son organismos eucariotas que se pueden encontrar en cualquier fuente de
agua, incluyendo ambientes bajo condiciones extremas de luz, salinidad, temperatura, pH,
disponibilidad de nutrientes, etc (10,11). Son los organismos fotosintéticos mas antiguos
en el planeta y se estima que el nUmero de especies de algas en el mundo ronda los
280.000 (10). Estas se clasifican segun su morfologia en micro y macroalgas y, estas
Ultimas de interés para esta revision, en algas verdes, rojas y pardas segun sus pigmentos
fotosintéticos mayoritarios: clorofilas a y b, ficoeritrina y ficocianina, y fucoxantina,

respectivamente (14).

Las algas se han utilizado de forma tradicional en diferentes culturas como fuente de
alimentos y prepar aci on¥ysSinemharga suiincoapsracioraent esanal es
la industria se ha dado de manera reciente como fuentes de compuestos aprovechables

en varias industrias incluyendo la cosmética y la farmacoldgica. Los primeros compuestos

aislados de algas que se incorporaron fueron los ficocoloides (agar, alginatos, fucoidanos,

ulvanos, laminarinas y carrageninas), cuyas propiedades viscosantes, estabilizantes,

gelificantes, antioxidantes, entre otros, se emplean como aditivos en las formulaciones

(14).

Otros compuestos como los diversos pigmentos (clorofilas, carotenoides y ficobilinas; con
actividad como colorantes, fotoprotectores y antioxidantes), los acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga y otros lipidos (con actividad antiinflamatoria, antialérgica,
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antioxidante, emoliente)(14), los compuestos fendlicos (con actividad antioxidante,
antialérgica, antiinflamatoria, antibiética, antiviral, antifingica, fotoprotectora), terpenoides,
vitaminas y proteinas (con actividad antioxidante, antienvejecimiento, anticancer,
antiinflamatoria, humectante) (14) y la fibra dietaria, son importantes contribuciones que
han tenido estos organismos en diferentes industrias (10).

El potencial de los extractos de algas marinas para la cosmética es muy valioso al ser

fuente tanto de ingredientes base para las preparaciones, como de compuestos con

actividad. Esto ha permitido que muchos de los productos que aprovechan extractos de

algas sean considerados c omo ficosmeceYti coso, categorza qu
cosméticos que tienen ingredientes con activad farmacolégica (14), pero que aln no se

reconoce como una categoria oficial por parte de las agencias sanitarias internacionales

(68). Sin embargo, esto ha extendido y popularizado el estudio y utilizaciéon de extractos

de diferentes especies de algas en productos cosméticos (productos para el cabello,

cremas faciales, maquillaje, productos para bafio, etc.), reconociendo la amplia diversidad

de actividades que puede tener en la industria (18,69).

Otro aspecto que vale la pena tener en cuenta es que la biomasa de algas es considerada
Como un recurso renovable, pues esta puede obtenerse de manera sustentable ya sea a
través de su recoleccion en el medio natural o a través del establecimiento de sistemas de
cultivo (70). En el primer escenario, esto es especialmente importante como una
herramienta para retirar y aprovechar el crecimiento excesivo de la biomasa (blooms o
arribazones) que se genera como respuesta a la degradacion de los arrecifes y cuando
hay un exceso de nutrientes en el ecosistema (eutrofizacién), la cual, si no se elimina, limita
la disponibilidad de luz y oxigeno, originando problemas como la muerte de los organismos,
malos olores y contaminacién del agua (71). En el segundo caso, es una de las
herramientas a las que mas se recurre en la actualidad, siendo el mecanismo a través del
cual puede realizarse un seguimiento y control especifico de las condiciones de cultivo
para obtener maximo rendimiento de la biomasa y control sobre los productos obtenidos
del cultivo (72).
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1.4.1 Algas marinas en fotoproteccion

Las algas, como organismos fotosintéticos, requieren de la energia del sol para producir
su propio alimento. Sin embargo, su distribucién en los diferentes ecosistemas de la
columna de agua hace que diferentes especies tengan mecanismos especificos para hacer
frente a las condiciones de radiacién UV y a las amenazas ambientales a las que estan
expuestas (73). Asi, mientras las algas marinas que se encuentran en lechos marinos, a
mayor profundidad, estan protegidas por la filtracion de la radiacion UV a través de la
columna de agua, las algas que crecen en el litoral, los manglares o las zonas
intermareales estan completamente expuestas a la radiacién en ciertas épocas del afio u
horas del dia. Esto significa que cada una de ellas debe desarrollar mecanismos de
proteccion, principalmente en forma de metabolitos secundarios, que les permiten hacer
frente a estos cambios fotodinAmicos. Se considera que algunos de dichos compuestos,
incluyendo aquellos que las especies utilizan para evitar los dafios por formacion de
radicales libres, pueden tener actividad que puede ser aprovechada para la formulacion de
preparaciones fotoprotectoras (10). Los avances en el estudio quimico de las algas indican
gue sus extractos tienen una composicion importante de pigmentos, polifenoles,

aminoacidos tipo micosporina, polisacaridos sulfatados, entre otros (74).

Los pigmentos, que incluyen clorofilas, carotenoides y ficobilinas, son los compuestos base
para hacer la clasificacion de las algas entre verdes, rojas y pardas y, por lo tanto, su
distribucion entre los diferentes géneros y especies es marcadamente diferente (Ver:
Figura 1-2). Ademés de ser Utiles como colorantes, son el mecanismo de fotoproteccion
mas importante en las algas y todos los organismos que las producen (organismos
fotosintéticos principalmente), atrayendo la atencion para este tipo de aplicaciones en
humanos. Las clorofilas, indispensables para el proceso fotosintético, son las encargadas
de la actividad antioxidante y de promover la sintesis de los tejidos en las algas, siendo
interesantes para diversas aplicaciones cosméticas. Los carotenoides (carotenos y
xantofilas), son compuestos que protegen a los organismos fotosintéticos de los efectos
negativos de la exposicion a la radiacion solar, pues ademéas de tener actividad
antioxidante, tienen la capacidad de absorber y responder a las variaciones de la radiacion
a los que estan sometidos estos organismos (11). Las ficobilinas también tienen potencial
en la industria cosmética, pues ademas de tener actividad antioxidante, tienen actividad

antiinflamatoria, antiviral, antitumoral, entre otras (75).
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fucoxantina

HO

clorofila a ficoeritrobilina

Figura 1-2. Estructuras de algunos pigmentos identificados en diferentes especies de
algas marinas.

Los aminoacidos tipo micosporina (MAAs) son los metabolitos mas estudiados por su
actividad fotoprotectora promisoria, registrandose mas de 30 estructuras quimicas
diferentes para compuestos aislados de especies de algas rojas, consideradas como las
mayores productoras de este tipo de compuestos. Son hidrosolubles, de un tamafio inferior
a 400Da (74) y su estructura estd caracterizada por tener un grupo cromoforo
(ciclohexanona o ciclohexenimina) enlazado a aminoacidos (32). Pueden absorber
radiacion UV de longitudes de onda entre 268 y 362 nm (76), capacidad que dependera
de los grupos laterales enlazados al cromoéforo. En organismos marinos, especialmente
focalizados en algas pardas, rojas y cianobacterias, estos compuestos son protectores UV
a través de mecanismos de absorcion y actividad antioxidante (8,73). Algunos de los
compuestos identificados incluyen la shinorina, palitina, porfira-334, asterina-330 vy
micosporina-glicina, cuyas estructuras se presentan en la Figura 1-3. Estos se han
reportado en diferentes especies de algas, con una concentracion importante en algas
rojas y aquellas disponibles a menor profundidad en la columna de agua, evidenciando su
importancia como compuestos fotoprotectores en organismos con mayor exposicion a la
radiacion (75,77). Se consideran como protectores solares ideales al ser altamente
estables a la radiacion y a la temperatura, asi como tener una alta absorcion en la region
UV, energia que se disipa en forma de calor sin formacioén de fotoproductos inestables

indeseables en este tipo de formulaciones (78).
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Figura 1-3. Estructuras de algunos aminoacidos tipo micosporina
aislados de algas marinas.

La estructura de los compuestos fendlicos, semejante a la de los filtros UV que se emplean
en la actualidad, los hace atractivos como posibles fotoprotectores (34). Asi mismo, se
conoce que estos compuestos pueden tener actividad antioxidante, antialérgica,
antiradicalaria, antiviral, antifingica, entre otros. En las algas, se distinguen los
florotaninos, bromofenoles, terpenoides y pigmentos fendlicos como compuestos con
actividad, siendo los primeros los mas empleados en la industria cosmética. La
fotoproteccion de este tipo de compuestos, aislados en mayor cantidad de algas pardas
(79,80), puede darse a través de mecanismos primarios, por su capacidad para absorber
la radiacién, asi como secundarios, pues se considera que los anillos fendlicos acttan
como trampas electronicas para estabilizar las especies reactivas que se forman por la
incidencia de la radiacion (81). Los polifenoles como el trifloroetol-A, el floroglucinol, el
fucofuroeckol-A y el dieckol, cuyas estructuras se presentan en la Figura 1-4, son algunos
de los compuestos mas importantes aislados de algas en los cuales se ha comprobado

actividad fotoprotectora (11,82).
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Figura 1-4. Estructuras de polifenoles identificados en diferentes especies
de algas marinas.

Los polisacéaridos sulfatados son polimeros aniénicos que pueden encontrarse en algas
marinas, mamiferos e invertebrados y su conformacién estructural, asi como la cantidad
gue puede extraerse, depende de las especies bajo estudio. En las especies de algas,
fuente especial de este tipo de compuestos, los mas abundantes son los fucoidanos y
laminarinas para las algas pardas, carrageninas para las algas rojas y ulvano para las algas
verdes (83). Aunque estos compuestos se emplean como aditivos en alimentos,
medicamentos y productos cosmeéticos, aprovechando sus propiedades fisicas
(espesantes, gelificantes, emulsificantes, etc.), llama la atencion las aplicaciones en
fotoproteccién que pueden llegar a tener. La actividad fotoprotectora en este caso se da a
través de mecanismos de fotoproteccidbn secundarios, es decir intervienen en la
neutralizacion de radicales libres formados por exposicion a la radiacion UV. Diferentes
polisacéridos sulfatados han sido estudiados por su actividad antioxidante, llegando a
mostrar mejor actividad que los estandares comerciales (84). Sin embargo, la actividad de
los diferentes componentes dependera de los patrones estructurales del polimero y, por
tanto, de la especie de los cuales sean aislados. Algunas estructuras de este tipo de

compuestos se presentan en la Figura 1-5.
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Figura 1-5. Estructura de algunos polisacéaridos sulfatados
identificados en algas marinas.

Actualmente, en el mercado existen algunos protectores solares basados en compuestos
0 extractos de algas marinas. Algunos ejemplos son Helioguard365E (85) y Helionori®
(86), desarrollados en Suecia y Francia, respectivamente, ambos formulados a partir de
aminoacidos tipo micosporina aislados del alga roja Porphyra umbilicalis. Igualmente,
Aethic S6vée® (87), del Reino Unido, emplea un componente activo bajo el nombre
Photamin® (88) que contienen esta misma familia de compuestos (8,18). Estos productos,
ademas de brindar proteccion frente a la radiacion UV, manifiestan actividad antioxidante,
antiarrugas y propiedades hidratantes, caracteristicas atractivas para un producto para el
cuidado de la piel. Sin embargo, aun el uso de este tipo de compuestos es muy limitado y

la exploracion del potencial ficolégico del mundo aln se encuentra en sus etapas iniciales.
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A POTENCIAL DE LA DIVERSIDAD DE ALGAS MARINAS DE COLOMBIA EN FOTOPROTECCION

La ubicacion de Colombia en la zona intertropical y sobre la linea del ecuador hace que la
incidencia la radiacion UV a lo largo del afio sea relativamente constante y alta (Ver: Figura
1-6). Esta caracteristica sumada a otros factores ecoldgicos como la temperatura, las
corrientes oceanicas, la disponibilidad de nutrientes, etc., dan al pais una altisima
diversidad, tanto en nimero de especies como en su respectiva diversidad quimica, la cual

representa un potencial incalculable para diferentes industrias.

UV.Index (Farbskala):

0 1 2 3 1 5 7 9 0 " 12 13 =13

Fuente: Deutscher Wetterdienst', 2021 (89).
Figura 1-6. Mapa de calor que representa el indice UV (UV index) en el mundo.

De acuerdo con las cifras reportadas por el Sistema de Informacion sobre Biodiversidad
Marina (SiBM), 619 especies de algas bentonicas se han reportado para el Caribe
Colombiano (16). A pesar de ello, son pocos los grupos de investigacion que realizan
estudios de bioprospeccion del recurso ficolégico marino de Colombia, por lo que es un

recurso con enorme potencial por aprovechar.

En la Tabla 1-2, se presenta la relacion de los géneros de macroalgas marinas que se han
reportado en Colombia (caribe colombiano) y que, independientemente de la especie,
tienen reportes de actividad fotoprotectora en otras investigaciones. Esta tabla se
construy6 teniendo en cuenta la informacion publicada por el SiBM y los reportes de
l'iteratur a de | a base de dat os Scopus
fsunscreenso, A UVO y @A SPFoonelmombre que identficaiel-géner@ Para
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esta revision se incluyen unicamente los géneros dentro de la clasificacion de algas rojas,
verdes y pardas, quedando las cianobacterias o0 algas verde-azules para futuras

revisiones.

De las 619 especies reportadas para el caribe colombiano, Unicamente para 56
(aproximadamente 9%) se encuentran reportes respecto a su posible actividad
fotoprotectora. Vale la pena tener en cuenta que dentro de este analisis se incluyen, no
solamente los reportes de bioprospeccion focalizada a protectores solares, sino que
incluyen los estudios dirigidos a analizar la variacibn de compuestos con esta actividad
frente a diferentes condiciones ambientales. Lo anterior, teniendo en cuenta que se
manifiesta la identificacion y seguimiento de compuestos con actividad fotoprotectora en
las diferentes especies, la cual podria ser aprovechada por la industria para el
establecimiento de cultivos que permitan obtener metabolitos de interés.

Esta revision muestra varios escenarios frente a la exploracion del material ficolégico de
Colombia. Por un lado, la minima exploracion que se tiene respecto a esta actividad en las
especies de algas del pais, pero al mismo tiempo la amplia posibilidad que existe para

estos organismos en este tipo de aplicaciones.

Como se observa en la Figura 1-7, los géneros dentro del phylum de algas rojas
(Rhodophyta) han sido el foco de atencion para la busqueda de compuestos con actividad
fotoprotectora, mientras que especies de algas pardas (Ochrophyta) y verdes
(Chlorophyta) ain son muy poco exploradas. Esta distribucién en los resultados puede
corresponder al hecho de que las especies de algas rojas son productoras importantes de
MAAs, compuestos con actividad fotoprotectora conocida y de interés para la industria

cosmeética.
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No reportados = Rhodophyta Chlorophyta =Ochrophyta

Figura 1-7. Distribucién, de acuerdo con el phylum, de los reportes en
literatura encontrados en la base de datos Scopus para la actividad
fotoprotectora en las especies de macroalgas reportadas en el Caribe
Colombiano.

Respecto a otros reportes, los estudios encontrados pueden clasificarse de acuerdo con
los tipos de compuestos seguidos o identificados, y de acuerdo con la actividad buscada
con los estudios. De esta se observa como la mayor parte de los reportes se han dirigido
a la busqueda, seguimiento o identificacion de pigmentos y compuestos fendlicos, cuya
funcién protectora en las algas ha sido debidamente documentada. Respecto a la
actividad, los resultados reflejan que esta corresponde a los mecanismos de
fotoproteccion: absorcién UV-Vis y actividad antioxidante, donde esta Ultima predomina los
reportes en literatura. En este punto, sin embargo, es importante tener en cuenta que parte
de la investigaciébn en esta area no se ha hecho de manera dirigida a la actividad
antioxidante en fotoproteccion, sino que se esta se estudia por las diferentes aplicaciones
en que esta se puede aprovechar, incluyendo desarrollos para la industria cosmética, de

alimentos, farmacéutica, etc.

En referencia a los géneros, son mayoritarios los reportes en especies del género
Sargassum, Porphyra y Ulva dentro del phylum de algas pardas, rojas y verdes,
respectivamente. Esto muestra que la distribucién de compuestos con posible actividad
fotoprotectora no se encuentra restringida a un género o especie y que, por el contrario,

este tipo de actividad puede llegar a identificarse en cualquier especie de macroalgas.
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Por otro lado, una revision del estado de los reportes de los géneros en la base de datos
Coslng, en la cual se deposita la informacién referente a las sustancias e ingredientes
cosméticos de la comisién europea, muestra como los reportes de las especies aun es
escaso Yy la mayoria se centra en la actividad humectante y acondicionadora. En cuanto a
los reportes de actividad fotoprotectora, solamente se tiene reporte de actividad como filtro
UV para un alga roja del género Gelidum (Gelidium crinale) en el que se encuentra como
mezcla de extractos de otras algas. Igualmente se tienen reportes de extractos con
actividad antioxidante en todos los phylum, mostrando el potencial que se tiene para

explorar esta actividad en las especies de algas del pais.

Vale la pena anotar que para muchos de los géneros consultados se cuenta también con
reportes de actividades cosméticas que podrian aprovecharse en formulaciones que
tengan valor agregado y las cuales incluyen reportes como astringentes, blanqueadores,
antisebum, antimicrobianos, etc. Asi mismo, otros usos de esta biomasa las incluiria como
agentes controladores de viscosidad, aglomerantes o formadores de pelicula, entre otras,
lo cual representa una alternativa para aprovechar todo el material biolégico que se

utilizaria en preparaciones cosmeticas.
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Tabla 1-2. Potencial de las algas marinas del caribe colombiano para preparaciones de fotoprotectores.

