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RESUMEN

Debido a la capacidad de los liquenes para biosintetizar compuestos ante la exposicion a la
radiacion solar se ha obtenido un extracto blando alcohdlico a partir del cual derivan sub-extractos
hexanico, acetato de etilo, cloroférmico y etanolico para valorar su capacidad para ser utilizados
como filtros UVB. El indice UV del Ecuador se incrementa notablemente al pasar el tiempo; por
tanto existe una cantidad considerable de radiacion UVB que incide sobre la poblacion la misma
que puede causar efectos adversos sobre la salud. El extracto blando se redisolvié en cada uno de
los solventes a concentraciones de 20ppm, 200ppm y 2000ppm; ademas se utilizaron
octilmetoxicinamato y pamidato como controles. Se llevaron a cabo el método de muerte celular
inducida por radiacion UVB haciendo uso de una cepa de Escherichia coli ATCC (29522) para el
analisis de la capacidad fotoprotectora y la ecuacion de Mansur para la determinacién del factor de
proteccién solar in vitro. El nimero de unidades formadoras de colonias de E. coli sobrevivientes
tras exposicion a radiacion UVB fueron transformados en valores de area bajo la curva durante el
tiempo de ensayo de 4h. El subextracto etan6lico mostro un efecto fotoprotector mayor que los
otros subextractos a las concentraciones propuestas. A 2000ppm los subextractos hexanico, acetato
de etilo y cloroférmico muestran un efecto fotoprotector comparable con los controles. El factor de
proteccién solar a 200ppm fue 1.98, 7.79 ,9.17 y 12.07 para los subextractos hexanico, acetato de
etilo, cloroférmico y etandlico respectivamente. Cabe resaltar que tanto el efecto fotoprotector

como el FPS aumentan de manera proporcional a la concentracién de cada subextracto.

Palabras clave: <LIQUEN [Parmelina tiliacea]>,<SUBEXTRACTO>,<FOTOPROTECCION>,
<ACTIVIDAD FOTOPROTECTORA><FACTOR DE PROTECCION SOLAR><RADIACION
UVvB>.
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SUMMARY

Due to the capacity of lichens to synthesize compounds when exposed to sun radiation, it has been
posible to obtain a dry extract from which many sub extracts such as hexane, ethyl acetate,
chloroform and ethanol are obtained in order to evaluate their capacity to be used as UVB filters,
since the UV index in Ecuador is clearly increasing, so there is an important amount of UVB
radiation affecting the population, this can cause adverse effects on health. The dry extract was
disolved in each one of the solvents at different concentrations, for example: 20ppm, 200ppm, and
2000ppm; in addition octylmethoxycinnamate and Pamidate were used as control. The UVB
radiation-induced cell death was carried out with the use of Escherichia coli ATCC ( 29522) strain
to analyze the photoprotecting capacity as well as Mansur equation for the in vitro sun protection
factor determination. The number of Escherichia coli colony forming units which survived after
being exposed to the UVB radiation were transformed into values of area under the curve during a
four-hour trial period. The ethanol sub extract showed a higher photoprotecting effect related to the
other sub extracts at the proposed concentrations. At 2000ppm the hexane, ethyl acetate, and
chloroform showed a photoprotecting effect which is comparable to the controls. The sun protection
factor at 200ppm was 1.98, 7.79, 9.17 and 12.07 for hexane, ethyl acetate, chloroform and ethanol
sub extracts respectively. It is worth nothing that both the photoprotecting effect and the FPS

increase proportionally to the concentration each sub extract has.

Key words: < [Parmelina tiliacea] LICHEN>, < [Parmelina tiliacea] SUB EXTRACT>, <
PHOTOPROTECTION>, < PHOTOPROTECTIVE ACTIVITY> < SUN PROTECTION
FACTOR>, < UVB RADIATION>
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INTRODUCCION

La presente investigacion se basa en los efectos en la salud de los seres humanos provocados por la
exposicion a la radiacion UV. Dicha exposicion puede resultar en efectos graves y cronicos en la
piel, ojos y sistema inmune. El eritema de la piel tras la exposicion a la radiacion es el efecto que se
observa cominmente. Ademas es probable la induccion de cambios degenerativos en las células de
la piel, tejido fibroso, venas conllevando al envejecimiento temprano de la piel, fotodermatosis,

gueratosis actinica y una reaccion inflamatoria en los 0jos. (Organization World Health, 2015,
http://www.who.int/uv/health/en/)

Los efectos més serios de exposicién cronica a la radiacion son el cancer de piel y las cataratas. La
radiacion solar constituye un problema de salud a nivel mundial provocando un incremento de la
incidencia de cancer de piel que afecta al ser humano. La exposicion crénica a la luz solar al igual
gue las guemaduras que se generan durante la nifiez y adolescencia incrementan el riesgo para el

desarrollo del cancer de piel (Vidrio, 2003, pp.4-8).

Se distinguen varias causas por las cuales la intensidad de la radiacién va en aumento. El indice UV
solar maximo de exposicién para el ser humano, segin la Organizacion Mundial de la Salud, es de
11 W/m? La Agencia Espacial Civil Ecuatoriana manifiesta especificamente que en la ciudad de
Quito el indice UV solar siempre esta sobre de 16 y en muchos casos llega a 25 (Castillo, 2012, pp.40-
46). La radiacion mas alta registrada en Quito fue de 18 UVI, entre las 12:00 y 12:30 y en los
altimos meses ha alcanzado 23 UVI valores que muestran un fuerte impacto al comparar con el

valor maximo propuesto por la OMS (Castillo, 2012, pp.40-46).

Es evidente la necesidad de protegerse frente a la radiacion para contrarrestar los efectos sobre la
salud. Otro de los factores desencadenantes de una mayor exposicion a la radiacion es la deplecion
de la capa de ozono ya que ésta absorbe parte de la radiacion UV por lo que se considera a la vez un
filtro solar importante. El debilitamiento de la capa de ozono permite la filtracion de rayos solares

siendo la zona ecuatorial la mas afectada por este fenémeno. (El Diario El Comercio, 2012,pp.1-3).

La atmosfera se torna més delgada en la zona ecuatorial aumentando la intensidad de la luz UV; por

tal razén la latitud es otro factor a considerar. Ademas de este Ultimo la altura del sol también



influye en la intensidad de luz ya que mientras se encuentre més alto en el cielo se detecta mayor
radiacion en la tierra (El Diario EI Comercio, 2012,pp.1-3).

La radiacion UVB (1-10% del total de la radiacion) es causante de eritema en la piel, pigmentacion
tras 24-72 horas de la exposicion y se considera de 1000 a 100000 veces mas cancerigena que la
UVA (Ochoa & Maldonado, 2010,pp.40-45). Por lo tanto, es importante evitar los dafios causados en el
DNA por la radiacion solar (Frangoise, Le Dévéhat, & Céline, 2013,pp.17-28).

Por ello, es necesario tomar precauciones y protegerse de la luz solar. Una de las formas empleadas
para la proteccion a la radiacién del sol es el uso de protectores solares que son Utiles para la
prevencion de la formacion de eritema en la piel tras la exposicion a la radiacién. EI descenso en la

cantidad de radiacion UV que llega a la piel reduce el riesgo de cancer inducido por la luz solar
(Robles, y otros, 2008,pp.1-2).

El efecto méas frecuente es el desarrollo del cancer de piel. Entre dos a tres millones de cancer de
piel tipo no melanoma son diagnosticados cada afio los cuales pueden ser removidos
quirdrgicamente. Aproximadamente 130000 melanomas malignos ocurren anualmente alrededor del
mundo. Un estimado de 66000 muertes se producen por melanoma y otros tipos de cancer de piel.
Existen varios paises en vias de desarrollo que se localizan cerca de la linea ecuatorial, como el

Ecuador, en donde se registran altos niveles de radiacién UV. (Organization World Health, 2015,
http://www.who.int/uv/health/en/)

El cambio climético en el Ecuador, se percibe por su efecto en el aumento del cancer de piel por el
debilitamiento de la capa de ozono. Ronnie Nader, Director de Operaciones Espaciales de la
Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA), sefiala que los ecuatorianos conviven con un enemigo
invisible, los rayos ultravioleta, y que golpean en especial a Quito por estar a 2850 metros de altura.
En el Ecuador, la incidencia del cancer de piel esta por encima del cancer de prostata en el hombre

y de seno en la mujer (Agencia Espacial Civil Ecuatoriana, 2015, http://www.exa.ec/).

La tasa de mortalidad en el Ecuador debido al cancer segun los registros hospitalarios de tumores en
el afio 2010 fue de 64,22 por 100.000 habitantes y entre los tipos de cancer mas frecuentes que
afectan es el cancer de piel (no melanoma). Segun el Registro Nacional de Tumores en la ciudad de
Guayaquil, la mortalidad para el afio 2012 fue del 6% debido al cancer de piel tipo melanoma

mientras que otros tumores malignos de piel constituyen el 11% de los casos. (Diario EI Comercio,
2012,pp.1-3)



El principal mecanismo para contrarrestar los efectos de la radiacion es el uso de protectores
solares. Los compuestos naturales han sido enfocados en varios estudios de fotoproteccion por su
presumible seguridad, sostenibilidad y bajo impacto ambiental. El interés por el desarrollo de
fotoprotectores haciendo uso de compuestos naturales es alto, especialmente en Ecuador, pais con
gran biodiversidad. Los liquenes frente a altas intensidades de luz tienden a acumular varios
pigmentos en su zona cortical, de manera que algunos compuestos liquénicos han demostrado su

capacidad fotoprotectora. (Honegger, 1986,pp. 797-808).

Se justifica ademas la busqueda de nuevos filtros solares debido a que sus similares organicos
conllevan ciertos efectos secundarios entre los cuales se puede citar la intolerancia cutanea donde la
dermatitis irritativa es la mas frecuente en especial en protectores solares con FPS alto. La
dermatitis fotoalérgena que aparece Unicamente en aquellas zonas expuestas al sol, en especial se
considerar fototalérgeno a la benzofenona-3, el PABA y el Eusolex 8020, asi como algunas

sustancias empleadas como excipientes. (Geisilaine, 2009, pp. 111-113)

También se les atribuye una cierta accién hormonal ya que suponen tener actividad estrogénica
como el 4-metil-benziliden-alcanfor (Garcia & Garcia, 2015, https://www.asturias.es/_ pdf). Otro estudio
sobre la toxicidad de los filtros quimicos UV revela la actividad estrogénica y anti-androgénica del

4-methylbenzylidene camphor y 3-benzylidene camphor (Schlumpf, y otros, 2007,pp.144-151).