Caracteristicas del estudio

Identificacién
Referencias

Phylum Género MAAs Pigmentos Fendlicos Pgﬂffz(fg;ig:s Atzjsvo_:/cii;ﬁn AOX Fotoproteccién  Formulacion
Caulerpa HAE)? (901 99)
Chaetomorpha L (100,101)
- AMI
> Cladophora (102 105)
g Codium H, P, A (100,106i 109)
= Halimeda A (110,111)
e TR ity
Bryopsis (90)
Canistrocarpus (127)
Chnoospora (128)
Cladosiphon H, A, P, (129)
Dictyota A (91,108,130)
_‘g Ectocarpus (131)
é‘ Padina A H (90,981,5;),132
S H, A, P, (90i
Sargassum AOX, 92,106,108,127,
AMI 128,134i 161)
Spatoglossum (162)
Stypopodium (130)
Turbinaria A (163)

1.Consulta en la base de datos Cosmetics Ingredients (CosIng) (164). Segun la actividad reportada: H (humectante), P (protectora); A (acondicionadora); AOX (antioxidante); AMI
(antimicrobiana); B (blanqueadora); AS (antisebum); UV (filtro UV); AT (astringente); ABS (abrasiva); E (exfoliante).
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Tabla 1-2. Continuacion

Caracteristicas del estudio

Identificacion .
Identificacion/Cuantificacién de compuestos Seguimiento por actividad Cosling Referencias
Phylum Género MAAs Pigmentos Fendlicos Pgﬂffif:{j'gss Atii?_:/cilson AOX  Fotoproteccién Formulacion
Acanthophora (90,91,165,166)
Aglaothamnion (167)
Asparagopsis P (100,168)
: (91,145,1691
Bostrychia 172)
Bryocladia 173)
Bryothamnion (110,160,174)
Caloglossa (91,172)
Catenella (172,175)
Centroceras (112)
©
& . (100,106,123,17
> Ceramium H A 6,177)
_§' Champia (169,178)
o
o Chondracanthus A (106,179,180)
Corallina A (100,181i 187)
Digenea A (188)
H, A, P,  (100,106,108,12
Gelidium AS,AO 9,179,180,189i
uv 195)
ilari A H, P, (91,98,106,163,1
Gracilaria AT 71,181,196i 209)
S (108,124,210i
Gracilariopsis A 215)
Grateloupia A (189,216,217)
Gymnogongrus (100,193,218)
Halopithys (124,193,212)

1.Consulta en la base de datos Cosmetics Ingredients (Cosing) (164). Segun la actividad reportada: H (humectante), P (protectora); A (acondicionadora); AOX (antioxidante); AMI
(antimicrobiana); B (blanqueadora); AS (antisebum); UV (filtro UV); AT (astringente); ABS (abrasiva); E (exfoliante).
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Tabla 1-2. Continuacion

Identificacion

Phylum Género

Halymenia
Hydropuntia
Hypnea
Kallymenia
Laurencia
Lithophyllum
Lithothamnion
Lomentaria
Osmundaria
Palisada

Plocamium

Rhodophyta

Polysiphonia

Porphyra

Predaea
Pterocladiella
Rhodymenia
Solieria
Vertebrata

Wurdemannia

MAAs

Caracteristicas del estudio

Identificacion/Cuantificacién de compuestos

Polisacéaridos

Fendlicos
sulfatados

Pigmentos

Absorciéon
UV-Vis

Seguimiento por actividad
9 P Cosling?*

Formulacion

AOX  Fotoproteccion

A H
AP

A, ABS,

AH

AOX,A,
H,E,
ABS

H, A

AP,
AOX

AP

Referencias

(190)

(90,124,211,212,
219)
(91,174,205,220
)

(218)

(91,100,112,221
)

(100)
(222)
(108)
(160)
(133)
(109,218)

(100,223)
(77,100,106,124,
125,129,171,175

,176,189,191i
193,195,218,224
i248)
(210)

(194)
(126,249 252)
(253,254)
171)

(181)

1.Consulta en la base de datos Cosmetics Ingredients (Cosling) (164). Segun la actividad reportada: H (humectante), P (protectora); A (acondicionadora); AOX (antioxidante); AMI
(antimicrobiana); B (blanqueadora); AS (antisebum); UV (filtro UV); AT (astringente); ABS (abrasiva); E (exfoliante).
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1.5 Conclusiones

Las implicaciones que tiene el uso de ciertos filtros UV en protectores solares, como el
blanqueamiento de los corales o la aparicién de enfermedades en humanos, muestra la
necesidad de buscar nuevos compuestos que puedan tener esta actividad, pero con
menores impactos sobre la salud y el medio ambiente. Los productos naturales, como
metabolitos secundarios que los organismos producen para defenderse de condiciones
ambientales determinadas, son una fuente interesante de compuestos con esta y otras

promisorias actividades bioldgicas.

En el caso de las algas, la gran cantidad de especies que existen en el mundo, incluyendo
las 619 que se han reportado para el caribe colombiano, muestra que este material
bioldgico aun es muy poco explorado. Sin embargo, la diversidad de compuestos aislados
a partir de las pocas especies que ya se han explorado, son reflejo del gran potencial que
este grupo de organismos puede ofrecer. Particularmente debe resaltarse la habilidad que
tienen estos organismos para adaptarse y crecer en diferentes condiciones ecoldgicas y
ambientales, abriendo la posibilidad de encontrar o inducir la produccion de metabolitos de
interés en una misma especie. A nivel industria, la incorporacién de extractos de algas y
compuestos derivados aun esta en etapas incipientes, pero el hecho que se puedan
recolectar de fuentes naturales o a part

agregado a los productos que se desarrollen a partir de estos.

En lo que respecta a Colombia, pais considerado como uno de los mas biodiversos en el
mundo, la tarea no es menos importante. Debe potenciarse la investigacion en esta areay
trabajar en la inclusién del potencial ficolégico en una industria cosmética creciente y cada
vez mas consolidada. Si bien las especies de algas rojas parecen ser el phylum con el
mayor potencial para la aplicacién buscada, los reportes en especies de algas verdes y
pardas muestran que la investigacion en el pais debe potenciarse, fortaleciendo no
solamente la investigacion que se haga en el area, sino el vinculo con la industria

cosmeética que pueda aprovechar e innovar con este tipo de recursos.
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2.1 Resumen

El estudio de algas marinas para aplicaciones cosméticas y, particularmente para
fotoproteccion, es escaso alrededor del mundo y aln son pocos los grupos de investigacion
gue se dedican a explorar el potencial que el recurso ficoldgico de nuestro pais representa
para una industria cosmética en desarrollo. Por lo anterior, en este capitulo se buscé
desarrollar una metodologia para la seleccion de extractos con actividad fotoprotectora
promisoria a partir de 28 muestras de algas pardas y rojas recolectadas en el Caribe
Colombiano, empleando la evaluacion in vitro de los principales factores de proteccién
solar y la actividad antioxidante, asi como su correlacion con el perfilado metabdlico. Este
analisis mostré un potencial interesante en los extractos organicos en comparacion con los
extractos butandlicos, metandlicos o acuosos de todos los ejemplares estudiados. El
perfilado metabdlico por HPLC-DAD, la metodologia MCR-ALS y su analisis con
herramientas de andlisis estadistico multivariado, llevé a la selecciéon de los extractos
organicos de las especies de algas pardas de los géneros Dictyota, Stypopodium y

Turbinaria con la actividad fotoprotectora mas promisoria.
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2.2 Introduccidn

La biomasa, en la actualidad, se considera no solo como una de las fuentes de energia
renovable méas importante a nivel mundial, sino como una fuente de metabolitos que
pueden ser aprovechados por diferentes industrias. Particularmente hablando de las algas,
se tiene, por un lado, que el avance en la investigacion en sistemas de cultivo ha permitido
gue su aprovechamiento a gran escala sea una realidad y se considere como un recurso
renovable sobre el cual se puede inducir la produccién de compuestos de interés (255).
Por el otro lado, los cambios en los ecosistemas marinos como consecuencia del
calentamiento global y las actividades humanas han llevado a que se observe una
degradacién acelerada de los arrecifes (256) y a que haya un aumento de la frecuencia de
l os | | ama d o arribéizbnesode aigas) afectando la vida marina y las actividades
economicas que depende de ella (257,258). Ambos puntos de vista reflejan la necesidad
de promover la investigacion sobre estos organismos que permitan aprovechar los

recursos que puedan derivarse de ellos.

El estudio en productos naturales puede realizarse de manera dirigida, cuando se buscan
compuestos o actividades biolégicas especificas, o de forma no dirigida cuando la
investigacion se hace de manera exploratoria sobre un organismo en particular (259,260).
En el primer caso, se puede dirigir la investigacién a un tipo o familia de compuestos, o se
hace su busqueda siguiendo una actividad biol6gica de interés. De esta manera, estas
estrategias parten del establecimiento de un ensayo que permita definir y comparar la
actividad en diferentes muestras (extractos), asi como seguirla a lo largo de los procesos
de purificacién que se establecen como parte del proceso de estudio quimico (261). En el
caso especifico de fotoproteccion, la actividad se define por medio de parametros de
proteccion solar, los cuales, en conjunto, permiten establecer el potencial que un extracto
puede tener para una futura preparacion cosmética. Para ello, y considerando que la
radiacion UV se considera como la de mayor preocupacion para la salud de la piel, se ha
establecido como pauta internacional la necesidad de evaluar la proteccion frente a la

radiacion UVA y UVB del espectro, principalmente.

De esta manera, el FPS, mide la proteccion frente a la radiacion UVB, siendo el método
de Mansur (52) una de las metodologias in vitro méas sencillas de seguir en etapas

tempranas de investigacion. Su magnitud, aunque no de manera directa, depende de la
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concentracion del compuesto responsable de la actividad, llegando a un valor maximo
segun sea la naturaleza de dicho compuesto. Por otro lado, la relacion UVAr mide el
balance de la proteccién entre la radiacion UVA y UVB y se utiliza como medida de la
proteccion en el UVA. Su determinacion se realiza de manera sencilla de acuerdo con el
procedimiento descrito por Rojas y colaboradores (49). En este caso la clasificaciéon de los
productos no dependera de la concentracién, pero se consideran dentro del rango de baja
proteccion UVA si su magnitud es inferior a 0.2, moderada si se encuentra entre 0.2 y 0.4,
buena para el rango de 0.4 a 0.6, superior de 0.6 a 0.8 y maxima para valores superiores
a 0. 8. Final ment e, | a ac establ emiws tpds debal ance
radiacion y permite clasificar los productos como protectores de amplio espectro si esta se
ubica sobre 370 nm (50).

Una vez se determinan todos los parametros y se analizan de manera conjunta para
seleccionar los extractos con mayor potencial para la aplicacion buscada, el estudio
guimico de los mismos puede iniciar con la evaluacion del perfilado metabdlico de los
extractos. Con esto, se busca evaluar y comparar su composicién quimica, valorando su
complejidad respecto a tipo, cantidad o niumero de compuestos o familias de compuestos
detectados. Para ello, son comunes metodologias como cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS) o resonancia magnética nuclear (RMN), metodologias
analiticas que permiten evaluar el espacio quimico contenido en los extractos en base a
los patrones de fragmentacién o desplazamientos quimicos identificados. Sin embargo, en
el caso particular de fotoproteccion, la actividad, mas alla de poderse seguir por medio de
estas propiedades, depende del tipo de absorcién que los compuestos den a los extractos,
razon por la cual la cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de
diodos (HPLC-DAD), es una estrategia sencilla que permite separar y seguir

simultaneamente la actividad en el extracto analizado.

Para cualquiera de las metodologias mencionadas, el perfilado metabdlico parte de un
proceso de deconvolucion a través del cual se busca obtener perfiles espectroscépicos
puros para cada componente detectado en el sistema (262). Con ello se corrige, alinea y
compara simultdneamente toda la informacion obtenida de los diferentes extractos
analizados, dando una idea de sus similitudes o diferencias a través de estrategias de

andlisis estadistico multivariado que se aplican posteriormente.
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Si bien para metodologias con alta reproducibilidad y que brindan informacién
espectroscopica util para la identificacion estructural como es el caso de LC-MS/MS, GC-
MS o RMN, este proceso de deconvolucién se hace de manera automética a través de
algoritmos desarrollados para tal fin (263), la informacion recopilada con HPLC-DAD debe
ser tratada y analizada manualmente. Esto considerando que la presencia de picos
asimétricos, cambios en los tiempos de elucion entre corridas, efectos de co-elucion, altos
niveles de relaciéon sefnal/ruido, entre otros, hace que la informacion deba ser analizada
con detenimiento en cada etapa del proceso. Sin embargo, se han desarrollado
metodologias como la Resolucion Multivariada de Curvas con Minimos Cuadrados
Alternantes (MCR-ALS), que permiten hacer este andlisis de manera mas sencilla a partir
de cualquier matriz de datos cromatograficos y espectroscépicos (264).

La MCR-ALS, es una metodologia que permite descomponer y obtener perfiles de
componentes puros a partir de un conjunto de cromatogramas. Es un algoritmo iterativo
gue describe una sefal compleja de un set de datos multicomponente (D) como la suma
de las contribuciones de las sefiales que vienen de cada uno de los componentes puros
(D)

0O B 0QO (2.1)

En esta, cada componente puro D; corresponde al producto entre su perfil de concentracion
Ci (concentraciéon en cada cromatograma) y su respuesta pura S;' (espectro de absorcion

caracteristico de cada compuesto):

O B6W® O &Y O (2.2)

La metodologia optimiza dichos perfiles de concentracién y espectros puros por medio de
la regresion de minimos cuadrados alternantes (ALS), obtenido tanto la informacién de los
espectros de absorcién de cada componente detectado, como su perfil de elucién o

concentracion en cada uno de los cromatogramas (265,266).

Para ello, como se muestra en la Figura 2-1, se parte de un conjunto de cromatogramas,
los cuales se preparan para andlisis por medio del ajuste de su linea base y la eliminacion

de valores negativos (264,266). Los cromatogramas se analizan en conjunto y se
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segmentan (de manera idéntica) en porciones con segmentos de tr variables, en los cuales
se contiene la menor cantidad de picos cromatograficos posibles. Cada uno de estos
fragmentos correspondera a una matriz D de la forma (tr X 8), aumentada en las columnas,
apilando la informacion de cada fragmento en cada cromatograma. De esta manera, se

obtendran tantas matrices D como fragmentos originales se tengan.

Cada una de estas matrices D se analiza a través del algoritmo de la metodologia MCR-
ALS, siendo posible determinar el nUmero de componentes por matriz y estimar un set de
matrices iniciales por medio de la aplicacion de restricciones apropiadas para el modelo
(266,267). La optimizacion de cada matriz inicial da como resultado una matriz C de la
forma (tr X N (nimero de componente)), gue da cuenta de los perfiles de elucion de cada
uno de los componentes, y una matriz ST de la forma (N X a), que contiene el espectro de
absorcion de cada componente. Finalmente, cada una de las matrices C se integra para
obtener una matriz de concentracion relativa (RCM) de la forma (Crom x N) que contendra
informacion sobre la concentracion relativa de cada componente en cada cromatograma
original. Esta informacion puede analizarse por medio de herramientas de analisis
estadistico multivariado (MVDA), a través de las cuales pueden establecerse similitudes y
diferencias en los extractos, asi como correlacionarlos con cualquier medida de actividad

de interés.
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Figura 2-1. Representacién grafica de la metodologia MCR-ALS para el analisis del
perfilado metabdlico HPLC-DAD.

A partir de esta informacién, en este capitulo se buscé establecer una metodologia para la
seleccién de extractos con actividad fotoprotectora promisoria, a partir del analisis de los
principales pardmetros de proteccion solar y actividad antioxidante, asi como su
correlacion con el andlisis del perfilado metabdlico por HPLC-DAD usando la metodologia
MCR-ALS. Para ello, se presentan inicialmente los resultados de los parametros de
fotoproteccion evaluados, seguidos de los resultados para el andlisis del perfilado
metabdlico de los extractos mas promisorios para la aplicacién buscada. Finalmente, el
andlisis estadistico de esta informacion conduce a la selecciébn de cinco extractos
pertenecientes a muestras de 3 géneros diferentes, cuyo estudio quimico se presentara en

capitulos posteriores.

2.3 Materiales y métodos

Reactivos

Se emplearon metanol grado HPLC (MeOH), hexano, 2-propanol (IPA) y Placas de silica
gel 60 F254 (Merck Millipore, USA), butanol (BuOH) y diclorometano (DCM) (Panreac Appli
Chem, USA), etanol (EtOH), 2,2-difenil-1-picrilhidracina (DPPH), &acido acético
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(CH3COOH), 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) (Sigma Aldrich, USA), agua ultrapura
Tipo IMili-Q Merck Millipore (membrana 2.2 &gm).

Equipos

Para este trabajo se emple6 un UHPLC Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 con
detector ELSD y DAD para los perfilados metabdlicos. Para la evaluacion del factor de
proteccion solar de los extractos se empleé un lector de microplacas BertholdTech
TriStar2S con monocromador y lampara de xenén, usando placas de poliestireno de 96
pozos de fondo plano (NEST® Biotechnology Co, LTDA).

2.3.1 Recoleccion y preparacion del material biolégico

El material bioldgico de partida fue recolectado y lavado en campo en Providencia, Santa

Marta, Cabo de la Velay San Andrés a lo largo del afio 2021. Cada muestra se almaceng,

congeld y transporté al laboratorio de Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia

en la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, manteniendo las medidas
pertinentes para evitar su descomposicion, conservandose congeladoa-2 0 C hasta i ni c
su proceso dunejemplardacadaimuestra fue conservado en silica gel y en

etanol bajo refrigeracién para su posterior identificacion. Las muestras fueron codificadas

de acuerdo con el género asociado a cada muestra. La identificacion tentativa de las
muestras de interés fue realizada por la Bidloga Natalia Rincén-Diaz, profesora de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano experta en taxonomia de algas, empleando caracteres
morfoldgicos para la identificacién y la clave taxondmica fCaribbean Reef Plantsd6 ( 200 0)
de Diane y Mark Litter.
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En la Tabla 2-1 se presentan detalles adicionales de las muestras seleccionadas. El

muestreo estuvo amparado por el Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos No.

121, otrosi nimero 7, suscrito entre la Universidad Nacional de Colombia y el Ministerio de

Ambiente y Desarrollo Sostenible.

Tabla 2-1. Detalles de la recoleccion de algas seleccionadas.

Phylum Id

DP12001
DP12201
DP12301
DP12501
DP12701
DP12801
DP12901
DP13001
DP13101
EP10501
EP10901
EP11101
GP10101
LP10001
NP11201
RP11401
UP10201

Ochrophytra

Género

Dictyota menstrualis
Dictyota sp.
Dictyota sp.
Dictyota sp.

Dictyota pulchella
Dictyota sp.
Dictyota sp..

Dictyota pulchella
Dictyota sp..

Stypopodium zonale

Stypopodium zonale

Stypopodium zonale

Sargassum polyceratium
Lobophora variegata
Padina gymnospora

Canistrocarpus crispatus
Turbinaria tricostata

Lugar de recoleccién (Fecha)

Providencia. Sitio de cultivo (29/09/2021)
Providencia. Felipe’s place (26 /09/2021)
Providencia. (26/09/2021)
Providencia. (26/09/2021)
Providencia. (26/09/2021)
Providencia. (26/09/2021)
Providencia. (26/09/2021)
Providencia. More Reef (26/09/2021)
Providencia. (26/09/2021)
Providencia. Sitio de cultivo (26/09/2021)
Providencia. Sitio de cultivo (28/09/21)
Providencia. More Reef (27/09/2021)
Providencia. Sitio de cultivo (28/09/21)
Providencia. Pi260921 (26/09/2021)
Providencia. Sitio de cultivo (28/09/2021)
Providencia. Sitio de cultivo (28/09/2021)
Providencia. Sitio de cultivo (28/09/2021)

CJ1002
1S1501
NM1048
P1013
P1016
QM1042
VJ1010
WJ1005
XJ1004
XJ1011
ZJ1003

Rhodophyta

Pterocladia capillacea
Liagora sp.
Gracilaria sp..
Spyridia sp.

n.i
Acantaphora sp.
Gracilaria bursapastoris
Ceramium nitens
n.i
n.i
Solieria filiformis

Cabo de la vela. (29/02/2021)
San Andrés. (2020)

Santa Marta. Drift Aeropuerto (29/11/2021)
Providencia. Sitio de cultivo. (28/09/2021)
Providencia. Sitio de cultivo. (28/09/2021)

Santa Marta. Emisario Marino (28/11/2021)

Cabo de la vela (28/02/2021)
Cabo de la vela. (28/01/2021)
Cabo de la vela. Musichi. (04/03/2021)
Cabo de la vela. Pajaro. (04/03/2021)
Cabo de la vela. Pajaro. (04/03/2021)
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2.3.2 Preparacion de extractos crudos

Se siguié la metodologia desarrollada por Lady Sepulveda, miembro del grupo de
investigacion (268). El material de partida se descongeld y se lavé con agua marina artificial
(35g/L) para retirar restos de arena, epifitos y otros materiales extrafios. A partir del resto
de material biol6gico se tomaron tres réplicas biolégicas (5 g cada una) que se extrajeron
y analizaron de forma independiente, las cuales se almacenaron a -80°C y, posteriormente,

se liofilizaron por un periodo entre 24 y 48 horas hasta observar su completa sequedad.

Cada muestra biolégica seca se extrajo siguiendo el esquema que se presenta en la Figura
2-2. Brevemente, por cada 1 g de material seco, se adicionaron 20 mL de solucién MeOH:
agua (1:1), obteniendo el extracto polar crudo (A) y un residuo del alga inicial. El extracto
A fue secado y posteriormente resuspendido en 15 mL de agua destilada para ser
fraccionado por particion liquido - liquido usando 15 mL de BuOH, dando como resultado
las fracciones butandlicas (B) y acuosas (W). Cada extracto W fue posteriormente
fraccionado adicionando 15 mL de MeOH frio, obteniendo los extractos metandlico (M) y
acuoso (W2). El material biolégico remanente de la primera extraccion fue extraido por
segunda vez usando 20 mL de solucion DCM/MeOH (1:1), obteniendo el extracto que se
denominara organico (O). Cada extraccion se hizo por triplicado, llevandolo a un bafio de
ultrasonido por 30 minutos luego de cada adicibn de solvente, recuperando los
sobrenadantes usando algodén desengrasado y secando cada extracto a presion
reducida. Los extractos asi obtenidos fueron almacenados en condiciones de oscuridad a
-20°C.
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Material ficologico liofilizado
(19)

MeOH/ H20 (1:1) X3
30 min sonicacién X3
1g material ->20mL solvente

A 4 A 4

Extracto MeOH/H,O [ Residuo de alga }
(A)

DCM/MeOH (1:1) X3
BuOH/H,0 (1:1), 30mL X3 30 min sonicacion X3

Agitacion 20mL solvente
Centrifuga v

¢ ¢ Extracto DCM/MeOH

Extracto BuOH Extracto H,O ©)
(B) (W)

15mL MeOH frio X3

v L 4
Extracto MeOH Extracto HZO
M) (W2)

Figura 2-2. Esquema de trabajo para la preparacién de extractos crudos.

2.3.3 Evaluacién in vitro de los parametros de proteccion solar:
FPS, UVAr y ac

A Factor de Proteccion Solar (FPS)

El FPS, que mide la proteccién solar en el UVB, fue determinado para cada extracto
usando la metodologia desarrollada por Mansur (52), implementando algunas
modificaciones. Brevemente, se prepararon soluciones de partida de los extractos y el
patron (BP-3) a una concentracién de 2 mg/mL en EtOH y, a partir de estas se prepararon
200 pL de diluciones en concentraciones finales de 200, 100, 50 y 10 ppm en microplacas
de 96 pozos, y se realizaron lecturas de absorbancia entre 290 y 500 nm, usando EtOH
como blanco. Para los extractos (W2), las soluciones y blancos fueron preparados en agua

desionizada.
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El FPS fue calculado usando la ecuacion de Mansur (Ver Ecuacion 2.3).

00 Y06 B 00. O 6 wi_ (2.3)
En esta ecuacion, FC corresponde con el valor del factor de correccion que tiene una
magnitud de 10, EE es una constante que depende de la longitud de onda y corresponde
al espectro de efecto eritemal, | es la intensidad del espectro solar a la longitud de onda
de interés y Abs es la absorbancia medida a la solucion a la longitud de onda especifica.

Los valores para las constantes |( ay)EE( as& reportan en la Tabla 2-2.

Tabla2-2.Val ores reportados por Mansur para

Longitud de on EEXI

290 0,015
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,018

Informacion tomada de: Sayre y colaboradores (53).

A Relacién UVA (UVAr)

La UVAr, que permite estimar la proteccién de los extractos frente a la radiacion UVA, fue
determinada siguiendo el procedimiento descrito por Rojas y colaboradores (49), usando
las lecturas de absorbancia obtenidas para las soluciones preparadas en el apartado
anterior, para el rango entre 290 y 400 nm (aumentos de 1nm). La magnitud fue calculada

usando la Ecuacién 2.4:

Yoo i —m7M— (2.4)

a
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A Longitud de onda cr2tica (ac)

L a c e una medida del balance entre la proteccién UVB y UVA y mide la capacidad o
efectividad de absorcion de los compuestos en todo el espectro UV. Esta corresponde a la
longitud de onda a la cual se alcanza el 90% de la integral de la curva de absorbancia (area
bajo la curva) del filtro o la preparacion (23,49,50). Para su determinacion se usaron las

lecturas de absorbancia obtenidas anteriormente y la ecuacion 2.5:

bOL Q_ ™Mo . bdLQ (2.5)

Para ello, como describe Rojas y colaboradores, el area total bajo la curva de absorbancia
entre 290 y 400nm se fij6 como 100% del area bajo la curva y desde alli la longitud de

onda critica se interpolé como el valor en el cual se alcanza el 90% del area total (49).

2.3.4 Evaluacion de la composicion de los extractos: TLCy
seguimiento de actividad antioxidante por bioautografia

Los extractos se sembraron en placas de TLC a una concentracion de 2 mg/mL (EtOH),
usando un volumen de siembra de 10 yL. Como fases moviles se emplearon mezclas
Hexano/AcOEt (7:3) para la elucién de los extractos (O) y (B) y BUuOH/H,O/CH;COOH
(3:1:1) para los extractos (M). Por la polaridad del extracto, y considerando una
composicion mayoritaria de sales y arena en este, la actividad para (W2) no fue evaluada.
Como patrones se usaron soluciones de floroglucinol, &cido oleico y diferentes

aminoacidos.

Para la evaluacion de la composicion quimica de los extractos por TLC se usaron como
reveladores vainillina y acido sulfarico, y, para la identificacion de aminoacidos tipo
micosporina, ninhidrina. Para el ensayo de actividad antioxidante por bioautografia, se
sigui6 el procedimiento descrito por Plazas y colaboradores (269) para el seguimiento de
esta actividad, usando placas de cromatografia en capa delgada (TLC). Después de la
aspersion del revelador (DPPH), las placas se mantuvieron en oscuridad, haciendo lectura

de los resultados después de 15y 30 min.
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2.3.5 Perfilado metabdlico de los extractos por HPLC-DAD-ELSD

Se uso6 un equipo UHPLC Thermo Scientific con detector DAD y ELSD, usando una
columna Waters X-Terra RP-18 (5um, 4.6 x 250mm). Para la elucion cromatografica se
empled un sistema de solventes A: agua, B: MeOH+10%isopropanol (IPA), usando el
gradiente: 0 min (70%B), 2 min (80%B), 17 min (100%B), 32 min (100%B), 40 min (80%B),
42 min (70%B) a un flujo de 0.6 mL/ min. -
800 nm) para monitorear la separacion y obtener el espectro UV-Vis de cada pico del

cromatograma.

El andlisis de este perfilado se realiz6é siguiendo el procedimiento descrito por Tauler y
colaboradores (265,267) y Peng y colaboradores (264) para el andlisis de datos HPLC-
DAD por el método MCR-ALS, usando el algoritmo de la interfaz desarrollada para Matlab©
(265). Detalles de este procedimiento se presentan en la Figura 2-1. La linea base de los
cromatogramas se ajustdé usando el método de Minimos Cuadrados Asimétricos (AsLs:

Asymetric Least Squares) en la plataforma Origin 2019b© (270).

El nimero de componentes en cada fragmento se determin6é via descompaosicién en
valores singulares (SVD: Singular Value Decomposition), evaluado los pardmetros R2
(varianza explicada) y %LOF (% de falta de ajuste del modelo), variando el nimero de
componentes permitidos en el modelo. La estimacion de las matrices iniciales se realiz
via deteccién de la variable mas pura (PURE: Purest Variable Detection) a partir de la
informacion del perfil de espectros y aceptando un ruido del 10%. Se aplicaron
restricciones de no negatividad en filas y columnas usando la aproximacion rapida de
minimos cuadrados no negativos (fnnls: fast non-negative least squares), de unimodalidad
en las filas y de correspondencia entre especies en todos los experimentos. Se

normalizaron los resultados aplicando la norma euclideana.

2.3.6 Analisis estadistico

Los célculos y el analisis estadistico de los resultados fueron realizados usando los
software RStudio® (271), Origin2019b (270), Microsoft Excel® (272) y Matlab R2022a©

(273), cuyos procedimientos se relacionan en cada apartado de esta seccion.

Se

us
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Para integrar la informacion de los parametros de fotoproteccion y actividad antioxidante
en placa, se construyeron mapas de calor usando la plataforma RStudio®, permitiendo el
escalado y centrado de los valores en las columnas (parametros) y la formacion de
conglomerados (clusters) a través de las filas (similitud entre muestras). Se incluyen como
metadatos la presencia/ausencia de reportes en la base de datos Cosing (164), realizando

la busqueda de acuerdo con el género que identifica cada muestra.

Para el andlisis del perfilado metabdlico y su relacion con los parametros de proteccién y
actividad antioxidante, se emplearon herramientas de analisis estadistico multivariado
usando el software Simca 17® (274), validando los modelos de acuerdo con los pardmetros
R?, Q2 los resultados de la prueba CV-ANOVA (p<0.05) y el test de permutaciones (999
permutaciones; R?2<0.4; Q2<0).

2.4 Resultados y discusion

A pesar de que en literatura son numerosos los reportes de compuestos aislados de
fuentes naturales que pueden absorber radiacion de diferentes longitudes de onda y que
podrian ser compuestos novedosos para formulaciones fotoprotectoras, son pocos los
reportes de metodologias especificas para la seleccion de extractos con esta actividad. Si
bien se ha establecido a través de organizaciones como el FDA o Cosmetics Europe que
esta actividad se determina a través de parametros de proteccién solar, su uso en
investigacion suele postergarse a etapas donde se cuente con compuestos puros o
extractos enriquecidos en compuestos activos. Sin embargo, resultaria interesante poder
integrarlos desde etapas tempranas de la investigacion y poder hacer su seguimiento hasta

la formulacion de productos cosmeéticos finales.

Para establecer esta metodologia se seleccionaron 28 muestras de algas (Ver: Tabla 2-1),
de las cuales se contod con 17 ejemplares de algas pardas y 11 ejemplares de algas rojas,
recolectadas en diferentes puntos de caribe colombiano, abarcando asi diferentes lugares
del Caribe Colombiano (San Andrés, Providencia, Santa Marta y Cabo de la Vela),
profundidades y diferentes épocas del afio (enero, febrero, marzo, septiembre y
noviembre). Asi mismo, la seleccién buscé integrar tanto muestras de diferentes géneros,
como especimenes del mismo género con diferencias en sus caracteristicas de

recoleccion, esperando con ello observar diferencias relacionadas con su produccién
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metabdlica y actividad fotoprotectora que pudieran dar idea de condiciones o
particularidades para la obtencion de metabolitos de interés.

De cada uno de los especimenes se tomaron 3 réplicas bioldgicas que fueron extraidas
siguiendo la metodologia descrita, obteniendo un total de 336 extractos distribuidos en 84
de cada polaridad: organicos, butandlicos, metandlicos y acuosos. Si bien la extraccién se
realizé de la misma manera para las muestras en ambos phylum, estas se analizaron por
separado, teniendo en cuenta las diferencias en la produccion metabdlica que las
caracteriza. Sin embargo, en la seccién 2.4.3 que se presenta mas adelante, se hace un
acercamiento a su comparacion, teniendo en cuenta los reportes encontrados para los dos

phylum.

2.4.1 Evaluacioén de la actividad fotoprotectora y antioxidante de
los extractos de algas pardas

En el Anexo A-1y la Figura 2-3, se presentan los resultados obtenidos para la evaluacion
de los parametros de fotoproteccion seleccionados, en los que se puede observar, para
una concentracion de 50 ppm, valores de FPS en el rango de 0,146 para el extracto
metandlico de uno de los ejemplares del género Dictyota (DP12201-M) a 2,915 en uno de
los extractos organicos de los ejemplares del género Stypopodium (EP11101-O),
evidenciando la diversidad quimica y de actividad tanto entre especies, como entre

extractos de la misma especie.

Respecto a estas magnitudes, se observa ademas que el FPS tiene un comportamiento
dependiente de la concentracion. Esto hace que, mientras las soluciones de menor
concentraci-n (10 y 50 ppm) se encueImrPs<d
y fAbajad pr &RSE6)clas damaybicBnegntracion (2 mg/mL) se ubican en las
categor2as HP®8INane dy aba l(t aPS ¥5135).tEsta abservation(es
importante al considerar que se trata de extractos crudos, en los que se desconoce la

composicion y concentracion de los compuestos que dan la actividad a los extractos.
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*Los valores graficados corresponden al promedio de valores calculados para las tres réplicas biologicas.
O/B/M/W2: tipo de extracto (organico, butandlico, metandélico o acuoso).
Segun los colores de las barras y la concentracion del extracto: 2mg/mL (rojo); 200 ppm (morado); 100 ppm (gris); 50 ppm (amarillo) y 10 ppm (verde).
Segun la escala de proteccion en el UVB: Alta (verde); media (azul); baja (rojo); no proteccion (amarillo)(49)

Figura 2-3. Resultados obtenidos para la evaluacion del FPS en los extractos de algas pardas seleccionadas. a) Extractos
organicos, b) extractos butandlicos, c) extractos metandlicos y d) extractos acuosos.
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De la misma manera, los resultados muestran que los mayores valores en este pardmetro
se calcularon para los extractos organicos, seguidos de los butandlicos y metandlicos. En
el caso de los extractos organicos, los mayores y menores valores de FPS se encuentran
para muestras de los géneros Stypopodium (EP11101-O) y Turbinaria (UP10201-O),
respectivamente. Por el lado de los extractos butandlicos, la tendencia es similar,
encontrando mayores valores FPS en los extractos del género Stypopodium (EP10501-B)
y menores para las muestras del género Turbinaria (UP10201-B) y Sargassum (GP10101-
B). Finalmente, para los extractos metandlicos, los mayores y menores valores de FPS se
encuentran en especies del género Dictyota (DP13101-M y DP12201-M, respectivamente),

reflejando la variabilidad metabdlica incluso en especies del mismo género.

El caso de los extractos acuosos, estos se analizaron por separado, teniendo en cuenta
gue, por su polaridad, las soluciones para estas determinaciones se prepararon en agua y
no en EtOH como se describe para la metodologia de Mansur. Sin embargo, estos valores
si se pueden comparar entre si, analisis que mostro los menores valores de FPS para los
ejemplares del género Dictyota (DP-W2) y valores mayores de FPS para las muestras de
los géneros Sargassum (GP10101-W2) y Stypopodium (EP10501/10901/11101-W2).
Respecto al patrén, también preparado en agua para fines comparativos, su FPS se reduce
considerablemente en comparacién con sus soluciones en etanol, esto teniendo en cuenta
su menor solubilidad en solventes de mayor polaridad. En dicho caso, se observa que las
determinaciones de FPS en los extractos, en cualquier concentracion, son mayores que el
filtro usado como referencia, sugiriendo que, si bien son valores que pueden ser
interesantes, sus magnitudes deberian compararse usando patrones de mayor solubilidad

en solventes polares.

Los reportes en literatura muestran que la actividad fotoprotectora de un extracto, evaluado
a través del FPS, tiene diversas interpretaciones de acuerdo con el tipo de extracto, el
método seleccionado y la concentracion usada en las determinaciones. Esto parte del
hecho de que no hay una metodologia in vitro estandarizada para el uso de estos
parametros en extractos crudos y la amplia variabilidad en los resultados segun la
metodologia de extraccion, el organismo bajo estudio o la composicion del extracto
evaluado. Sin embargo, en general se establecen rangos de FPS como los que se
proponen en la Figura 2-3, a partir de los cuales se pueden interpretar y seguir los

resultados.
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En dicho escenario, por ejemplo, se reporta un FPS de 2.32 para el extracto de acetato de
etilo del alga verde Caulerpa Racemosa, el cual se adiciond a una preparacion cosmética
preliminar en una concentracion de 1% (93). Por su parte, Gager y colaboradores (275),
evaluaron el potencial de fracciones enriquecidas de florotaninos obtenidos de muestras
de las algas pardas Alaria esculenta, Ascophyllum nodosum, Bifurcaria bifurcata, Fucus
serratus, Halidrys siliquosa, Himanthalia elongata y Laminaria ochroleuca, considerando
gue todas ellas tienen potencial actividad fotoprotectora al encontrar valores de FPS
superiores a 1. En otro escenario, la evaluacibn de este parametro en diferentes
preparaciones de protectores solares en las que se adicionaron extractos de Euchema
cottonii y Padina australis registraron valores entre 2 y 5, mostrando el potencial de las
formulaciones ensayadas para proteccion frente a la radiacion UVB (132). Finalmente,
Zéarate y colaboradores (276), determinaron el potencial de los extractos metandlicos y
etandlicos de diferentes mezclas de algas pardas y rojas, encontrando valores de FPS
entre 31y 34 a una concentracion de extracto de 250 ppm en soluciones de etanol al 50%.