La presente investigacion tuvo lugar en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de
ciencias de la ESPOCH. Sin duda, este estudio contribuy6 a los objetivos del Plan Nacional del
Buen Vivir especificamente al nimero tres el mismo que se relaciona a la calidad de vida de los
ecuatorianos, ya que aborda un problema de salud en constante incremento en nuestra nacion.
Ademés contribuye al uso de los recursos naturales de la region pudiendo formar parte del cambio
de la matriz productiva al proveer de materia prima nacional en el desarrollo de nuevos protectores

solares.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1 Radiacién UV

La radiacion ultravioleta (UV) es parte del espectro electromagnético emitido por el sol. Dentro del
espectro UV se distinguen tres rangos UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm), UVC (100-280 nm)
(Ochoa & Maldonado, 2010,pp.40-45). La radiacion solar se compone de un 90-99% de UVA y 1-10% de
UVB. Considerando rayos UVC (longitudes de onda de 100-280 nm ) son absorbidos por el ozono
atmosférico , méas radiacion en el intervalo UVA ( 315-400 nm ) y aproximadamente 10 % de los

rayos UVB ( desde 280 hasta 315 nm) llegan a la superficie de la Tierra. (World Health Organization,
2015, http://Aww.who.int/uv/en/)

Tanto los rayos UVA y UVB son de importancia para la salud humana. Pequefias cantidades de
radiacion UV son esenciales para la produccion de vitamina D en las personas, sin embargo, la
exposicion excesiva puede dar lugar a efectos agudos y crénicos en la piel, los 0jos y el sistema

inmunolégico. (World Health Organization, 2015, http://www.who.int/uv/en/)

1.1.1 Rayos UVA

Los rayos UVA envejecen a las células de la piel y pueden dafiar el ADN de estas células. Estos
rayos estan asociados al dafio de la piel a largo plazo tal como las arrugas, pero también se
considera que desempefian un papel en algunos tipos de céncer. La mayoria de las camas
bronceadoras emiten grandes cantidades de UVA que segun se ha descubierto aumentan el riesgo de

cancer de piel. (World Health Organization, 2015, http://www.who.int/uv/en/)

1.1.2 Rayos UVB

Los rayos UVB tienen un poco mas de energia que los rayos UVA. Estos rayos pueden dafiar
directamente al ADN de las células de la piel, y son los rayos principales que causan quemaduras de

sol. Asimismo, se cree que causan la mayoria de los canceres de piel. Es causante de foto



carcinogénesis debido a la interaccion con el ADN celular con la formacion posterior de dimeros de
ciclobutanopirimidina y glicoles de timina (Nybakken & Bilger, 2004,pp. 238-241)
1.1.3 Rayos UVC

Los rayos UVC tienen mas energia que otros tipos de rayos UV, pero no penetran la atmésfera y no

estan en la luz solar. No son considerados una causa de cancer de piel. (American Cancer Society, 2015,

http://www.cancer.org)

1.1.3.1 Efectos conocidos de la radiacion UV sobre la salud

La radiacion UVA activa el pigmento melanina ya presente en las células superiores de la piel.
Crea un bronceado que aparece rapidamente, pero también se pierde rapidamente. Por otra parte, los
rayos UVA penetran en las capas profundas de la piel, donde los tejidos conectivos y los vasos
sanguineos se ven afectados. Como resultado, la piel pierde gradualmente su elasticidad vy
comienza a arrugarse. Por lo tanto, grandes dosis de radiacion UVA causan el envejecimiento
prematuro. Ademas, estudios recientes sugieren que puede conllevar el desarrollo de los canceres de

piel. El presento mecanismo es que este tipo de radiacion aumenta el estrés oxidativo en la célula

(Skin Cancer Foundation, 2015, http://www.skincancer.org).

La radiacion UVB estimula la produccion de melanina, lo que conduce a un fuerte incremento en el
pigmento de color oscuro en unos pocos dias. La radiacion UVB también estimula las células para
producir una epidermis mas gruesa. Por lo tanto, este tipo de radiacién es responsable tanto para el
oscurecimiento y engrosamiento de las capas de células exteriores, las mimas que se consideran

reacciones de defensa del cuerpo contra un mayor dafio UV. (Skin Cancer Foundation, 2015,

http://www.skincancer.org)

Al igual que con efectos sobre la piel, los diversos rayos del sol penetran en el ojo a diferentes
profundidades. Mientras la radiacion UVB es completamente absorbida por la cornea, la de tipo
UVA pasa a través de estas capas superficiales. En los adultos s6lo el 1 por ciento o menos de la
radiacion UV entrante llega a la retina debido a la funcion de filtro de la cornea y el cristalino. En
contraste la luz visible facilmente penetra a través de la retina, donde activa foto receptores y

comienza la reaccién en cadena de procesos bioquimicos para producir una imagen visible. (Skin

Cancer Foundation, 2015, http://www.skincancer.org/prevention/uva-and-uvb/understanding-uva-and-uvhb)



La mayoria de los experimentos hasta la fecha se han concentrado en los rayos UVB, ya que parece
ser mas influyente que los rayos UVA para causar inmunomodulacién. Se cree que la radiacion UV
es absorbida por una molécula situada en la piel. Esto conduce a cambios en la distribucién y la
actividad de algunos de los complejos moleculares y celulares clave del sistema inmune. Un
balance alterado de la respuesta inmune a través de las células y los anticuerpos puede reducir la
capacidad del cuerpo para defenderse contra ciertas enfermedades. (Skin Cancer Foundation, 2015,

http://www.skincancer.org )

1.1.3.2 Radiacion UV y cancer de piel

La radiacion UV excesiva produce mutaciones genéticas que pueden conducir a cancer de piel. . La
radiacion UV es considerada la principal causa de cancer de piel no melanoma (CPNM), incluyendo
el carcinoma de células basales (BCC) y el carcinoma de células escamosas (SCC). La radiacion
UVA, penetra en la piel mas profundamente que la UVB; juega un papel importante en el
envejecimiento de la piel y las arrugas. La radiacion UVA contribuye e incluso puede iniciar el

desarrollo de cancer de piel. (Yasuhiro, 2004,pp. 298-308)

La radiacion UVB es la causa principal de enrojecimiento de la piel y quemaduras de sol, tiende a
dafar las capas epidérmicas mas superficiales de la piel. Desempefia un papel clave en el desarrollo

de cancer de piel y un papel contributivo en el curtido y foto envejecimiento. (Yasuhiro, 2004,pp. 298-
308)

Epidermis

Dermis

Subcutaneous

Layer (skin tissue

found under the
| dermis)

Figura 1-1 Radiacion UV y piel

Fuente : Skin Cancer Foundation



1.1.4  Indice solar mundial

El indice UV Solar Mundial representa una estimacion del promedio de la radiacion ultravioleta
(UV) solar méxima en la superficie de la Tierra. La intensidad de la radiacion UV que llega a al
suelo es variable a lo largo del dia pero sus valores se tornan mas altos al medio dia y especialmente
en ausencia de nubes. El calculo de este indicador hace posible valorar el grado de nocividad para la

piel segun las distintas longitudes de onda UV. (Colegio de Farmacéuticos de Barcelona, 2015,

http://www.farmaceuticonline.com )

Se la considera como aquella cantidad maxima de radiacion dafiina para la piel que llegara a la
Tierra al medio dia. Sus valores van del cero hacia arriba, lI6gicamente mientras mas alto sea este
valor existird mayor dafio en menos tiempo en ojos, piel. En varios paises cercanos al ecuador, el
indice UV puede llegar a 20 en el verano. (Colegio de Farmacéuticos de Barcelona, 2015,
http://www.farmaceuticonline.com )

RANGO DE INDICE UV <2

Bajo riesgo para el ser humano.

RANGO DE INDICE UV 3-5

Riesgo moderado para el hombre. Se recomienda permanecer en la sombra de 10 a.m.-3 p.m. y el

uso de ropa protectora contra el sol.

RANGO DE INDICE UV 6-7

Riesgo alto para el hombre. Se recomienda aplicar protector solar con SPF de al menos 30, el uso de

ropa protectoray permanecer en la sombra del 10 a.m.-3 p.m.



RANGO DE INDICE UV 8-10

Riesgo muy alto para el individuo expuesto. Es recomendable aplicar protector solar con frecuencia
con SPF de al menos 30, usar balsamo para los labios con protector solar, ropa protectora contra el
sol y evitar estar en el sol de 10 a.m.-3 p.m.

RANGO DE INDICE UV > 11

Riesgo extremo para el ser humano. Es necesario aplicar proteccion solar por lo menos cada 2 horas
con SPF de al menos 30, usar balsamo para los labios con protector solar, ropa protectora contra el

sol y evitar estar en el sol de 10 am-3pm. Skin Cancer Foundation, 2015, http://www.skincancer.org)

1.1.5 Protector solar

Los protectores solares son productos que combinan varios ingredientes que ayudan a prevenir que
la radiacién ultravioleta (UV) del sol llegue a la piel. Hay dos tipos de radiacion ultravioleta, los
rayos UVA y UVB, dafian la piel y aumentar el riesgo de céncer de piel. Los protectores solares
varian en su capacidad de proteger contra los rayos UVA y UVB. Los protectores solares

inicialmente estuvieron encaminados para contrarrestar los efectos agudos de la radiacion en la piel

(Skin Cancer Foundation, 2015, http://www.skincancer.org).

En la actualidad, se busca que estos compuestos ejerzan accion frente a los efectos cronicos en
busca de la prevencion de carcinomas de piel, formacién de dimeros de pirimidinas y proteccion

frente a la inmunosupresion cutanea causada por la deplecion de las células de Langerhans. (Moreno,
2010,pp.31-39)

Visible Light Ultraviolet Light
| 700-400 nm | 400-320nm | 320-290 nm

! {(nm = nanometer or i ' :
: billionths of a mater) ! ! |

- increasing wavelength

Figura 2-1 Espectro electromagnético
Fuente : Skin Cancer Foundation



1.1.6  Factor de proteccion solar

“Fisicamente el FPS es un nimero que indica cuél es el maltiplo de tiempo al que se puede exponer
la piel protegida para conseguir el mismo efecto eritematoso que se obtendria si no se hubiese
aplicado ninguna proteccién. Este factor se calcula dividiendo la dosis eritematégena minima
(DEM) con la aplicacion del filtro solar, entre la DEM sin filtro solar. (Colegio de Farmacéuticos de

Barcelona, 2015, http://www.farmaceuticonline.com)

El factor de proteccion solar es considerado como la técnica de referencia para valorar la eficacia de
los protectores solares contra la quemadura solar. Este se define como el tiempo de exposicion solar
necesario para producir eritema minimo detectable en la piel; se compara el efecto sin ningun tipo

de proteccion con el efecto con el filtro solar. (Colegio de Farmacéuticos de Barcelona, 2015,

http://www.farmaceuticonline.com)

El FPS mide el efecto de proteccion frente a la radiacion UVB principalmente. Asi un FPS 25
ofrece proteccion contra el 92% de la radiacion UVB; en tanto que un FPS30+ lo hace contra més
del 97.5%. Se considera que un protector solar debe por lo menos ser de FPS 30+ y que si a este se

adiciona filtros UVA se potencia la eficacia en el espectro de radiacion UV. (Moreno, 2010,pp.31-39)

1.1.7 Seguridad de los protectores solares

Es evaluada a través de la aparicién de irritacion, sensibilidad, penetracién dérmica y déficit de
vitamina D tras la aplicacién del producto en la piel. Esto podria llevar a la disminucién de la

absorcion de calcio. (Moreno, 2010,pp.31-39)

1.2  Extracto vegetal

Los extractos vegetales se definen como una mezcla compleja de varios compuestos quimicos o
metabolitos capaces de presentar actividad farmacoldgica, Pueden estar en diferente estado fisico
como los liquidos, las tinturas, semisolidos con textura blanda o densa; sélidas conocidos como
extractos secos; todos ellos obtenidos de origen vegetal o de animal. La OMS aclara que
aproximadamente el 25% de las farmacos que se comercializan son de origen vegetal y que el 25%

de estos contienen principios activos que han sido estructuralmente modificados. (Zapata, 2002,pp.28-
35)



1.3 Liquen

Los liquenes son organismos simbidticos entre especies del reino fungi y algae. Es conocido la
capacidad de los liquenes para desarrollarse en zonas altas donde la radiacion UV es intensa. Los
liquenes sintetizan pigmentos que muestran capacidad antioxidante como también muestran una
fuerte absorcién en la zona del ultravioleta. De tal manera que se ha considerado a los liquenes
como filtros UV. Los liquenes pueden sobrevivir en condiciones de longitud de onda corta de alta
intensidad, UVA y UVB. (Joel, 2005,pp.136-142)

1.3.1 Compuestos liquénicos

Los compuestos liquénicos pueden clasificarse en los siguientes grupos: sustancias de estructura
alifatica como &cidos , compuestos zeorin , alcoholes polihidroxilados; sustancias aromaticas
incluyendo derivados del &cido pulvinico , dépsidos , depsidones , quinonas derivados de xantonas ,
derivados difenileneoxide , compuestos que contienen nitrégeno , triterpenos , acidos tetrénico y

los polisacéridos carbohidratos. (Joel, 2005,pp.136-142)

Se han establecido las estructuras quimicas de aproximadamente 200 de ellos. Los metabolitos
secundarios de liquenes son generalmente insolubles en agua y se pueden extraer en disolventes
organicos. Ellos ascienden a entre 0,1 y 10 % del peso seco del talo, a veces hasta 30 %. Estas
sustancias han sido identificadas principalmente como lactonas, por ejemplo, é&cido
protolichesterinico , compuestos fendlicos por ejemplo, atranol y resorcinol , dépsidos por ejemplo,
acido difractaico , derivado de acido pulvinico como el acido vulpinico, dibenzofuranos y acido
Gsnico. Ademas, otras sustancias como atranorina, acido estictico, acidos lecanérico y pannarina se

han estudiado con frecuencia. (Miiller, 2001,pp.9-16)

1.3.2  Fitoquimica de los liquenes

Los liquenes en especial su conformacion de hongo sintetizan diversos metabolitos secundarios a
través de diferentes rutas biosintéticas incluidos la via del policétido (por ejemplo , &cido Usnico,
depsidones , dépsidos , xantonas ) , la ruta del &cido shikimico (por ejemplo ciclopéptidos , acido
pulvinico y derivados) y la ruta del acido mevalénico (por ejemplo, diterpenos , triterpenos,
esteroides ). Hasta la fecha, més de 1.000 diferentes metabolitos secundarios llamadas sustancias

liquénicas son conocidos. (Miller, 2001,pp.9-16)
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Los metabolitos secundarios en los liquenes se depositan por lo general como cristales en la
superficie de las paredes celulares de las células hifal cortical y medular. La mayoria de estos
compuestos bioactivos son exclusivos de los liquenes, siendo de gran relevancia para la sistematica

y la filogenia, y se emplean en diferentes niveles taxonémicos de las especies y subespecies. (Miller,
2001,pp.9-16)

Por otra parte, estas sustancias liquénicas juegan un importante papel ecoldgico en la naturaleza,
como la proteccion UV y la defensa contra los depredadores microorganismos patégenos.
Tradicionalmente han sido utilizados estos compuestos en medicina herbaria debido a la actividad
farmacoldgica que presentan siendo asi Utiles como antimicrobianos, antivirales, antioxidantes,

anticancerosos y antiinflamatorios. (Maller, 2001,pp.9-16)

Los primera sustancia liquénica aisladas de las especies que pertenecen a la familia Parmeliaceae
fueron el cido vulpinico del liquen Evernia vulpina y el &cido Usnico de Ushea spp. A partir de
ello, un gran ndmero de diferentes compuestos se han aislado en la familia Parmeliaceae,
principalmente por métodos de HPLC. Como ejemplos, compuestos fendlicos tales como
atranorina, y cloroatranorina, acido physddico se identificaron por el método de HPLC con

deteccién UV en los extractos de acetona de Evernia prunastri y Pseudoevernia furfuraceae. (Miiller,
2001,pp.9-16)

La Familia Parmeliaceae comprende alrededor de 2700 especies y representa acerca del 15% del

total de las especies liquénicas.

De los 80 géneros incluidos en esta familia, cualquiera de las actividades mencionadas se ha
evaluado solamente en alrededor de una cuarta parte del total. El género mejor estudiado desde un
punto de vista farmacoldgico es Parmelina, seguido de Usnea y Cetraria A nivel de especies,
Cetraria islandica y Evernia prunastri atraen notable interés en sus actividades bioactivas y sus
metabolitos. La mayoria de los metabolitos estudiados son aquellos sintetizados a traves de la ruta

policétido; los compuestos de acido donde el acido Usnico y la atranorina destacan entre ellos.
(Muller, 2001,pp.9-16)

Los metabolitos secundarios mas comunes aislados en la familia Parmeliaceae son el &cido Usnico y
la atranorina; ambos constituyentes se encuentran en gran medida en los liquenes. Por lo tanto, el

acido Usnico es caracteristico de las especies de liquenes que tienen la corteza superior de color
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amarillo-verde incluyendo el género Alectoria , Evernia , Flavoparmelia y Usnea y la atranorina es
el compuesto principal en especies con corteza superior gris , tales como del género Cetrelia ,
Evernia , Pseudoevernia y Parmelia. (Miller, 2001,pp.9-16)
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Figura 3-1 Compuestos quuénicos dépsidos que acttian como filtros UV
Fuente: Nguyen, 2013

A o g B

RyaRy=C], RysH, Diploicin

Pantan P e—— R0l RaRye, Detordipoc
N RieR ), RyeCH, 4OPMelmidgoin
WAt Ry=Cl, Ry=CH RaH, £0Metykiechirodpicn
RieRsH RAH& Scengidin
29
H
A L % ﬁm
Mo Ny 0
ot - Vit -

Figura 4-1 Compuestos liquénicos depsidones que acttian como filtros UV
Fuente: Nguyen 2013

Como se ha detallado anteriormente los metabolitos secundarios liquenes se derivan de tres vias

quimicas: etilo-via polymalonato , ruta del &cido shikimico y ruta del &cido meval6nico

La via de etilo-polymalonato incluye los compuestos liqguen mas comunes como: cidos alifaticos
secundarios , ésteres y derivados relacionados, compuestos fenolicos mononucleares, dépsidos ,

tridepsidos y ésteres de bencilo, depsidones y ésteres de difenilo, depsones, dibenzofuranos , acidos
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Gsnico y derivados antraquinonas y xantonas biogenéticamente

relacionados cromonas,

naftoquinonas y xantonas. La via del acido mevalonico incluye esteroides y terpenos. La ruta del

acido shikimico incluye el &cido pulvinico y derivados. (Nguyen, 2013, pp. 7-11)

ALGA polysaccharides usnic acids anthraquinones
glucose
erythritol
J ribitel T \ T /
mannitol ! glycolysis
FUNGUS _ » sugars 5 acetylCoA __ ACETYL-POLYMALONYL

l PATHWAY

malonyl CoA = / \
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pentose phosphate higher aliphatic
cycle acids
amino acids MEVALONIC ACID | p-orsellinic acid orsellinic acid
l PATHWAY and homologues
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rerpenes carotenoids para-depsides p ridepsides
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phenylalanine  terphenylguinones depsones dipheny! ethers
Pulvinic acid depsid dib furans
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Figura 5-1 Biosintesis de metabolitos secundarios de liquenes
Fuente: Nguyen 2013

1.3.3 Parmelina tilidcea
CLASIFICACION CIENTIFICA
REINO: Fungi

PHYLUM: Ascomycota

CLASE: Lecanoromycetes
ORDEN: Lecanorales

FAMILIA: Parmeliaceae
GENERO: Parmelina

ESPECIE: Parmelina tiliacea

La especie en mencion posee un talo de 5-7 cm, en algunos casos presenta hasta 18 cm o0 mas, sus

I6bulos presentan 6-11 mm de ancho, adyacentes y en algunas ocasiones se presentan de tipo

solapantes, de aspecto redondeados con orientacion hacia el centro. La cara superior es grisacea,

con tonalidades blanquecinas, la cara inferior que se conecta al sustrato es de color negro, se pueden

visualizar algunas ricinas que en algunas ocasiones pueden distinguirse de las orillas de los l16bulos.

Los apotecios se registran en medidas hasta de 6 mm, en ocasiones alin mas. (Chicaiza, 2015, pp.41)
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1.3.3.1 Estudio fitoquimico en la especie Parmelina tiliacea

PRUEBA DETERMINACION RESULTADO
Ensayo de sudan Detemnnam.on de aceites y @
- orasas
Ensayo de Alcaloides Determinacion de Alcaloides
Ensayo de Dragendorff ()
Ensayo de Mayer )
Ensayo de Wagner (-)
ST T Detemm(l:::)cwn de lsactonas v 1)
Ensayo de Liebermann- Determina la presencia de )
Buchard Triterpenos y esteroides

Figura 6-1 Resultados de tamizaje fitoquimico del extracto etéreo liquénico

Fuente: Janeta, 2015

PRUEBA DETERMINACION RESULTADO
Ensayo de Hidroxamato Determinacién de o
férrico Coumarinas
Ensayo de Alcaloides Deternunacién de Alcaloides
Ensayo de Dragendorff (-)
Ensayo de Mayer )
Ensayo de Wahner (-)
Determumacion de
Ensayo de Borntrger Quinolonas ()
Ensayo de Liebermann- Determuna la presencia de -+
Buchard Triterpenos y esteroides
Ensayo de Catequinas )
Ensayo de resmas (-)
. Deternuinacion de azucares
Ensayo de Fehling reductores “)
Ensayo de Espuma Deternunacién de Saponinas )
- - Determinacion de
b Femco compuestos fendlicos S
Ensayo de Ninhidrina Determina presencia de o

Amnoacidos

Figura 7-1 Resultados de tamizaje fitoquimico del extracto etan6lico liquénico

Fuente: Janeta, 2015

PRUEBA DETERMINACION RESULTADO
Ensayo de Alcaloides Determinacion de Alcaloides
Ensayo de Dragendorff )
Ensayo de Mayer ()
Ensayo de Wahner ()
Ensayo de principios O
amareos g
Ensayo de resinas )
} . Determinacion de azucares
Ensayo de Fehling reductores )
Ensayo de Espuma Determinacion de Saponinas ()
Ensayo de Cloruro Férrico Determinacion - de (+++)
compuestos fendlicos
) L Determina presencia de
Ensayo de Ninhidrina o - -

Figura 8-1 Resultados de tamizaje fitoquimico del extracto acuoso liquénico

Fuente: Janeta, 2015
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1.3.4 Datos cromatograficos de compuestos liquénicos

Lichen products detected

Lichen species tlec. L.ocalisation in the thallus
Cetrelia olivetorum atranorin® upper cortex; K+ yellow
olivetoric acid* medulla; C+ pink
KC+ red
Paymelia tiliacea atranorin® upper cortex; K+ yellow
lecanoric acid* medulla; C + intense red
Platismatia glauca atranorin® Mpper/cortex, K+ yellow
caperatic acid** (no reaction seen)
Pseudevernia furfuracea atranorin® cortex K+ vellow
physodic acid* medulla; KC + orange
two unidentified €—
spots
* Phenolic carboxylic acid derivatives; *¥* higher fatty acid.
Figura 9-1 Compuestos liquénicos de varias especies
Fuente: Honneger 1986
1.3.5 Valores Rf estandar para compuestos liquénicos
Compound RF in solvent
A B B' C E G
Atranorin 75 78 73 79 57 —
Chloroatranorin 74 79 73 81 30 _
Usnic acid 70 70 65 71 23 —
4-0-Methylhypo-
protocetraric acid 39 58 51 45 — 61
Notatic acid 34 49 44 38 — 55
Norstictic acid 40 29 32 30 — 57
Physodalic acid 10 30 33 19 — 46
Stictic acid 32 9 9 18 — 34
Salazinic acid 10 7 7 4 — 26

Figura 10-1 Valores Rf de compuestos liquénicos
Fuente: John Elix 2014

1.4  Adaptacion de los liquenes frente al estrés UV

Los aspectos relacionados a la adaptacion de los liquenes frente al estrés UV se puede resumir en lo
siguiente: dispersion de la luz, cribado de radiacién, disipacidn térmica, reparacion de membrana,
activacion de la defensa antioxidante. Las estrategias de proteccion dependen de la anatomia de las

estructuras vegetales y el estado de hidratacion de los liquenes. . (Khanh-Hung, Nicolas, & Sophie, 2013,pp.
269-275)
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Un mecanismo importante en los liquenes es la produccion de compuestos que actian como filtros
como los compuestos fenolicos, depsidones, dépsidos, difeniléter, antraquinonas, xantonas u otros
derivados del shikimato. (Khanh-Hung, Nicolas, & Sophie, 2013,pp. 269-275)

Estos metabolitos se cristalizan en la superficie de las hifas , ya sea en la corteza superior 0 en la
médula interna , y su acumulacidn parece ser mayor en las partes superiores. Estos compuestos

absorben y re -emiten la radiaciéon UV como fluorescencia o calor. (Khanh-Hung, Nicolas, & Sophie,
2013,pp. 269-275)

15 Escherichia coli

CLASIFICACION CIENTIFICA
REINO: Bacteria

PHYLUM : Proteobacteria
CLASE: Gammaproteobacteria
ORDEN: Enterobacteriales
FAMILIA: Enterobacteriaceae
GENERO: Escherichia

ESPECIE: Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo que no forma esporas, miden de 0.5 p de ancho por 3 p
de largo. Son catalasa positivos y oxidasa negativos. Son capaces de reducir de nitratos a nitritos y

producir vitamina B y K. (Khanh-Hung, Nicolas, & Sophie, 2013,pp. 269-275)

1.6 ATCC

ATCC es una organizacion de recursos biolégicos privada cuya mision se centra en la adquisicion,
la autenticacion, la produccion, la conservacion, el desarrollo y la distribucion de los
microorganismos de referencia estandar, lineas celulares y otros materiales para la investigacion en
las ciencias de la vida. ATCC (American Type Culture Collection): American Type Culture
Collection (ATCC) es un recurso clave para la investigacion cientifica y médica. Es repositorio de

la cultura biol6gica més importante del mundo. (ATCC, 2015, http://www.atcc.org)
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1.7 Clasificacion de los filtros UV

Segun el Reglamento (CE) N° 1223/2009 se pueden encontrar filtros UV inorganicos y organicos.