Para la UVAr, magnitud que no depende de la concentracion del extracto, los valores
encontrados se ubicaron entre 0,167 en el extracto metandlico de uno de los ejemplares
del género Dictyota (DP12201-M) y 3,623 en uno de los extractos organicos del mismo
género (DP12301-0). Esto ubicaria el 100% de los extractos organicos, el 80% de los
butandlicos y el 24% de los metandlicos dentro del rango de maxima proteccion UVA. En
la Figura 2-4 se presentan graficamente los resultados obtenidos para la evaluacion de

este parametro, en el cual se puede observar la tendencia mencionada.

Las magnitudes encontradas, al igual que con el parametro anterior, muestran que los
mayores valores de proteccion UVAr se identifican para los extractos organicos, seguidos
de los butandlicos y metandlicos. Respecto al patron, no hay una tendencia especifica en
los resultados, pero se observa como todos los extractos organicos tienen magnitudes
superiores a los del patrén, siendo estos los de mayor proyeccién para la aplicacion
buscada. En cuanto a los extractos acuosos, el 100% de los mismos se ubicaria en la
categoria de maxima proteccion UVA. De estos extractos el 89% tendria un UVAr mayor

gue la determinada para el patron BP-3 usado como referencia.



Capitulo 2 51
4,0 I
a i
1
& 1
35 1
|
1
1
3.0 1
1
1
5 |
25 I Maxima
1
. 1
<20 i
5 1
1
1
1.5 1
1
|
1
10 I
1
05
| 111 LN
'Bajay moderada
oo s 1 I I 5%
B M~ S (’9\ R ‘l-d\ < ']P\ RO
@ PP L P L U i O S NN NS 8 g
FFFFFEEFFEEEEEEEEF 3
b) 16

UVAr

1.0

06

0.4

00

- N N A N N a ~ ~ ~ ~
e P R P S P N N3 ) )
& & W P P Q\{i\ Q\I? Q@aj Q\‘“Q Q\"’ Q\& Q\\ Q\‘Y q\-{l Q«\'> &S E
< < < < < & < & =

O =B =M nW2

*Los valores graficados corresponden al promedio de tres determinaciones.
O/B/M/W2: tipo de extracto (organico, butandlico, metandlico o acuoso).

Maxima

1
:Baja y moderada

Figura 2-4. Resultados obtenidos para la evaluacion de la relacion UVAr evaluada para

los extractos de algas pardas. a) extractos organicos, butanélicos y metandlicos y b)

extractos acuosos.

En este caso, la clasificacion se basa en el Boots Star Rating system en el cual se define

la maxima proteccion UVA para valores superiores a 0.8, balance entre la proteccion UVA

y UVB en valores cercanos a 1y baja proteccion UVA en valores bajos de este parametro

(277). De acuerdo con esta informacion, los reportes en literatura han descrito valores de

UVAr de 0.354 en extractos crudos del liquen Bunodophoron melanocarpum a una

concentracion de 200 ppm, mientras que compuestos puros aislados de esta misma fuente

registran valores entre 0.154 y 0.381 a la misma concentracién estudiada, mostrando el
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efecto de la composicién de la muestra en esta determinacién (278). Por otro lado,
formulaciones de protectores solares que contienen extractos de Polypodium leucotomos
0 de Olea europaea estandarizada a una concentracion de 20% en oleuropeina,
adicionados en concentraciones de 1, 3 y 5% en peso, mostraron valores de UVAr entre
0.4y 0.5.

Losv al or e s sec@reuerdran, entre 335 nm (DP12801-M) y 393 nm (DP12301-0),
magnitudes que se representan en la Figura 2-5. En esta, se observa como todos los
extractos organicos se ubican sobre el punto de corte que da clasificacién de proteccion
de Aampl i cen %6 mpre Rot et condrario, la mayoria de los extractos metandlicos
se encuentran debajo este punto y solo 3 de los extractos metandlicos lo superan.
Respecto al patrén, todas las magnitudes de los extractos organicos y butandlicos son
mayores a él, indicando que estos extractos son los mas interesantes para la actividad
buscada. Para los extractos acuosos, todos se encuentran en la clasificacion de proteccion
de amplio espectro y todas las magnitudes encontradas son superiores a las determinadas

para el patrén en solucion acuosa.

Particularmente para este parametro es importante notar que, tal como describe Nash y
colaboradores (279), su magnitud depende de la forma de la curva de absorbancia UV-Vis
del compuesto o preparacion a estudiar y no de su amplitud, dejando de lado variables que
limitan el uso de los métodos in vitro para la determinacién de los demas parametros de
fotoproteccion. Por lo anterior, aunque su uso en etapas de investigacion y desarrollo de
productos para fotoproteccion es limitado, su magnitud puede respaldar las observaciones
gue se realicen con los demas parametros evaluados. En este caso, los reportes de esta
magnitud en extractos crudos y compuestos puros aislados del liguen Bunodophoron
melanocarpum mostraronv a | o r e gue dodos abica bajo la clasificacion de proteccion
de amplio espectro, mostrando valores entre 315 y 330 nm, tanto a nivel de extractos como

para compuestos puros aislados de los mismos (278).
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*Los valores graficados corresponden al promedio de valores calculados para las tres réplicas biologicas.
O/B/M/W2: tipo de extracto (organico, butandlico, metandlico o acuoso).

Figura2-5.Representaci -n de | os valores de ac obt el
pardas evaluados. a) Extractos organicos, butandlicos y metandlicos y b) extractos
acuosos.

Ahora bien, respecto a todos los parametros encontrados hasta el momento, el esquema
de extraccion indicaria que en los extractos organicos se recupera la mayor parte de
pigmentos, acidos grasos y otros compuestos de menor polaridad, los primeros
ampliamente descritos por su importancia como mecanismo de fotoproteccion desarrollado
por las algas en su ambiente natural. En los extractos butandlicos, por el contrario, la
extraccion se centra en la recuperacién de compuestos como dieterpenos y polifenoles,
estos Ultimos con actividad fotoprotectora reportada. Bajo estas observaciones se
explicaria porque los extractos organicos son los que muestran mayores valores para los
parametros evaluados y como estos serian los que se seleccionarian preliminarmente para

etapas posteriores de la investigacion.
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Por el contrario, para los extractos metandlicos y acuosos, la metodologia de extraccion
esta dirigida principalmente a la recuperacién de MAAs, de alta polaridad y solubles en
agua y metanol frio, para los cuales su actividad fotoprotectora ha sido ampliamente
reconocida, pero cuya presencia en algas pardas esta en discusion (75). Esto quiere decir
gue, si bien este tipo de compuestos pueden estar presentes en los extractos, su
concentracion frente a compuestos activos mas abundantes, como los pigmentos, puede
ser mas baja. Esta informacion deberia ser validada en otras etapas de la investigacion en
las que se pueda dirigir la busqueda a este tipo de compuestos, en los cuales se cuantifique
0 monitoree su variacion en relacion con las condiciones ambientales particulares del

momento en que se realice su recoleccion.

En este punto, para tener una idea de la composicién quimica de los extractos y evaluar la
presencia de compuestos con actividad antioxidante, se hizo un primer monitoreo usando
cromatografia en capa delgada, cuyos resultados se presentan en el Anexo B-1. Para los
extractos organicos, se observa una presencia importante de pigmentos, considerando las
observaciones realizadas en luz visible y con lampara UV a 365 nm. En el caso de los
extractos butandlicos, la presencia de estos compuestos es menor, mientras que no se
detectan en los extractos metandlicos. Otros compuestos interesantes son aquellos que
se observan a una longitud de onda de 254 nm, los cuales se restringen a los extractos

organicos y butandlicos.

Respecto a la actividad antioxidante en placa, ninguno de los extractos del género Dictyota
tiene la actividad, mientras que seis de los extractos organicos de los otros géneros
(Stypopodium, Sargassum, Lobophora y Turbinaria) y cuatro de los extractos butanélicos
(Stypopodium y Lobophora) si presentan la actividad. En el caso de la ninhidrina, usada
de manera especifica para la deteccion de aminoacidos en los extractos, se observé que,
tal como se esperaba segun la polaridad, la actividad se distingue de manera predominante
en los extractos metandlicos. Sin bien este es un indicador interesante respecto a la
presencia de MAAs en los extractos, debe tenerse en consideracion que el revelador no
es especifico para estos compuestos y que podria tratarse de aminoacidos que se pudieron

recuperar a lo largo del proceso de extraccion.

Para integrar la informacién encontrada para todos los extractos a la selecciéon de los

extractos con actividad promisoria, se construyé una grafica mapa de calor (heatmap) en
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el cual se pueden visualizar y agrupar los resultados de acuerdo con las tendencias
encontradas al analizar simultaneamente todas las variables medidas al sistema. Para ello,
se incluyeron las magnitudes de todos los parametros de fotoproteccién evaluados como
variables cuantitativas, asi como de la actividad antioxidante como variable cualitativa y la

presencia de reportes en la base de datos Coslng como metadatos en la representacion.

En esta figura, las magnitudes representadas en colores verde a rojo indican los mayores
valores encontrados luego de escalar y centrar los valores encontrados para todas las
muestras en cada parametro, mientras que los colores verdes a azules representan valores
mas pequenos. El color gris representa magnitudes que no fueron evaluadas por efectos
de la solubilidad del extracto (extractos acuosos) o que tienen la misma respuesta para
todos los extractos evaluados. Por dltimo, los reportes a nivel de género en la base de
datos Coslng se incluyeron como metadatos en la representacion, en la cual los colores
amarillo y naranja representan la presencia y ausencia de reportes en la base de datos,
respectivamente, y el negro representa las muestras para las cuales se desconoce el
género al cual pertenecen. Vale la pena aclarar que el Coslng contiene la informacién
sobre todos los ingredientes usados en productos cosméticos de la Union Europea, pero
gue su aprobacion y regulacion relacionados con su seguridad y eficacia debe verificarse
de acuerdo con la informacién contenida el anexo VI del Reglamento (CE) No. 1223/2009
sobre productos cosméticos del Parlamento Europeo y el Consejo de la Union Europea del
30 de noviembre de 2009 (38).

Los resultados que se presentan en la Figura 2-6 para las muestras de algas pardas
muestran la formacion de 7 conglomerados en los que se agrupan los extractos segun su
polaridad. Es de resaltar el conglomerado (1), que agrupa la mayor parte de los extractos
metandlicos (M), con los valores de parametros de proteccion solar mas bajos y sin
actividad antioxidante, y las agrupaciones (4-7), que agrupan la mayor parte de los

extractos organicos (O), con los valores maximos encontrados.

A partir de esta representacion, se seleccionan como los mas interesantes, 17 extractos
organicos y 1 extracto butanodlico de las muestras de algas pardas, los cuales en conjunto
registran el mayor FPS (grupo 5), el mayor UVAr (grupo 7) y/o todos sus miembros son

positivos para el ensayo de actividad antioxidante (grupos 5y 6).
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Figura 2-6. Mapa de calor obtenidos para la representacion de las variables AOX, FPS,
UVAr y ac¢c evaluadas para | os extractos de alg
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En cuanto a los reportes en Coslng, para el género Dictyota se reporta actividad oxidante
en la especie Dictyota Coriacea, los géneros Padina y Turbinaria tienen reportes de
actividad acondicionadora y humectante y el género Sargassum registra actividad
antimicrobiana, emoliente y antioxidante en diferentes especies. Los géneros
Stypopodium, Lobophora y Canistrocarpus carecen de reportes en la base de datos, siendo
necesaria la revision de los avances en investigacion respecto a su posible aplicacion en
cosméticos y en cuanto a su seguridad. Sin embargo, la blisqueda no arrojo resultados
para actividad fotoprotectora, por lo cual en este trabajo se contribuye asi con evidencia
acerca de la actividad fotoprotectora de algas recolectadas en el pais y que podria

proyectar su aplicacion en la industria cosmética.

2.4.2 Evaluacion de la actividad fotoprotectora y antioxidante de
los extractos de algas rojas

Los reportes encontrados en literatura muestran como la mayor parte de la investigacion

focalizada en fotoproteccion a partir de algas marinas se ha centrado en la exploracion de

diferentes especies de algas rojas. En consecuencia, el nimero de reportes relacionados

con compuestos derivados de las mismas ha crecido paulatinamente y ha llevado a que

su implementacién en formulaciones aprobadas para uso en el mercado sea una realidad.

En el Anexo A-2 se presentan de forma detallada los resultados obtenidos para la
evaluacion de los parametros de fotoproteccion en las especies de algas rojas
seleccionadas. Particularmente para los FPS determinados, y siguiendo la tendencia de
los datos discutidos para algas pardas, se observa como su magnitud depende de la
concentracion de las soluciones evaluadas, siendo mayor en los extractos a 2mg/mL vy
disminuyendo paulatinamente hasta la concentracion de 10 ppm, tendencia que puede
observarse claramente en la Figura 2-7. De la misma manera, se observa como los
mayores valores de FPS se encuentran en los extractos orgénicos, seguidos de los
butandlicos y metandlicos. Entre estos, a una concentracion de 50 ppm, la mayor magnitud
encontrada fue para el extracto organico de la muestra de Acantaphora (QM1042-0),
mientras que el menor FPS se identifica para el extracto metandlico del espécimen XJ1011,

pendiente de identificacion taxonémica.
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Figura 2-7. Resultados obtenidos para la evaluacion del FPS en los extractos de algas rojas seleccionadas. a) Extractos organicos,
b) extractos butandlicos, c) extractos metandlicos y d) extractos acuosos.
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Respecto al patron usado como solucion de referencia, los valores de FPS de cualquiera
de los extractos, a una concentracion de 50 ppm, son considerablemente inferiores a los
determinados para el patron, resultado que, como se discutié para las algas pardas, es el

esperado al tratarse de extractos crudos.

Para el caso de los extractos acuosos, analizados de forma independiente, la mayor
magnitud en el FPS se identifica en el extracto del ejemplar de Liagora sp. (1IS1501-W2),
mientras que el menor se identifica para la muestra de Acantaphora sp. (QM1042-W2).
Igual que en el caso anterior, todos los valores son superiores a los encontrados para el

patrén usado como referencia, siendo necesaria su comparacion con otros patrones.
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Figura 2-8. Resultados obtenidos para la evaluacion de la relaciéon UVAr evaluada para

los extractos de algas pardas evaluados. a) Extractos organicos, butandlicos y
metandlicos y b) extractos acuosos.
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Respecto al UVAr, los mayores valores se encontraron para los extractos organicos,
particularmente para el ejemplar de Soliera filiformis (ZJ1003-O). Por el contrario, los
menores valores UVAr fueron determinados para los extractos metandlicos,
especificamente para la muestra de Acantaphora sp (QM1042-M), lo cual reflejaria la baja
proteccion gue se podria encontrar a partir de estos extractos. Sin embargo, en todos los
casos se tiene que los extractos se ubicarian en la categoria de maxima proteccion UVA,
reflejando el potencial que tiene este phylum para la busqueda de compuestos que brinden
proteccion en el UVA, y respaldando asi el amplio nimero de reportes en literatura que se

tiene para diferentes especies de algas rojas.

En relaciéon con los extractos acuosos, la tendencia es la misma, siendo interesante poder
explorar la composicion quimica de estos extractos en los cuales se podrian identificar
compuestos de alta polaridad como podrian ser polifenoles, MAAs, entre otros. En la
Figura 2-8, se representan graficamente estos resultados.

Finalmente, con relaciébn a <c que se presentan en la Figura 2-9, se observa que los
extractos de todas las polaridades tienen clasificacién de proteccion de amplio espectro,
al ubicar su longitud de onda sobre el limite de 370 nm y, respecto al patrén, como los

valores calculados son mayores que los del compuesto usado como referencia.

Si bien, esto permite ver el potencial de algas en estos géneros como fuentes de
compuestos con actividad fotoprotectora, también son valores que deben ser seguidos
cuidadosamente en los procesos de fraccionamiento y purificacién, considerando que
estos pueden variar en dichos procesos. En estos es posible que al enriquecer fracciones

con compuestos de interés se llegue a valores maximos de algunos de estos parametros.

En este punto, y tal como se discuti6 para las algas pardas, los resultados de estos
parametros reflejan que, si bien los reportes en literatura y el avance en el estudio quimico
gue se ha hecho en especies de algas rojas, muestran la aplicabilidad e importancia que
tienen compuestos como los polifenoles o los MAAs, su baja concentracion en los extractos
hace que los pardmetros encontrados a nivel de extractos crudos sean bajos en
comparacion a la actividad que se pueda encontrar para compuestos mas abundantes
como los pigmentos. Sin embargo, esta es una afirmacién que debe ser verificada en

etapas posteriores, en las cuales se puedan identificar los compuestos responsables de la
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actividad y estos puedan cuantificarse y compararse entre diferentes extractos. lgualmente

se plantea la posibilidad que los cambios en los sitios de colecta, en este caso, zonas

tropicales de alta incidencia de la radiacion solar, puedan afectar positiva o negativamente

la presencia de estos compuestos que las algas utilizan para su fotoproteccion en su

ambiente natural.
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Respecto a la actividad antioxidante y el seguimiento de la composicion de los extractos,

el seguimiento por TLC, como se presenta en el Anexo B-2, muestra la presencia

importante de pigmentos en los extractos organicos y butandlicos, considerando las

observaciones realizadas bajo luz visible, UV a 254 y UV a 365 nm. Por el contrario, la

obt el
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mayoria de los extractos metandlicos muestran Unicamente la presencia de aminoacidos,
al ser evaluados usando ninhidrina como revelador. En cuanto a la actividad antioxidante,
ninguno de los extractos muestra la actividad a la concentracion evaluada, descartando la

busqueda de compuestos con esta actividad en estos extractos.

Por su parte, los resultados del mapa de calor que se presentan en la Figura 2-10, muestra
gue la actividad en los extractos permite agruparlos en 6 conglomerados en los cuales no
es posible distinguir una tendencia especifica frente a la polaridad de los extractos. Sin
embargo, se observa como la agrupacién (1) contiene los extractos con los mayores
valores de factor de proteccion solar, y las agrupaciones (4) y (5) en los que se identifican
los extractos con los valores mas bajos encontrados para este parametro. De ellos, resulta
interesante para la aplicacién buscada el conglomerado (1), con 5 extractos organicos, en
el cual se ubican los mayores valores para UVAr, asi como el conglomerado (2), con 1
extracto acuoso, con el mayor valor de FPS. Se excluye el andlisis a través de la longitud
de onda critica, la cual no registra un maximo claro en esta representacion, pero que, como
se discutié anteriormente, ubicaria su minimo en la agrupacion (4) en la que se encuentra

el extracto acuoso de Acantaphora sp. (QM1042-M).