1.7.1  Filtros UV inorganicos o fisicos

Este tipo de filtro actla reflejando y/o dispersando la radiacion UV. Generalmente dentro de este
grupo se encuentran los 6xidos metalicos, aunque también se usado con este objetivo el talco y
silicatos. Estos brindan una mayor proteccién que los filtros UV organicos y debido a que no
penetran la piel son menos nocivos. En vista de que este tipo de filtros pueden formar una capa
impermeable y blanquecina capaz de tapar los poros de la piel no son muy aceptados por el
consumidor. El tnico filtro UV inorganico considerado en el Anexo VI del Reglamento Europeo es

el didxido de titanio. (Teruel, 2015,pp. www.mobiroderic.uv.es)

1.7.2  Filtros organicos o quimicos

Estos filtros captan la energia incidente la misma que es emitida como radiacion térmica e inocua
para la piel. Son moléculas organicas que gracias a su estructura se les confiere un elevado
coeficiente absortividad molar en la zona del UV. Presentan la ventaja de que son mas fluidas y
pueden ser absorbidas por la piel permitiéndola transpirar, de tal manera que son mas aceptadas por
los consumidores. Una desventaja de su uso es los efectos secundarios reportados debido a su

capacidad de penetracion. (Teruel, 2015,pp. www.mobiroderic.uv.es).

1.7.3  Filtros quimicos UVB

Absorben la luz en el intervalo de 280-320 nm, y su m&ximo de absorcion se sitla entre 305 y

310nm, es decir, en el maximo de efectividad eritematosa

1.7.3.1 Cinamatos

Son sustancias quimicas con las cuales se elaboran filtros solares de amplio espectro con un factor
de proteccién solar igual o superior a 15. Las concentraciones de uso estan alrededor del 1% y el
10%.Este tipo de filtro acttan frente la radiacion UVA 'y UVB. Se utilizan para la prevencion de las

guemaduras solares, el envejecimiento prematuro de la piel y el cancer de piel. Otro beneficio del
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uso de estos compuestos es la proteccion a los trastornos de fotosensiblidad originados tras la
exposicion a radiacion UVA 'y UVB. (Teruel, 2015,pp. www.mobiroderic.uv.es).

1.7.3.2 Derivados del PABA

El octil dimetil paba (octil dimetil-para-aminobenzoato), conocido también como pamidato o
escalol 507, es un filtro solar que absorbe un alto porcentaje de los rayos ultravioletas dafiinos,

productores de quemaduras en la piel, que a la vez le permite el bronceado. (Teruel, 2015,pp.

www.mobiroderic.uv.es)

1.8  Antecedentes de la investigacion

Son notorias actualmente las diferentes afecciones de la piel como el envejecimiento prematuro,
eritemas, carcinomas, melanomas. Por ello se han desarrollado varios estudios a través del uso de
compuestos naturales debido a su propiedad para sintetizar compuestos que también las protejan de
la radiacion. (Goncalves, Souza, & Leite, 2012.pp523-528) Con la finalidad de hallar nuevos activos Utiles
como foto protectores se han realizado estudios de valoracion de foto proteccion haciendo uso de
métodos espectrofotométricos in vitro con el fin de obtener resultados que promuevan la inclusion

de dichas sustancias en formulaciones farmacéuticas. (Violante, y otros, 2009,pp.406-410).

Las plantas han respondido al incremento de radiacion UVB con la sintesis acumulativa de
sustancias filtros UV contra el dafio celular. Una especie vegetal de interés para este estudio son los
liquenes. Estudios de foto proteccién en base al uso de compuestos liquénicos no es un area

ampliamente investigada. (Solhaug, 2002,pp3130-138)

Boehm y colaboradores en su estudio de estudios foto fisicos de nuevos potentes foto protectores da
a conocer que las sustancias liquénicos cromoforas por su capacidad de absorcion en la zona UVA
UVB y UVC pueden ser considerados como candidatos de una nueva generacion de protectores
solares. (Fritz, Ruth, & Suppiah, 2009,pp.40-45). Los liquenes son especies que pueden sobrevivir en
condiciones de alta y baja longitud de onda de luz. Este tipo de radiacion es nociva para el hombre
ya que llevaria a la formacion de oxiradicales. Las propiedades foto-fisicas de compuestos poli
aromaticos extraidos de los liquenes sugieren que posiblemente poseen propiedades foto protectoras

Gtiles para posteriores investigaciones para valorarlos como foto protectores. (Fritz, Ruth, & Suppiah,
2009,pp.40-45)
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En el estudio realizado por Hana Vrablikova y colaboradores se da a conocer que se produce la
sintesis de pigmentos corticales como melanina y parietina en los liquenes tras la induccion de
radiacion UVB. (Hana, Knut, & Yngvar, 2006,pp.151-162). La concentracion de dichos pigmentos varia de
acuerdo a la estacion del afio y pues son de uso para la proteccion del fotobionte durante las épocas
de alta radiacion solar. (Hana, Knut, & Yngvar, 2006,pp.151-162) Este Ultimo trabajo se argumenta también
por lo manifestado en Boehm et al ya que cita los liquenes empiezan a sintetizar parietina y

melanina como una respuesta frente a la radiacion UVB. (Fritz, Ruth, & Suppiah, 2009,pp.40-45) (Hana,
Knut, & Yngvar, 2006,pp.151-162)

Se sintetizan también compuestos fendlicos que son producidos por la absorcién de la radiacion
UVB, estos agentes son usados como foto protectores. Nybakken y colaboradores establecen que
los liquenes al encontrarse secos en la altura se tornan dependientes de proteccion UVB por tanto se
adjudica dicha actividad a un grupo heterogéneo de sustancias de origen fungico con diferentes
rutas de biosintesis, conocidos como compuestos liquénicos donde la mayoria de los compuestos

liquénicos absorben fuertemente en la regién del UV. (Nybakken & Bilger, 2004,pp.130-138)

Los compuestos liquénicos ampliamente distribuidos como parietina, atranorina, acido Gsnico como
también aquellos que estructuralmente son poco conocidos son pigmentos corticales que forman
una lamina sobre el fotobionte. (Fahselt, 1997, pp. 23-29) Para determinar si un pigmento puede servir
como filtro protector Garcia- Pichel y colaboradores han propuesto parametros como que el
compuesto tiene que absorber la radiacion; la actividad foto protectora debe ser demostrada in vivo;

la biosintesis del producto tiene que incluir una radiacién relevante. (Solhaug, 2002,pp. 130-138)

Estudios realizados en liquenes evallan la capacidad foto protectora de las sustancias tras
irradiacion en un intervalo de tiempo de dos horas a 60W/m? donde se concluye que la presencia del
acido gyrophorico muestra una eficacia del 90% como foto protector. Otros estudios manifiestan
ademas la baja degradacion de los compuestos liquénicos tras exposiciones in vitro para comprobar

la actividad foto protectora. (Frangoise, Le Dévéhat, & Céline, 2013,pp.17-28).

En otro estudio haciendo uso de métodos espectrofotométricos se ha comprobado que los
compuestos liquénicos, calcyne y acido Usnico, presentan una absorcion y un coeficiente de
absorcién molar comparable frente a los compuestos foto protectores comerciales. (Fritz, Ruth, &
Suppiah, 2009,pp.40-45) Tomando en cuenta los trabajos realizados se ha considerado conveniente

aquel realizado por Avila Acevedo y colaboradores el mismo que hace uso de un método in vitro
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para la determinacion de la actividad foto protectora de extractos de Buddleja scordioides
basandose en la exposicién a la radiacion UVB tomando en cuenta la sobrevivencia de colonias
bacterianas. (Avila, y otros, 2005,pp.213-221)
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CAPITULOII

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de recoleccion de la muestra

La recoleccion del materia vegetal se realizO mediante un muestreo aleatorio simple de
aproximadamente 200 g de liquen en la provincia de Bolivar, pueblo de San Miguel, sector
Laguatan: S 01° 43'51,139" W 079° 3'4,402"", a una altura promedio de 2714 msnm

2.2 Lugar de investigacion

La investigacion se realizé en el laboratorio de Productos Naturales y en el Laboratorio Clinico de
la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica del Chimborazo, localizados en la

provincia Chimborazo, canton Riobamba.

2.3 Descripcion botanica

Parmelina tiliacea, es un liquen tipo folioso, cuyos lébulos son adheridos al sustrato, poseen un talo
de 5-7 cm, sus l6bulos de aspecto redondeado con orientacion hacia adentro presentan 6-11 mm de
ancho, son adyacentes y en algunas ocasiones se presentan de tipo solapantes. La cara superior es
de color gris con tonalidades blanquecinas, mientras que la cara inferior unida al sustrato es de color
obscuro, en ocasiones se pueden visualizar ricinas en las orillas de los I6bulos. Los apotecios se

registran en medidas de hasta de 6 mm, en ocasiones alin mas grandes. (Chicaiza, 2015, pp.41)

2.4  Acondicionamiento del material vegetal

Se recogio el liquen procurando dejar de lado las porciones pertenecientes al arbol donde se hallaba,
como la corteza. Ademas se muestred las porciones de liquen de un tamafio grande, con superficie

integra y expuesta al sol. ElI material vegetal al momento de la recoleccién se hall6 seco por lo que

se logrdé tomar porciones liguénicas ausentes de musgo, corteza u otro material extrafio.
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Seguidamente se lo transportd al laboratorio de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH manteniendo
el material recolectado a temperatura ambiente hasta la molienda.

La molienda del material liquénico se realiz6 en un molino de 100W, donde se obtuvo alrededor de
28g de liquen tras lo cual se sometid a los procesos de extraccion.

2.5 Obtencion de extracto seco de Parmelina tiliacea

El liquen seco previamente molido, 25.02505g, fue colocado en un balén de 500mL al mismo que
se afadié 250mL de alcohol potable 96%. Posteriormente, se realizd un proceso de extraccién por
maceracion dinamica a temperatura ambiente por un lapso de 30 minutos haciendo uso del Rota
vapor marca Bdchi R 110. Transcurrido el tiempo, se decant6 el extracto obtenido en un frasco
ambar para nuevamente afiadir 250mL de alcohol potable 96% vy realizar el mismo proceso para un

volumen final de extracto alcohdlico de 500mL.

Al extracto alcoholico previamente filtrado se le aplicd un proceso de evaporacion al vacio con
ayuda del Rota vapor marca Blchi R 110 a una temperatura de 40 grados Celsius y una presion
entre -15 a -20 mmHg. Al final del proceso se obtuvo el extracto seco de Parmelina tiliacea el

mismo que se presenta como un polvo fino de color marrén homogéneo de consistencia sélida
(Sharapin, 2000pp.66-69).

2.6 Preparacion de subextractos

Se pes6 5mg de extracto seco de Parmelina tiliacea los mismos que fueron disueltos en 10mL de
cada uno de los solventes para la obtencion de soluciones de 2000ppm (2mg/mL). Para la obtencién
de los subextractos a 200ppm y 20ppm se realizaron diluciones a partir de la solucién anterior. La
redisolucion del extracto seco se realizd mediante agitacion magnética por 10 minutos.