De la agrupacion 1y 2 seleccionadas preliminarmente, y respecto a los reportes en Cosling,
la busqueda solo se pudo realizar para 3 de las muestras, considerando la informacién
sobre la identidad de estas. De ellas Unicamente dos géneros, Gracilaria (NM1048) y
Solieria (ZJ1003), tienen reportes de actividad humectante, acondicionadora, astringente,
protectora, y acondicionadora y protectora, respectivamente. Esto refleja la baja
exploracién que aun se tiene para el recurso ficoldgico a nivel mundial y, a la vez, la

importancia que tienen la investigacion que permita aprovechar cada vez mas este recurso.

De esta manera, para continuar con el proceso de seleccion, se realiz6 un andlisis de
perfilado metabdlico para aquellos extractos preseleccionados de cada phylum bajo
estudio, esto con el fin de evaluar la complejidad de los extractos, hacer seguimiento de
su actividad y hacer comparativos que pudieran orientar la seleccién de los extractos con
la actividad mas prometedora. De esta manera, a partir de los 336 extractos de partida (84
de cada polaridad) se preseleccionan 17 extractos organicos y 1 extracto butandlico de las
muestras de algas pardas, y 5 extractos organicos y 1 extracto acuoso de los ejemplares

de algas rojas, los cuales contintan a la siguiente etapa de la investigacion.
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Figura 2-10. Mapa de calor obtenido para la representacion de las variables AOX, FPS,
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2.4.3 Perfilado metabdlico de los extractos de algas pardas y
rojas preseleccionados

El perfilado metabdlico de los extractos seleccionados fue realizado por medio de HPLC
con deteccién DAD. Si bien para metodologias como LC-MS o RMN los procesos de
deconvolucion estan plenamente descritos y programados, la informacion obtenida por
HPLC-DAD representa un reto para su andlisis. Sin embargo, por tratarse de una posible
aplicacion en fotoproteccion, es clave poder utilizar la informacion proveniente del detector
DAD, toda vez que este define y permite seguir la actividad fotoprotectora en los

compuestos presentes en los extractos.

En el Anexo C-1 se presentan detalles de los resultados obtenidos al analizar el perfil
metabdlico de los extractos de algas pardas preseleccionadas a través del modelo MCR-
ALS descrito por Tauler y colaboradores (265,267) y Peng y colaboradores (264).
Aplicando esta metodologia, los 54 cromatogramas iniciales (18 extractos X 3 réplicas) que
representan el perfil de cada uno de los extractos seleccionados, se fraccionaron en 28
partes comunes en segmentos de tiempo de retencion variable, dando origen a 28 matrices
(D), de n tiempos de retencion y 151 longitudes de onda (200-800 nm), aumentadas en las
columnas. A partir de estos y usando el algoritmo para la descomposicion en valores
singulares, se determiné el nUmero de componentes en cada fragmento, analizando los
valores maximos y minimos de R? y %LOF. De esta manera, se detectaron 268

compuestos en las 28 matrices (D), cuyos resultados se muestran en el Anexo C-1.

Cada una las matrices (D), a través de la metodologia, se descompuso en dos nuevas
matrices: una matriz de perfiles de elucién (C), n tiempos de retencién y 268 compuestos,
aumentada en las columnas, y una matriz de perfiles puros (S") o espectros UV-Vis, de
268 compuestos y 151 longitudes de onda (200-800 nm). La primera, contiene la
informacion sobre la ausencia o presencia de cada compuesto en cada muestra, mientras
gue la segunda contiene el espectro UV-Vis de cada compuesto identificado. Esto permite
tener una primera aproximacion a la concentracién de cada compuesto en cada extracto,
para lo cual la informacion de cada matriz C se integré para dar origen a la matriz de
concentracion relativa (RCM). Esta matriz contiene la informacién del area de cada pico
detectado en cada cromatograma y, por ende, la informacién de la concentracion relativa

de cada especie en cada cromatograma inicial. Estas dos matrices (MCR y ST), asi como
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la informacion de los parametros de proteccion solar y la actividad antioxidante, fueron

analizadas conjuntamente a través del analisis estadistico multivariado.

En la Figura 2-11 se muestran los resultados obtenidos para el PCA y el correspondiente
HCA obtenido para el analisis de la matriz de concentraciones relativa. Bajo el modelo
utilizado, se logra explicar, con los dos primeros componentes, cerca del 60% de la
variabilidad observada, confirmando la viabilidad del modelo de acuerdo con los
parametros R? y Q2. Con este se observa la formacién de un conglomerado en el que
Unicamente la muestra DP12301-O se diferencian del resto de la representacion. En este,
es claro como 2 de las 3 réplicas de esta muestra se alejan del resto de las observaciones,
indicando que este es el perfil de mayor diferenciacién, bien sea por efectos de cambios

en la concentracién de metabolitos o por diferencias en el tipo de compuestos producidos.

Esta observacion se ve de manera mas clara en el HCA, en el que se observa como las
muestras se distribuyen en dos agrupaciones claramente diferenciadas. De este ultimo,
también llama la atenciébn como todas las muestras del género Stypopodium (EP) agrupan

entre si, lo que evidencia la similaridad entre sus perfiles metabdlicos.

El Loadings Plot que se presentan en la Figura 2-12, muestra que las variables que pueden
estar influyendo en la discriminacién de los perfiles de DP12301-0, identificadas con los
codigos 254, 220,18, 216, 42, 213,10 y 3, entre otras, pueden corresponder a compuestos
gue absorben en el visible o en el UV-Vis, tal como se puede observar en algunos de los
espectros UV-Vis presentados. El seguimiento de estas variables a través de los
cromatogramas iniciales, que se presentan en el anexo D, y que corresponden a tiempos
de retencién entre 40 y 43 min, 33.5y 36 min, 5y 7.9 min, 32 y 33.5 min, 13.5y 15.5 min,
30.5y 32.0 min, 3y 5 min y 0 y 3 min, respectivamente, confirma que los extractos de
DP12301-O discriminan por diferencias significativas en la concentracion, tratandose
probablemente de los pigmentos fotosintéticos que tienen maximos de absorbancia entre

400 y 600 nm y otros compuestos con maximos de absorbancia alrededor de 200 nm.
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Figura 2-11. Resultados del analisis de componentes principales (PCA) de la matriz de concentracion relativa obtenida para el
perfilado metabdlico de los 18 extractos de algas pardas preseleccionados. a) Score Plot y b) HCA.
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perfilado metabdlico de los 18 extractos de algas pardas preseleccionados. c) Loadings Plot y d) Espectros UV-Vis de algunas
variables responsables de la discriminacion observada.
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Complementando este analisis, en la Figura 2-13 y Figura 2-14 se muestran los analisis
de PLS de la matriz de datos, incluyendo los parametros de proteccion solar evaluadas
como variables adicionales (outputs) en el sistema. En este caso, nuevamente las
muestras de Dictyota sp. DP12301 se comportan como outliers en la representacion, pero
ahora se puede observar cémo los extractos organicos de Stypopodium sp. (EP) y
Turbinaria sp. (UP10201) se diferencian del resto de extractos. En estos, la integracion de
la informacién de proteccidén solar como variable discriminante influye de manera directa
en su diferenciacién, considerando que en Dictyota sp. (DP12301-O) y Stypopodium
zonale (EP11101-O) se encontraron los mayores UVAr y FPS encontrados para las
muestras de algas pardas, respectivamente, llevando de esta manera a la seleccién de
estos tres extractos para la siguiente etapa de la investigacion.

En este caso, el loadings Plot, muestra como las variables responsables de la
discriminacion de los extractos de Stypopodium corresponden a compuestos que absorben
en el UV, con absorbancias entre 210 nm y 300 nm, representadas con los cédigos 81,
107, 25, 33 y 103, los cuales eluyen en tiempos de retencién entre 19y 19.9 min, 21.9y
22.5min, 7.9y 10.6 min, 10.6 y 13.5 min y 21 y 21.9 min, respectivamente. En el caso de
Turbinaria, las variables incluyen compuestos que absorben tanto en el UV como en el
visible, representadas en verde y rojo e identificadas con los codigos 47, 4, 62, 259, 227 y
265, entre otros, con tiempos de retencion entre 13.5y 15.5 min, 0y 3 min, 17.3 y 18 min,
40 y 43 min, 36 y 38 min, 43 y 45 min, respectivamente. Segun esta informacion de
absorcion en el UV-Vis, los reportes para estas especies y la polaridad de los extractos, se
espera que se trate de compuestos tipo carotenos, acidos grasos o pigmentos
fotosintéticos, cuyas estructuras con anillos aromaticos y cadenas con dobles enlaces
conjugados, pueden ser los responsables de la actividad fotoprotectora observada. Sin
embargo, por la aplicacibn cosmética buscada, es clave evitar compuestos como los

meroditerpenos de Stypopodium zonale con actividad citotoxica documentada (2801 282).
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perfilado metabdlico de los 18 extractos de algas pardas preseleccionados. a) Score Plot y b) HCA.
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Figura 2-14. Resultados del andlisis de minimos cuadrados parciales (PLS) de la matriz de concentracion relativa obtenida para el
perfilado metabdlico de los 18 extractos de algas pardas preseleccionados. ¢) Loadings Plot y d) Espectros UV-Vis de algunas
variables responsables de la discriminacién observada.
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Por el lado de las algas rojas, en el Anexo C-2 se presentan los resultados obtenidos al
analizar su perfilado metabdlico, excluyendo Unicamente el extracto acuoso 1S1501-W2,
cuya polaridad limita su analisis por medio de la metodologia cromatogréfica seleccionada.
En este caso, los 15 cromatogramas iniciales (5 extractos X 3 réplicas), se fraccionaron en
16 partes comunes, dando origen a 16 matrices (D), aumentadas en las columnas. A partir
de estas, se determind el nUmero de componentes en cada fragmento, detectando 308
compuestos en total, cuyos resultados se muestran en el Anexo C-2. Luego de revision
manual de todos los espectros obtenidos, se descartaron 49 perfiles cuya absorbancia en
las longitudes de onda evaluadas se puede asociar a ruido de la técnica empleada,

guedando de esta manera 259 compuestos para los perfiles evaluados.

La informaciéon obtenida en las matrices MCR y ST de este andlisis, fue analizada
conjuntamente a través del analisis estadistico multivariado. En la Figura 2-15 se
presentan los resultados obtenidos para el PCA y el HCA del modelo obtenido. En este
caso los dos primeros componentes permiten explicar el 51% de la variabilidad en el
sistema, modelo que se valida teniendo en cuenta los valores de R? y Q? obtenidos. En
este caso, cada muestra agrupa con sus triplicados, siendo posiblemente los perfiles de
Spyridia sp. (P1013-0) y Soliera filiformis (ZJ1003-0), los mas diferenciados entre si. Solo
uno de los triplicados de Gracilaria sp. (NM1048-O) se comporta como outlier en esta
representacion, sugiriendo errores en el proceso de analisis. Las dos muestras en el centro
de la representacion (XJ1011-O) y (XJ1004-O), cuya identificacion taxondémica se
desconoce, tienen posiblemente los perfiles mas similares, siendo ambas provenientes del

mismo lugar de recoleccion (Cabo de la Vela, 2021).

En los resultados del Loadings Plot, presentado en la Figura 2-16, se observa que las
variables responsables de la diferenciacion de las muestras son, en su mayoria,
compuestos que absorben en el visible (variables representadas en color amarillo),
considerando que se puede tratar de concentraciones variables o presencia diferencial de
pigmentos fotosintéticos entre muestras. Algunas de ellas son las variables representadas
con los codigos 162, 70, 44, 31, 291, 79 y 28, las cuales eluyen en tiempos de retencion
entre 23.2 'y 24.5 min, 16 y 20 min, 5.4y 12 min, 4.5y 5.4 min, 35.5 y 45.0 min, 20y 21
miny 2.9y 4.5 min, las cuales pueden seguirse en los perfiles presentados en el anexo D.
En este caso sus perfiles muestran maximos de absorbancia entre 400 nm y 600 nm cuyos

perfiles UV-Vis los identificaria tentativamente como pigmentos tipo clorofila 0 aminoacidos
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tipo micosporina, pero también cercanos a los 200 nm que podrian corresponder a

derivados terpenoidales.

Para la matriz de datos obtenidos para estas muestras no fue posible consolidar un modelo
gue permitiera explicar la relacion entre la matriz de concentraciones relativas obtenidas y
las variables de fotoproteccion medidas para cada extracto involucrado en este analisis.
Esto considerando que los modelos no pudieron ser validados a través de la evaluacion
del test de permutaciones o el andlisis ANOVA para cada uno de los parametros
evaluados. De esta manera, se recomienda para etapas posteriores a esta investigacion,
explorar otras metodologias de analisis estadistico que permitan establecer la correlacion
del perfil cromatografico obtenido por HPLC-DAD y los parametros evaluados, para asi
poder priorizar los extractos de estas algas rojas en base a la actividad buscada.

Finalmente, a partir de la metodologia implementada y considerando la informacion
extraida del analisis estadistico multivariado tanto para los ejemplares de algas pardas y
rojas, a través del cual se pudo establecer el potencial de los extractos para la aplicacion
buscada, se seleccionan los extractos organicos de Dictyota sp. (DP12301), Stypopodium
zonale (EP10501-10901-11101) y Turbinaria tricostata (UP10201) con la actividad
fotoprotectora mas promisoria. En conjunto, ellas representan el perfil metabdlico mas

diferenciado, asi como las mayores magnitudes de FPS, UVAr y actividad antioxidante.
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2.5 Conclusiones

Se implement6 una metodologia para la seleccion de extractos con actividad fotoprotectora
a través de la evaluacion in vitro de los factores de proteccion solar, su andlisis en conjunto
a través de la construccion de mapas de calor y su integracion al andlisis del perfilado
metabdlico por HPLC-DAD. Con esta metodologia se preseleccionaron, por un lado 17
extractos organicos y 1 extracto butandlico de diferentes especies de algas pardas
recolectadas en las islas de Providencia y Santa Catalina, y por el otro, 5 extractos
organicos de algas rojas recolectadas en Santa Marta, Cabo de la Vela y las islas de San
Andrés, Providencia y Santa Catalina, los cuales mostraron los mejores pardmetros de

fotoproteccion y actividad antioxidante evaluados.

El perfilado metabdlico de estos extractos, permitié la detecciéon de 268 compuestos en
algas pardas y 259 compuestos en los perfiles de los extractos de algas rojas
seleccionadas preliminarmente. Esta informacién y su correlacion con los parametros de
fotoproteccién evaluados, llevo a la selecciéon de los extractos de Dictyota sp. (DP12301),
Stypopodium zonale (EP10501-10901-11101) y Turbinaria tricostata (UP10201) como los
gue presentan los mejores perfiles de actividad fotoprotectora. Estos extractos seran
posteriormente estudiados para la identificacion de los compuestos responsables de la

actividad fotoprotectora observada.
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3.1 Resumen

Las macroalgas marinas son organismos fotosintéticos que han desarrollado defensas
guimicas que les permiten sobrevivir aln en ambientes de condiciones extremas. Estas
defensas, en forma de metabolitos secundarios, son empleadas por diferentes industrias
donde se aprovecha su actividad biolégica para diversas aplicaciones. Para que esto sea
posible, los extractos se estudian quimicamente integrando técnicas analiticas junto con el
seguimiento de la actividad de interés, permitiendo rastrear la actividad hasta la
identificacion de él o los componentes activos. Con esto en mente, en este capitulo se
aborda el estudio quimico de los extractos organicos de Dictyota sp. (DP12301),
Stypopodium zonale (EP10901) y Turbinaria tricostata (UP10201), para los cuales se
identifico la actividad fotoprotectora mas promisoria. Para ello, el fraccionamiento de los
extractos y el seguimiento de los parametros de proteccion solar, permitieron identificar las

fracciones con mayor actividad para cada uno de los extractos evaluados.

Para el extracto organico de Dictyota sp. (DP12301), las fracciones mas activas fueron
D07 y D09 identificando, en la primera, a la feofitina a y sus analogos como los compuestos

responsables de la actividad observada. Por otro lado, la separacion cromatografica de la
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fraccion D09, seleccionada por su actividad y por la masa disponible de esta fraccion,
llevaron a la identificacion la fucoxantina como el compuesto responsable de la actividad
seguida en Dictyota sp. (DP12301). Adicionalmente, esta misma separacion
cromatogréfica permitié la identificacion del diterpeno isolinearol, el cual, al ser marcador
guimico para la especie, permite contribuir con la identificacion del ejemplar estudiado

como Canistrocarpus cervicornis.

En el caso de los extractos de Turbinaria tricostata se identificaron 6 fracciones con los
mejores parametros de proteccion solar, mostrando en sus perfiles de RMN una
composicion mayoritaria de pigmentos y acidos grasos, identificando a la feofitina a, la
feoforbida a, el fucosterol y la fucoxantina, como componentes mayoritarios en las

fracciones que mostraron actividad.

Para el ejemplar de Stypopodium zonale se identificaron 5 fracciones con los mejores
parametros de proteccién solar, en las cuales se identificaron los pigmentos feoforbida a,
la fucoxantina y el meroditerpeno stypoldiona como los compuestos responsables de la
actividad fotoprotectora seguida en estos extractos. En mezcla con estos compuestos, se
identificd el fucosterol en algunas de las fracciones activas de los extractos de Turbinaria

tricostata y de Stypopodium zonale.

3.2 Introduccidn

Las macroalgas son organismos eucariotas, multicelulares y autotrofos presentes en
diferentes ecosistemas alrededor del mundo, incluyendo ambientes con condiciones
ambientales extremas de temperatura, salinidad, radiacion solar, presion atmosférica,
entre otros. Estas se consideran como los productores primarios en los ecosistemas
marinos, siendo la base de la cadena alimenticia y, por lo tanto, uno de los organismos
fotosintéticos mas importantes en la misma (75). Esto significa que son organismos que
han tenido que desarrollar sistemas de interaccién con el medio que las rodea, en forma
de metabolitos secundarios, efectivos para aprovechar los recursos de su entorno, pero

también para defenderse de los efectos negativos a los que estan expuestas (80).

Basados en el color de su talo, la organizacion celular, las sustancias de reserva, los

componentes en la pared celular y los pigmentos fotosintéticos que cada uno produce, las
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macroalgas se clasifican en: verdes (clordfitas), rojas (rodofitas) y pardas (ocorfitas). Estas
tltimas tienen un contenido de pigmentos fotosintéticos limitado a las clorofilas a y c,
carotenoides como la fucoxantina y violaxantina (en menor cantidad), sustancias de
reserva como la laminarina y el manitol, asi como otros componentes de su pared celular
basados en celulosa y acido alginico (80,283). Son, ademas, fuente de compuestos con
actividades importantes como compuestos fendlicos o terpenos, familias en las cuales se

ha reportado actividad antioxidante, antiinflamatoria, antienvejecimiento, entre otras (79).

A nivel mundial se han reportado entre 1500 y 2000 especies de algas en el phylum de
algas pardas (283) y, de acuerdo con la informacion suministrada por el Instituto de
Investigaciones Marinas y Costeras 1 Invemar, de las 619 especies de algas reportadas
para el caribe colombiano, 72 (11%) corresponden a algas en este phylum (16). Estas se
distribuyen en 23 géneros diferentes, mostrando la alta diversidad biol6gica y quimica que
puede esperarse de este tipo de organismos. Adicional a ello, las condiciones ambientales
particulares de los mares de nuestro pais, en los cuales destaca la incidencia directa de la
radiacion solar durante todo el afio, la alta temperatura del agua, la influencia de las
corrientes oceanicas y la disponibilidad de nutrientes, las hacen un recurso interesante de
compuestos potencialmente aprovechables (284).

El género Dictyota cuenta actualmente con 15 especies reportadas en el caribe colombiano
(D. bartayresiana, D. canaliculata, D. caribaea, D. ciliolata, D. crenulata, D. dichotoma, D.
friabilis, D. guajirae, D. guineensis, D. hamifera, D. humifusa, D. menstrualis, D. mertensii,
D. pinnatifida y D. pulchella) y 322 reportes a nivel mundial en la base de datos AlgaeBase
(285). La investigacion en este género se ha centrado en la identificacién de diterpenos,
logrando, para finales del afio 2017, reportes de 233 compuestos diferentes (286). En este
contexto son comunes los compuestos con nicleos tipo germacreno prenilado, dolastano,
dolabelano y xeniano, los cuales se consideran como marcadores quimiotaxonémicos
importantes en este género (287). Por otro lado, la caracterizacion de lipidos ha permitido
la identificacion de fucosterol y algunos de sus derivados, junto con oxilipinas, polisacaridos
sulfatados y compuestos halogenados con bromo y yodo (287,288). Algunos ejemplos de

estos compuestos identificados se presentan en la Figura 3-1.

Respecto a actividad, los diterpenos de este género se consideran importantes por su

actividad anti-herbivoria, antibiética, antifouling y citotoxica (283,288). Los polisacaridos
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sulfatados, mayoritariamente fucanos y fucoidanos, tienen reportes de actividad

inmunomodulatoria, antitumoral, anticoagulante y antimicrobiana, entre otros (288).

En fotoproteccion, los pigmentos y polifenoles, por su estructura quimica y la funcién
biolégica en estos organismos, son los compuestos con mayor prospeccién para esta
aplicacion. Sin embargo, de manera general, los reportes analizados a nivel de género
muestran la baja exploracién de esta actividad en algas de este género, siendo este un
terreno adn por estudiar.
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Figura 3-1. Estructuras de algunos compuestos identificados en especies del género
Dictyota.
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El género Stypopodium, con una especie reportada para el caribe colombiano (S. zonale)
y 19 reportes a nivel mundial (285), también forma parte de la familia Dictyotaceae, en la
cual resalta el estudio de los diterpenos usados como importantes marcadores
quimiotaxondmicos (282). En este género, se destacan los meroditerpenoides ciclicos
cuya estructura y produccién varia de manera directa segun las condiciones ambientales
en los que se encuentre el organismo (283). Algunos ejemplos de estos son el stypodiol,
el stypotriol, la stypoldiona y el acido atomarico, entre otros, cuyas estructuras se presentan

en la Figura 3-2.

HO /

acido atomarico stypodiol

stypoldiona

stypotriol

Informacion tomada de: Gerwick y colaboradores (281) y Soares y colaboradores (282).

Figura 3-2. Estructuras de algunos compuestos identificados en especies del género
Stypopodium.

Dentro de los compuestos encontrados, los meroditerpenoides han mostrado actividad
citotdxica contra diferentes lineas celulares de céancer, actividad antioxidante y actividad
anti-herbivoria, entre otros (282). En fotoproteccion, no se tienen reportes de estudio de
esta actividad. Sin embargo, los reportes de actividad antioxidante para diferentes
meroditerpenoides mostrarian el potencial de proteccion de estos compuestos. De la

misma manera, las observaciones realizadas por Beach y colaboradores (130) respecto al
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estudio de la absorbancia de radiacion UV de diferentes longitudes de onda, mostraria el
potencial que tienen los pigmentos fotosintéticos (clorofilas y fucoxantina) para esta

aplicacion.

En cuanto al género Turbinaria, con dos especies reportadas para el caribe colombiano (T.
turbinata y T. tricostata) y 53 reportes en la base de datos AlgaeBase (285), se han
encontrado diversidad en los compuestos esteroidales ademas de otros metabolitos, asi
como la actividad biolégica asociada (291). Algunos compuestos identificados para el

género se presentan en la Figura 3-3.
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Informacion tomada de: Rushdi y colaboradores (291) y Caamal-Fuentes y colaboradores (292).

Figura 3-3. Estructuras de algunos compuestos identificados en especies del género
Turbinaria.
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A pesar de que este género no ha sido de particular importancia en estudios de
bioprospeccion quimica, se ha reportado actividad antiviral, antimicrobiana, citotéxica y
antiinflamatoria en algunos compuestos identificados (291,293). En la industria cosmética,
hay reportes sobre su actividad fotoprotectora, despigmentante y antienvejecimiento, entre
otras (291,294,295). Particularmente en fotoproteccion, el fucosterol mostré actividad
protectora contra el foto-dafio inducido por la radiacibn UVB, y los fucoidanos y el
floroglucinol se consideran como protectores UV por actividad antioxidante (296). Por su
parte, para la fucoxantina se reporta reduccion de los dafios asociados a la radiacion, tanto

por mecanismos de fotoproteccién primarios como secundarios (291).

A partir de esta informacién y considerando la seleccion preliminar de los extractos
organicos de Dictyota sp. (DP12301), Stypopodium zonale (EP10901) y Turbinaria
tricostata (UP10201), en este capitulo se presentan los resultados obtenidos para el
fraccionamiento de los extractos, asi como el avance en la identificacion de los compuestos

responsables de la actividad observada.

3.3 Materiales y métodos

Reactivos

Para este estudio se usaron hexano, metanol (MeOH), acetonitrilo grado HPLC (ACN),
silica gel 0.040-0.060 pum, cloroformo deuterado (CDCIs), metanol deuterado (MeOD)
(Merck Millipore, USA), etanol (EtOH), 2,2-difenil-1-picrilhidracina (DPPH), benzofenona-3
(BP-3), floroglucinol (Sigma Aldrich, USA), acetato de etilo (AcOEt) (Panreac AppliChem,
USA), agua ultrapura Tipo | Milli-Q Merck Millipore ( me mbr an.a 2. 2 & m)

Equipos

Para este andlisis, se us6 un equipo HPLC-DAD Merck Hitachi (Bomba L-6000A, Detector
DAD L-4500, Detector UV-Vis L-4250) para la realizacion de cromatografia HPLC
preparativa. Para la evaluacion del factor de proteccion solar se emple6 un lector de
microplacas BertholdTech TriStar2S con monocromador y lampara de xenén, usando
placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano (NEST® Biotechnology Co, LTDA).
Para el andlisis por resonancia magnética nuclear (RMN) se us6 un equipo Bruker Advance
Neo de 400MHz.
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3.3.1 Fraccionamiento de los extractos crudos

Cada uno de los extractos orgénicos crudos de Dictyota sp. (DP12301), Stypopodium
zonale (EP10901) y Turbinaria tricostata (UP10201) se fraccionaron por cromatografia en
columna flash sobre silica gel (0.040-0.060 um), empleando un gradiente discontinuo de
solventes de polaridad creciente usando hexano, AcOEt y MeOH asi: hexano (100%),
hexano: AcOEt (90:10, 80:20, 70:30, 50:50 y 20:80), AcOEt (100%), AcOEt:MeOH (80:20,
50:50) y MeOH (100%). Los extractos fueron sembrados en seco sobre silica gel, usando
una columna de la misma fase estacionaria de 20 cm de alto y 9 cm de diametro. La
separacion se siguié usando cromatografia en capa delgada, agrupando los extractos con

composicién quimica similar.

3.3.2 Seguimiento de actividad: Factores de proteccion solar

Para las fracciones derivadas del proceso de purificacién, se determinaron los parametros
de proteccién solar que se describieron en el capitulo 2. La determinacién de cada
parametro, para cada fraccion, se realiz6 por triplicado en cada concentracion definida. Las
soluciones se prepararon en microplacas de 96 pozos y las lecturas de absorbancia se
realizaron en el lector de placas BertholdTech TriStar2S.

3.3.3 Fraccionamiento de los extractos organicos de Dictyota sp.
(DP12301)

La obtencion de compuestos a partir de las fracciones activas de los extractos organicos
de la muestra de Dictyota sp. (DP12301) se realiz6 por medio de HPLC preparativa,
usando un equipo Merck Hitachi. Para ello, se us6 una columna Kromasil 100-5-C18 (10 x
250 mm). Para la eluciéon cromatografica se empled un sistema de solventes A: agua, B:
ACN, usando el gradiente: 0 min (10%B), 3 min (10%B), 10 min (70%B), 25 min (70%B),
30 min (100%B), 45 min (100%B), 50 min (10%B), 60 min (10%B), a un flujo de 2 mL/min.
En cada analisis cromatografico se inyectaron entre 8 y 10 mg de la fraccion bajo estudio.
Cada una de las nuevas fracciones se recolecto, se sec6 a presion reducida y se almacendé

en condiciones de oscuridad hasta realizar los ensayos de actividad.

La composicion de las fracciones resultantes fue evaluada por RMN-'H en el equipo Bruker

Advance Neo 400MHz, usando como solventes CDCIls o MeOD, de acuerdo con su
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solubilidad. Para la identificaciébn de compuestos presentes en los extractos se realizaron
andlisis de RMN-'3C y bidimensionales (COSY, HMBC y HSQC), basados en las sefiales
observadas y por dereplicacién contra datos de literatura. Adicionalmente se evalu6 su
actividad fotoprotectora de acuerdo a las metodologias implementadas en el capitulo 2 de
esta tesis.

3.4 Resultados y discusion

En el capitulo 2 se seleccionaron preliminarmente los extractos organicos de tres
muestras de los géneros Dictyota, Turbinaria y Stypopodium con la actividad fotoprotectora
mas promisoria y los perfiles metabolicos més diferenciados. Asi, hasta este punto, la
implementacion del perfilado metabdlico no dirigido a través de HPLC-DAD ha permitido
una caracterizacion cualitativa de los tipos de compuestos presentes en los extractos,
siendo el siguiente paso de la investigacion, la identificacién de los compuestos activos en
las muestras seleccionadas. Para ello, la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) permite
seguir sefiales de interés a lo largo de un proceso de purificacion y lleva a la identificacion

de componentes puros o en mezcla.

3.4.1 Evaluacion preliminar de la composicion de los extractos
seleccionados por RMN-!H.

Los extractos organicos crudos de las muestras identificadas como Dictyota sp.

(DP12301), Stypopodium zonale (EP10501-10901-11101) y Turbinaria tricostata

(UP10201), fueron llevados a andlisis por RMN-'H, preparando soluciones de cada uno de

ellos en CDCls. En la Figura 3-4 se presentan los espectros obtenidos de este andlisis,

resaltando zonas con sefiales interesantes para este estudio.

El primer conjunto de sefiales, las més intensas en todos los extractos, se ubican en
desplazamientos e n y IR27 ppm para sefales de protones de metileno en acidos grasos,
Un 2.1 ppm para protones de metilenos alilicos, Uin 2.3 ppm de protones en metilenos U a
carbonos carbonilicos, Ux 2.8 ppm para protones de metilenos entre dobles enlaces y Un
3.7 ppm. Todas estas son sefiales caracteristicas de acidos grasos, siendo estos los

compuestos mayoritarios observados a lo largo del proceso de purificacion.
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En recuadros punteados se resaltan zonas clave para la identificacion de algunos tipos de compuestos.

Figura 3-4. Espectros de RMN-'H obtenidos para los extractos organicos de las muestras seleccionadas.
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Para el género Dictyota, Bogaert y colaboradores (310) reportan cantidades de acidos
grasos Y lipidos entre 0.5 y 20% en peso seco en diferentes especies de algas de este
género, siendo una de las mayores productoras de este tipo de compuestos entre las algas
pardas. Esderesalt ar | a alta producci-n de 8cidos
fuente interesante de estos compuestos para la industria alimenticia, asi como por su
posible aplicacion como biocombustible. Sin embargo, a pesar de su abundancia, las
caracteristicas estructurales de este tipo de compuestos no los hace compuestos de
interés respecto a la actividad fotoprotectora buscada, especificamente como filtros
guimicos. A pesar de esto, los diferentes tipos de lipidos obtenidos de macroalgas podrian
ser de interés en otras posibles aplicaciones cosméticas o a través de otros mecanismos
de fotoproteccion (18,74,75). De otro lado, Martins y colaboradores (311) reportan que la
cantidad y composicién de los acidos grasos en Dictyota menstrualis depende de las
condiciones ambientales en las que se encuentre el organismo, por lo que su potencial

biotecnoldgico debe estudiarse con mas detalle.

Menos abundantes, se encuentran las sefiales ubicadas entre Uy 6 y 7 ppm y entre Un 9 y
10 ppm, caracteristicas de pigmentos tipo fucoxantina y clorofilas, respectivamente.
Igualmente, se pueden identificar sefiales entre UGy 3 y 6.5 ppm que pueden indicar
presencia de diterpenos en los extractos. Estos resultados concuerdan con la informacion
obtenida del perfilado metabdlico, en el cual fue posible identificar una composicién

importante de pigmentos y acidos grasos, ya discutida en capitulos anteriores.

Respecto a los pigmentos, de los cuales las clorofilas a y ¢ y la fucoxantina se pueden
identificar en los extractos de algas pardas, su proporcion en los extractos fue
considerablemente inferior a los acidos grasos. Sin embargo, sus perfiles de absorciéon UV
con maximos de absorbancia en 420 y 670 nm, 450 y 630 nm y 447 nm, respectivamente,
sugieren la importancia de estos pigmentos como los compuestos responsables de la
actividad fotoprotectora en los extractos analizados. Estos compuestos fueron identificados
tentativamente de acuerdo con los perfiles UV-Vis observados en los extractos crudos y
los datos reportados en literatura y tuvieron una especial importancia en la diferenciacion
de los perfiles metabdlicos de los extractos seleccionados, tal como se discutié en el

capitulo 2.

graso
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Con relacion a los diterpenos, la relacion entre la proporcion de las sefiales con respecto
a las sefiales de los lipidos también muestra que su presencia en los extractos es
minoritaria. Si bien estos compuestos son interesantes por la gran diversidad de reportes
de actividad que se ha conseguido a partir de ellos, su actividad como filtros solares estaria
limitada a la proteccién en el UVC. Esto implica que los factores de proteccién solar
clasicos, basados en medir la proteccion frente a la radiacion UVA y UVB, pueden tener
valores bajos. Sin embargo, tal como se discutid en el capitulo 1, el dafio en la capa de
0zono ha provocado que ciertos niveles de radiacion de este tipo sean detectados en la
superficie de la tierra, por lo cual podria ser interesante para la industria cosmética
empezar a incluir, dentro de sus formulaciones, filtros solares que puedan absorber en
dichas longitudes de onda. En este escenario, los diterpenos podrian llegar a ser
candidatos que deben ser evaluados para esta actividad usando los parametros de
fotoproteccion adecuados. Sin embargo, los reportes sobre la citotoxicidad reportada para
algunos de estos compuestos deben ser tenidos en cuenta, siendo prioritario evaluar esta
actividad frente a células de la piel (fibroblastos o queratinocitos), cuya discusion se
abordara mas adelante.

3.4.2 Fraccionamiento y seguimiento de la actividad del extracto
organico de Dictyota sp. (DP12301-0)

Para iniciar el estudio del extracto organico de Dictyota sp. (DP12301-0O), se realizé el

fraccionamiento por cromatografia en columna flash sobre silica gel de 700 mg de extracto

crudo, obteniendo 10 fracciones (D01 A D10; Figura 3-5). Las fracciones mayoritarias (D04

a D09) se llevaron a andlisis de RMN-H (Ver: Anexo E-1), permitiendo seguir las sefiales

de interés en los espectros.

Extracto orgénico
DP12301-0

(m=700,0 mg)
Cromatografia flash (Si0O2)
[ I T T I 1 I 1 1
Do1 D02 D04 D05 D06 Do7 Do8 D09 D10
(7,2 mg) (4,3 mg) (41,7 mg) (14,1 mg) (37,3 mg) (38,3 mg) (14,1 mg) (111,1 mg) (85,3 mg)

Figura 3-5. Esquema de fraccionamiento del extracto organico de Dictyota sp.
(DP12301-0).
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Los resultados del andlisis por RMN-'H (CDCls;, 400MHz) mostraron para la fraccion D04
(41 mg), una composicion predominante de &cidos grasos, con varias sefiales de baja
intensidad asignables a diterpenos. En las fracciones D05 (14 mg), D06 (37 mg), D07 (38
mg), D08 (14 mg) y D09 (111 mg) se concentraron las sefiales caracteristicas de
pigmentos, dentro de las cuales las fracciones D06 a DO8 muestran, por sus sefales entre
Un 6.1y 6.4 ppm,super i oyQemEnm yentré Uy -1.5y -2.0 ppm, que estas podrian
corresponder a compuestos tipo clorofila y sus derivados. Por su parte, en la fraccion D09
se Observa un aumento en | an@yn7tppmm pasileamdnted e s e 7
correspondientes a la fucoxantina 0 a compuestos similares en estas fracciones. Algunos
de estos espectros se presentan en la Figura 3-6, en los cuales se pueden observar las

sefales discutidas.
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Figura 3-6. Espectros RMN-tH (CDCls, 400 MHz) de las fracciones D04 (azul), DO7
(verde) y D09 (rojo).
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En este punto se hizo el seguimiento de la actividad fotoprotectora en las fracciones
obtenidas, usando la metodologia implementada para la determinacién in vitro de los
pardmetros de proteccion solar. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3-7,
en la cual se incluyeron Unicamente las fracciones con masa suficiente para hacer las

determinaciones.