Seguidamente se centrifugaron los subextractos a 3000rpm por 5 minutos. (Elix, 2014, pp.112-120)

2.7 Cromatografia de capa fina

Cromatografia de capa fina o0 TLC, es un método de andlisis de mezclas mediante la separacién de
los compuestos. Basicamente la técnica consiste en tres pasos - manchado, el desarrollo, y la

visualizacion. A través de esta técnica cromatografica se halla el valor de Rf que se utiliza para
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cuantificar el movimiento de los compuestos a lo largo de la placa. Rf es igual a la distancia
recorrida por la sustancia dividida por la distancia recorrida por el disolvente. Su valor es siempre
entre cero y uno (Elix, 2014, pp.112-120). En un mililitro de hexano, cloroformo, acetato de etilo y
etanol se disolvieron aproximadamente 10 mg de cada uno de los extractos secos.

Cada uno de los extractos se sometié a agitacion magnética por 15 minutos. Para el proceso
cromatografico se utilizaron placas de silica 60 F254 marca Merk de 10 cm de largo por 5 cm de
ancho. Se sembraron 10 uL de cada una de las muestras a 1cm al margen de cada placa. Las fases
moviles empleadas fueron: Sistema A TOLUENO: DIOXANO: ACIDO ACETICO (180:45:5),
sistema B HEXANO: ETER: ACIDO FORMICO (130:80:20), sistema C TOLUENO: ACIDO
ACETICO (170:30) y sistema G TOLUENO: ACETATO DE ETILO: ACIDO FORMICO
(139:83:8). (Elix, 2014, pp.112-120)

Posterior al proceso cromatografico estas fueron secadas al ambiente y observadas en la lampara
UV corto y largo. El revelado de las manchas se realizé con una solucién de acido sulfarico al 10%
en etanol; las placas se secaron al ambiente y se sometieron al calor. Se calcularon los Rf para cada

una de las manchas reveladas. (Elix, 2014,pp.112-120)

2.8 Preparacion de estandar Mc Farland.

La escala de McFarland es usada para la estandarizacion de un ndmero aproximado de una
suspension de bacterias tras comparar su turbidez. Un estandar de McFarland se trata de una
solucion compuesta por cloruro de bario y acido sulfurico; la reaccién entre estos dos quimicos
resulta en la produccion de sulfato de bario precipitado. Un estandar McFarland es visualmente

comparable a un suspension bacteriana de concentracion conocida como se indica a continuacion.

Approximate

- PR —_—
é’ E — == — =__“_'“=~ Bacterial
% i_1 __:_r: E i— o Suspension Jf
= = — o] ml.
0.5 0.05 9,95 1.5 % 10*
1.0 0.10 9.90 3.0 x 10*
2.0 0.20 9_80 5.0 x 10%
3.0 0.3 9.7 9.0 x 10*
4.0 0.4 Q.6 1.2 x 10*
5.0 0.5 9.5 1.5 x 10*
6.0 0.6 9.4 1.8 x 107
7.0 0.7 9.3 2.1 x 107
8.0 0.8 9.2 2.4 x 107
9.0 0.9 9.1 27 x 10°
10.0 1.0 G0 3.0 x 107

Figura 1-2 Preparacion de estandar de Mc Farland
Fuente: Prolab Diagnostics, 2015
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Se realizé una curva de calibracion con el estdindar Mc Farland 1-2-3-4. Seguidamente se prepard
el estandar Mc Farland No 0.5 que corresponde a una suspension bacteriana aproximada de 1.5x10°

a la cual se midié su absorbancia para su respectivo control de calidad. (DALYNN BIOLOGICALS,
2015, http://www.dalynn.com/dyn/ck_assets/files/tech/TM53.pdf)

2.9 Efecto protector frente a la radiacion UVB por muerte celular inducida

Una cepa de Escherichia coli (ATCC 25922) se cultivd en caldo cerebro corazén para su
reactivacion. El extracto alcohodlico blando se redisolvié en cada uno de los solventes propuestos,
hexano, acetato de etilo, cloroformo y etanol obteniéndose los diferentes sub-extractos a las
concentraciones de 2000 ppm, 200 ppm y 20 ppm. Cada subextracto para analizar fue colocado en
un tubo de cuarzo de 1cm de diametro detrés del cual se ubicé otro tubo de cuarzo conteniendo una
suspensidn de bacterias de Escherichia coli (ATCC 25922) 0.5 McFarland. De tal forma que ambos

tubos formaron una unidad experimental. (Avila, y otros, 2005,pp.213-221)

Las unidades experimentales fueron irradiados con una lampara de UV-B marca Philips, Broadband
TL 40w/12 RS a una dosis de irradiacion de 0,60 J / cm?® Se detectd el nimero de unidades
formadoras de colonias sobrevivientes a la radiacion UVB sembrando 5 uL de la suspension
bacteriana en agar nutritivo cada 30 minutos por cuatro horas realizando diluciones con solucién de
cloruro de sodio 0.9 % . Se realiz6 el presente ensayo por triplicado para cada uno de los

subextractos y controles a las concentraciones propuestas anteriormente. (Gongalves, y otros,
2013,pp.122-127) (Avila, y otros, 2005,pp.213-221)

2.10 Determinacion de factor de proteccion solar (SPF) in vitro.

Para la determinacion del factor de proteccion solar se prepararon subextractos hexanico, acetato
de etilo, cloroférmico y etandlico a 20 ppm, 100 ppm, 200ppm y 500 ppm. Posteriormente se
realiz6 un andlisis espectrofotométrico a longitudes de onda entre 290 a 320 nm, con intervalos de
5 nm con el espectrofotometro Cole Parmer S-2150, una celda de cuarzo de 1 cm y utilizando cada

solvente como blanco para esta determinacion. (Sinmaleza, 2015, pp.32)
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El célculo del SPF de los subextractos se obtuvo mediante la ecuacion de Mansur propuesta en
1986:

320
SPF = CF X EE ()X I(A)X Abs (1)
290

Donde:

EE (M) representa el espectro de efecto eritemal.

I (M) representa la intensidad del espectro solar

Abs()) representa la absorbancia del producto con proteccion solar

CF es el factor de correccion igual a 10

Los valores de EE X | son constantes como se muestra a continuacion.

Table. 2: Normalized product function used in the calculation of SPF
Wavelength (nm) EE x I (normalized)

290 0.0150

295 0.0817

300 0.2874

305 0.3278

310 0.1864

315 0.0839

320 0.0180

Total 1.0000

EE — erythemal effect spectrum; I — Solar intensity spectrum.

Figura 2-2 Los valores de EE X | preestablecidos
Fuente: Sayre, 1979.

2.11 Andlisis estadistico de datos

Los datos del nimero de unidades formadoras de colonias transformadas en términos de area bajo la
curva para cada uno de los subextractos y concentracion fueron analizados estadisticamente. El

andlisis estadistico se llevo a cabo con todos los datos obtenidos por triplicado.

Se aplico la prueba estadistica de normalidad de Shapiro Wilk, prueba estadistica de homogeneidad

de varianza de Levene con posterior aplicacion de Anova de un factor y prueba de Tukey en cada
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una de las concentraciones propuestas haciendo uso del programa estadistico IBM SPSS
STATISTICS 21 para la valoracién de la actividad fotoprotectora.
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CAPITULO 11l

3 MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Extracto seco

A partir de 25.0205 g de liquen seco se obtuvo un peso de extracto seco de 4.6967g; por tanto, el

rendimiento de extraccion mediante maceracion dindmica corresponde a 23.98%.

3.2 Cromatografia en capa fina

Se realizé la cromatografia del extracto seco mediante diferentes sistemas de solventes con el fin de
separar el mayor nimero de compuestos que podrian ser aquellos identificados por el Rf descrito
por John Elix en la figura 3. Esto debido a que cada sistema de solvente mantiene una polaridad

distinta lo que permite la separacién de varios compuestos.

Otro motivo del uso de varios sistemas es que existen compuestos con valores relativamente bajos
de Rf en uno u otro sistema; por tanto, el estudio con varios sistemas de solvente permite el analisis
de dichos compuestos como depsidones 3 - orcinol, acidos secalonico y triterpenoides hopane. Los
sistemas de solvente propuestos son especificos para compuestos liquénicos, de alli, que las placas
cromatograficas muestran eficacia, eficiencia y resolucion. Claramente el sistema C y G muestran

mejores parametros cromatograficos.

En los sistemas A y B se han localizado manchas a través del Rf las cuales podrian tratarse de
atranorina y &cido physodalico en cada uno de los subextractos. Los sistemas C y G de igual forma
revelan la probable presencia de &cido physodalico, salazinico y estictico. Posiblemente el acido
notatico y norestictico han podido también ser identificados mediante los diferentes sistemas
propuestos. En las tablas 2-5 hasta 4-5 se indican los Rf obtenidos por cromatografia de capa fina
para cada uno de los subextractos en los diferentes sistemas de solvente los mismos que se han
comparado frente a los datos proporcionados por John Elix en su Catalogo estandarizado de datos

cromatograficos para sustancias liquénicas (Elix, 2014,pp.112-120).
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En el estudio realizado por Janeta en el afio 2015 sobre la misma especie liquénica constan varios

valores de Rf en cada uno de los sistemas cromatogréficos los mismos que son comprables con los

obtenidos en el presente estudio. En especial se ha realizado la comparacion de resultados de los Rf

de las tablas 2-5 hasta 4-5 para corroborar la probable existencia de los compuestos alli descritos.

Tabla 1-3 Cromatografia de capa fina de subextractos liquénicos

FASE MOVIL

A

TOLUENGO:
DIOXANO: ACIDO
ACETICO ( 180:45:5)

B
ETER:ACIDO
FORMICO (
130:80:20)

ONDA CORTA

1 2 3 4

1 2 3 4

ONDA LARGA

REVELADO H,SO,
10%

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4
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C
TOLUENO: ACIDO
ACETICO( 170:30)

1 2 3 4

G
TOLUENO:ACETATO
DE ETILO: ACIDO
FORMICO ( 139:83:8)

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4

Realizado por: Javier Urbina, 2015

1: Subextracto hexanico 2: Subextracto de acetato de etilo 3: Subextracto cloroférmico  4:

Subextracto etandlico

Tabla 2-3 Resultados de Cromatografia en capa fina Sistema de solvente A

Acido norestictico

Subextracto Hexanico Rf:42.86

Subextracto de acetato de etilo Rf; 42.86

Subextracto cloroférmico Rf: 42.86

Subextracto etandlico Rf: 42.86

Acido physodalico

Subextracto de acetato de etilo Rf: 10.39

Subextracto etandlico Rf: 9.09

Atranorina

Subextracto de acetato de etilo Rf: 75.32

Subextracto cloroférmico Rf: 75.97

Subextracto etandlico Rf; 75.97

Acido vulpinico

Subextracto acetato de etilo Rf: 81.82

Distancia de migracidén de solvente. 7.70cm

Realizado por: Javier Urbina, 2015
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Tabla 3-3 Resultados de Cromatografia en capa fina Sistema de solvente B

Atranorina Subextracto hexanico Rf: 72.46

Subextracto de acetato de etilo Rf: 73.91

Subextracto cloroféormico Rf; 73.91

Acido Notatico Subextracto hexanico Rf; 49.28

Subextracto de acetato de etilo Rf: 50.00

Subextracto cloroférmico Rf: 50.00

Subextracto etandlico Rf: 52.17

Subextracto hexanico Rf: 31.88

Acido physodalico Subextracto de acetato de etilo Rf: 31.16

Subextracto cloroférmico Rf: 30.43

Distancia de migracion de solvente: 6.90

Realizado por: Javier Urbina, 2015

Tabla 4-3 Resultados de Cromatografia en capa fina Sistema de solvente C

Acido salizinico Subextracto de acetato de etilo Rf: 5.06

Subextracto cloroformico Rf: 5.06

Subextracto etandlico Rf: 5.06

Acido physodalico — Acido estictico Subextracto de acetato de etilo Rf: 20.25

Subextracto cloroférmico Rf: 21.52

Subextracto etandlico Rf: 22.15

Acido norestictico Subextracto de acetato de etilo Rf: 27.22

Subextracto cloroférmico Rf: 27.85

Acido protocetrarico Subextracto de acetato de etilo Rf: 44.94

Subextracto cloroformico Rf: 44.94

Distancia de migracion del solvente: 7.90cm

Realizado por: Javier Urbina, 2015

Tabla 5-3 Resultados de Cromatografia en capa fina Sistema de solvente G

Acido salizinico Subextracto de acetato de etilo Rf: 26.62

Subextracto cloroférmico Rf: 27.27

Acido physodalico Subextracto etanolico Rf: 28.57
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Subextracto hexanico Rf: 42.86