Por una parte, los resultados para el FPS mostraron la mayor proteccién UVB en las
fracciones D07, D08 y D09, mientras que los UVAr mostraron la mayor proteccion en el
UVA en la fraccién D07, y la fraccion DO8 mostré el mejor balance de proteccion UVA/UVB
cuando se evaluo e | p a r § nisstod indica gque, tal como se planted anteriormente, la
actividad esta determinada por la presencia de pigmentos o diterpenos, siendo estas las
fracciones enriquecidas en dicho tipo de compuestos, y sobre las cuales se concentraron

los esfuerzos para la caracterizacion de los compuestos alli presentes.
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Figura 3-7. Resultados para la evaluacion de a) FPS, b) relacion UVAr, c) <c para las
fracciones obtenidas del extracto organico de Dictyota sp. (DP12301-0).
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Respecto a los valores determinados a nivel de extractos crudos, el FPS a 50 ppm, mostro
que estos valores aumentaron al tener fracciones més enriquecidas en compuestos con
actividad. Caso contrario ocurre con la relacion UVAr, en la cual las fracciones registraron
menores valores de proteccion en el UVA, observacion que puede respaldarse en el hecho
gue los compuestos que absorben en estas longitudes de onda pudieron separarse en
diferentes fracciones, disminuyendo la proteccién que en conjunto pudieron mostrar en el
extracto crudo. Sin embargo, 5 de las 6 fracciones conservan su clasificacion dentro de la

maxima proteccion UVA.

En relacion con la longitud de onda critica, en el cual se mide el balance de la proteccion
medida con los otros dos parametros, los resultados muestran que la actividad se mantiene
respecto al extracto crudo, siendo nuevamente 5 de 6 fracciones clasificadas dentro de la

categoria de proteccion de amplio espectro.

A Compuesto 1: Pigmentos en las fracciones D06 a D08 obtenidos de Dictyota sp.
(DP12301)

Los espectros RMN-H (CDCls;, 400MHz) de las fracciones D06 (Ver: Anexo E-3), D07 y
D08 (Ver: Anexo E-4 y Anexo E-5), muestran perfiles con sefiales caracteristicas de
pigmentos tipo clorofila, siendo los perfiles de estas dos Ultimas muy parecidos entre si.
Por comparacion con los reportes en literatura (297,298), se establece que en las
fracciones D06, DO7 y D08 se encuentra el pigmento feofitina a, asi como acidos grasos.
Los espectros de protén, carbono y las asignaciones correspondientes se presentan en la
Figura 3-9, Figura 3-10 y la Tabla 3-1. En este caso, las sefialesenc amp o bajuwo entr e
6 y 6.5 ppaiiy $0 pmm selidentifiGan como caracteristicas de las clorofilas y
sus derivados que han perdido el atomo de magnesio central: feofitinas o feoforbidas.
Adicionalmente, y de acuerdo con las observaciones realizados por Valverde y
colaboradores (299),lapr esenci a de sefales de bajauw-i nt ensi
1.5y -2.0 ppm, corresponden a protones enlazados a nitrdgenos caracteristicos de los

grupos porfirinicos de este tipo de pigmentos.

Respecto a la fraccion D06, las sefiales intensas en Ux9.39, Un 9.53 ppm y Un 8.55 ppm,
corresponden a protones de carbonos sp?en | as p o,$y cdelamille porfilthico

de la feofitina a (Ver: Figura 3-8), siendo este el pigmento mayoritario en esta fraccion.
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Estas mismas sefales se pueden identificar en los espectros de las fracciones D07 y D08
en las cuales este pigmento se encuentra en menor proporcion, considerando la presencia

de otros pigmentos analogos en estas fracciones.

4b

8a
8

RO

P3a P15a

P2 P4 P6 P8 P10 P12 P14 P16

Figura 3-8. Estructura quimica de la feofitina a.

Para este compuesto se han reportado diversas aplicaciones que pueden ser Utiles en la
industria cosmética. Dentro de ellas se incluye la actividad antioxidante, mas potente que
la de la clorofila a, ademas de presentar baja citotoxicidad frente a diferentes lineas
celulares (300,301). Adicionalmente se ha estudiado su actividad antiinflamatoria (302) y
su actividad contra la formacion de tumores en piel de ratones (303). Sin embargo, los
reportes de aplicaciones de este compuesto en fotoproteccion es reducido, limitdndose a
exponer la actividad de la clorofila a, tanto para el proceso fotosintético, como para la
proteccion frente a los dafios nocivos de la radiacion en los organismos que la contienen.
Esto dltimo explicaria los pardmetros de fotoproteccion encontrados para esta fraccion, a

pesar de la presencia considerable de &cidos grasos (Ver: Figura 3-7).
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En el recuadro superior izquierdo se presenta el espectro RMN-*H completo

Figura 3-9. Espectro RMN-tH (CDCls; 400MHz) de la fraccién DO7.
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Figura 3-10. Espectro RMN-*3C (CDCls; 100MHz) de la fraccién DO7.
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Tabla 3-1. Datos de RMN (CDCls; *H 400 MHz y 3C 100 MHz) para la feofitina a
obtenida a partir de la fraccién DO7.

Feofitina a
n (ppm), m, (J (Hz)) tc (ppm)
., Literatura . Literatura Experimental
Fosicion (297,304) (CESEET'EERAti'z> (287,297) eDCk:
(CDCls, 600 / 500 MHz) ’ (CDCls; 150 MHz) 100MHz)
U 9,40 s 9,39s 97,6 97,72
b 9,53 s 9,52s 104,8 104,42
2 - - 106,8** 107,47
a 8,55 s 8,55s 93,5 93,46
1 - - 132,1** 132,10
la 341s 3,40 s 12,3 12,26
2 - - 136,6 136,60
2a 8,00dd (J=17.8; 11.5) 8,02dd (J=11.7;17.8) 129,1 129,20
2b cis 6,19 dd (J=11.6; 1.2) 6,19 dd (J=11.7; 1.27)
2b trans 6,30 dd (J=17.8; 1.2) 6,31 dd (J=1.6; 17.8) 1229 123,02
3 - - 136,0** 136,40
3a 3,26s 3,24s 11,4 11,43
4 - - 145,2** 145,39
4a 3,71s 3,69s 50,1 50,33
4b 1,71 1,69 17,8 17,60
5 - - 128,9** 128,91
5a 3,69s 3,69s 12,4 12,44
6 - - 130,1** 130,18
7 4,21 4,17 51,4 51,30
7a 2,63 2,56 -
7a' 2,34 2,35t (J=7.5) 317 31,75
7b 2,49 2,55 -,
7b' 2,19 2,17t (J=7.1) 30,2 30,36
7c - - 172,9 172,94
8 4,45 4,46 50,1 50,33
8a 1,8d (J=7.4) 1,80d (J=7.2) 23,3 22,84
9 - - 189,5 189,82
10 6,28 s 6,26 s 64,9 64,86
10a - - 169,7 169,77
10b 3,87s 3,88s 53,1 53,54
11 - - 142,2** 142,20
12 - - 136,5** 136,68
13 - - 155,6%* 155,67

*Asignaciones tomadas de Friday, 2021 (304).
** Asignaciones tomadas de L6tjonen, 1983 (305).
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Tabla 3-1. Continuacion

Feofitina a
n (ppm), m, (J (Hz)) tc (ppm)
Posicion Literatura . Literatura Experimental
(297,304) (cEggirlz%%rI:/ltalz) (287,297) FECDCIg;
(CDCls, 600 / 500 MHZz) ' (CDCls; 150 MHz) 100MHz)
14 - - 151,4** 151,22
15 - - 138,5** 138,11
16 - - 149,9** 150,02
17 - - 162,1** 162,07
18 - - 172,8** 172,60
Pla 4,60 4,60
P1b 4,49 4,49 62,0 61,71
P2 5,13 5,12 117,7 117,89
P3 - - 142,2** 142,30
P3a 1,57 1,57 16,5 16,47
P4 1,87 1,88 40,4 39,99
P5 1,61 1,61 25,8** 25,79
P6 1,02 1,02 37,4** 37,41
P7 1,32* 1,30 33,5** 34,05
P7a 0,85 0,85 19,9** 19,87
P8 1,21~ 1,23 38,1** 37,54
P9 1,13* 1,13 25,2** 25,17
P10 1,23* 1,23 38,1** 37,54
P11 0,85 0,85 33,6** 34,05
Plla 0,81~ 0,81 19,9%* 19,87
P12 1,23* 1,23 38,1** 37,48
P13 1,27* 1,26 25,6** 25,79
P14 1,13* 1,13 40,2** 39,95
P15 1,52*% 1,53 28,8** 29,14
P15a 0,86* 0,86 22,9** 22,76
P16 0,78 0,79 23,0** 22,80
N-H (-1,50)- (-2,00) -1,62

*Asignaciones tomadas de Friday, 2021 (304).
** Asignaciones tomadas de L6tjonen, 1983 (305).
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A Compuesto 2: Componente mayoritario de la fraccion D09

La fraccién D09, cuyo perfil cromatografico por HPLC-DAD se presenta en la Figura 3-11,
ademas de ser la fraccién recuperada mas abundante, también registro uno de los mejores
valores en sus parametros de proteccion solar. Por lo anterior, se fraccioné por HPLC
preparativa, en las condiciones descritas en la metodologia, para obtener 32 fracciones
D0901 a D0934, dentro de las cuales resaltan por su intensidad y cantidad recuperada las
fracciones D0914 (tr =21,6 - 23,0 min) y D0924 (tr=40,5 - 41,8 min) con absorcion UV entre
290 y 400 nm. Estas fracciones en sus espectros de RMN-'H mostraron sefiales de
diterpenos y pigmentos, respectivamente.
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Figura 3-11. Perfil HPLC-DAD de la fraccion D09.

La fraccion D0924 (3 mg), con absorbancias entre 200 y 550 nm, se recuper6 como un
s6lido naranja. Su espectro de RMN-!H (CDCls, 400 MHz, Figura 3-12, Tabla 3-2), mostré
un grupo de sefales entre Uy 6 y 7.2 ppm caracteristico de los carotenoides cominmente
encontrados en algas pardas. La comparacion con datos de RMN reportados en literatura
(306) para este tipo de compuestos, permitié identificar al compuesto mayoritario de la

fraccion D0924 como la fucoxantina, cuya estructura se presenta en la Figura 3-14.
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En el recuadro superior izquierdo se presenta el espectro RMN-*H completo

Figura 3-12. Espectro RMN-'H (CDCls; 400MHz) de la fraccion D0924.
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Figura 3-13. Espectro RMN-3C (CDCls; 100MHz) de la fraccion D0924.
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Tabla 3-2. Datos de RMN (CDClz; *H 400 MHz y *3C 100 MHz) para la fucoxantina,
compuesto mayoritario de la fraccién D0924.

Posicidon

1
2a

2b
3
4a

4b
5

6

7a
7b
8

9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
1

2a'
2b'
3

3' (Me)
3' (C=0)

4a'
4p'

fucoxantina

U (ppm), m, (J (Hz))

Literatura
(306)
(CDCls; 400MH2z)

1,36 dd (J=8.7; 14.2)

1,49 dd (J=2.9; 14.2)
3.80m

1,77 dd (J=8.7; 14.2)
1,80s

2,59 d (J=20.4)
3,64 d (J=20.4)

7,14 d (J=12.8)
6,58 m
6,67 m

6,40 d (J=11.6)

6,66t (J=12.8)
1,02 s
0,95s
1,21s
1,93s
1,98 s

2,00 dd (J=2.9; 14.9)
1,41 dd (J=10.4; 14.9)

537m
2,03s

2,32
1,53

D0924

(CDCls; 400MHz)

1,36

1,50
3,81 m
1,77
181s

2,59 d (J=18.4)
3,65 d (J=18.6)

7,14 d (J=10.8)
6,58 m
6,69 m

6,40 d (J=11.5)

6,66
1,03s
0,95s
1,21s
1,94 s
1,99s

1,99
1,41

5,37 m
2,04s
2,33
1,54

tc (ppm)
L't(egfgé‘;ra D0924
(CDCls; 100MHz) (CPClsi 100MHz)
35,6 35,77
46,9 47,05
64,2 64,31
41,5 41,63
66,0 66,16
66,9 67,12
40,6 40,79
170,4 170,50
1343 134,52
139.,0 139,11
123.2 123,37
144.9 145,03
1353 135,42
136.6 136,63
24,9 25,04
28,0 28,11
21,0 21,14
11,7 11,81
12,6 12,74
35,0 35,15
45,2 45,43
67,8 68,06
21,3 21,40
197.7 197,88
45,1 45,23
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Tabla 3-2. Continuacion

fucoxantina

Un (ppm), m, (J (H2)) tc (ppm)
Posicion Literatura Literatura
(306) D0924 (306) D0924

(CDCls; 400MHz) (CDCls; 100MHz)

(CDCls; 400MHz) (CDCls; 100MHz)
5 - - 72,6 72,68
6 - - 117,3 117,49
7 - - 202,7 202,36
g 6,04 s 6,05 s 103,2 103,37
9 - - 132,4 132,49
10’ 6,12 d (J=11.6) 6,12 d (J=11.35) 128,4 128,52
11' 6,71t (J=12.0) 6,71t (J=11.75) 1255 125,68
12' 6,34 d (J=11.6) 6,35 d (J=15) 137,0 137,10
13' - - 138,0 138,07
14' 6,26 d (J=11.6) 6,26 d (J=11.35) 132,0 132,16
15' 6,71 dd (J =12.1; 14.2) 6,71 132,4 132,51
16' 1,37 s 1,38's 29,0 29,19
17' 1,06 s 1,06 s 31,9 32,07
18' 1,34 s 1,35s 31,1 30,92
19' 1,81's 1,81 (s) 13,9 14,00
20' 1,98 s 1,99 (s) 12,8 12,90

Figura 3-14. Estructura del pigmento fucoxantina.

Los resultados de la evaluacion de los factores de proteccion solar para la fraccion D0924
(Figura 3-15) muestran que el FPS de la fraccion enriquecida en fucoxantina es mayor que

|l a determinada para |l a fracci-n DO09. Respect o ¢
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muestran que la fraccién original D09 tiene mejores propiedades fotoprotectoras que la
fraccidon enriquecida; sin embargo, la fraccion D0924 mostré mayor proteccién en los
par 8metr os UV A3, ugadsecomogeterncia.&stdd resultados en su conjunto
indican que la fucoxantina es el principal compuesto responsable de la actividad
fotoprotectora encontrada para el extracto organico de Dictyota sp. (DP12301)

presentados en el capitulo 2.

a) E 5 b) c)

SPF

BP-3 - 1,124 BP-3 - 353

UVAr Ac

BP-3 D09 D0924
100 ppm =50 ppm =10 ppm

Figura 3-15. Resultados para la evaluacion de a) FPS, b) relacion UVAr, ¢ ) @ac
fraccion 0924.

Los resultados hasta aqui presentados muestran el potencial que tiene la fucoxantina como
compuesto con actividad fotoprotectora, mostrando una actividad importante frente a la
radiacion UVA y UVB. Igualmente, y de acuerdo con las absorbancias registradas para
longitudes de onda inferiores a 290 nm y superiores a 400 nm, gue no se consideran dentro
de los rangos para los parametros evaluados, muestran el potencial que tiene esta fraccion
para proteccion de la radiacion UVC y la luz visible que, como se mencioné con
anterioridad, son otra problematica para la cual se deben buscar alternativas de

fotoproteccion.

La fucoxantina, pigmento encontrado predominantemente en especies de algas pardas,
fue descrito por primera vez en 1914 a partir de ejemplares de los géneros Dictyota, Fucus
y Laminaria. Este carotenoide se encuentra en los cloroplastos de las células de las algas
y esta directamente implicado en el proceso fotosintético. Desde su primer reporte, la
investigacion ha demostrado su capacidad para aplicaciones que van, desde su potente
actividad antioxidante, hasta su uso en el tratamiento de enfermedades como cancer o

diabetes (307), representando un mercado de US 99 millones para el afio 2017 (307,308).

par a
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Respecto a su uso como filtro solar, la fucoxantina absorbe en el rango de 320 a 500 nm,
con un maximo de absorbancia en 448 nm. Si bien esto implica una absorcién
predominante en el UVA, Tavares y colaboradores (309) observaron un aumento del 72%
de la absorcion en el UVA y UVB en una formulacion que, ademas de dos filtros solares
de uso comun, contenia una proporcion de fucoxantina del 0,5% en peso. Esto muestra el
potencial de este compuesto como amplificador (sunscreen-booster) de los pardmetros de

fotoproteccion de una formulacion.

Desde otra perspectiva, Matsui y colaboradores (310), estudiaron la actividad
fotoprotectora in vivo e in vitro de la fucoxantina aislada del alga Undaria pinnatifida para
el tratamiento de cultivos celulares de fibroblastos y pieles de ratdn expuestas a diferentes
niveles de radiacién UV. Sus observaciones sugirieron que la actividad fotoprotectora
puede provenir de la reduccién en los niveles de ROS derivados de la exposicion a la
radiacion UV, pero también de la estimulacién de la produccion de filagrina en las células
del estrato corneo, lo cual refuerza la funcion barrera y limita la ocurrencia de quemaduras
en la piel (310). Por otro lado, el reporte de Shimoda y colaboradores (311) muestra el
potencial que tiene la ingestién y aplicaciéon topica de este compuesto para reducir la
aparicion de melanomas, al inhibir la expresion del mMRNA asociado a su aparicion.

Si bien su uso en la industria es amplio, su incorporacién adn es limitada, considerando las
barreras para poder obtenerlo de forma sintética o a partir de fuentes naturales. En esta
Ultima, se ha observado la variabilidad en su produccién de acuerdo con las condiciones
ambientales, asi como la especie de la cual se pueda obtener, por lo cual debe trabajarse
en la implementacién de sistemas de cultivo de algas que permitan obtenerla en las

cantidades requeridas por la industria (308).

Respecto a su estabilidad, se reportan condiciones de pH optimas en el rango entre 5y 7,
temperaturasentre4y 50 C y mejor estabilidacB08Bstocondi ci
sugiere que debe hacerse un estudio cuidadoso de las formulaciones que se hagan con

este compuesto, permitiendo el aprovechamiento de sus actividades biolégicas.
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A Compuesto 3

La fraccién D0914 (1,7 mg) mostré un maximo de absorbancia cercano a los 200 nm y un
espectro de RMN-'H (CDCls;, 400 MHz, Figura 3-16) que sugieren la presencia de un

compuesto mayoritario en esta fraccidn, con sefiales caracteristicas de diterpenos.