Acido estictico

Subextracto de acetato de etilo Rf: 33.12

Subextracto cloroférmico Rf: 33.77

Subextracto etandlico Rf: 35.06

Acido Notatico

Subextracto de acetato de etilo Rf:54.55

Subextracto cloroformico Rf:54.55

Acido protocetrarico

Subextracto de acetato de etilo Rf:61.69

Subextracto hexanico Rf: 60.39

Acido vulpinico

Subextracto etanolico Rf: 90.91

Distancia de migracion del solvente 7.70cm

Realizado por: Javier Urbina, 2015

3.3 Curvade calibracion estandar Mc Farland

No Mc Absorbancia
Farland
1 0.171
2 0.380
3 0.579
4 0.774
X 0.083
Absorbancia
1
0,8 v=0,2008x~=0,026
o R2=0,999
".E o /
804
=]
< /
0,2 =
0 T T T 1
0 1 3 4 5

No Estandar Mc Farland

Figura 1-3 Curva de calibracion del estandar Mc Farland

Realizado por: Javier Urbina, 2015
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Y=A4+BX

Y: Absorbancia
X: No Estandar Mc Farland

La absorbancia de la muestra es 0.083 el mismo que al ser remplazado en la ecuacion de la recta nos
da el valor de 0.54. La absorbancia para un tubo Estdndar Mc Farland 0.5 oscila entre 0.8-1.0
(DALYNN BIOLOGICALS, 2015, http:/iwww.dalynn.com/dyn/ck_assets/files/tech/TM53.pdf); de tal forma que la
turbidez mostrada por el tubo 0.5 Mc Farland refleja aproximadamente una concentracion de
colonias bacterianas de 1.5x10°

3.4  Efecto de proteccion solar método de muerte celular inducida

Tabla 6-3 Efecto fotoprotector subextracto de acetato de etilo

TIEMPO 2000 ppm 200 ppm 20 ppm BLANCO
(h) UFC UFC UFC UFC
0 38300(173) 38733(+681) 38233(+58) 38200
0,5 9233(+351) 3800(+700) 3200(+100) 2800
1 1733(+306) 533(+58) 300(x0) 150
15 467(+58) 183(+29) 67(+29) 30
2 200(£50) 117(x29) 23(%3) 1
2,5 117(+29) 75(+25) 15(+0) 0
3 98(+11) 72(+11) 8(+3) 0
35 62(+22) 8(2) 5(2) 0
4 4(%7) 3(x4) 3(%3) 0

Realizado por: Javier Urbina, 2015
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B 2000 ppm ®E200ppm m20ppm MEBLANCO

Figura 2-3 Efecto fotoprotector subextracto de acetato de etilo
Realizado por: Javier Urbina, 2015

Tabla 7-3 Efecto fotoprotector subextracto hexanico

TIEMPO 2000 ppm 200 ppm
0 35433(x577)  36767(x231)  36767(+231) 39000(x1559)
05 15400(x755)  8467(+1193) 7000(+624) 6100
1 4167(x907) 1333(+153) 833(+252) 600
1,5 1260(+386) 633(+58) 133(+58) 100
2 567(+153) 172(+26) 65(+30) 20
2,5 225(+66) 52(+3) 23(+23) 15
3 104(+41) 5(+0.5) 2(+0.5) 0
35 47(£37) 1 0(+0.5) 0
4 2(£3) 0 0 0

Realizado por: Javier Urbina, 2015

B 2000 ppm ®200ppm m20ppm mBLANCO

Figura 3-3 Efecto fotoprotector subextracto hexanico I, I, 11l
Realizado por: Javier Urbina, 2015
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Tabla 8-3 Efecto fotoprotector subextracto etanélico

TIEMPO 2000 ppm 200 ppm 20 ppm BLANCO
0 40067(+808)  40067(+808)  40067(+808) 38200
0,5 19867(+3592) 8233(x757) 5367(+416) 2000
1 8600(+794) 3533(x252) 500(+100) 300
1,5 2867(+586) 217(x76) 233(%29) 0
2 283(+58) 92(x14) 62(+21) 0
2,5 75(%25) 50(z0,5) 22(+8) 0
3 11(£3) 2(£2) 6(x1) 0
3,5 2(+1) 1(+0.5) 1 0
4 0(x1) 1(+1) 1 0

Realizado por: Javier Urbina, 2015

W 2000 ppm ®200ppm ™20ppm MWBLANCO

Fiaura 4-3 Efecto fotoprotector subextracto etanélico I, 11, 111
Realizado por: Javier Urbina, 2015
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Tabla 9-3 Efecto fotoprotector subextracto cloroférmico

TIEMPO 2000 ppm 200 ppm 20 ppm BLANCO
0 42600(+1836) 41600(+954) 41533(+907) 38467(+981)
0,5 10600(+1217) 6067(+611) 2127(+379) 2100
1 1833(+351) 600(+265) 533(+153) 500
1,5 683(+76) 233(+29) 183(+29) 150
2 333(+29) 150(x0.5) 117(+29) 90
2,5 167(76) 73(x18) 50(+5) 15
3 108(+35) 7(£2) 4(x1) 2
35 1(x1) 1(x1) 1 1
4 0 0 1(x1) 0

Realizado por: Javier Urbina, 2015

m 2000 ppm ®m200ppm ®™20ppm ™ BLANCO

Fiaura 5-3 Efecto fotoprotector subextracto cloroférmico 1. 11. 111
Realizado por: Javier Urbina, 2015
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Tabla 10-3 Efecto fotoprotector Octilmetoxycinamato

TIEMPO 2000 ppm 200 ppm 20 ppm BLANCO
0 40133(+971) 40133(+971) 40133(+971) 38200
0,5 10033(+874) 7733(£503) 6100(+458) 1300
1 1867(+351) 533(+58) 350(%50) 300
15 467(+208) 383(+58) 200(20.5) 50
2 200(+87) 77(+3) 35(+22) 7
2,5 100(+0.5) 25(0.5) 12(%8) 0
3 10(+9) 5(2) 1(+1) 0
3,5 2(+1) 0(+1) 0(+1) 0
4 1 0 0 0

Realizado por: Javier Urbina, 2015

B 2000 ppm m®200ppm m20ppm MEBLANCO

Figura 6-3 Efecto fotoprotector octilmetoxicinamato I, 11, 111
Realizado por: Javier Urbina, 2015
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Tabla 11-3 Efecto fotoprotector pamidato

TIEMPO 2000 ppm 200 ppm 20 ppm BLANCO
(h) UFC UFC UFC UFC
0 39433(+404)  39433(x404)  39533(x462) 38200
0,5 10600(+361) 9033(+416) 7100(+500) 1300
1 1100(+200) 767(+58) 600(+100) 300
15 250(+50) 58(14) 53(6) 50
2 55(+10) 17(+8) 12(+3) 7
2,5 12(+3) 5(+1) 2(+2) 0
3 1(£1) 2(x1) 0 0
35 2(x1) 0 0 0
4 0(x1) 0 0 0

Realizado por: Javier Urbina, 2015

B 2000 ppm ®m200ppm m20ppm MWBLANCO

Figura 7-3 Efecto fotoprotector pamidato I, I1, 11

Realizado por: Javier Urbina, 2015
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3.5 Areabajo la curva de subextractos y controles

Tabla 12-3 Valores de érea bajo la curva de subextractos y controles.

20 ppm 200 ppm 2000 ppm

SUBEXTRACTO  ABC ABC ABC

ETANOL  2412,08(+1.89) 5381,00(+514.05) 15168,92(+1144.46)
ETHYL ACETATO 327,17(+60.20) 1037,67(+216.57)  4490,83(+339.54)
CLOROFORMO 781,83(+241.58) 2920,00(+396,75)  6467,17(+231.79)
HEXANO 53,00(+16.52) 1355,33(+246.61)  6576,00(+404.97)
OoMC 3003,67(+486.80) 4033,17(+490.53)  5994,08(+800.65)
PAMIDATO 3388,67(+123.04) 4421,00(+323.96)  5489,75(+204.50)

Realizado por: Javier Urbina, 2015
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Figura 8-3 Valores de area bajo la curva de subextractos y controles
Realizado por: Javier Urbina, 2015

El nimero de unidades formadoras de colonias de Escherichia coli sobrevivientes tras la aplicacion
del método de muerte celular inducida por radiacion UVB se representa a través de valores de area
bajo la curva (ABC) para cada uno de los factores a considerar; tipo de subextracto y concentracion.



El valor del area bajo la curva (ABC) indica la magnitud de la sobrevivencia de cepas de E. coli
gracias a la accion fotoprotectora de cada uno de los subextractos y controles en estudio. De tal
forma que a través del valor del ABC se infiere la capacidad fotoprotectora de cada sustancia. Por
tanto, un mayor valor de ABC significa que en existi6 mayor sobrevivencia bacteriana tras la

exposicion a la radiacion UVB

3.51 20ppm

El valor estadistico F obtenido tras aplicacion del test estadistico de Anova de un factor sugiere que
existe al menos un subextracto cuya ABC es estadisticamente diferente a la de los otros

subextractos y controles.

Una comparacion entre subextractos refleja que el subextracto etandlico posee un efecto
fotoprotector mayor frente a los subextractos cloroférmico, acetato de etilo y hexanico con un area
bajo la curva promedio de 2412.08. Mientras que entre el extracto cloroférmico y acetato de etilo no
existe una diferencia estadisticamente significativa al igual que entre subextractos hexanico y de
acetato de etilo. El subextracto cloroférmico muestra un efecto fotoprotector mayor que el
subextracto hexanico. En contraste con los fotoprotectores usados como controles en el ensayo
indican que ambos poseen un efecto fotoprotector mayor que los subextractos en estudio con
excepcion de la comparacion entre el OMC vy el subextracto etandlico donde no existe una

diferencia estadisticamente significativa.

3.5.2 200 ppm

Con un &rea bajo la curva de 5381 el subextracto etandlico a 200ppm posee un efecto fotoprotector
mayor que los subextractos y el control OMC con un ABC de 4033,16. Cuando se compara el
subextracto etandlico frente al pamidato el efecto de proteccién a la radicacion UVB por el

subextracto etanolico es mayor pero no estadisticamente significativo.

El subextracto cloroférmico con un &rea bajo de la curva de 2920 ejerce un efecto fotoprotector
mayor que el subextracto acetato de etilo y hexanico, resultado estadisticamente comprobado al
mostrarse diferencia significativa con estos altimos. Si bien el extracto hexanico presenta un ABC
promedio de 1355,33 mayor que el area bajo la curva del subextracto acetato de etilo (1037,66) no

existe entre ellos una diferencia significativa. Ambos controles muestran su efecto fotoprotector
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con ABC de 4033,16 y 4421 para OMC y Pamidato respectivamente. Estos valores indican un
mejor efecto fotoprotector que los subextractos hexanico, cloroférmico y de acetato de etilo a
200ppm.

3.5.3 2000ppm

A 2000 ppm el efecto de proteccidn frente a la radiacion UVB del subextracto etandlico es superior
y estadisticamente significativo que los subextractos y controles empleados ya que muestra un ABC
de 15168.91. Entre los subextractos cloroférmico y hexanico no existe una diferencia
estadisticamente significativa puesto que sus valores de ABC son cercanos; sin embargo ambos
muestran superioridad en la valoracion del efecto fotoprotector al subextracto de acetato de etilo
gue presenta un ABC de 4490.83.