El experimento de RMN-*C (CDCls, 100 MHz, Figura 3-17, Tabla 3-3) muestra la
presencia de sefiales para 20 carbonos que se asignaron en conjunto con el experimento
HSQC (Ver: Anexo E-6) y HMBC (Ver: Anexo E-7) a cuatro carbonos sp® de metilos (-

CHz)  ecri8.48, 18.53, 22.50 y 22.74 ppm; siete carbonos sp®de metilenos (-CHz) ecn U
33.31, 32.21, 32.04, 29.75, 27.47, 36.02 y 41.07 ppm; un carbono sp? de metileno vinilico
(=CHz)  ecnl10i29 ppm; un carbono sp® de metino ((-CH) e 41.20ippm; un carbono

sp® de metino (-CH) hi dr o xci7B.26dopm; @os carnbonos sp® cuaternarios (-C)
oxigenados en 105.67 y 86.19 ppm; un carbono carbonilico (C=0) en 214.87 ppm; un
carbono cuaternario (-C) sp? en 146.73 ppm y dos carbonos cuaternarios sp*(-C) en 39.98

y 43.42 ppm.

Por su parte, en el espectro RMN-'H (CDCls, 400 MHz, Figura 3-16, Tabla 3-3) se

observaron sefiales para protones de dos metilos singletes (-CHs) sp® e n 4 @60y 1.00

ppm, junto con sefales panrnadlyd.asppmmearactdristicas dobl et es
de metilos geminales (-CH3) sp® en un isopropilo; Adicionalmente se observé un multiplete

e n y 2163 ppm correspondiente a proton de metino (-CH) sp3 un multiplete en Uy 3.57

ppm que corresponde a protones de hidroxilo y a protén de metino sp?, y dos singletes en

Un 4.82 y 4.97 ppm gque corresponden a protones de un grupo vinilo (=CHy), junto con

sefales para metilenos con protones diasterotépicosen Uy 1.67-1. 77 mp.8d-1.87
ppmpl8-2. 01 mRAMM-2029 ppAB7-y2.6Gippm.
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En el recuadro superior izquierdo se presenta el espectro RMN-*H completo

Figura 3-16. Espectro RMN-'H (CDCls; 400MHz) de la fraccién D0914.

@ o @

Q O O

Q [aya}

~ - o o dloo
5 ° g 5 o wadeve FEFFER TN T
< © = 0 < ONY oo TANQOOMNINY NN
3 ¢ s g g sodese bR R RS
3 ¢ g 8 g gnfrex grzgsgadgNgNeEe
b s NNA NP VY

— e

T T T
210 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20
1 (ppm)

Figura 3-17. Espectro RMN-3C (CDCls; 100MHz) de la fraccion D0914.
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La comparacion de los datos de RMN obtenidos para la fraccion D0914 con los datos
reportados en literatura (312), llevé a la identificacion del isolinearol (Figura 3-18). Este
compuesto, aislado por primera vez del alga Dictyota cervicornis recolectada en Rio de
Janeiro, Brasil (312), es un diterpeno del tipo secodolastano, el cual resulta de la ciclacién
del precursor geranil geraniol en la posicion 1y 11 y la posterior deciclizaciéon del esqueleto
de dolastano (313,314), generando una estructura ciclica de 11 unidades de carbono con
un puente hemiacetal y 5 centros quirales (315). De este compuesto se ha estudiado su
actividad disuasoria de herbivoria frente al molusco Astraea latispina (316) y su actividad
contra los efectos toxicos del veneno de las serpientes Lacheis muta y Bothrops jararaca
(317).

OH

Figura 3-18. Estructura quimica del isolinearol.

Los compuestos tipo secodolastano se consideran como un marcador quimico para el
género Dictyota (286) siendo estos, junto a los dolastanos, los metabolitos secundarios
caracteristicos de D. cervicornis en la region tropical del atlantico americano (318). Vale la
pena anotar que De Clerck (319) en el afio 2006, transfirié las especies del género Dictyota
gue producian dolastanos y secodolastanos, al género Canistrocarpus, mostrando su
produccion especifica en ejemplares de este género (320). Dentro de estos, el isolinearol
se ha aislado previamente de Canistrocarpus cervicornis (312) y D. indica (321), de las
cuales en Colombia solo se registra la primera de ellas. Considerando esta informacion y
el analisis de los caracteres morfolégicos del material ficologico de partida realizado por la
Doctora Natalia Rincén de la Universidad de Bogoté Jorge Tadeo Lozano que indican que
la muestra podria corresponder a las especies C. cervicornis, D. bartayresiana o D.
caribea, se considera que el ejemplar corresponde a la especie Canistrocarpus cervicornis,

hallazgo con el cual se contribuye a la identificacion de este espécimen.
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Tabla 3-3. Datos de RMN (CDCls; *H 400 MHz y 3C 100 MHz) para el isolinearol, compuesto mayoritario de la fraccion D0914.

- solinearol

1 . . . 146,58 146,50 146,73
*
;z 11’35’ ) 33,31 33,10 33,31
*
22 i’gg* 32,20 32,00 32,21
4 2,48 qq (J=6.9) 2,48 m
4(OH)  357t(J=45) 3,55-3,50 m 357m 78,68 78,60 78.76
5 i . . 39,76 39,80 39,98
*
ZZ i’;;* 31,88 31,90 32,04
*
;Z i’;g* 29,82 29,50 29,75
8 . . .
8 (OH) 354m 3,55-3,59 m 357m 105,47 10550 105,67
9 . i i 214,48 214,80 214,87
*
igﬁ 22'11792 27,37 27,30 27,47
11 2,48 qq (I=6. 2,51*
1t 48 dq (J=6.9) , ’654 - 35,91 35,80 36,02
12 i i i 43,44 43,20 43,42
*
igﬁ 1i6989i 41,03 41,00 41,07
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Tabla 3-3. Continuacién

S memmeen  Eem
o ol et ool ol e

14 86,04 86,00 86,19
15a 4,82 bs 4,82 brs 482s

15b 4,97 bs 4,97 brs 497 s 109,82 110,20 110,29
16 0,66 s 0,67 s 0,66 s 22,55 22,30 22,50
17 263hJ=7) 2,69-2,79 m 2,63 (J=6.9) 41,03 40,90 41,20
18 1,12d (J=7) 1,11d (J=6.9) 1,10 (J=6.9) 18,33 18,30 18,48
19 1,12d (J=7) 1,11d (J=6.9) 1,12 (J=6.9) 18,33 18,40 18,53
20 1,02 s 1,01s 1,00 s 22,55 22,60 22,74

* Asignaciones basadas en los experimentos RMN HSQC.
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3.4.3 Fraccionamiento y seguimiento de actividad del extracto
organico de Turbinaria tricostata (UP10201-O)

El extracto organico de Turbinaria tricostata, fue seleccionado en los capitulos anteriores
por la diferenciacion de su perfil metabdlico y los valores en los parametros de
fotoproteccion solar seguidos. En este caso, los perfiles de RMN-'H mostraron sefiales
predominantes de acidos grasos, pero, a diferencia de los demas extractos evaluados, la
proporcion de sefiales correspondientes a pigmentos y diterpenos es considerablemente
inferior, lo que explicaria los menores valores en los pardmetros de fotoproteccion

encontrados entre los 3 extractos priorizados.

El fraccionamiento por cromatografia en columna se realizo a partir de 2,59 g de extracto,
recuperando un total de 16 fracciones (T1 a T16). Los pardmetros de proteccién solar
evaluados para estas fracciones mostraron que la actividad respecto al UVB se centré en
las fracciones T10 (81 mg), T13 (85 mg) y T15 (105 mg), para las cuales se encontraron
los mayores valores de FPS. En relacion con la proteccion en el UVA, fracciones mas
activas fueron T08 (53 mg) y T09 (83 mg), en las cuales se encontraron los mayores
valores para la relacion UVAr. Finalmente, el mejor balance entre ambos tipos de
proteccion se ubic6 en la fraccion TO8 y T06 (186 mg), a juzgar por los mayores valores
de | a &ac det e wulmdosde tbdos loslpar&metrog evaluados en los extractos

se presentan en la Figura 3-19.
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a) =
'.2
n
o
w
BP-3 TO8 T09 T10 T13 T14 T15 T16
m 200 ppm 100 ppm 50 ppm 10 ppm
b) T16 == 0200 c) T16 336
T15 — 0,734 T15
T14 = (820 T14
T13 33 T13
T10 15 T10
T09 3,302 T09
TO08 4,146 TO8
TO7 —— 0081 TO7
T06 3,080 TO6
TO5 wm 0247 TO5
T04 = 0,103 To4 310
T03 =—— () 850 TO3 382
UP10201 2,617 UP10201 393
BP-3 m— 141 BP-3 354
UVAr Ac
Figura 3-19. Resultados para la evaluacion de a) FPS, b) relacion UVAr, c¢) @a&ac para | as

fracciones obtenidas del extracto organico de Turbinaria tricostata (UP10201-0).

El estudio por RMN-!H de las fracciones mas activas (T06 a T10, T13 y T15), mostré una
composicion mayoritaria de pigmentos y acidos grasos. Tal como se presenta en el Anexo
E-9, las fracciones T06 a T09 concentran las sefiales de pigmentos tipo clorofila a campo
bajo, con sefales caracteristicas de estos compuestos entre Uy 85 y 9.7 ppm
correspondientes a los protones del anillo. Por su parte, la fraccion T10 muestra las sefales
con desplazamientos caracteristicos de la fucoxantina entre Uy 6 y 7 ppm. Finalmente, las
fracciones T13 y T15 concentran las sefiales para acidos grasos y estructuras

terpenoidales.
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Compuestos 4y 5:

La fraccion T06, cuyo espectro de protdn se presenta en la Figura 3-21, mostr6 sefiales
gue indican la presencia de compuestos tipo clorofila o sus analogos, considerando los
desplazamientos discutidos con anterioridad.

De esta manera, se identifican las sefiales a campo bajo en Uy 9.52, 9.38 y 8.55 ppm que
corresponden a los protones U,  bdelygrupd porfirinico de la feofitina a (297), asi como
las sefiales en Uy 9.48, 9.33 y 8.49 ppm para los mismos protones en la feoforbida a (322).
En el mismo sentido, en los espectros RMN-3C que se presentan en la Figura 3-22, se
encuentran las sefales para todos los carbonos de la cadena de fitol de la feofitina a, asi
como las sefales para los carbonos en las posiciones 7c y 7a en lc 173.12 y 31.76 ppm
en la feofitina a y tic 178.10 y 31.03 ppm en la feoforbida a, que confirman la presencia de
ambos compuestos en la fraccidn. Las asignaciones correspondientes a la feoforbida a se
presentan en la Tabla 3-4 y las asignaciones para la feofitina a corresponden a las
asignadas para el compuesto 1.

4b

8a wmm

HO

0 10b

Figura 3-20. Estructura de la feoforbida a.
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Figura 3-21. Espectro RMN-'H (CDCls; 400MHz) de la fraccién TO06.
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Figura 3-22. Espectro RMN-3C (CDClz; 100MHz) de la fraccién TO06.
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Tabla 3-4. Datos de RMN para la feoforbida a, pigmento identificado en la fraccion TO6.

feoforbida a

tn (ppm), m, (J (Hz)) tc (ppm)
Posicion  Literatura (322) TO6 Literatura (322) TO6
(500MHz; CDCls) (CDCls; 400 MHz) (125 MHz; CDCls) (CDCls; 100 MHz)
U 9,32s 9,33 s 97,7 97,70
b 9,42 s 9,48 s 104,6 104,59
) - - 105,4 105,39
a 8,54 s 8,49 s 93,4 93,27
1 - - 132,1 132,00
la 3,36s 3,38s 12,3 12,25
2 - - 136,4 136,33
2a 7,94 dd (J=12; 18) 7,97 dd (J=11.5; 18) 129,3 129,25
2b cis 6,29 d (J=18) 6,29 122,9 122,92
2b trans 6,15 d (J=11) 6,18 dd (J=1.2; 11.5) 122,9 122,92
3 - - 136,5 136,43
3a 3,19s 3,22 s 11,4 11,39
4 - - 145,4 145,38
4a 3,63 g (J=9) 3,67 19,6 19,62
4b 1,66t (J=8) 1,68t 17,6 17,56
5 - - 129,3 129,25
5a 3,57s 3,56 12,3 12,25
6 - - 129,1 129,12
7 4,16 br d (J=9) 4,20 d (J=9) 51,3 51,29
7a 2,61-2,64 m 2,60-2,67 m 31,0 31,03
7b 2,33-2,38 m 2,33-2,38 m 29,9 29,96
7c - - 177,7 178,16
8 4,43 q (J=8) 4,43* 50,3 50,26
8a 1,78 d (J=8) 1,80 d (J=7.2) 23,3 23,21
9 - - 189,9 189,81
10 6,31s 6,31s 64,9 64,85
10a 3,82s 3,81s 53,1 52,99
10b - 169,9 169,77
11 - - 142,3 142,19
12 - - 136,8 136,67
13 - - 155,9 155,82
14 - 149,9 149,82
15 - - 138,2 138,10
16 - - 151,2 151,15
17 - - 161,4 161,41
18 - - 172,4 172,39
N-H -1,62 -1,62
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La feoforbida a es uno de los productos de degradacién de la clorofila a, cuando esta pierde
el atomo de magnesio central y la cadena de fitol a través de diferentes pasos de
degradacién. Este compuesto tiene la capacidad de absorber energia entre 650 y 700 nm
pero se considera como un fotosensibilizador al tener la capacidad de absorber luz y
transferirla al oxigeno molecular, dando origen a especies reactivas de oxigeno (323).
Aunque esta propiedad puede ser atractiva para terapias de varias enfermedades como el
cancer, para formulaciones cosméticas con actividad fotoprotectora esta actividad debe
ser estudiada en detalle. Sin embargo, llama la atencién el reporte de Lee y colaboradores
(324), quienes evaluaron la actividad promisora de esta y otras feoforbidas frente a la
inhibicion de la expresién de ciertas metaloproteinasas de matriz asociadas con el

fotoenvejecimiento de la piel.

En esta misma fraccion, las sefiales caracteristicas en el espectro RMN-'H e n3.58, Un
5.36, Uk 5.19, las sefiales a campo alto en Uy 0.68, U 0.97 y cercanas a Ux 1.00 y la sefial
ancha en Un 1.58, permiten identificar en esta fraccion al fucosterol. De la misma manera,
se identifican todas las sefiales correspondientes al espectro de RMN-'3C para este
compuesto. En la Figura 3-23 y la Tabla 3-5, se presentan la estructura y las

correspondientes asignaciones.

Figura 3-23. Estructura del fucosterol.
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Tabla 3-5. Datos de RMN (CDCls; *H 400 MHz y *3C 100 MHz) para el fucosterol,
compuesto identificado en la fraccién TO6.

Fucosterol
Un (ppm), m, (J (Hz)) tc (ppm)
Posicion | jteratura (325) TO6 Literatura (325) T06
(CDCls; 400MHz) (CDCls; 400 MHz) (CDCls; 100 MHz) (CDCls; 100 MHz)

1 37,2 37,39
2 315 31,76
3 3,53 m 3,53 m 71,7 71,99
4 42,2 42,39
5 140,7 140,87
6 5,36 br. d (J=5.2) 5,34 d (J=5.14) 121,6 121,86
7 31,8 32,04
8 31,8 32,04
9 50,1 50,26
10 36,5 36,65
11 21,0 21,22
12 39,7 39,69
13 42,3 42,50
14 56,7 56,89
15 24,3 24,44
16 28,2 28,23
17 55,7 55,93
18 0,70s 0,68 s 11,8 11,99
19 1,02s 1,00 s 19,4 19,53
20 36,4 36,58
21 1,58 brs 1,58 s

21 1,01 brs 1,01s 18,7 18,90
22 35,2 35,37
23 25,6 25,85
24 146,9 147,15
25 34,7 34,93
26 0,98d (J=1.2) 0,97 d (J=1.2) 22,2 22,28
27 1,00d (J=1.2) 1,00* 22,1 22,28
28 5,19 q (J=6.7) 5,19* 115,5 115,71
29 131,1 131,40
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En literatura, aunque el fucosterol no se identifica como un filtro quimico que pueda exhibir
actividad fotoprotectora, si tiene reportes sobre su actividad anti-fotoenvejecimiento
probada en fibroblastos de piel humana (326). En ellos, Hwang y colaboradores (327)
reportan que este compuesto, aislado del alga parda Sargassum fusiforme, tiene la
capacidad de regular la expresion de algunas metaloproteinasas de matriz asociadas a la
inhibicién de la sintesis de procoldgeno y cuya expresion se asocia a una inadecuada

exposicion a la radiacion UV-B.

3.4.4 Fraccionamiento y seguimiento de actividad del extracto
organico de Stypopodium zonale (EP10901-0)

Los extractos organicos de Stypopodium zonale fueron los que registraron los mayores
valores de FPS. Si bien inicialmente se seleccionaron 3 de los extractos (EP10501,10901
y 11101), el perfilado metabélico y los resultados de los espectros de RMN-H mostraron
gue estos tienen perfiles idénticos (Ver: Anexo E-11) y, por tanto, para el estudio quimico
de esta especie se selecciond la muestra EP10901, considerando que esta tiene la mayor
disponibilidad de biomasa para su extraccion. Para esto, se realiz6 el fraccionamiento del
extracto usando cromatografia en columna a partir de 1.8 g de extracto crudo, obteniendo
17 fracciones (S1 a S17).

Los resultados de la evaluacion sus factores de proteccion solar, que se presentan en la
Figura 3-24, mostraron que la actividad de proteccion en el UVB (FPS) se concentra en
las fracciones S06 (44 mg), S07(192 mg) y S11(110 mg). Por el lado de la proteccion en
el UVA, la actividad resalta para la fraccién S06 y finalmente, respecto al balance entre
ambos tipos de proteccioén, la actividad se centraria en las fracciones S06, S08 (132 mg) y

S10 (114 mg), con los mayores valores de <c.
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Figura 3-24. Resultados para la evaluacion de a) FPS, b) relacion UVAr, ¢ ) @&ac
fracciones obtenidas del extracto organico de Stypopodium zonale (EP10901-0).

par a

El estudio de las fracciones S06 a S12 por RMN-'H, cuyos espectros se presentan en el
Anexo E-12, mostr6 nuevamente que en estas se concentran sefiales de pigmentos, de
diterpenos y de &cidos grasos. En resumen, la fraccion S06 muestra las sefiales de
compuestos tipo clorofila, mientras que la fraccion S10 concentra las sefiales de la
fucoxantina. Por su parte las sefales de diterpenos se pueden identificar en las fracciones
S07, S08y S09, mientras que las fracciones S11y S12 contiene las sefiales caracteristicas
de los acidos grasos.
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En el recuadro superior izquierdo se presenta el espectro RMN-*H completo

Figura 3-25. Espectro RMN-'H (CDCls; 400MHz) de la fracciéon S06.

En el recuadro superior izquierdo se presenta el espectro RMN-*H completo

Figura 3-26. Espectro RMN-!H (CDCls; 400MHz) de la fracciéon S10.











































































































































