A la concentracion estudiada en este caso se observa que no existe una diferencia significativa entre
el efecto de proteccion frente a la radiacion UVB otorgado por los controles y los subextractos de
acetato de etilo, hexano y cloroformo. Por tal motivo el efecto fotoprotector entre estos Gltimos es
comparable a 2000ppm

En todas las gréficas que se muestran a continuacion se verifica la disminucién del nimero de
unidades formadoras de colonias bacterianas en funcion del tiempo. Se puede establecer diferencias
entre cada una de las curvas de los diferentes sub-extractos y controles tomando en cuenta la

pendiente de cada una de ellas respecto al tiempo.

Haciendo énfasis en el punto de 5000 UFC, el sub-extracto etandlico alcanza dicho punto
aproximadamente a los 75 minutos tras exposicion a la radiacion, mientras que el sub-extracto
hexanico lo alcanza a la media hora de exposicion y tanto controles como subextractos cloroférmico
y acetato de etilo aproximadamente a los 30-40 minutos. Por tanto, el efecto fotoprotector del sub-
extracto etanolico es 1.6 veces mayor que el hexanico y 2.14 respecto a controles y demas

subextractos a 2000 ppm.
A 200 ppm tanto subextractos como controles experimentan una disminucion similar en cuanto al

numero de UFC en los primeros minutos de radiacién. Sin embargo al cabo del tiempo empiezan a

notarse diferencias por tanto el tiempo al cual se alcanza las 5000 UFC es variable de una a otro.
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El subextracto etandlico, hexanico, OMC y pamidato aproximadamente a 40 minutos llegan a dicho
valor mientas que el subextracto cloroférmico a 30 minutos y de acetato de etilo aproximadamente
a 25 minutos tras exposicion a la radiacion. A 20 ppm se observa la prevalencia de ambos controles
respecto a los sub-extractos en estudio ya que estos Ultimos experimentan una disminucion de UFC
mas pronunciada que el OMC y pamidato. Todos los subextractos en esta concentracion pierden su
efecto fotoprotector en menos de una hora de exposicion a la radiacion UVB

2000 ppm
50000
40000
30000
20000
10000 \‘
0
-10000 ¢ 1 1 g
——ETHYL ACETATO ——ETANOL —— CLOROFORMO
——HEXANO ——OMC ——PAMIDATO

Figura 9-3 Unidades formadoras de colonia de E.coli vs tiempo 200ppm
Realizado por: Javier Urbina, 2015

200 ppm
50000
40000
30000
20000
10000
0
(i) 0/5 | 1/5 y 2,5 3 3)5 4 4,5
-10000
o= ETHYL ACETATO ====ETANOL === CLOROFORMO
e HEXANO e OMC e PAMIDATO

Figura 10-3 Unidades formadoras de colonia de E.coli vs tiempo 200ppm
Realizado por: Javier Urbina, 2015
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20 ppm

45000
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25000
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15000
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_Sooo(l) 0|5 1,5 y, 2.5 ] 3|5 4 4|5

e ETHYL ACETATO ===ETANOL e CLOROFORMO
== HEXANO = OMC === PAMIDATO

Figura 11-3 Unidades formadoras de colonia de E.coli vs tiempo 20ppm
Realizado por: Javier Urbina, 2015

3.6  Factor de proteccion solar

El factor de proteccidn solar se calcul6 haciendo uso de la ecuacién de Mansur. Es notorio que en
cada uno de los subextractos el valor del FPS aumenta de forma proporcional a la concentracién lo
cual se puede evidenciar en los valores del ABC los mismos que aumentan gradualmente con la

concentracion de cada subextracto.

Tomando como punto de comparacion la concentracién de 200 ppm para cada uno de los
subextractos el etandlico es aquel cuyo FPS promedio es superior con 12.07 seguido del subextracto
cloroférmico con un 9.17, acetato de etilo 7.79 y hexano con 1.98. Ha sido posible la
determinacion del FPS hasta 500 ppm de hexano y cloroformo mientras que para acetato de etilo y
etanol el método utilizado ya no es aplicable puesto que los valores de absorbancia emitidos por el

espectro fotometro se vuelven constantes.
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Tabla 13-3 Factor de proteccidn solar de subextractos

FACTOR DE PROTECCION SOLAR

20 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm

HEXANO 0,18(+0.02)  1,3(x0.05) 1,98(x0.07)  4,51(0.01)
ETIL 0,98(+0.13)  5(x0.01)  7,79(0.25)

ACETATO

CLOROFORMO 0,38(+0.04) 4,85(x0.03) 9,17(+0.47) 15,61(+0.05)
ETANOL 1,63(£0.05) 6,91(+0.01) 12,07(0.13)

Realizado por: Javier Urbina, 2015

HEXANO

m HEXANO

1,3
0,18
-
20 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm

Figura 12-3 Factor de proteccidn solar subextracto hexanico
Realizado por: Javier Urbina, 2015

43



ACETATO DE ETILO

W ACETATO DE ETILO

20 ppm 100 ppm 200 ppm

Figura 13-3 Factor de proteccion solar subextracto de acetato de etilo
Realizado por: Javier Urbina, 2015

CLOROFORMO

= CLOROFORMO

20 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm

Figura 14-3 Factor de proteccion solar subextracto cloroférmico
Realizado por: Javier Urbina, 2015
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ETANOL

W ETANOL

20 ppm 100 ppm 200 ppm

Figura 15-3 Factor de proteccion solar subextracto etandlico
Realizado por: Javier Urbina, 2015

Los resultados obtenidos para la valoracion del efecto fotoprotector, factor de proteccion solar y la
cromatografia de capa fina realizada a los diferentes subextractos se corroboran con datos
bibliograficos. Han sido reportados como filtros UV los compuestos liquenaceos dépsidos, entre

ellos la atranorina, acido difractaico, acido divaricéatico, acido gyrophorico.

Es evidente la posible presencia de atranorina en el liquen en estudio (HONEGGER, 1986) . Este
compuesto es biosintetizado por el liquen ante altas intensidades de luz, tal como se refleja en el
estudio realizado en la especie Cladonia rangiferina (Khanh, Nicolas, & Sophie, 2013). De tal
forma que las condiciones al momento de la recoleccién del material de estudio apoyan la presencia
de dicho compuesto. Estudios comparativos entre especies expuestas a la luz solar y otras cubiertas

de la misma reflejan el rol biolégico del compuesto como filtro UV.

Los valores del factor de proteccion solar de los subextractos en estudio son menores que los
mostrados por los controles cuyo SPF a 200 ppm fue de 17,14 y 20,08 para el OMC y pamidato
respectivamente; sin embargo el subextracto etandlico present6 un considerable efecto fotoprotector
como ha sido detallado previamente. Los compuestos dépsidos muestran un factor de proteccién
solar bajo y moderado tanto in vivo como in vitro. (Khanh, Nicolas, & Sophie, 2013) De tal forma

que los resultados mostrados en el presente proyecto son comparables.
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Otros estudios en especies liquenaceas muestran un SPF para el &cido gyrophorico sobre 5 al igual
que extractos de la especie Lasallia pustulata donde sus propiedades fotoprotectores se modifican
ligeramente tras una radiacion de 2 horas (Frangoise, Le Dévéhat, & Céline, 2013,pp. 17-28). El subextracto
etandlico analizado a 2000ppm es aquel que mediante el ensayo aplicado muestra una actividad
fotoprotectora de consideracion hasta aproximadamente dos horas de radiacion

Otros estudios realizados a especies liquénicas afirman que los compuestos que han analizado in
vitro ofrecen un efecto fotoprotector mayor o similar al del OMC al igual que algunos resultados

presentados en la presente investigacion. (Fiorenza, Kirsten, Cecilia, & Helmut, 2002,pp-133-139)

Estructuralmente, se manifiesta que a medida que mas unidades de orto orcinol posea la molécula el
SPF aumenta, es asi que el &cido gyrophorico al poseer tres unidades muestra un SPF més alto. Otra
razén por las cuales el subextracto etandlico muestra una propiedad fotoprotectora mejor es debido
al solvente; ya que se manifiesta que los solventes polares, metanol o etanol, pueden influir

significativamente en los perfiles de fotoproteccién de los compuestos. (Khanh, Nicolas, & Sophie,
2013,pp269-275)

Como se muestra en bibliografia, los dépsidos y depsidonas muestran bandas de méaxima absorcion
dentro de la region del UVB comprendida entre 280-315 nm pudiendo utilizarse como filtros UVB
ya que su coeficiente de extincién molar es superior a 10000 L mol™ cm™ lo que es tomado como

criterio para establecer un filtro UV. (Francoise, Le Dévéhat, & Céline, 2013,pp. 17-28).

Caracteristicas estructurales de las depsidonas en comparacion a los dépsidos brindan la capacidad
a estos para absorber radiacion UVB y UVA. Una unidad de orto-hidroxi-benzaldehido en la
molécula puede cambiar las caracteristicas espectrales de la misma; es asi que algunos compuestos
como el acido salizinico absorben en longitudes de onda corta, 308-321nm debido a puentes de

hidrégeno.
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CONCLUSIONES

1. Se determind la capacidad fotoprotectora in vitro de los diferentes subextractos observando que
el poder fotoprotector es proporcional a la concentracion de extracto liquénico empleado;
siendo el subextracto etandlico de Parmelina tiliacea el que presenta mejor propiedad
fotoprotectora en cada una de las concentraciones analizadas frente a los subextractos
hexanico, acetato de etilo y cloroférmico. Cabe afiadir que se determiné que a la concentracion
de 2000 ppm todos los subextractos estudiados mostraron un efecto fotoprotector comparable

con los controles OMC y pamidato, reflejandose sus propiedades como filtros UVB.

2. Se obtuvo el factor de proteccion solar (FPS) in vitro para cada uno de los subextractos en
estudio, presentandose proporcionales a la concentracién, de manera que el subextracto
etanolico es aquel con mayor FPS, lo cual es concuerda con los resultados de actividad

fotoprotectora.
3. Se establece a través del proceso cromatografico la probable presencia de varios compuestos

liquénicos, en especial, de atranorina y &cido salizinico presuntamente responsables de la

actividad fotoprotectora de los extractos analizados.
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RECOMENDACIONES

o Se recomienda la aplicacién en futuros estudios de fotoproteccion de un método para
determinar el FPS in vitro a concentraciones mayores.

o Se recomienda tomar las precauciones necesarias en el desarrollo del método propuesto
para la valoracion de actividad fotoprotectora ya que existen diversos puntos en los cuales

puede producirse un error en el analisis el mismo que malogre un resultado.

o Es necesario realizar un estudio previo de la densidad de crecimiento bacteriana a través del

tiempo tras exposicion a la radiacion UVB con el objeto de realizar las diluciones correctas.
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GLOSARIO DE TERMINOS

CANCER
Enfermedad neoplasica con transformacion de las células, que proliferan de manera anormal e

incontrolada.

INDICE DE RADIACION SOLAR MUNDIAL
El indice UV solar mundial (IUV) es una medida de la intensidad de la radiacion UV solar en la

superficie terrestre.

MUTACION
Alteracion producida en la estructura o en el nimero de los genes o de los cromosomas de un

organismo transmisible por herencia.

ERITEMA

Inflamacidn superficial de la piel, caracterizada por manchas rojas.

RADIACION UV
Energia electromagnética emitida a longitudes de onda menores que la correspondiente a la visible

por el ojo humano entre 100 y 360 nm

RADIACION UVA

Radiacion ultravioleta comprendida entre el rango de 315-400nm

RADIACION UVB

Radiacion ultravioleta comprendida entre el rango de 280-315nm

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
Corresponde al ndmero minimo de células separables sobre la superficie o de un medio
de agar semi-solido que da lugar al desarrollo de una colonia visible del orden de decenas de

millones de células descendientes.
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ANEXOS

ANEXO A: Anaélisis estadistico 20ppm

Descriptivos

auc
Intervalo de confianza parala
media al 95%
Desviacion Limite
I Meadia tipica Error tipico | Limite inferior superior Minima Maximo
etanol 3| 24120833 1,89297 1,08281 240736809 2418,7857 2410,75 241425
etilo 3 327 1667 6019776 3475520 1776271 476,7062 257,75 365,00
hexano 3 53,0000 16,52271 9,53939 11,9553 94,0447 34,00 54,00
cloroformo 3 7818333 24158207 [ 13047747 181,7102 1381,9565 52325 100175
omc 3 | 30036667 486,79727 | 281,05254 1794 3052 4212,8331 2513,00 348650
pamidato 3 | 33886667 123,04301 71,03892 30830109 3694,3225 3250.,50 350450
Total 18 | 1661, 0694 1374 06677 | 32387064 977 7621 23443768 34,00 350450
Prueba de homogeneidad de varianzas
auc
Estadistico de
Levens gl gl2 Sig.
2,922 5 12 ,059
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

axtracto Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
auc etanol 3588 3 812 3 143

atilo 371 3 785 3 079

hexano 340 3 848 3 2358

cloroformo 240 3 874 3 692

ome 78 3 959 3 954

pamicdato 208 3 953 3 838

a. Correccion de la significacian de Lilliefors

Variable depe

ndiente: auc

HSD de Tukey

Comparaciones miltiples

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite

(0 extracto @) extracto | medias ¢-0) | Errortipico sia Limits inferior superior
etanal etilo 2084,91667 | 186,89671 000 14571454 2712.6879
hexano 2359,08333° | 186,89671 .0oo 1731,3121 2986,6546
clorafarme 1630,250007 | 186,89671 .000 10024767 2258,0213
ome -591,58333 | 186,89671 069 -1219,3546 36,1879
pamidato -576,58333 | 186,89671 .002 -1604,3546 -348,8121
etilo etanol -2084,91667 | 186,89671 .0oo -2712.6879 -1457.1454
hexana 27416667 | 186,69671 688 -353,6046 501,9379
cloroformao -454,66667 | 186,80571 219 -1082,4379 173,1046
ome -2676,50000° | 186,89671 .0oo -3304,2713 -2048,7287
pamidato -3061,50000° | 186,89671 .000 -3689,2713 -2433,7287
hexane etanol -2359,08333 | 186,89671 .000 -2966.8546 -1731.3121
stilo -274,16667 | 186,89671 689 -901,9379 353,6046
- cloroformao -728,83233" | 186,80671 020 -1356,6046 -101,0621
ome -2950,66667 | 186,89671 .0oo -3578.,4379 -2322.8954
pamidate -3335,66667 | 186,89671 .000 -3963.4379 -2707.8954
cloraformo  etanol -1630,25000° | 186,89871 000 -2258,0213 -1002,4787
stilo 454 66667 | 196,89671 219 -173,1048 1082,4379
hexano 728,83333° | 186,89671 .020 101.0621 1356,6046
ome -2221,83333 | 186,89671 .0oo -2849.6046 -1594,0621
parnidato -2606,83233" | 186,89671 .000 -3234,6046 -1979,0621
ame etanal 55158333 | 196,89671 069 -36,1879 1219,3546
stilo 2676,50000° | 186.89671 .0oo 20487287 33042713
hexano 2950,66667 | 186,89671 .0oo 23228954 3578,4379
claroforma 2221,83333° | 186,89671 000 1584,0621 2849,6046
pamidata -385,00000 | 186,89571 367 -1012,7713 242,7713
pamidato etanol 976,568333 | 186,89671 .00z 348.8121 1604,3546
etilo 3061,50000° | 186.69671 .0oo 24337287 36892713
hexana 333566667 | 186,89671 .000 2707.8854 39634370
cloroformao 2606,93333° | 186,89571 000 1979,0621 3234,6046
ome 385,00000 | 186,89671 367 -242.7713 10127713

~_La diferencia de medias s significativa al nivel 0.05.




Fuente: Javier Urbina, 20
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ANEXO B: Analisis estadistico 200ppm

Descriptivos
auc
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite

i Media tipica Errortipico | Limite infarior superior Minimo Maximo
etanal 3 | 5381,0000 614,04505 | 206,78405 4104,0413 66579587 | 4851,25 [ 5B77,75
etilo 3 | 1037 6667 216,57163 | 12503769 4996729 1575 6604 868,50 | 128175
hexano 3 | 13553333 246,60968 | 14238016 742,7209 19679457 | 108500 [ 1568,00
cloroformo 3 | 2920,0000 3096,75213 | 22906485 19344131 39055869 | 2596,00 [ 336250
ome 3 | 40331667 490,52531 | 283204582 2814,6342 62516991 | 357550 [ 4551,00
pamidato 3 | 4421,0000 32388335 | 187,04033 3618,2304 52257696 | 4107,50 [ 475450
Total 18 | 3191,3611 1663,52721 | 392,00712 2364,1085 40186137 868,50 | 587775

Prueba de homogeneidad de varianzas
aue
Estadistico de
Levene all gl2 Sig.
574 5 12 719
ANOVA de un factor

auc

Suma de Media

cuadrados al cuadrética F Sig
Inter-grupos 45204604 40 g 9058520,881 62,122 000
Intra-grupos 1749863,000 12 145823583
Total 47044487 40 17

Pruebas post hoc

Pruebas de normalidad

exracty | Estadistico | ol Sig. | Estadistico | gl Sig
auc etanol 200 3 395 3 662
efilo 260 3 958 3 605
hexano 196 3 396 3 679
cloroformo 285 3 932 3 496
ome 201 3 994 3 857
pamidato 192 3 997 3 894

a Corrsccion ds Ia significacion de Lillisfors




Variable dependiente:  auc
HSD de Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite
() extracto  (J) extracto medias (I-J) Error tipico Sig Limite inferior suparior
etanal etilo 4343‘33333' 311,79436 000 32060408 53090,6258
hexano 4025 66667 | 31179436 000 20783741 5072,8582
cloroformao 2461‘UUUUU‘ 311,79436 000 14137074 35082928
ome 134783333 | 31179436 010 3005408 23951258
pamidato 960,00000 | 311,79436 080 -87,2926 2007,2828
etilo etanol 434333333 | 311,79436 000 -5300,6259 -3206,0408
hexano -317 66667 | 311,70436 403 -1364,9592 7206259
cloroformo | -1 882‘33333' 311,79436 001 -2020,6259 -B35,0408
ome 2995 50000 | 311,79436 000 | -40427926 -1948,2074
pamidato 73383‘33333' 311,79436 000 -4430,6259 -2336,0408
hexano etanal 402566667 | 311,78436 000 -50729592 -2078,3741
etilo 317 66667 | 311,79436 803 -728,6259 1364,9592
cloroformo | -1564 66667 | 311,73436 003 -2611,9592 -517,3741
ome -2677,83333" | 311,79436 000 -37251259 -1630,5408
pamidato -30B566667 | 311,79436 000 -4112,9592 -2018,3741
cloroformo  etanol -2461‘00000‘ 311,79436 000 -3508,2926 -14137074
etilo 1882‘33333' 311,79436 001 8350408 2029,6258
hexano TSEA‘EEEETV 311,79436 003 5173741 2611,8582
ome 71113‘1666?' 311,79436 035 -2160,4592 -65,8741
pamidato 150100000 | 311,78436 004 -25482926 -4537074
ome etanol -1347‘83333‘ 311,79436 010 -23851259 -300,5408
etilo 2995 50000 | 31179436 000 19482074 40427926
hexano 267783333 | 311,70436 000 1630,5408 37251259
cloroformo 111316667 | 311,79436 035 65,8741 21604582
pamidato -387,83333 | 311,70436 808 -14351259 6504502
pamidato etanol -960,00000 | 311,79436 080 -2007,2926 87,2926
etilo 3393‘33333‘ 311,79436 000 2336,0408 44306258
hexano 3065‘6666?' 311,79436 000 20183741 41128582
cloroforma 1501,00000° | 31179436 004 4537074 25482026
ome 367,83333 | 311,79436 808 -G58,4592 14351259
* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05
Fuente: Javier Urbina, 2015
ANEXO C: Analisis estadistico 2000ppm
Descriptivos
auc
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacién Limite
N Media fipica Erortipico | Limits inferior | superior Minimo_| Maximo
stanol 3 | 151689167 | 114446375 | 66075645 | 123258111 | 180119222 | 14106,50 | 1636075
etilo 3| 44908333 | 33954173 | 196,03451 36473649 | 53343017 | 413550 | 481200
hexano 3| 65760000 | 4047253 | 23381100 |  5569,0925 | 75620075 | 617900 | 698850
cloroformo 3| 64671667 | 23178996 | 13382399 | 58913685 | 70429648 | 627000 | 672250
ome 3 | 5094,0833 80064604 | 462,25321 4005,1683 7982,9084 | 512425 | 670025
pamidato 3 | 54897500 20450443 | 118,07069 4981,7328 5997,7672 | 530175 | 570750
Total 18 | 73844583 3609,05384 | 871,87538 5524 0621 0203,0545 | 413550 | 1638075
Prueba de homogeneidad de varianzas
auc
Estadistico de
Levene gl ai2 sig
5 12 18
ANOVA de un factor
auc
Suma de Wedia
cuadrados gl cuadrdtica F sig
Inter-grupes | 227359845,1 5 | 4550192802 | 117,623 000
Intra-grupos | 4651342687 12| 287611,889
Total 2326109978 17
Pruehas de normalidad
exiracto Estadistico g sig. Estadistico al Sig.
auc  etanol 1200 3 995 3 862
etilo 1260 3 958 3 08
hexano 196 3 996 3 879
cloroforma 285 3 932 3 496
ome 201 3 094 3 857
pamidata 192 3 997 3 894

a. Comreccion de la significacién de Lillisfors




Variable dependients:  auc
HSD de Tukey

Intervalo de conflanza al 95%
Diferencia de Limite
(hedracto () extracty | medias () | Erortipico |  Sig. | Limite inferior | superior
etanol etilo 10679,08333 | 50833840 000 | 89706149 | 122855618
hexano 859291867 | 508,33840 000 | 69854482 | 103003851
cloroformo | 8701,75000° | 508,33840 000 | 69942815 | 104092185
ome 917482337 | 508,33840 000 | 74673842 | 108823018
pamicato | 967916867 | 508,33840 000 | 79716982 | 113866351
etilo etanal 10679,0833" | 508,33840 000 | -123855518 | -8070,6149
hexano -2085,16867 | 508,33840 014 | 37926351 -377,6982
cloroformo | -1976,33333" | 508,33840 020 | -3683,8018 -268,9649
ome -1503,26000 | 508,33840 097 | 32107188 2042185
pamidato -098,01667 | 50833840 M3 | 27063851 08,5518
hexano etanal -8502,01667 | 508,33840 000 | -10300,3851 | -6885,4482
eiilo 208516667 | 508,33840 o014 3776982 37926351
cloroformo 108,83333 | 50833840 | 1000 | -1598,6351 1816,3018
ome 581,01667 | 50833840 854 | 11255518 22893851
pamidato 1086,25000 | 508,33840 332 -621,2185 2793,7185
cloroformo etanol -8701,75000° | 508,33840 000 | -10409,2185 | 69942815
eiilo 1076,33333° | 508,33840 020 2668649 36839018
hexano 10883333 | 50833840 | 1,000 | -18153018 15986351
ome 473,08333 | 50833840 931 | 12343851 21805518
pamidato 97741667 | 508,33840 A34 -730,0518 26848851
ome etanal 9174,83337 | 508,33840 000 | -10882,3018 | 74673649
eiilo 1503,25000 | 508,33840 097 -204 2185 32107185
hexano -581,01667 | 50833840 854 | -2289,3851 11265618
cloroformo | -473,08333 | 508,33840 931 | 21808518 12343851
pamidate 50432333 | 508,33840 912 | 12031351 22118018
pamidato  etanol -6670,16667 | 508,33840 000 | 113866351 | -7971 6982
eiilo 99801667 | 508,33840 M3 -708 5518 27063851
hexano -1086,25000 | 50833840 332 | 27937188 621,2185
cloroformo | -G77,41667 | 508,33840 434 | 26848851 730,018
ome -504,33333 | 508,33840 912 | 22118018 12031381

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Fuente: Javier Urbina, 2015



